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RESUMO 

 

 Objetivo: Análise do fator de crescimento vásculo-endotelial (VEGF) como 

marcador sorológico no diagnóstico da gravidez ectópica. Outrossim, é desiderato 

deste projeto avaliar se as variantes polimórficas -460 T/C (rs833061), -634 C/G 

(rs2010963) e +936 C/T (rs3025039) do gene do VEGF podem estar associadas à 

ocorrência da gravidez ectópica (GE). Além disso, procuramos avaliar se os níveis 

séricos de VEGF estavam correlacionados com o genótipo. 

Método: estudo caso-controle, onde foram selecionadas 35 pacientes com 

diagnóstico de gravidez ectópica, 15 abortamentos e 22 gestações intra-uterinas 

normais. Foram coletados 10 mL de sangue em tubo seco, centrifugados a 2000 rpm e o 

sobrenadante foi separado em cinco alíquotas de 200 µL e armazenados a -80 º C, para 

posterior avaliação. A dosagem sérica do VEGF foi realizada por método de ELISA - 

(human VEGF; R&D systems, Minneapolis). Para a avaliação dos polimorfismos do 

gene do VEGF foram incluídas 74 pacientes com história prévia ou em vigência de GE, 

em acompanhamento no Ambulatório de GE da UNIFESP. O grupo controle foi 

constituído de 134 mulheres na menopausa, com pelo menos duas gestações normais, 

sem abortos ou GE durante a menacme, em seguimento no Ambulatório de Climatério 

da UNIFESP. Foram coletados 10 mL de sangue periférico, retirado buffy-coat, do qual 

é extraído DNA genômico pela técnica de DTAB / CTAB. A genotipagem foi realizada 

digerindo os produtos de PCR com as enzimas de restrição específicas para os 

polimorfismos do gene de VEGF +936 C/T, -634 C/G e -460 C/T. Os dados foram 

analisados pelo teste  2 ou teste exato de Fisher, sendo considerado significante 

p<0,05. 

 Resultados: Nos casos estudados a média dos valores séricos do VEGF foi de 

297,5 pg/mL na gravidez ectópica, 299,6 pg/mL no abortamento e de 39,9 pg/mL  nas 

gestações intra-uterinas normais (p<0,0001). Não foram identificadas diferenças 

significantes quanto as freqüências genotípicas e alélicas para os polimorfismos do 

gene do VEGF +936 C/T (p=0,28), -460 C/T (p=0,70) e -634 G/C (p=0,17). Não foi 

identificada relação entre os valores séricos de VEGF e os genótipos para nenhum dos 

polimorfismos de VEGF testados. 

Conclusão: Nossos resultados sugerem que na gravidez ectópica sejam 

detectados valores séricos mais elevados de VEGF do que na gravidez intra-uterina 



xiv 
 

viável. Por outro lado, quando comparamos os valores de VEGF na gravidez ectópica 

com os casos de abortamento, não encontramos diferença estatisticamente 

significante. Não foi identificada associação entre a expressão de polimorfismo +936 

C/T, -634 C/G e -460 C/T do gene do VEGF e nem de seus alelos com a ocorrência de 

gravidez ectópica. Não foi identificada relação entre os níveis séricos de VEGF e os 

genótipos para nenhum dos polimorfismos de VEGF testados. A produção de VEGF 

sérico parece não ter correlação com o genótipo. 
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2 
INTRODUÇÃO 

 Entende-se como gravidez ectópica (GE), a implantação e o desenvolvimento do 

ovo fora da grande cavidade uterina. A localização mais frequente é a tubária, 

observando-se aumento de sua incidência nos últimos anos (CDC, 1995). 

A gravidez ectópica é considerada doença de grande importância, por vários 

motivos, entre eles citamos o grande número de manifestações, por vezes de 

prognóstico ominoso, como hemorragias copiosas, necessidade de transfusões 

sanguíneas, aderências pélvicas e comprometimento do futuro reprodutivo. Atualmente 

há perspectiva de realizar o diagnóstico precoce o que propicia o emprego de condutas 

conservadoras, evitando, assim, cirurgias de emergência por abdome agudo e 

possibilitando, em casos selecionados, até mesmo o tratamento clínico (Elito Júnior et 

al., 2005 a; Elito Júnior et al., 2005 b; Elito Júnior et al.,2006; da Costa Soares et al., 

2008). 

Conduta menos radical é muito importante em alguns casos, sobretudo em 

pacientes com desejo reprodutivo e que, muitas vezes, não têm acesso a métodos de 

fertilização in vitro. Outrossim, a paciente com história de gestação ectópica prévia tem 

risco 6 a 8 vezes maior de recidiva (Ankum et al., 1996). 

 Estima-se que nos últimos 20 anos, o número de casos de GE atingiu a 

proporção de aproximadamente duas em cada cem gestações normais, em países 

industrializados. Epidemiologicamente, a frequência cresceu seis vezes no período de 

1970 a 1992, passando de 17.800 ocorrências em 1970 para 108.800 em 1992, o 

crescimento se deve ao aumento dos casos de doença sexualmente transmissíveis 

(DST), tabagismo, cirurgia tubária, infertilidade e idade materna avançada entre as 

mulheres em idade fértil (CDC, 1995; Gerton et al., 2004). Alguns trabalhos mostraram 

resultados diferentes em certos países, caso do Reino Unido onde a incidência de GE 

pouco se alterou na última década, indo de 9,6/1000 em 1991 a 1993 para 11,1/1000 

em 1997 a 1999 (RCOG, 2001). Nos Estados Unidos, segundo Zane et al. em 2002, 

houve declínio do número de casos novos por ano de 58.178 para  35.382, entre 1992 

e 1999. 

 Em contrapartida, a mortalidade decorrente da GE nos EUA decresceu 

satisfatoriamente, tendo sido registrados 35,5 óbitos para 10.000 casos em 1970; e 3,8 

em 10.000 no ano de 1989 (Goldner et al., 1993). Apesar disso a GE continua sendo a 

principal causa de mortalidade materna no primeiro trimestre da gravidez, contribuindo 
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com 80% dos óbitos neste período (Sowter, Farquhar, 2004). É responsável por 9 a 

13% de mortes maternas durante todo o período gestacional (Nederlof et al., 1990; 

Gerton et al., 2004; Mueller et al., 2004) 

 A etiologia da gravidez ectópica é ainda desconhecida. Não existe nenhum 

modelo animal para esta doença. Apesar de muitos fatores de risco terem sido 

associados com o diagnóstico da gravidez ectópica, não se sabe ainda ao certo se 

estão relacionados à etiologia. As teorias etiopatológicas para gravidez ectópica 

geralmente distinguem fatores de risco maternos e embrionários. Os maternos 

(gravidez ectópica prévia, infecção, cirurgia tubária, usuárias de DIU, tabagismo, 

infertilidade, endometriose, e fatores hormonais como pílula de progesterona e 

anticoncepção de emergência) afetam a função da tuba de Fallópio e o transporte do 

embrião para o útero. Os embrionários incluem anomalias estruturais e cromossômicas 

do concepto. É importante ressaltar que muitas pacientes com gravidez ectópica não 

apresentam nenhum fator de risco e o exame macroscópico da pelve é completamente 

normal. Por isso a investigação de rastreadores sorológicos e fatores predisponentes 

ainda é aspecto a ser explorado. 

 

1.1 Diagnóstico 

 Mesmo com os avanços da tecnologia ecográfica com aparelhos de ultra-

sonografia transvaginal (USTV) de última geração e do aumento da sensibilidade dos 

testes laboratoriais de gravidez como a fração beta do hormônio gonadotrópico 

coriônico (β-hCG), a GE incipiente pode passar despercebida em 40-50% das vezes 

(Ankun et al., 1993; Gerton et al., 2004) 

 Para evitarmos que a paciente evolua para um quadro grave de abdome agudo 

hemorrágico devido à ruptura tubária, a atenção do obstetra deverá estar voltada para 

a realização do diagnóstico precoce, ou seja, de gravidez tubária íntegra, possibilitando 

tanto o tratamento cirúrgico como o clínico (Ichinoe et al., 1987; Elito Júnior et al., 1998; 

Elito Júnior et al., 1999; Felemban et al., 2002; da Costa Soares et al., 2004; Elito 

Júnior et al.,2006). Nestas situações a história clínica e o exame físico são pobres e 

pouco elucidativos, podendo, às vezes, cursar com a tríade clássica de atraso 

menstrual, dor abdominal e sangramento genital. Esta síndrome pode estar presente 

também na gravidez incipiente, no abortamento e até na mola hidatiforme. Nestas 
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circunstâncias, devemos lançar mão de exames subsidiários como a dosagem da 

fração beta do hormônio gonadotrópico coriônico (β-hCG) e a ultra-sonografia 

transvaginal para o esclarecimento diagnóstico. 

 A detecção da β-hCG constitui o principal exame para se avaliar a atividade 

trofoblástica, seus títulos tendem a ser menores na gravidez ectópica quando 

comparados às tópicas da mesma idade gestacional. O conhecimento do tempo de 

duplicação deste hormônio é útil na diferenciação entre a gravidez intra-uterina e a 

ectópica. Na gestação normal ocorre a duplicação da β-hCG entre 1,4 – 2,1 dias, no 

período entre o 5o e  o 25o dia após a concepção. Queremos acentuar que se no 

intervalo de 48 horas os títulos da β-hCG não mostrarem aumento de pelo menos 53%, 

é sinal que  a gravidez é inviável, ectópica (Barnhart et al., 2004) ou tópica de mau 

prognóstico que resultará em abortamento em 85% dos casos (Kadar et al., 1981). 

 O emprego da ultrassonografia no diagnóstico da GE deve ser realizado de 

preferência pela via transvaginal. O exame consiste em primeiro analisar a cavidade 

uterina, com o intuito de descartar gravidez tópica pela visibilização do saco 

gestacional ou restos ovulares. Posteriormente devem ser avaliados os ovários, 

procurando identificar, sempre quando possível, o corpo lúteo. Por fim, o exame 

consiste em analisar a presença de massa anexial extraovariana, que deve ser 

caracterizada conforme o seu aspecto (hematossalpinge, anel tubário e embrião vivo) e 

o achado de líquido livre na cavidade peritoneal é frequente. A ultrassonografia 

transvaginal, em geral, consegue visibilizar a gravidez tópica a partir de 5 a 6 semanas 

de amenorréia(Fritz, Guo, 1987; Timor-Tritsch et al., 1989). 

 Quando o diagnóstico for realizado apenas pela ultra-sonografia, mesmo 

utilizando aparelhos de última geração ainda existe a possibilidade de erro. Entretanto, 

sua análise em associação com a dosagem da β-hCG, auxilia no esclarecimento 

diagnóstico. Excepcionalmente, em casos onde ainda não se chegou a um diagnóstico 

preciso, a curetagem uterina pode ajudar a diferenciar entre abortamento e gravidez 

ectópica, com achados, respectivamente, de restos ovulares ou reação de Arias-Stella 

(Stovall et al., 1990; Barnhart et al., 1994; Gracia, Barnhart, 2001). 

 Existem três possibilidades clínicas em relação à análise dos níveis séricos da   

β-hCG e US (Cacciatore et al., 1990): 
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- 1o – o diagnóstico de gravidez viável é quase certo quando os níveis da β-

hCG forem maiores que 2000 mUI/mL, nesta situação o saco gestacional 

intra-uterino deve ser visibilizado com a US transvaginal; 

- 2o – o diagnóstico de GE é muito provável quando o útero não apresentar 

saco gestacional intracavitário, à luz da US transvaginal e o nível sérico da β-

hCG for maior que 2000 mUI/mL (Nyberg et al., 1988; Cacciatore et al., 1990; 

Shifren et al., 1996; Clark et al., 1996; Barnhart et al., 2004), exceto nos 

casos de gestação múltipla;(Chung et al., 2006) 

- 3o –nenhum diagnóstico definitivo pode ser feito na condição em que o nível 

sérico da β-hCG é menor que 2000 mUI/mL, e o útero aparece vazio na US 

transvaginal. Em tais casos, aguardam-se os próximos dias, quando se 

podem diagnosticar três possibilidades: abortamento, gravidez normal ou 

gravidez ectópica. Isto ocorre porque a determinação da β-hCG diagnostica 

gravidez após oito a dez dias da fertilização, e a ultrassonografia transvaginal 

só no 21o dia após a concepção, quando evidencia o saco gestacional (Daus 

et al., 1989). Este período deve ser acompanhado com dosagens seriadas da 

β-hCG e exames de US. 

