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RESUMO

Introduc¢fo: O comprimento telomérico ¢ estudado em varios processos da relagdo satde-
doenga, tais quais estresse oxidativo, processo inflamatério e estresse cronico € parece ser
modulado por fatores genéticos e ambientais, além de estar associado a doengas como
aterosclerose, doenca de Alzheimer, insuficiéncia cardiaca e disqueratose congénita. Nosso
estudo buscou entender a relagdo entre os telomeros de recém-nascidos e a gestacdo sob
condicoes adversas.

Objetivo: avaliar o impacto da exposicdo a diferentes ambientes intrauterinos sobre o
comprimento de teldmeros dos recém-nascidos.

Métodos: o comprimento telomérico foi avaliado através do método de qPCR (Razdo T/S)
de células da mucosa oral de uma amostra conveniéncia de 239 pares de mae e recém-
nascido, divididos nos seguintes grupos de maes: diabéticas (DM) (n=39), hipertensas
(HAS) (n=16), tabagistas (n=52), controle (n=99) e maes que tiveram filhos pequenos para
a idade gestacional (PIG) (n=33).

Resultados: Em todos os grupos observamos uma correlagdo fraca entre o comprimento
telomérico da mae e da crianga (r= 0,229) (p<0,001). Nao houve diferenca significativa no
comprimento telomérico entre os grupos DM, HAS, PIG, Tabaco e Controle. Entretanto,
dentro do grupo Tabaco houve diferenga significativa numa relagdo dose-resposta inversa,
de maior consumo de cigarro e comprimento telomérico menor, tanto para a mae (p=0,020)
quanto para o recém-nascido (p=0,033).

Conclusao: os achados deste estudo sugerem que o uso do tabaco na gestagdo pode
exercer influéncia negativa sobre o comprimento dos teldmeros tanto da mae quanto do seu
filho.

Palavras-chave: teldomero, intrauterino, diabetes mellitus, tabagismo, pequeno para idade
gestacional



ABSTRACT

Background: Telomere lenght has been studied in several health-disease processes, such
as oxidative stress, inflammatory process and chronic stress. It seems to be influenced by
genetic and environmental issues, and it is associated with diseases such as atherosclerosis,
Alzheimer's disease, heart failure and congenital dyskeratosis. Our study searched to
understand the relationship between newborns telomeres and adverse intrauterine
conditions.

Objective: to evaluate the impact of exposure to different intrauterine environments on the

telomere length of newborns.

Methods: the telomere length was evaluated by qPCR (T/S ratio) on oral mucosa cells of a
convenience sample of 239 pairs of mother and newborn, divided according to the
following groups of mothers: diabetic (DM) (n = 39), hypertensive (HAS) (n = 16),
tobacco (n = 52), controls (n = 99) and mothers who had small children for gestational age
(SGA) (n = 33).

Results: In all groups we observed a weak correlation between the telomere of the mother
and the son (= 0.229) (p <0.001). There was no significant difference in telomere size
between DM, HAS, SGAG, Tobacco and Control groups. However, in the Tobacco group
there was a significant difference in an inverse dose-response relationship: higher cigarette
consumption and lower telomere length, both for the mother (p = 0.020) and for the
newborn (p = 0.033).

Conclusion: the findings of this study suggest that tobacco use during gestation may
induce a negative influence on the telomere length of both the mother and her child.

Keywords: telomere, intrauterine, diabetes mellitus, smoking, small for gestational age
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos vinte anos, alguns estudos tém observado que eventos perinatais
podem impactar na satde do individuo ao longo da vida, demonstrando que diferentes
insultos durante a gestagdo e o periodo neonatal trazem consequéncias na vida adulta
(FRICK et al., 2016; KANNISTO et al., 1997, ROSEBOOM et al., 2001). Estes resultados
sugerem a existéncia de uma plasticidade fenotipica relacionada ao desenvolvimento: um
gendtipo pode gerar varios estados fisiologicos em reagdo a diferentes condigdes
ambientais durante o desenvolvimento (SILVEIRA et al., 2007).

Um dos potenciais mecanismos desta plasticidade seria a variagdo de comprimento
telomérico. Alguns estudos conseguiram demonstrar a associagdo entre ambientes
intrauterinos adversos e a variagdo no comprimento telomérico do recém-nascido
(TELLECHEA et al., 2015). Okuda e colaboradores em 2002 mostraram que a
variabilidade no comprimento dos telomeros entre os recém-nascidos ¢ em grande parte
atribuida a determinantes genéticos e ambientais, os quais come¢am a exercer o seu efeito
no utero, e repercutem na vida adulta. O comprimento telomérico no nascimento e na
primeira infancia pode ser um indicativo da extensdo e qualidade do