Baseados na associação da β-hCG e da ultra-sonografia transvaginal, diversos 

protocolos foram elaborados para o diagnóstico algorítmico da gravidez ectópica. Por 

outro lado, a dosagem isolada deste hormônio não pode confirmar ou excluir a gravidez 

ectópica, mas sim auxiliar no diagnóstico através do acompanhamento com dosagens 

seriadas. Infelizmente, este tipo de monitoramento deixa de ser método prático de 

diagnóstico numa entidade emergencial como a GE. Nos casos inconclusivos sugere-

se a realização destes exames sorológicos a cada 48 horas até a confirmação, 

somente a partir daí poderá ser instituída a conduta. Muitas vezes nesta etapa de 

esclarecimento diagnóstico ocorre a ruptura tubária tornando necessária cirurgia em 

caráter de emergência e com risco de morte. Com o intuito de abreviar o diagnóstico, 

vários autores têm proposto a avaliação de outros rastreadores sorológicos para GE. 

Com este objetivo já foram testados vários marcadores, entre eles: marcadores de 

crescimento inadequado do embrião e trofoblasto (quadro 1), marcadores de 

insuficiência do corpo lúteo (quadro 2), marcadores de inflamação e irritação peritoneal 

(quadro 3), marcadores uterinos de implantação normal (quadro 4), marcadores de 

desenvolvimento gestacional na tuba uterina (quadro 5) (Cartwright et al., 2009). 
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Quadro 1: Marcadores de crescimento inadequado do embrião e trofoblasto: 

Marcador Descrição Utilidade Referências 

Fração beta da 

gonadotrofina coriônica 

humana (β-hCG) 

Hormônio produzido 

pelo trofoblasto que 

mantem o corpo lúteo 

Dosagens seriadas 

utilizadas na prática 

clínica 

Seppala, Purhonen (1987), 
Riss et al. (1989), Garcia et 
al. (1990), Guillaume et al. 
(1990), Witt et al. (1990), 
Mantzavinos et al. (1991), 
Grosskinsky et al. (1993), 
Kuscu et al. (1993), 
Cacciatore et al. (1994), Daily 
et al. (1994), Korhonen et al. 
(1996), O’Leary et al. (1996), 
Mol et al. (1997), Marill et al. 
(1999), Condous et al. (2004), 
Mueller et al. (2004) e Seeber 
et al. (2006) 
 

Proteína plasmática 

associada à gestação A 

(PAPP-A) 

Protease produzida 

pelo trofoblasto 

placentário 

Não útil como marcador 

isoladamente 

Seppala, Purhonen (1987), 
Sjoberg (1987), Mueller et al. 
(2004) e Daponte et al. (2005) 

Glicoproteína β-1 

específica da gravidez 

(SP-1) 

glicoproteína produzida 

pelo trofoblasto 

placentário 

Diminuída na gravidez 

ectópica. Potencial 

marcador. Necessários 

mais estudos 

Ho, Jones (1980), Seppala, 
Purhonen (1987), Tornehave 
et al. (1987), Witt et al. 
(1990), Mantzavinos et al. 
(1991) e Mueller et al. (2004) 

Lactogênio placentário 

humano (HLP) 

Hormônio placentário 

que aumenta 

Não útil como marcador 

isoladamente 

Kuscu et al. (1993), Mueller et 
al. (2004) e Daponte et al. 
(2005) 

Activina A Glicoproteína produzida 

pela decídua e ovário 

Diminuída na gravidez 

ectópica. Necessários 

mais estudos 

Florio et al. (2007) e Kirk et al. 
(2008) 
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Quadro 2: Marcadores de insuficiência do corpo lúteo: 

Marcador Descrição Utilidade Referências 

Progesterona Hormônio esteróide 

sexual produzido pelo 

corpo lúteo e pela 

placenta que mantém o 

endométrio durante a 

gravidez 

Não útil como marcador 

isoladamente 

Matthews et al. (1986), Yeko 
et al. (1987), Buck et al. 
(1988), Riss et al. (1989), 
Guillaume et al. (1990), Witt 
et al. (1990), Gelder et al. 
(1991), Mantzavinos et al. 
(1991), Stovall et al. (1992), 
Grosskinsky et al. (1993), 
Kuscu et al. (1993), Daily et 
al. (1994), McCord 
et al. (1996), O’Leary et al. 
(1996), Mol et al. (1998b), 
Buckley et al. (2000), 
Condous et al. (2004), Mueller 
et al. (2004), Daponte et al. 
(2005) e Katsikis et al. (2006)  

 

Estradiol  Hormônio esteróide 

sexual produzido pelo 

ovário e corpo lúteo em 

resposta ao hCG 

Diminuído na gravidez 

ectópica. Valores 

discriminatórios muito 

próximos 

Guillaume et al. (1990), Witt 
et al. (1990), Mantzavinos et 
al. (1991), Grosskinsky et al. 
(1993) e Kuscu et al. 1993) 

Relaxina Hormônio peptídico 

produzido pelo corpo 

lúteo 

Diminuída na gravidez 

ectópica. Potencial 

marcador. Necessários 

mais estudos 

Garcia et al. (1990) e Witt et 
al. (1990) 

Renina Enzima envolvida na 

regulação do volume 

sanguíneo 

Diminuída na gravidez 

ectópica. Potencial 

marcador. Necessários 

mais estudos 

Meunier et al. (1991) 

Inibina A Maior produto peptídico 

do corpo lúteo. 

Também produzido pelo 

trofoblasto 

Diminuída na gravidez 

ectópica. Potencial 

marcador. Necessários 

mais estudos 

 
Illingworth et al. (1996), Seifer 
et al. (1996), D’Antona et al. 
(1998) e Segal et al. (2008) 
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Quadro 3: Marcadores de inflamação e irritação peritoneal: 

Marcador Descrição Utilidade Referências 

Antígeno carcinogênico 

(Ca-125) 

Antígeno de superfície 

celular primariamente 

marcador tumoral de 

linhagens do trato 

genital feminino e 

decídua 

Elevado em 

abortamentos. Não útil 

para diferenciar GE de 

gestação intra-uterina 

viável 

Halila et al. (1986), Brumsted 
et al. (1990), Witt et al. 
(1990), Sadovsky et al. 
(1991), Kuscu et al. (1993) e 
Katsikis et al. (2006) 

Receptores de 

interleucina-2 

Proteína expressa na 

superfície de linfócitos T 

Não útil como marcador 

preditivo isoladamente 

Soriano et al. (2003) 

Interleucina -6 Citocina pró-

inflamatória secretada 

por linfócitos-T 

Aumentada na gravidez 

ectópica se comparada 

à viável e à não viável. 

Marcador 

potencialmente útil. 

Necessários mais 

estudos 

Soriano et al. (2003) 

Interleucina 8 Citocina produzida por 

macrófagos 

Necessários mais 

estudos 

Soriano et al. (2003) 

Fator de necrose 

tumoral (TNF) 

Citocina envolvida na 

regulação da resposta 

imune 

Necessários mais 

estudos 

Soriano et al. (2003) 
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Quadro 4: Marcadores uterinos de implantação normal: 

Marcador Descrição Utilidade Referências 

Fator de inibição de 

leucemia (LIF) 

Citocina glicopeptídica  Não útil como marcador 

preditivo isoladamente. 

Wegner & Mershon (2001) e 
Daponte et al. (2005) 

Glicodelina Maior produto de 

secreção endometrial 

Resultados de estudos 

anteriores não repetidos 

em estudos maiores e 

mais recentes. Não útil 

como marcador 

isoladamente. 

Pedersen et al. (1991), Ruge 
et al. (1992), Stabile et al. 
(1994), Foth & Romer (2003) 
e Daponte et al. (2005) 

Activina B Glicoproteína que é 

produzida pela decídua 

e aumenta a secreção 

de FSH 

Diminuída na GE. 

Marcador em potencial. 

Necessita de mais 

estudos. 

Horne et al. (2008) 
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Quadro 5: Marcadores de desenvolvimento gestacional na tuba uterina: 

Marcador Descrição Utilidade Referências 

Creatino-quinase Enzima liberada por 

danos a células 

musculares 

Dados conflitantes 

quanto ao valor de 

corte. Aumentada na 

rotura tubária. Possível 

marcador para gravidez 

ectópica rota. 

Lavie et al. (1993), Chandra & 
Jain (1995), Duncan et al. 
(1995), Paige & Kurzel 
(1995), Darai et al. (1996), 
Garcia-Velasco et al. (1996), 
Korhonen et al. (1996), 
Lincoln et al. (1996), Qasim et 
al. (1996), Vandermolen & 
Borzelleca (1996), Plewa et 
al. (1998), Birkhahn et al. 
(2000a, 2001), Kurzel et al. 
(2001), Develioglu et al. 
(2002) e Soundravally et al. 
(2007) 

Mioglobina Proteína componente 

das fibras musculares 

Não útil como marcador 

isoladamente 

Birkhahn et al. (2001) 

Miosina de cadeia 

pesada do músculo liso 

Proteína componente 

das fibras musculares 

Não útil como marcador 

isoladamente 

Birkhahn et al. (2000b, 2001) 

Fator de crescimento 

vásculo-endotelial 

(VEGF) 

Potente fator 

angiogênico que atua 

na angiogênese no sítio 

de implantação 

Possivelmente útil como 

marcador preditivo 

isolado para gravidez 

ectópica em grupos 

selecionados 

 
Daniel et al. (1999), Felemban 
et al. (2002), Kucera-Sliutz et 
al. (2002), Fasouliotis et al. 
(2004), Mueller et al. (2004) e 
Daponte et al. (2005) 

    

 

 

Dentre estes marcadores bioquímicos, um dos mais estudados é o VEGF. Desta 

forma iremos nos ater mais especificamente a este marcador. 

 

1.2. Fator de crescimento vásculo-endotelial 

 Rastreador sorológico eficiente, capaz de diferenciar a gravidez tópica da 

ectópica, ainda não está disponível. A implantação e placentação são passos iniciais 

fundamentais para o estabelecimento da gravidez viável. Estas duas etapas iniciais 

dependem de profundo processo de angiogênese (Reynolds et al., 1992), cujo principal 

responsável é o fator de crescimento vásculo-endotelial. 
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 O fator de crescimento vásculo-endotelial (VEGF) é glicoproteína que se liga à 

heparina, produzida por vários tecidos, incluindo ovário, tuba (Kucera-Sliutz et al., 

2002; Fasouliotis et al., 2004), e trofoblasto (Daniel et al., 1999; Mueller et al., 2004), é 

fator angiogênico potente (Leung et al., 1989; Neufeld et al., 1999), envolvido em 

diversas fases da reprodução fisiológica (Torry, Torry, 1997). Funciona como 

modulador do crescimento, remodelação e permeabilidade vascular no endométrio, 

decídua e trofoblasto (Clark et al., 1996; Torry, Torry, 1997; Kucera-Sliutz et al., 2002). 

O VEGF também é fundamental no desenvolvimento vascular do embrião (Carmeliet et 

al., 1996). 

 A expressão do ácido ribonucleico mensageiro (RNAm) do VEGF é rapidamente 

induzida por hipóxia tanto in vitro como in vivo. Sua expressão é também aumentada 

em estados fisiológicos e patológicos em que se observa aumento da angiogênese, por 

exemplo, na cavidade uterina e ovários durante o ciclo menstrual e na placenta na 

gravidez incipiente. O RNAm do VEGF foi demonstrado no cito e sinciciotrofoblasto, em  

células perivasculares, e também no âmnio (Torry, Torry, 1997). 

 A produção e secreção do VEGF dependem de condições locais como a hipóxia 

(Ladoux, Frelin, 1993), podendo também ser induzido por fatores de crescimento e 

citocinas. O ambiente de implantação da tuba é muito diferente do endométrio que é 

muito mais vascularizado, e isto pode afetar a síntese e liberação do VEGF. 

 Possivelmente, a implantação do concepto na tuba pode estimular a produção 

de VEGF na tentativa de acomodar a gravidez neste ambiente desfavorável. Desta 

forma, foi sugerido que a alteração dos níveis do VEGF na fase inicial da gravidez 

represente rastreador sorológico da gravidez ectópica incipiente (Daniel et al., 1999).  

 Daniel et al., (1999) realizaram estudo prospectivo com o intuito de determinar 

se o VEGF poderia servir como parâmetro no diagnóstico de gravidez ectópica. 

Avaliaram os níveis séricos de VEGF em 40 pacientes, sendo que 20 com diagnóstico 

de gravidez ectópica, 10 casos de gravidez normal e 10 de abortamentos. Os valores 

de VEGF sérico foram em média de 226,8 pg/mL (19,4 a 561,7 pg/mL) nos casos de 

GE, de 24,4 pg/mL nos casos de gestação intra-uterina viável (GIUv) e 59,4 pg/mL nos 

de gestação intra-uterina inviável (GIUi). Os resultados obtidos sugerem que o VEGF 

represente uma ferramenta para o diagnóstico da GE com sensibilidade de 60%, 

especificidade de 90% e valor preditivo positivo de 86%. 
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Resultados semelhantes foram obtidos por Felemban et al., (2002), que 

avaliaram 45 mulheres com gestação normal, inviável e ectópica. Valores elevados de 

VEGF puderam diferenciar a gravidez intra-uterina normal da ectópica com  

sensibilidade de 88%, especificidade de 100% e valor preditivo positivo de 100%. Entre  

GE e gravidez intra-uterina inviável, a sensibilidade foi de 87,5%, especificidade de 

75% e valor preditivo positivo de 77,8%. Os valores de VEGF encontrados foram de 

27,0 ± 4,4 pg/ml (gestação normal), 169,7 ± 16,6 pg/ml (gestação intra-uterina inviável) 

e 306,1 ± 26,5 pg/ml ( gravidez ectópica). Os autores afirmaram que o VEGF é um 

marcador em potencial para GE. 

Kucera-Sliutz et al., (2002) estudando 84 mulheres com diagnóstico de GE ou 

GIUi (42 casos em cada grupo), não encontraram diferença significativa. Neste estudo 

as pacientes apresentavam a idade gestacional (IG) mais avançada (±6 semanas) em 

comparação com os outros estudos, e isto pode ter contribuído para a divergência nos 

resultados.  

 Mueller et al., (2004) avaliaram o VEGF e outros marcadores sorológicos com o 

intuito de diagnosticar a gravidez ectópica. Os valores séricos do VEGF estavam muito 

aumentados na gravidez ectópica. O VEGF demonstrou correlação positiva para o 

diagnóstico de GE. Entre os casos de GE confirmados por laparoscopia (43casos) o 

VEGF variou de 11,1 a 1056 pg/mL, sendo que, dentro do grupo controle, constituído 

de mulheres com GIUn e IG média de 8,1 semanas, muitos soros (44/79) ficaram 

próximos do limite de sensibilidade do kit (5 pg/ml) e mostraram valores em queda com 

o passar da gestação. Observaram que o VEGF em conjunto com a proteína 

plasmática associada à gestação – A e a progesterona mostraram-se muito eficazes 

para fazer o diagnóstico diferencial entre gestação tópica e ectópica, resultando em 

uma sensibilidade de 97,7% e uma especificidade de 92,4%. 

Gerton et al., (2004), dosaram o VEGF em sangue periférico de 62 gestantes 

com GIUn e 77 com GE não  encontraram resultados estatisticamente significantes 

para diferenciar os casos dos controles, relatam que a idade gestacional das pacientes 

variou entre 2 e 18 semanas. 

 Fasouliotis et al., (2004) avaliaram a concentração sérica de VEGF após a  FIV e 

observaram que elevados valores após 11 dias da transferência dos embriões estavam 

associados a GE. Neste estudo foram incluídas 27 pacientes com GE, 27 com GIUn, 
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27 com gestação bioquímica e 27 GIUi e foi observado que, apesar de os níveis séricos 

de VEGF terem sido consideravelmente mais altos na GE, não houve diferença 

estatística significante, mostrando apenas uma tendência. Contudo, se comparada ao 

total de GIUn e GIUi após excluídos os casos de GB, os níveis de VEGF foram 

significativamente mais altos, 604,4 ± 73,4 pg/ml e 455,4 ± 27,7 pg/ml. Utilizando um 

valor de corte de 700 pg/ml tem-se um valor preditivo positivo de 64% e negativo 

de71%. 

 Daponte et al., 2005, estudando 48 pacientes (27 com GE e 21 com GIUi) cuja 

IG variou entre 5,5 e 10 semanas (47% entre 6 e 9 semanas), encontraram valor médio 

de 227,2 pg/mL (34 a 436) de VEGF em vigência de GE, enquanto para GIUi este valor 

foi de 107,2 pg/mL (0,84 e169,6). O valor de corte encontrado foi de 174,5 pg/mL com 

sensibilidade de 0,78 e especificidade de 1,0. Comparando com resultados do grupo de 

GIUn o valor médio foi de 2,3 (0,55 a 44), corte 31, sensibilidade de 1,0 e 

especificidade de 0,96. Tendo concluído que o VEGF pode ser marcador útil para 

diferenciar GE de GIUi. 

 Ugurlu et al., 2009, estudando 29 pacientes com GE, 29 com abortamentos 

espontâneos e 28 pacientes apresentando GIU viáveis, obtiveram medianas de VEGF 

sérico de 55,24 pg/mL, 26,24 pg/mL e 43,24 pg/mL, respectivamente, dados que não 

foram considerados estatisticamente significantes pelos autores. 

 Estes estudos demonstram o papel importante do VEGF como rastreador 

sorológico para o diagnóstico da gravidez ectópica. Como a maioria dos casos não 

apresenta etiologia clara, podemos aventar a possibilidade de estas pacientes 

apresentarem uma alteração genética. Ficamos, desta forma, motivados a estudar o 

polimorfismo do gene do VEGF, uma vez que este marcador apresenta uma correlação 

muito forte com o desenvolvimento da gestação na tuba de Fallópio.  

 

1.3 Polimorfismo 

 O polimorfismo é variação genética que pode estar associada a diferentes 

doenças. Para o seu entendimento é importante conhecer alguns fundamentos 

genéticos. O DNA é responsável por armazenar as informações para a síntese de 

proteínas pelas células. Ele é formado por diversos nucleotídeos, constituídos por 

quatro bases nitrogenadas: Citosina (C), Timina (T), Adenina (A) e Guanina (G). 
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 Dentre os nucleotídeos existentes, somente cerca de 2 a 3% de todo o nosso 

DNA é expresso, porém, modificações, mesmo que aparentemente tênues, destes 

genes podem resultar em variações e até mesmo doenças de origem genética. 

Para entender o que são polimorfismos, é necessário, antes, compreender o que 

são mutações.  

Mutações são, basicamente, alterações na sequência de bases do DNA, que 

ocorrem com o passar das gerações. Essas mudanças podem ter expressão fenotípica, 

isto, por sua vez, pode levar à não produção de proteína, à produção de níveis 

alterados de proteína ou à produção de proteína com função alterada. Algumas 

mutações monogênicas sabidamente causam doenças, como é o caso da anemia 

falciforme, doença causada pela substituição de uma única base na sequência de um 

gene, levando à produção de uma molécula de hemoglobina com estrutura diferente da 

normal. 

Existem vários tipos de mutação, desde as mais grosseiras (deleções, rearranjos 

e inserções), até mutações de ponto (que alteram usualmente um só par de bases). 

Polimorfismo é resultado de mutações ocorridas por milhares de gerações, 

ocasionando alterações no DNA cuja prevalência mínima na população é igual ou 

superior a 1%. São muito comuns em nosso DNA, ocorrendo milhares de vezes em 

todo o genoma. Porém, na maior parte das vezes, não têm influência nenhuma no 

fenótipo, pois codificam proteínas idênticas ou nem são expressos. 

 

Existem vários tipos de polimorfismos entre eles podemos destacar: 

 SNP: single nucleotide polymorphism ou polimorfismo de um único nucleotídeo, 

quando há substituição de uma única base na sequência de DNA. 

 VNTR: variable number of tandem repeats ou número variável de repetições em 

tandem (em sequência), quando uma certa sequência de bases se repete por 

um determinado número de vezes no DNA e esse número de repetições 

costuma ser muito diferente entre os indivíduos. 

Durante o processo  usado para estudo do DNA, sua cadeia é fracionada após a 

identificação de loci específicos chamados de sítios de restrição, usando uma 

determinada enzima (enzima de restrição). A alteração de um único par de bases na 
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sequência de DNA pode abolir ou criar um sítio de restrição, gerando um polimorfismo, 

o qual pode ocorrer em um ou ambos os alelos (hetero ou homozigoto para aquele 

polimorfismo). 

O outro tipo de polimorfismo importante se dá quando acontecem várias 

repetições de pequenas sequências de bases em tandem (seguidas). O que varia é o 

número de repetições destas sequências, naquela região do DNA, naquele indivíduo. 

Tais variações costumam ocorrer em regiões hipervariáveis do genoma, são chamadas 

de VNTR e são muito relevantes, por exemplo, na medicina forense e em testes de 

paternidade (Farah, 1997). 

 De forma resumida, polimorfismo pode ser considerado como sendo alteração 

na sequência de bases do DNA resultando na apresentação de dois ou mais genótipos 

alternativos, quando a frequência de cada um deles é superior àquela que poderia ser 

mantida somente por mutações recorrentes em uma população. Na prática, um locus é 

considerado polimórfico, quando a frequência do genótipo mais raro é de no mínimo 

1%. 

 Recentes avanços em técnicas moleculares têm resultado na descrição de 

número significativo de polimorfismos genéticos, tanto em SNPs como em 

microssatelites. As consequências funcionais da maioria desses polimorfismos ainda 

estão por serem determinadas. Entretanto, eles podem potencialmente resultar em 

mudança na expressão, sinalização, produção, ligação; portanto, em atividades 

moleculares alteradas (Akalin, Murphy, 2001). 

 Investigações para identificar marcadores genéticos de suscetibilidade a 

patologias também têm sido desenvolvidas. Nesse sentido, tem-se procurado avaliar a 

associação entre determinado polimorfismo do gene e eventual manifestação 

patológica, comparando-se os genótipos com as características clínicas da doença 

(Daher et al., 2003). 

  O gene codificado do VEGF está localizado no cromossomo 6 na banda p21.3 e 

compreende região do código de 14-kb com 8 exons e 7 introns. Ele se liga ao Flt-1 

(também chamado de VEGFR1) e ao flk1 (também denominado KDR ou VEGFR2), 

ambos receptores da tirosina quinase presentes na membrana das células endoteliais 

(Terman, 1992). VEGF-A pertence a uma família genética que inclui o fator de 

crescimento placentário (PLGF), VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D. Apesar de 
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apresentarem estruturas semelhantes, eles têm atividades biológicas diferentes, 

principalmente pela especificidade de cada receptor já reconhecido. Até o momento, 6 

isoformas do genoma humano do VEGF foram observadas, do aminoácido 121 ao 206. 

Alguns polimorfismos do gene do VEGF foram identificados, sendo denominados de 

acordo com a posição em que ocorrem, tais como o -460 C/T, -634 C/G, +936 C/T,       

-1154 G/A (rs1570360), -2578 C/A (rs699947) (Brogan et al., 1999; Renner et al., 2000; 

Watson et al., 2000; Awata et al., 2002). 

Estudos demonstraram a correlação entre polimorfismos do gene do VEGF com 

algumas doenças tais como a Doença de Behçet (Salvarani et al., 2004), a 

endometriose (Hsieh et al., 2004; Kim et al., 2005; Bhanoori et al., 2005), e vários tipos 

de câncer. Entre eles destacamos o de mama (Krippl et al., 2003; Smith et al., 2004; Lu 

et al., 2005; Jin et al., 2005; Kataoka et al., 2006; Jacobs et al., 2006; Schneider et al., 

2007; Balasubramanian et al., 2007; Langsenlehner et al.,2007) e o de ovário (Hefler et 

al., 2007). Nosso interesse no estudo de polimorfismos de VEGF em pacientes com GE 

também é movido por este fato, já que na GE muitas vezes a agressividade do 

trofoblasto e sua invasão na parede da tuba simula uma doença neoplásica, inclusive 

respondendo a quimioterápicos. Na área de Obstetrícia foi observado associação entre 

polimorfismo do VEGF e pré-eclâmpsia (Papazoglou et al., 2004b; Bányász et al., 

2006; Shim et al., 2007), trabalho de parto prematuro (Papazoglou et al., 2004a) e 

abortamento habitual (Papazoglou et al., 2005). Destacando-se o polimorfismo de 

VEGF (+936C/T) e parto prematuro (Papazoglou et al., 2004a), a associação entre a 

presença do alelo 936T e o desenvolvimento da pré-eclampsia  (Hayman et al., 1999; 

Papazoglou et al., 2004b; Baumwell, Karumanchi, 2007) e entre o polimorfismo de 

VEGF -1154 G/A com o abortamento habitual (Coulam et al., 2008). 

Lam et al., (2004), estudando 10 pacientes submetidas a salpingectomia por GE, 

observaram que a expressão do RNAm do VEGF e de seus receptores (KDR e flt-1) 

estavam significativamente aumentados no local de implantação da gravidez ectópica  

na tuba em comparação com os outros segmentos. Estes resultados são 

concordantes com a hipótese de que o VEGF participe da fisiopatologia da GE, 

inclusive no que tange à expressão gênica no local de implantação e, desse modo, 

pode representar um parâmetro importante para diagnóstico e tratamento desta 

patologia. 
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INTRODUÇÃO 

Considerando as diversas observações que sugerem a participação do VEGF no 

desenvolvimento da gravidez ectópica, associado ao fato de que muitas pacientes com 

este diagnóstico não apresentam nenhum fator de risco específico para esta doença, 

nossa intenção é investigar a relação entre o polimorfismo de VEGF e a ocorrência de 

GE. 
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2 PROPOSIÇÃO 
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PROPOSIÇÃO 

Este estudo teve como desígnio a análise do fator de crescimento 

vásculo-endotelial como marcador sorológico no diagnóstico da gravidez 

ectópica. Avaliando seus valores séricos em casos de gravidez ectópica, 

abortamento e gestação intra-uterina viável. 

 

Foi desiderato, também, desta tese avaliar se as variantes polimórficas -

460 T/C (rs833061), -634 C/G (rs2010963) e +936 C/T (rs3025039) do gene do 

fator de crescimento vásculo-endotelial podem estar associadas à ocorrência 

da gravidez ectópica. 

 

Outrossim, este estudo avaliou  a correlação do genótipo de 

polimorfismos do gene de VEGF com os valores séricos do fator de 

crescimento vásculo-endotelial nas pacientes com gravidez ectópica. 
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3 PACIENTES E MÉTODO 
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3.1.  Desenho do estudo 

Estudo do tipo caso-controle realizado no Departamento de Obstetrícia da 

UNIFESP. Para cumprir nossos objetivos selecionamos quatro grupos de estudo: grupo 

VEGF, grupo VEGF controle, grupo polimorfismo e grupo polimorfismo controle. 

No grupo VEGF foram incluídas 35 pacientes na vigência de gravidez ectópica, 

que seriam submetidas ao tratamento cirúrgico, terapêutica clínica com metotrexato ou 

conduta expectante e que também fazem parte do grupo polimorfismo. 

 O grupo VEGF controle foi constituído por 22 gestações tópicas viáveis e 15 

abortamentos com idade gestacional  de até 8 semanas. 

 Os critérios de exclusão do grupo marcador sorológico foram gestação ectópica 

de localização atípica (cervical, intersticial, ovariana, cicatriz de cesárea e abdominal) e 

os casos onde a ultrassonografia não visibilizou a gestação tubária. 

 O grupo polimorfismo foi composto por 75 casos que respeitassem os 

seguintes critérios de inclusão: 

- História prévia de gravidez ectópica em acompanhamento no Ambulatório de 

Gravidez Ectópica do Departamento de Obstetrícia da UNIFESP. 

- Pacientes na vigência de gravidez ectópica, que seriam submetidas ao 

tratamento cirúrgico, terapêutica clínica com metotrexato e conduta expectante. 

Finalmente o grupo controle polimorfismo foi formado por 134 pacientes na 

pós-menopausa, em acompanhamento no Ambulatório de Climatério da UNIFESP, que 

não tiveram gravidez ectópica e apresentaram pelo menos duas gravidezes normais. 

O diagnóstico da gravidez ectópica foi baseado no protocolo de diagnóstico não 

invasivo utilizado no Departamento de Obstetrícia da UNIFESP conforme o seguinte 

esquema (figura 6). 
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Figura 1: Protocolo de Diagnóstico Não Invasivo de Gravidez Ectópica do  

Departamento de Obstetrícia da UNIFESP:                                                                 

 

                                                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atraso menstrual + sangramento + dor pélvica 

β-hCG quantitativo 

US transvaginal 

Cavidade 
uterina 

vazia Saco gestacional tópico 

Gravidez tópica Avaliar anexos 

Massa anexial extra-ovariana 
(embrião vivo, anel tubário, 

hematossalpinge) 

β-hCG quantitativo 

Ausência de massa anexial 

Gravidez ectópica 

Valor  >2000 mUI/mL Valor <2000 mUI/mL 

Gravidez ectópica Repetir β-hCG e USTV em 48h 

Valores duplicam em 48h Valores sobem menos que 50% do valor inicial em 48h 

Gravidez tópica Gravidez tópica inviável ou ectópica (USTV) 

Curetagem 
uterina 

Abortamento Gravidez ectópica 

Reação de Arias-Stella Restos ovulares 
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3.2. Cálculo do tamanho amostral do grupo VEGF e VEGF controle: 

Considerando-se um risco α = 5%; poder = 80% e percentual de exposição no 

grupo controle de 10%; estimamos (Fleiss, 1981) : 

 

Quadro 1: cálculo do tamanho amostral dos grupos VEGF e VEGF controle com 

percentual de exposição no grupo controle de 10%: 

Risco 
Esperado 

1 : 1 

Casos Controles Total 

3,0 56 56 112 

3,5 42 42 84 

 

Portanto: de acordo com os parâmetros selecionados: 

- risco α = 5% ;   

- poder = 80%; 

- percentual de exposição no grupo controle de 10%;   

- risco esperado a ser obtido de 3,5 vezes para que o os valores séricos de VEGF 

sejam um fator de risco independente 

- 1 caso; 1 controle: 

Tamanho aproximado da amostra = 42 casos e 42 controles  

 

3.3. Cálculo do tamanho amostral do grupo polimorfismo e polimorfismo 

controle: 

Considerando-se um risco α = 5%; poder = 80% e percentual de exposição no 

grupo controle de 10%; estimamos (Fleiss, 1981) : 
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Quadro 2: cálculo do tamanho amostral dos grupos polimorfismo e polimorfismo 

controle com percentual de exposição no grupo controle de 10%: 

Risco 
Esperado 

1 : 1 

Casos Controles Total 

3,0 112 112 224 

3,5 84 84 168 

 

Portanto: de acordo com os parâmetros selecionados: 

- risco α = 5% ;   

- poder=80%; 

- percentual de exposição no grupo controle de 10%;   

- risco esperado a ser obtido de 3,5 vezes para que o polimorfismo seja um fator 

de risco independente 

- 1 caso; 1 controle: 

Tamanho aproximado da amostra = 84 casos e 84 controles  

 

3.4. Aspectos éticos 

Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de São Paulo / Hospital São Paulo em 24 de março de 2003 e 

aditivo do projeto inicial em 7 de dezembro de 2007 sob nº 1612/07 (anexo 1). 

 

 

3.5. Método 

Após o consentimento informado da paciente (termo de consentimento assinado 

– anexos 3 e 4), foram coletados 10 ml em tubo seco, centrifugados a 2000 rpm e o 

sobrenadante foi separado em cinco alíquotas de 200 µL e armazenados a -80 º C, para 

posterior dosagem do VEGF (grupos VEGF e controle VEGF).  
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Outros 10 mL de sangue foram coletados por punção venosa em tubo com EDTA, 

nos grupos polimorfismo e controle polimorfismo. Após centrifugação a 2000 rpm, o 

sobrenadante foi desprezado e a camada superior contendo as células 

polimorfonucleares foi coletada (1000L) e estocada a -20ºC para posterior extração de 

DNA. 

 

- Metodologia do grupo VEGF e VEGF controle: 

O grupo marcador sorológico VEGF foi composto de pacientes com diagnóstico 

de gravidez ectópica com idade gestacional inferior a 8 semanas que foram internadas 

pelo Pronto Socorro do Hospital São Paulo. No grupo controle recrutamos gestações 

tópicas viáveis sem intercorrências e casos de abortamento confirmados pela ultra-

sonografia, ambos com idade gestacional inferior a 8 semanas. 

O diagnóstico de abortamento foi realizado através da ultrassonografia 

transvaginal. Os sinais ecográficos de gestação inviável que foram considerados no 

estudo são: ausência de batimentos cardíacos em embrião com comprimento cabeça-

nádega (CCN) > 5 mm; ausência de vesícula vitelínica em saco gestacional com 

diâmetro médio > 8 mm; ausência de embrião visível em saco gestacional > 16 mm; 

saco gestacional com forma irregular, anômala e grosseiramente distorcida; saco 

gestacional anormalmente pequeno; implantação baixa do saco gestacional; reação 

decidual com ecogenicidade reduzida e ausência do sinal do duplo halo. Mediante tais 

alterações ultrassonográficas solicitávamos nova avaliação pela USTV em 48 a 72 

horas, caso não ocorressem alterações confirmávamos o diagnóstico de abortamento. 

O diagnóstico de gestação tópica viável é realizado pela ultra-sonografia 

transvaginal demonstrando embrião vivo. 

 

Análise laboratorial 

Após o consentimento informado da paciente (termo de consentimento assinado 

– anexo 4), foram coletados 10 ml de sangue em tubo seco antes de iniciado o 

tratamento.  
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Aguardamos a retração do coágulo a temperatura ambiente, e este foi 

centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. O soro sobrenadante foi coletado e alicotado, 

todas  as amostras  foram   armazenadas  a -80o C para posterior dosagem do VEGF.  

A dosagem sérica do VEGF foi medida por teste comercial de ELISA (human 

VEGF; R&D systems, Minneapolis) específico para moléculas humanas. Todas 

dosagens do VEGF foram realizadas no mesmo dia e em duplicata. Os coeficientes de 

variação inter-ensaios e intra-ensaios são de < 8,8% e < 6,7%, respectivamente. A 

sensibilidade do teste é de <5 pg/mL. 

 

- Análise estatística do grupo VEGF e VEGF controle: 

As concentrações séricas de VEGF foram comparadas em cada subgrupo por 

meio de teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney com correção de 

Bonferonni. Os resultados foram considerados significantes quando p foi inferior a 0,05. 

O valor de corte de VEGF sérico superior a 200 pg/mL foi utilizado para discriminar a 

gravidez intra-uterina da GE, avaliando-se a sensibilidade, especificidade, valor 

preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN). A análise estatística foi 

realizada com auxílio do programa SPSSr12. 

 

 - Metodologia do grupo polimorfismo e polimorfismo controle: 

 O DNA foi extraído pela técnica Brometo de dodeciltrimetilamônio / Brometo de 

Cetiltrimetilamônio (Gustincich et al, 1991): 

As amostras foram incubadas em 450L de Brometo de dodeciltrimetilamônio 

(DTAB) 12% por 5 minutos a 65ºC e homogeneizadas por inversão em intervalos de 1 

minuto. Após a adição de 900L de clorofórmio, as amostras foram agitadas 

vigorosamente e centrifugadas por 2 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi 

depositado em microtubo, contendo 900L de água para injeção e 100L de Brometo 

de Cetiltrimetilamônio (CTAB) 5%, o material foi homogeneizado suavemente e 

submetido à nova centrifugação por 2 minutos a 13.000 rpm para formação do botão. 
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O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 300L de Cloreto de Sódio 

1,2M (NaCl). O botão foi totalmente diluído, em seguida, foram acrescentados 750L 

etanol 95%.  

Após precipitação do DNA, o material foi centrifugado por 2 minutos a 13.000 

rpm, o sobrenadante foi desprezado e adicionado 1mL de etanol 70%. Após nova 

centrifugação (2 minutos/13.000rpm), o sobrenadante foi descartado e foram 

adicionados 120l de água para injeção. O material foi incubado em banho-seco a 

65ºC por 10 minutos.  Após leitura óptica em espectrofotômetro Beckman DU 640, 

específico para leitura de amostras de DNA, a concentração de DNA foi ajustada em 

20ng/L, as alíquotas foram estocadas a -20ºC para posterior amplificação e avaliação.  

 

Reação em cadeia de polimerase (PCR) para determinação dos polimorfismos de 

VEGF 

A primeira etapa foi definir os primers que foram utilizados. Baseados em 

pesquisas na literatura, foram selecionados os primers apresentados a seguir (Hsieh et 

al., 2004; Papazoglou et al., 2004a; Papazoglou et al., 2004b): 

a) Para identificação de polimorfismo do gene de VEGF -460 T/C:  

Sense: 5’ TGT GCG TGT GGG GTT GAG CG 3’ 

Anti-sense:  5’ TAC GTG CGG ACA GGG CCT GA 3´ 

b) Para identificação de polimorfismo do gene de VEGF -634 C/G: 

Sense: 5’ ATT TAT TTT TGC TTG CCA TT 3´  

Anti-sense:  5’ GTC TGT CTG TCT GTC CGT CA 3’ 

c) Para identificação de polimorfismo do gene de VEGF +936 C/T 

Sense: 5´ AAG GAA GAG GAG ACT CTG CGC AGA GC 3’  

Anti-sense: 5’ TAA ATG TAT GTA TGT GGG TGG GTG TGT CTA CAG 3’ 

Polimorfismo do gene do VEGF -460 T/C 

A padronização da técnica foi baseada nos experimentos realizados por Hsieh et 

al., 2004. De acordo com este protocolo foi utilizada a enzima de restrição BstU (New 
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England Biolabs, Uniscience do Brasil) que permite a detecção  de fragmentos de 175 

pares de bases (bp), 155bp e 20bp. Assim foram definidos os genótipos:  

TT - corresponde a detecção de um fragmento de 175bp; 

TC - corresponde a detecção de três fragmentos:  175bp, 155bp e 20bp ; 

CC -  corresponde a detecção de dois fragmentos :155bp e 20bp 

 

Metodologia aplicada: 

Pré-PCR: Foram misturados 11L Master Mix (Promega, Prodimol) 11L Nuclease 

Free Water (Promega, Prodimol), 1L do pool de primers sense 5’- TGT GCG TGT 

GGG GTT GAG CG - 3’ e anti-sense 5’- TAC GTG CGG ACA GGG CCT GA 3’ em 

concentração de 10nM cada e 2L da amostra de DNA a ser estudada. Como controle 

negativo, foi adicionado Nuclease Free Water  em substituição a amostra de DNA. 

PCR: os microtubos foram acomodados em termociclador (Applied Biosystem) e 

submetidos ao protocolo descrito: 

Quadro 3: ciclos de PCR para polimorfismo do gene do VEGF -460 T/C: 

Temperatura Tempo Número de Ciclos 

94ºC 5 minutos 1 ciclo 

94ºC 20 segundos 35 ciclos 

62ºC 1 minuto 35 ciclos 

72ºC 20 segundos 35 ciclos 

72ºC 10 minutos 1 ciclo 

4ºC  --- 

 

Eletroforese em Gel de Agarose a 2%: os produtos de PCR foram misturados a 1L 

de Blue Juice (Invitrogen), aplicados em gel de agarose 2% e submetidos à 

eletroforese (90 volts por 40 minutos). Posteriormente, o gel foi analisado com auxilio 

de transluminador de luz ultravioleta. O produto de amplificação encontrado foi  
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fragmento de 175bp, identificado com o auxílio de marcador de peso molecular de 

100bp (Invitrogen). 

  

Digestão Enzimática: foram misturados, 12L de produto final da PCR, 1L de enzima 

de restrição BstU (New England Biolabs, Uniscience do Brasil)  e 2L de  solução 

tampão. As amostras foram incubadas a 60ºC por 16 horas. Na sequência, 5L da 

amostra foram aplicados em gel de agarose 3% e submetidos a eletroforese a 90 volts 

por 40 minutos. De acordo com o esperado foram identificados os fragmentos de 

175bp, 155 bp e 20 bp nas diferentes amostras, permitindo a caracterização dos 

genótipos TT, TC e CC (figura 2). 

                                                     

 

 

Figura 2:  Exemplo de polimorfismo do gene do VEGF -460 T/C em gel de agarose: 

A: marcador de peso molecular;  

B: amplificação do produto de PCR fragmento de 175bp;  

C: digestão enzimática, fragmento de 175bp e 155bp.   

 

Polimorfismo do gene do VEGF -634 C/G 

Foi utilizado o protocolo descrito por Papazoglou et al., 2004a. De acordo com 

este protocolo, utiliza-se a enzima de restrição BsmFI (New England Biolabs, 

Uniscience do Brasil) que permite a detecção de fragmentos de 304 bp, 193bp e 

111bp. Assim foram definidos os genótipos:  

        A     B    C 
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CC - corresponde a detecção de um fragmento de 304 bp; 

CG - corresponde a detecção de um fragmento de 304bp 193bp e 111bp; 

GG - corresponde a detecção de um fragmento de 193bp e 111bp 

Metodologia aplicada: 

Pré-PCR: foram acrescentados 11L Master Mix (Promega, Prodimol) 11L Nuclease 

Free Water (Promega, Prodimol), 1L do pool de primers sense 5’ ATT TAT TTT TGC 

TTG CCA TT 3´ e anti-sense  5’ GTC TGT CTG TCT GTC CGT CA 3’ em concentração 

de 10nM cada e 2L da amostra de DNA a ser estudada. Como controle negativo foi 

adicionada Nuclease Free Water em substituição a amostra de DNA. 

PCR: Os microtubos foram acomodados em termociclador (Applied Biosystem) e 

submetidos ao protocolo abaixo descrito: 

Quadro 4: ciclos de PCR para polimorfismo do gene do VEGF -634 C/G: 

Temperatura Tempo Número de Ciclos 

94ºC 5 minutos 1 ciclo 

94ºC 40 segundos 35 ciclos 

49,2ºC 1 minuto 35 ciclos 

72ºC 40 segundos 35 ciclos 

72ºC 5 minutos 1 ciclo 

4ºC  --- 

 

Eletroforese em Gel de Agarose a 2%: Os produtos de PCR foram misturados a 1L 

de Blue Juice (Invitrogen), aplicados em gel de agarose 2% e submetidos a 

eletroforese (90 volts por 40 minutos). Posteriormente, o gel foi analisado com auxilio 

de transluminador de luz ultravioleta.  
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Digestão enzimática:  

Segundo o método descrito por Papazoglou e colaboradores em 2004: foram 

misturados, 8L de produto final da PCR, 1L de enzima de restrição BsmFI (New 

England Biolabs, Uniscience do Brasil),  2L de solução tampão e 0,5L de BSA. As 

amostras foram incubadas a 65ºC por 3 horas. Na sequência, 5L da amostra foram 

aplicados em gel de agarose 2% e submetidos à eletroforese a 90 volts por 40 minutos.  

Este protocolo permitiu a obtenção dos resultados esperados. Neste exemplo 

pode-se identificar os seguintes fragmentos 304bp, 193bp e 111bp, caracterizando o 

genótipo CG (figura 3). 

 

 

 

Figura 3:  exemplo de polimorfismo do gene do VEGF -634 C/G em gel de agarose: 

A: Marcador de peso molecular;  

B e C: digestão enzimática, fragmentos de 304bp, 193bp e 111bp. 

 

Polimorfismo do gene do VEGF +936 C/T 

Foi utilizado o protocolo descrito por Papazoglou et al., 2004a. De acordo com 

este protocolo utiliza-se a enzima de restrição NlaIII (New England Biolabs, Uniscience 

do Brasil) que permite a detecção de fragmentos de 208 bp,  122 bp e 88 bp. Assim 

podem ser definidos os genótipos:  

CC - corresponde a detecção de um fragmento de 208 bp; 

CT - corresponde a detecção de um fragmento de 208bp 122bp e 88bp; 

          A      B      C     
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TT - corresponde a detecção de um fragmento de 122bp e 88bp 

 

Metodologia aplicada: 

Pré-PCR: Foi adicionado 11L Master Mix (Promega, Prodimol) 11L Nuclease Free 

Water (Promega, Prodimol), 1L do pool de primers sense - AAG GAA GAG GAG ACT 

CTG CGC AGA GC 3’ e anti-sense 5’ TAA ATG TAT GTA TGT GGG TGG GTG TGT 

CTA CAG 3’ em concentração de 10nM cada e 2L da amostra de DNA a ser 

estudada. Como controle negativo, foi adicionado Nuclease Free Water em substituição 

a amostra de DNA.  

 

PCR: Os microtubos foram acomodados em termociclador (Applied Biosystem) e 

submetidos ao protocolo abaixo descrito: 

 

Quadro 5: ciclos de PCR para polimorfismo do gene do VEGF +936 C/T: 

Temperatura Tempo Número de Ciclos 

94ºC 5 minutos 1 ciclo 

94ºC 20 segundos 35 ciclos 

62ºC 1 minuto 35 ciclos 

72ºC 20 segundos 35 ciclos 

72ºC 10 minutos 1 ciclo 

4ºC  --- 

 

Eletroforese em Gel de Agarose a 2%: os produtos de PCR foram misturados a 1L 

de Blue Juice (Invitrogen), aplicados em gel de agarose 2% e submetidos à 

eletroforese (90 volts por 40 minutos). Posteriormente, o gel foi analisado com auxilio 

de transluminador de luz ultravioleta. O produto de amplificação encontrado foi  
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fragmento de 208bp, identificado com marcador de peso molecular de 100bp 

(Invitrogen). 

  

Digestão Enzimática: foram misturados 12L do produto final da PCR, 1L de enzima 

de restrição NlaIII (New England Biolabs, Uniscience do Brasil) 2L de solução tampão 

e 0,5L de BSA. As amostras foram incubadas a 37ºC por 16 horas; a seguir 5L deste 

produto foram aplicados em gel de agarose 3%  e submetidos a eletroforese (90 volts 

por 40 minutos). De acordo com o esperado foram identificados os fragmentos de 

208bp, 122bp e 88bp nas diferentes amostras, permitindo a caracterização dos 

genótipos TT, TC e CC (figura 4).  

 

                           

Figura 4: exemplo de polimorfismo do gene do VEGF +936 C/T em gel de agarose: 

A: Marcador de peso molecular;  

B, D e F: Produto de PCR (208bp);  

C, E: digestão enzimática, fragmentos de 208pb, 122pb e 88pb. 

G: digestão enzimática, fragmentos de 208pb. 

 

Seguindo este protocolo foi possível amplificar o DNA com a obtenção de 

fragmentos de peso molecular esperado.   

 

A    B     C    D    E     F    G    
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- Análise estatística do grupo polimorfismo e polimorfismo controle: 

 O teste de Equilíbrio de Hardy-Weinberg foi aplicado calculando-se as 

frequências esperadas para cada genótipo e comparando-as com os valores 

observados. 

 As diferenças do genótipo do VEGF e da frequência dos alelos entre o grupo de 

estudo e o grupo controle foi analisado pelo teste de Qui-quadrado (χ2). 

 A exploração dos resultados pode ser feita considerando-se diferentes modelos 

genéticos (dominante, recessivo e co-dominante) (Pearson, Manolio, 2008). 

 Para os polimorfismos do gene -460C/T e -634C/G de VEGF optamos pelos 

modelo dominante e codominante. Para a análise do polimorfismo +936C/T de VEGF 

assumimos apenas o modelo dominante. 

 Realizamos a correlação do genótipo dos polimorfismos dos genes de VEGF 

com os resultados séricos do VEGF utilizando o teste não paramétrico de Mann-

Whitney e Kruskal Wallis. 

 A probabilidade (p) menor do que 0,05 foi considerada para indicar significância 

estatística; todos os testes foram bicaudados. A análise foi realizada segundo o pacote 

estatístico SPSS (Statistical Package for the Social Science) 13.1 para Windows. 
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4 RESULTADOS 
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4.1. Características da Amostra Grupo VEGF e VEGF controle: 
 

 Foi realizada a dosagem de VEGF sérico em 35 pacientes com GE, 15 

abortamentos e 22 gestações intra-uterinas normais. Os resultados obtidos estão 

apresentados na Tabela I e gráfico 1. Comparando os valores obtidos observamos que 

as pacientes com GE apresentaram níveis significantemente mais elevados de VEGF 

sérico do que o grupo controle de gestações intra-uterinas normais. 

 

Tabela I. Valores séricos do VEGF na gravidez ectópica, abortamento e gestação 
intra-uterina normal. Valores apresentados pela mediana 

VEGF (pg/ml) Gravidez 
Ectópica(n = 35) 

Aborto (n = 15) GIUv (n = 22) 

Média 297,5 299,6 39,9 
Desvio Padrão 259,4 278,3 91,4 
Mediana 211,1 231,9 5 
Min 5 5 5 
Max 1017 813,7 310,6 
P < 0.0001 entre gestação intrauterina viável e os outros dois grupos (GE e 
abortamento). 
GIUv: gestação intra-uterina viável 

 
 
Gráfico 1- Concentração de VEGF sérico nos casos de abortamento, gestação 
intra-uterina viável (GIUv) e gravidez ectópica (GE): 
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Quando utilizamos o valor de corte de 200 pg/mL, a gravidez ectópica pode ser 

discriminada de uma gravidez intrauterina viável com sensibilidade de 51,4 %, 

especificidade de 90,9%, valor preditivo positivo de 90% e valor preditivo negativo de 

51,1%. Entre GE e abortamento, sensibilidade de 51,4%, especificidade 42,8%, valor 

preditivo positivo de 69,2% e valor preditivo negativo de 26,1%. Quando comparamos a 

gravidez intrauterina viável com a gravidez inviável (gravidez ectópica e abortamento), 

a sensibilidade foi de 53%, a especificidade de 90,9%, valor preditivo positivo de 92,9% 

e valor preditivo negativo de 46,5%. 

 
 
4.2. Avaliação genética 
 
a) Polimorfismo -634C/G do gene de VEGF 
 Para a avaliação do polimorfismo -634C/G do gene de VEGF, selecionamos 74 
amostras do grupo caso e 134 do grupo controle. 
 A distribuição das frequências desse polimorfismo estava em equilíbrio de 
Hardy-Weinberg nos dois grupos. 
 

 Utilizando um modelo de herança co-dominante, não encontramos diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos em relação ao polimorfismo -634 C/G do 
gene de VEGF: χ2(2)= 3,537; P= 0,171. 
 Em relação às frequências alélicas desse polimorfismo, também não 
encontramos diferenças estatisticamente significantes entre os casos de gravidez 
ectópica e controles (p=0,249) 
 
 
Tabela II. . Distribuição dos genótipos e alelos do gene de VEGF quanto ao 
polimorfismo -634G/C em pacientes com gestação ectópica e grupo controle.  

 
Polimorfismo 
-634 G/C 

Gravidez 
ectópica 

Controle 

GG (%) 35 (47,3%)  47 (35,1%) 
CG (%) 29 (39,2%) 70 (52,2%) 
CC (%) 10 (13,5%) 17 (12,7%) 
Total 74 134 
HW 0,98 1,33 
pX2 0,17  

Frequência 
de alelos 

  

G 99 (66,9%) 164 (61,2%) 
C 49 (33,1%) 104 (38,8%) 

P 0,249  

HW: Hardy-Weinberg 
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b) Polimorfismo -460 C/T do gene do VEGF  
 
 
 Para a avaliação do polimorfismo -460 C/T do gene de VEGF, selecionamos 74 
amostras do grupo caso e 134 do grupo controle, resultando em, respectivamente, 68 e 
49 genotipagens. As demais amostras foram perdidas devido a dificuldades técnicas de 
amplificação e digestão enzimática. 
 A distribuição das frequências desse polimorfismo estava em equilíbrio de 
Hardy-Weinberg nos dois grupos. 
 Utilizando um modelo de herança co-dominante, não encontramos diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos em relação ao polimorfismo -460 C/T do 
gene de VEGF: χ2(2)= 0,697; P= 0,706. 
Em relação às frequências alélicas desse polimorfismo, também não encontramos 
diferenças estatisticamente significantes entre os casos de gravidez ectópica e 
controles (p=0,468) 

 

Tabela III. Distribuição dos genótipos e alelos do gene de VEGF quanto ao 
polimorfismo 460C/T em pacientes com gestação ectópica e grupo controle. 
 

Polimorfismo 
VEGF -460 
C/T 

Gravidez 
ectópica 

Controle 

CC (%) 20 (29,4%)  18 (36,7%) 
CT (%) 34 (50,0%) 22 (44,9%) 
TT (%) 14 (20,6%) 9 (18,4%) 
Total 68 49 
HW 0,004 0,24 
pX2 0,70  

Frequência 
de alelos 

  

C 74 (54,4%) 58 (59,2%) 
T 62(45,6%) 40 (40,8%) 

pX2 0,468  

HW: Hardy-Weinberg 
 
 
 

c) Polimorfismo +936C/T do gene de VEGF: 
 
 Para análise do polimorfismo +936C/T do gene de VEGF, das 75 amostras do 
grupo caso, conseguimos resultados satisfatórios em 74. Do grupo controle, 
selecionamos 134 amostras, com 120 resultados adequados. As amostras foram 
perdidas, principalmente, devido a falhas de amplificação. 
 A distribuição das frequências do polimorfismo +936C/T do gene de VEGF 
estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW) nos dois grupos. 
 
 Utilizando um modelo de herança co-dominante, não encontramos diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos em relação ao polimorfismo +936 C/T do 
gene de VEGF: χ2(1)= 1,143; P= 0,285. 
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 Em relação às frequências alélicas desse polimorfismo, também não 
encontramos diferenças estatisticamente significantes entre os casos de gravidez 
ectópica e controles (p=0,316) 
 
 
Tabela IV. Distribuição dos genótipos e alelos do gene de VEGF quanto ao 
polimorfismo +936C/T em pacientes com gestação ectópica e grupo controle. 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

HW: Hardy-Weinberg 
 
 
4.3.  Avaliação do genótipo do polimorfismo do gene de VEGF com os valores 
séricos do VEGF 
 

Foi realizada a análise do genótipo do polimorfismo dos genes -460 C/T, -634 
G/C, +936 C/T e correlacionada com os valores do VEGF sérico das 35 pacientes na 
vigência da gravidez ectópica. 
Os resultados obtidos estão apresentados nas tabelas VI, VII e VIII. Não foi observada 
diferença estatisticamente significante entre os genótipos e os valores séricos do 
VEGF. 
 
 
Tabela V- Comparação do genótipo do polimorfismo do gene de VEGF quanto ao 
polimorfismo -460C/T em pacientes com gestação ectópica com os resultados do 
VEGF sérico. 
 

VEGF (pg/ml) Genótipo 460 CC Genótipo 460 CT Genótipo 460 TT 

Média 243,8 289,4 462,7 
Desvio Padrão 194,5 271,6 304,4 
Mínimo 5 5 74,3 
Máximo 556,3 1017 505,2 

Mediana 178,5 164,1 453,3 

P=0,3474 
 
 
 

Polimorfismo 
+936C/T 

Gravidez 
ectópica 

Controle 

CC (%) 55 (74,3%) 97 (80,8%) 
CT (%) 19 (25,7%) 23 (19,2%) 
TT (%) 0 0 
Total 74 120 
HW 1,60 1,34 
pX2 0,285  

Frequência 
de alelos 

  

C 129 (87,2%)  217 (90,4%) 

T 19 (12,8%) 23 (9,6%) 

P 0,316  
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Tabela VI- Comparação do genótipo do polimorfismo do gene de VEGF quanto ao 
polimorfismo -634 C/G em pacientes com gestação ectópica com os resultados 
do VEGF sérico. 
 

VEGF (pg/ml) Genótipo 634 GG Genótipo 634 CG Genótipo 634 CC 

Média 349,9 285,0 248,0 
Desvio Padrão 272,6 287,9 154,1 
Mínimo 5 5 80,6 
Máximo 905,2 1017 507,5 

Mediana 288,6 170,25 194,0 

P=0,7026 
 
 
 
Tabela VII- Comparação do genótipo do polimorfismo do gene de VEGF quanto 
ao polimorfismo +936C/T em pacientes com gestação ectópica com os resultados 
do VEGF sérico. 
   

VEGF (pg/ml) Genótipo 936 CC Genótipo 936 CT 

Média 268,85 445,62 
Desvio Padrão 223,77 351,4 
Mínimo 5 106 
Máximo 905,2 1017 

Mediana 211,1 317,3 

P=0,2565 
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Em uma época onde a Medicina caminha para a valorização e ampliação de 

métodos diagnósticos, quando a detecção precoce e a intervenção terapêutica se 

colocam como um dos pilares da prática médica, a gravidez ectópica ainda é 

intercorrência frustrante para médicos e pacientes, uma vez que é a principal causa de 

morte materna no primeiro trimestre da gestação. 

 

 Diversos autores levantaram a hipótese de que as condições de hipóxia e 

desfavoráveis no local de implantação da tuba de Fallópio em pacientes com gravidez 

ectópica poderiam estimular o trofoblasto a produzir e secretar quantidades 

aumentadas de VEGF (Daniel et al., 1999; Felemban et al., 2002; Daponte et al., 2005). 

Daniel et al., (1999) foram os primeiros a relatar que os valores séricos estavam 

aumentados nos casos com gravidez ectópica quando comparados aos de gravidez 

intra-uterina. 

 

  No nosso estudo ficou evidente que nos casos de gravidez ectópica os valores 

séricos do VEGF estavam aumentados em comparação com as gestações intra-

uterinas viáveis sendo estes resultados estatisticamente significantes (p < 0,0001). A 

mediana da concentração sérica de VEGF nos casos de GE foi (211,1pg/mL; n=35), 

que foram similares aos obtidos por Daniel et al., 1999 (226,8pg/ mL; n=20), por 

Kucera-Sliutz et al., 2002 (211,2 pg/mL; n=42), por Mueller et al., 2004 (203,6pg/mL; 

n=43), por Daponte et al., 2005 (227,2pg/mL; n=27) e diferiram do estudo de Ugurlu et 

al., 2009 (55,2pg/mL; n=28).  

A comparação dos valores séricos de VEGF entre a gravidez ectópica e a 

gravidez intrauterina viável em diversos estudos demonstrou que os valores estavam 

aumentados na GE (Daniel et al., 1999; Felemban et al., 2002 e Mueller et al., 2004), 

dados que estão em concordância com nosso estudo. Entretanto, outros autores não 

observaram diferença entre esses dois grupos (Ugurlu et al., 2009 e Gerton et al., 

2004). 

 

 Poder usufruir de outra ferramenta além da β-hCG e da ultrassonografia 

transvaginal ajudará na elucidação dos casos atípicos onde não se tem certeza da 

localização da gravidez, especialmente quando a idade gestacional for inferior a 8 

semanas; período onde o diagnóstico ultrassonográfico pode ser mais difícil e a 

sensibilidade da dosagem do VEGF costuma ser maior (Kucera-Sliutz et al., 2002). 
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Nossos resultados demonstraram que os valores séricos de VEGF são mais elevados 

nos casos de GE em relação à gravidez intra-uterina viável, desta forma o clínico 

poderia suspeitar do diagnóstico de GE quando os valores de VEGF forem 

aumentados. 

 O ponto fundamental no diagnóstico dos sangramentos do primeiro trimestre de 

gestação é discriminar entre GE e abortamento. Alguns estudos evidenciaram que os 

valores de VEGF foram mais elevados nos casos de GE em comparação com 

abortamento (Daniel et al., 1999; Felemban et al., 2002 e Daponte et al., 2005). 

 

 Em nosso estudo, quando comparamos os valores de VEGF na gravidez 

ectópica com os casos de abortamento não encontramos diferença estatisticamente 

significante. Estes dados demonstraram que os valores séricos do VEGF não podem 

diferenciar os casos de gravidez inviável, isto é, ectópica do abortamento. Em ambas 

as situações as dosagens sérica de VEGF estiveram mais elevadas quando 

comparadas com a gravidez intra-uterina viável. Nossos resultados estão de acordo 

com o trabalho de Kucera-Sliutz et al (2002) que comparou apenas dois grupos de 

estudo, um de abortamento (mediana 198,5 pg/mL) e outro de gravidez ectópica 

(mediana 211,2 pg/mL). Outro estudo de Ugurlu et al. (2008) obtiveram resultados de 

VEGF baixo nos grupos estudados gravidez ectópica (55,2 pg/mL ) e abortamento 

(26,2 pg/mL ), concluíram no seu estudo que o VEGF não pode diferenciar a gravidez 

ectópica do abortamento como demonstrado em nosso estudo. A literatura demonstra 

divergência em relação aos resultados dos trabalhos.  A nossa casuística contribuirá 

com a literatura pertinente ao tema e aumentará a consistência dos resultados. 

 Felemban et al., 2002, utilizando o valor de corte do VEGF maior que 200 pg/mL 

pode diferenciar a GE da gravidez intra-uterina viável com sensibilidade de 88%, 

especificidade de 100%, e valor preditivo positivo (VPP) de 100%; enquanto em nosso 

estudo, os valores correspondentes foram 51,4%, 90,9% e 90% respectivamente. Para 

discriminar GE do abortamento, Daniel et al., 1999, obtiveram sensibilidade de 60%, 

especificidade de 80% e VPP 86%. Os valores correspondentes do estudo de Kucera-

Sliutz et al., 2002, foram 56,1%, 51,2% e 53,5%. No nosso estudo, para distinguir a 

gravidez ectópica do abortamento, encontramos sensibilidade de 51,4%, especificidade 

de 42,8% e VPP de 69,2%. De acordo com nossos resultados, o valor sérico de VEGF 

maior que 200 pg/mL pode discriminar a GE da gravidez viável com especificidade de 

90,9% e VPP de 90%. Por outro lado, nossa pesquisa demonstrou baixa especificidade 
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para diferenciar a GE do abortamento. Com intuito de fazer diagnóstico diferencial de 

gravidez viável com gravidez inviável (abortamento e GE), os valores de VEGF 

superiores a 200 pg/mL demonstraram VPP de 92,9%. 

 

Atualmente o que utilizamos para o diagnóstico de gravidez ectópica são as 

dosagens da β-hCG e da ultra-sonografia transvaginal. A β-hCG numa amostra isolada 

não diferencia a gravidez viável da inviável é necessária nova amostra após 48 horas, 

caso os títulos subam menos do que 50% do valor inicial a possibilidade de ser 

gravidez inviável é grande. Desta forma os valores de VEGF superiores a 200 pg/mL 

em amostra isolada têm capacidade de discriminar a gravidez inviável da viável com 

VPP de 92,9%. Só este dado já alerta o clínico na elaboração do seu diagnóstico, pois 

ele sinaliza os casos de maior risco (GE e abortamento).  

A busca por marcador específico deve ser aprofundada com o objetivo de 

reduzir o diagnóstico tardio da gravidez ectópica. Sendo linha de pesquisa vasta para 

futuros estudos. 

É importante salientar que a ultra-sonografia transvaginal utilizada na rotina 

diagnóstica da GE demonstrou elevada sensibilidade (90,9%), especificidade (99,9%) e 

VPP (93,5%) elevados para detectar GE (Condous, 2005). Além disto, com o 

desenvolvimento de aparelhos de ultra-sonografia cada vez melhores, o papel da 

USTV pode se tornar superior aos marcadores séricos. 

 A confirmação em nosso estudo de que o VEGF está aumentado na gravidez 

ectópica, dados já demonstrados por trabalhos anteriores (Daniel et al., 1999; 

Felemban et al., 2001 e Daponte et al., 2005)  nos motivaram a pesquisar o 

polimorfismo do gene do VEGF para identificar se a população de pacientes com GE 

teria alteração deste polimorfismo. 

 Nos últimos anos, tem ocorrido um aumento dramático de descobertas genéticas 

envolvendo doenças complexas, com aproximadamente 40 locci descritos para mais de 

100 doenças, identificadas e reproduzidas em estudos de associação genética. Esses 

estudos têm habitualmente desenho caso-controle e podem fornecer resultados 

interessantes mesmo para doenças raras, desde que sejam bem definidos os critérios 

de seleção dos grupos (Romero et al., 2002;Pearson, Manolio, 2008). 

 O tamanho da amostra necessário para testar a associação entre uma variação 

de DNA e determinada doença é questão importante a ser considerada. A estimativa 



45 
DISCUSSÃO 

do número de indivíduos é influenciada pela frequência do polimorfismo na população. 

Devido à dificuldade em se obter número elevado de amostras, erro beta de 20% e alfa 

de 5% geralmente são aceitáveis para o cálculo amostral. Aumentar o número de 

controles é um artifício que aumenta o poder do teste (Romero et al., 2002). 

 Atualmente, dados sobre estudos de associação genética e gravidez ectópica 

são escassos, portanto não temos base de comparação porque até o momento não 

acusamos nenhum estudo de polimorfismos do gene de VEGF e gravidez ectópica. 

Amostras consistentes certamente melhoram a análise, mas a dificuldade na obtenção 

dos casos, o custo financeiro e o tempo necessário para a execução dos exames 

laboratoriais precisam ser considerados. A análise dos dados deve ser cautelosa e os 

resultados devem ser considerados sugestivos, devendo ser confirmados por outros 

estudos. Outro ponto importante nesses trabalhos é a seleção dos participantes. A 

premissa fundamental se refere à definição do fenótipo em questão, ou seja, é 

essencial que todos os casos e nenhum controle tenham a doença estudada, por isso 

incluímos no grupo controle mulheres na pós-menopausa que não tiveram gravidez 

ectópica (Pearson, Manolio, 2008). 

 

 Muitos polimorfismos do gene do VEGF já foram descritos. Destes 

polimorfismos, alguns estão na região promotora localizada na posição -2578 C/A (rs 

699947), -1154 G/A (rs1570360), -460 C/T (rs833061) e -634G/C (rs2010963) e os 

seus alelos mutantes estão associados com a maior expressão do VEGF. Além destes 

polimorfismos outro muito frequente é o +936C/T (rs3025039), tendo sido demonstrado 

que o alelo C está associado com o aumento dos níveis séricos de VEGF (Shahbazi et 

al., 2002 e Lambrechts et al., 2003). 

 A intenção de identificar predisposição genética para gravidez ectópica se deve 

ao fato de que muitas pacientes que desenvolvem a doença não apresentam nenhum 

fator de risco. Além disso, devido às recentes evidências de que o VEGF está 

aumentado na gravidez ectópica em comparação com a gestação intrauterina normal 

nos motivaram a levantar a hipótese de que alteração genética ligada ao polimorfismo 

do gene do VEGF poderia estar associada à gravidez ectópica. 

 No nosso estudo procuramos avaliar os três polimorfismos do VEGF mais 

comuns o +936 C/T, -460 C/T e o -634 G/C. A opção por estudar estas variantes 

polimórficas se deve a metodologia laboratorial bem estabelecida para avaliação 
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destes polimorfismos e por apresentarem correlação direta com a produção do VEGF. 

Agrupamos em nosso estudo número considerável de casos (74) e de controle (134). 

Por ser o primeiro trabalho sobre o tema não temos termo de comparação com outros 

estudos. Podemos nos basear apenas em trabalhos que avaliaram o polimorfismo do 

gene do VEGF com outras doenças, como retinopatia diabética (Awata et al., 2002 ), 

abortamento (Daher et al., 2003; Coulam et al., 2008), câncer (Krippl et al., 2003; Jin et 

al., 2005; Kim et al., 2005; Lu et al., 2005; Jacobs et al., 2006; Kataoka et al., 2006; 

Hefler et al., 2007; Chae et al., 2008; Langsenlehner et al., 2008) e endometriose 

(Shifren et al., 1996; Hsieh et al., 2004; Bhanoori et al., 2005). 

 O polimorfismo do gene do VEGF localizado na região promotora apresenta 

associação com o aumento da produção de VEGF sérico (Watson et al. 2000), nós 

prevíamos encontrar associação entre o genótipo e gravidez ectópica. Nossos 

resultados, entretanto, não conseguiram comprovar esta hipótese. Em nossa amostra 

não observamos diferença estatisticamente significante entre o grupo caso e controle 

em relação ao polimorfismo do gene do VEGF -460 C/T (p=0,70), -634 G/C (p=0,17) e 

+936 C/T (p=0,28). Quando fizemos o estudo das frequências alélicas, os resultados 

foram similares com a população normal. 

   

 Podemos mencionar algumas dificuldades na realização de estudos como deste 

tipo. A determinação e divisão das raças é questão difícil. Já foi demonstrado que a 

população brasileira apresenta vários componentes raciais, principalmente em virtude 

da grande miscigenação resultante dos contextos políticos e sociais do nosso país 

(Pena et al., 2000; Santos, Maio, 2004). Sendo assim, a opção de escolher apenas 

uma raça certamente falsearia a representatividade dos grupos, além de ser sujeita a 

críticas quanto à pureza da classificação. Decidimos, portanto, não dividir os grupos 

quanto à etnia, mas tivemos o cuidado de parear as diferentes porcentagens raciais 

nos casos e controles, evitando diferenças significativas. Além disso, na procura de um 

marcador de doença, devemos considerar a população como um todo, de forma que o 

achado possa ser aplicado a qualquer indivíduo, independente da raça. Dessa forma, 

obtivemos dois grupos representativos da nossa população e comparáveis quanto à 

ausência ou presença da doença. Realizamos, ainda, o teste de Equilíbrio de Hardy-

Weinberg para todos os polimorfismos estudados. Em todos os grupos verificamos que 

as frequências genotípicas observadas estavam em equilíbrio com o esperado. Além 
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de sugerir que não houve viés na seleção de indivíduos, essa verificação assegura a 

qualidade das genotipagens. A análise dos estudos de associação genética pode ser 

feita de várias maneiras, considerando-se modelos genéticos dominantes, recessivos e 

co-dominantes. O modelo co-dominante, no qual cada genótipo é colocado como fator 

de risco para a doença, é o mais comum (Pearson, Manolio, 2008). 

Neste trabalho procuramos também correlacionar os genótipos dos 

polimorfismos do gene de VEGF com os resultados do VEGF sérico coletado nas 35 

pacientes na vigência da gravidez ectópica. A intenção de realizar esta correlação era 

de aventar que o genótipo do polimorfismo do gene do VEGF pode estar associado 

com as várias formas de apresentação da gravidez tubária. O estímulo da hipóxia na 

gravidez tubária com maior produção de VEGF e consequente maior angiogênese 

pode estar também relacionada aos casos de ruptura tubária. Quanto mais elevada a 

produção de VEGF, maior será a angiogênese e maior será o risco de ruptura tubária, 

pois haverá infiltração de vasos na parede da tuba atingindo a serosa e desta forma os 

vasos acarretarão uma corrosão na superfície da tuba culminando com o abdome 

agudo hemorrágico. Por outro lado, nem todos os casos de gravidez tubária evoluem 

para ruptura e muitas vezes é possível realizar o tratamento clínico. Partindo deste 

pressuposto levantamos a hipótese de que se o genótipo estivesse associado com a 

produção de VEGF sérico, poderíamos identificar as pacientes de maior risco para 

ruptura tubária e a aplicação prática seria muito útil. 

O polimorfismo do gene do VEGF -634 G/C está localizado na região promotora 

e estudos anteriores demonstram a sua associação com a produção aumentada de 

VEGF (Watson et al. 2000; Cooke et al., 2004). Frente estas evidências, estudamos 

este polimorfismo no nosso grupo de estudo e observamos não haver diferença entre 

os casos e os controles.  

 Como Watson et al. demonstraram o genótipo -634 GG está correlacionado com 

maior produção de VEGF, em nosso estudo os casos de gravidez ectópica 

apresentaram mais este genótipo e talvez ele esteja associado ao maior risco de 

ruptura tubária pela maior produção de VEGF, já o genótipo CC parece  produzir menor 

quantidade de VEGF pode estar associado aos casos de gravidez tubária íntegra com 

maior possibilidade de resolução com tratamento clínico. Este dado se comprovado 

seria útil no momento de instituir a conduta inicial nos casos de gravidez tubária.  Em 

nossa amostra, no entanto, não pudemos comprovar este raciocínio, pois os resultados 
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não foram significantes. Apesar de que o genótipo 634 GG apresentava média dos 

valores de VEGF mais elevados (349,9 pg/ml), em comparação com genótipo 634 CC 

(VEGF médio de 248,0 pg/ml). Outro dado interessante desta pesquisa é que nos 

casos de gravidez ectópica foi mais frequente o genótipo do polimorfismo do VEGF 634 

GG (47,3%) quando comparado com o controle (35,1%), apesar do resultado não ser 

estatisticamente significante, existe uma tendência para este genótipo na gravidez 

ectópica.  

Nem todos os trabalhos associam este genótipo 634 GG com a maior produção 

de VEGF. Awata et al. descreveram aumento do risco de retinopatia diabética em 

pacientes com genótipo 634 CC. Eles demonstraram aumento dos valores séricos de 

VEGF nas pacientes com genótipo CC na população japonesa. Talvez existam 

diferenças na frequência alélica conforme a etnia.  

Em relação ao polimorfismo do gene -460 C/T não obtivemos resultados 

estatisticamente significantes. Os nossos resultados foram semelhantes aos 

observados por Watson et al. (2000) onde não observaram correlação do genótipo do 

polimorfismo do VEGF 460 com o aumento da produção de VEGF in vitro. Também 

não encontramos correlação entre o genótipo do polimorfismo do gene do VEGF -460 

C/T com produção sérica de VEGF obtida das pacientes na vigência de gravidez 

ectópica (p=0,3474). 

 Em relação ao polimorfismo do VEGF +936 C/T, estudos anteriores 

demonstraram que os portadores do alelo 936 T apresentavam baixos níveis séricos de 

VEGF, enquanto outros estudos mostraram que portadoras do alelo C teriam aumento 

dos níveis de VEGF (Renner et al. 2000; Krippl et al., 2003). Em nosso estudo a 

porcentagem do alelo C foi de 87,2% e do alelo T 12,8%, porém não houve diferença 

estatística com o grupo controle alelo C (90,4%) e alelo T (9,6%). Apesar de o alelo C 

ser mais prevalente no grupo da ectópica em relação ao alelo T e desta forma estar 

mais associado a produção de VEGF, este padrão é semelhante no grupo controle. 

Quando comparamos o genótipo do polimorfismo do gene do VEGF  +936 C/T com os 

valores séricos do VEGF não houve significância estatística (p=0,2565). 

Este é um trabalho inédito uma vez que nenhum estudo foi publicado até o 

momento estudando a associação do polimorfismo do gene do VEGF com a gravidez 

ectópica. Apesar de muitos fatores de risco terem sido associados com o diagnóstico 
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da gravidez ectópica, não se sabe ainda ao certo se estão relacionados à etiologia. As 

teorias etiopatológicas para gravidez ectópica geralmente distinguem fatores de risco 

maternos e embrionários. Os maternos (gravidez ectópica prévia, infecção, cirurgia 

tubária, usuárias de DIU, tabagismo, infertilidade, endometriose, e fatores hormonais 

como pílula de progesterona e anticoncepção de emergência) afetam a função da tuba 

de Fallópio e o transporte do embrião para o útero. Os embrionários incluem anomalias 

estruturais e cromossômicas do concepto. É importante ressaltar que muitas pacientes 

com gravidez ectópica não apresentam nenhum fator de risco e o exame macroscópico 

da pelve é completamente normal. Por isso a investigação de causa genética é aspecto 

inédito na literatura e desta forma, continuando nesta linha de pesquisa e estudando 

outros polimorfismos do VEGF, que neste estudo não foram contemplados, ou mesmo, 

estudos que avaliam as interações dos genes poderão, talvez no futuro, preencher esta 

lacuna que até o momento não está bem esclarecida: O porquê da ocorrência de 

gravidez ectópica em grande número de pacientes sem nenhum fator de risco.  

 No entanto, não há, até o momento, evidências de associação entre 

polimorfismos de -460 C/T, -634C/G e +936C/T de VEGF e a gravidez ectópica. Porém, 

devemos ponderar que este é o primeiro trabalho sobre o tema, ressaltando que este 

estudo apresenta casuística robusta e é o único que investigou a relação entre esses 

polimorfismos e a gravidez ectópica na literatura mundial. 

 Assim, concluímos através de nossos dados que não verificamos associação 

entre os polimorfismos estudados: -460 C/T, -634C/G e +936C/T de VEGF e a 

ocorrência de gravidez ectópica. Em nossa óptica, é preciso ter cautela ao avaliar 

esses resultados, pois devemos considerar que há limitações relacionadas ao tamanho 

amostral, diversidade étnica e número de polimorfismos relacionados ao gene em 

questão. 

 Além da necessidade de ampliação do número de pacientes e de polimorfismos, 

é importante ponderar que a análise individual pode não revelar associações, mas os 

resultados podem ser diferentes quando se investiga a associação de diferentes genes 

(epistasia). 

 Além disso, as alterações genéticas podem não refletir exatamente o que 

acontece em nível periférico, na tuba uterina. Essa ressalva, entretanto, não diminui o 

interesse na investigação de polimorfismos genéticos e doenças. Mesmo sem 

repercussões fenotípicas, alterações genéticas podem ter valor preditivo como 
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marcadores de risco. Em estudos de associação genética, a necessidade de grandes 

amostras, o desconhecimento sobre a função do gene e possíveis vieses na seleção 

dos participantes são falhas comuns (Pearson, Manolio, 2008). Por isso, os dados 

precisam ser reproduzidos e confirmados. Mesmo assim, resultados negativos devem 

ser considerados. A reunião dos resultados publicados para a realização de 

metanálises pode ter valor considerável. Os estudos sobre o genoma têm ainda um 

passado recente e muito a se desenvolver ao longo dos anos. Collins e McKusick, em 

2001 estimaram para 2010 a possibilidade de testes genéticos preditivos para pelo 

menos uma dezena de afecções comuns (Collins, McKusick, 2001). As consequências 

disso na prática médica certamente serão profundas, modificando totalmente os 

conceitos de diagnóstico e prevenção de doenças. Além disso, o DNA representa 

apenas uma pequena peça do incrível quebra-cabeça que é o corpo humano. À medida 

que aprendermos como as alterações genéticas, associadas a fatores individuais, 

participam na determinação da doença, intervenções efetivas estarão disponíveis. No 

caso das intercorrências obstétricas, a análise dos genótipos materno, paterno e fetal e 

suas interações, certamente poderão contribuir para o reconhecimento de fatores de 

risco. 

 É provável que as respostas ainda demorem um pouco a aparecer. No entanto, 

os esforços iniciais já foram lançados. As alterações genéticas abrem-se como um 

novo e deslumbrante campo para a busca da etiologia da gravidez ectópica. Futuros 

trabalhos, com análise de outros polimorfismos e fatores, serão necessários para 

esmiuçar essas inter-relações e tentar desvendar essa intrigante patologia que é a 

gravidez ectópica e, a partir daí, oferecer intervenções clínicas efetivas aos casais que 

vivem a angústia desta doença que é a principal causa de mortalidade materna no 

primeiro trimestre da gestação. 
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Na gravidez ectópica os valores de VEGF são mais elevados do que na gravidez 

intra-uterina viável. Por outro lado, quando comparamos os valores de VEGF na 

gravidez ectópica com os casos de abortamento não encontramos diferença 

estatisticamente significante. 

Não foi observada associação entre as variantes polimórficas -460 T/C 

(rs833061), -634 C/G (rs2010963) e +936 C/T (rs3025039) do gene do fator de 

crescimento vásculo-endotelial com a ocorrência de gravidez ectópica.  

Não foi observada relação entre os níveis séricos de VEGF e os genótipos de 

polimorfismos -460 T/C (rs833061), -634 C/G (rs2010963) e +936 C/T (rs3025039) do 

gene de VEGF. 
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Anexo 1: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP: 
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Anexo 2: Financiamento FAPESP: 
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Anexo 3: Termo de consentimento livre e esclarecido grupos Polimorfismo e 

Polimorfismo controle: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
1-ASSOCIAÇÃO DO FATOR VASCULAR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL E DO POLIMORFISMO 

DO SEU GENE COM A GRAVIDEZ ECTÓPICA 

2- O objetivo deste estudo é de avaliar se há diferença na expressão polimórfica do gene do VEGF em 

pacientes que apresentaram pelo menos um episódio de gravidez ectópica e pacientes com pelo menos duas 

gestações viáveis, sem história prévia de abortamento ou possibilidade de gravidez futura. 

3- Será realizada coleta de sangue por punção venosa, no entanto, todas as pacientes invariavelmente terão que 

realizar este procedimento devido a coleta de sangue para realização do exame de beta-hCG. 

4- O procedimento rotineiro será a coleta de sangue por punção periférica da veia do antebraço, a quantidade de 

sangue retirada será de 5 ml. 

5- Os desconfortos deste exame são dor leve no local da punção, os riscos são de formação de hematoma ou 

flebite no local da punção. 

6- Não há benefício direto para o paciente. Trata-se de estudo experimental testando a hipótese de causa 

genética para gravidez ectópica. Somente no final do estudo poderemos concluir a presença de algum benefício. 

7- Como esta coleta de sangue terá que ser feita invariavelmente para extrção de DNA, poucas opções são 

viáveis de forma alternativa. 

8- Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa para 

esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é o Dr. Julio Elito Junior, que pode ser 

encontrado no endereço Rua Botucatu, 740 8
o
 andar, Telefone 5576-4110. Se você tiver alguma consideração 

ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética Médica em Pesquisa (CEP) – Rua 

Botucatu, 572 – 1
o
 andar – cj. 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162, E-mail: cepunifesp@epm.br 

9- É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, 

sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição. 

10- Direito de confidencialidade – As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, 

não sendo divulgado a identificação de nenhum paciente. 

11- Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou 

de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores. 

12- Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, 

incluindo exames e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação.  Se 

existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 

13- Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos  propostos neste estudo (nexo causal 

comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituição, bem como às indenizações 

legalmente estabelecidas. 

14- Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas para mim, 

descrevendo o estudo “ASSOCIAÇÃO DO FATOR VASCULAR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL E DO 

POLIMORFISMO DO SEU GENE COM A GRAVIDEZ ECTÓPICA”. 

Eu discuti com o Dr. Julio Elito Junior sobre a minha decisão de participar nesse estudo. Ficaram claros para 

mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as 

garantias de confidencialidades e de esclarecimento permanentes. Ficou claro também que minha participação é 

isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo 

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes 

ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, 

ou no meu atendimento neste Serviço.  

 

____________________________________                                                Data     /    /   

Assinatura do paciente / Representante legal 

_____________________________________                                               Data    /    / 

Assinatura testemunha 

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiência 

auditiva ou visual. 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou 

representante legal para a participação neste estudo. 

 

__________________________________________                                        Data   /    / 

Assinatura do responsável pelo estudo 
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Anexo 4: Termo de consentimento livre e esclarecido grupos VEGF e VEGF 

controle: 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
1-ASSOCIAÇÃO DO FATOR VASCULAR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL E DO POLIMORFISMO 

DO SEU GENE COM A GRAVIDEZ ECTÓPICA 

2- O objetivo deste estudo é de avaliar um novo exame de sangue que visa realizar o diagnóstico precoce de 

gravidez ectópica e descartar o diagnóstico de gravidez normal ou abortamento. 

3- Será realizada coleta de sangue por punção venosa, no entanto, todas as pacientes invariavelmente terão que 

realizar este procedimento devido a coleta de sangue para realização do exame de beta-hCG. 

4- O procedimento rotineiro será a coleta de sangue por punção periférica da veia do antebraço, a quantidade de 

sangue retirada será de 5 ml. 

5- Os desconfortos deste exame são dor leve no local da punção, os riscos são de formação de hematoma ou 

flebite no local da punção. 

6- Não há benefício direto para o paciente. Trata-se de estudo experimental testando a hipótese de um novo 

teste diagnóstico para gravidez ectópica. Somente no final do estudo poderemos concluir a presença de algum 

benefício. 

7- Como esta coleta de sangue terá que ser feita invariavelmente para o diagnóstico clássico de gravidez através 

do beta-hCG, poucas opções são viáveis de forma alternativa. 

8- Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa para 

esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é o Dr. Julio Elito Junior, que pode ser 

encontrado no endereço Rua Botucatu, 740 8
o
 andar, Telefone 5576-4110. Se você tiver alguma consideração 

ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética Médica em Pesquisa (CEP) – Rua 

Botucatu, 572 – 1
o
 andar – cj. 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162, E-mail: cepunifesp@epm.br 

9- É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, 

sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição. 

10- Direito de confidencialidade – As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, 

não sendo divulgado a identificação de nenhum paciente. 

11- Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou 

de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores. 

12- Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, 

incluindo exames e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação.  Se 

existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 

13- Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos  propostos neste estudo (nexo causal 

comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituição, bem como às indenizações 

legalmente estabelecidas. 

14- Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas para mim, 

descrevendo o estudo “ASSOCIAÇÃO DO POLIMORFISMO DO FATOR VASCULAR DE 

CRESCIMENTO ENDOTELIAL COM A GRAVIDEZ ECTÓPICA”. 

Eu discuti com o Dr. Julio Elito Junior sobre a minha decisão de participar nesse estudo. Ficaram claros para 

mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as 

garantias de confidencialidades e de esclarecimento permanentes. Ficou claro também que minha participação é 

isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo 

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes 

ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, 

ou no meu atendimento neste Serviço.  

 

____________________________________                                                Data     /    /   

Assinatura do paciente / Representante legal 

_____________________________________                                               Data    /    / 

Assinatura testemunha 

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiência 

auditiva ou visual. 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou 

representante legal para a participação neste estudo. 

 

__________________________________________                                        Data   /    / 

Assinatura do responsável pelo estudo 
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Anexo 5: Ficha de dados das pacientes: 

Solicitação de Exames 
Coleta de Sangue 

 
Nome Completo 

 
Registro Hospitalar (RH) 

 
Nº do documento de identidade (RG) 

 
Data de nascimento                                                    Telefone de Contato 

 
Endereço 

 

Diagnóstico 

 
Tipo de Tratamento (Gestação Ectópica) 

 
DUM                                        IG                                             ETNIA 

         /          /   
 

Exame 

  
Data da Coleta 

 
Coletor 

 

 

 

             /               /               (        )                                  

 

 

 

 

             /               /               
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ABSTRACT 

Objectives: We evaluated the vascular endothelial growth factor (VEGF) as a serum 

marker on diagnosis of ectopic pregnancy. Besides, we intended to find out if the VEGF 

gene polymorphisms -460 T/C (rs 833061), -634 C/G (rs 2010963) and +936 C/T (rs 

3025039) played a role in pathogenesis of this disease and furthermore if the serum 

levels of VEGF are correlated to genotype. Methods: A case-control study in which we 

selected 35 patients diagnosed with ectopic pregnancy, 15 with miscarriage, and 22 

normal intra-uterine pregnancies. We collected 10 mL of blood in dry tubes, which were 

put into a centrifuge at 2000 rpm and then the upper part was separated into 5 tubes 

with 200µL each and kept at -80 º C for posterior analysis. The serum VEGF was dosed 

with ELISA kit (human VEGF; R&D systems, Mineapolis). To study the VEGF gene 

polymorphisms we included 74 patients with present or previous history of ectopic 

pregnancy, who were followed up in The Ectopic Pregnancy Ambulatory of UNIFESP. In 

the control group there were 134 women in menopause, with at least two normal 

pregnancies and without miscarriages or ectopic pregnancies during their reproductive  

lives. These patients were followed up in The Menopause Ambulatory of UNIFESP. We 

collected 10 mL of blood, took buffy-coat and extracted DNA using DTAB / CTAB 

technique. Then we used PCR and a specific restriction enzyme to the VEGF gene 

polymorphisms 460 T/C, 634 C/G and 936 C/T, the samples were used to perform 

electrophoresis in agarose gel and posterior digital photographic registration. Results: 

The mean serum values of VEGF were 297.5 pg/mL in ectopic pregnancies, 299.6 

pg/mL in miscarriages and 39.9 pg/mL in normal intra-uterine pregnancies (p<0.0001). 

We found no significant differences on genotypic or allelic frequencies of the VEGF 

gene polymorphisms -460 T/C (p=0.70), -634 C/G (p=0.17) and +936 C/T (p=0.28). 

There was no statistically significant correlation between genotype and serum values of 

VEGF. Conclusions: Our results suggest that in ectopic pregnancy the values of VEGF 

are higher than in normal intra-uterine pregnancy. However, we have found no 

association between the expression of the VEGF gene polymorphisms 460 T/C, 634 

C/G and 936 C/T, and their alleles with ectopic pregnancy. The production of VEGF 

seems not to be related to the genotype. 
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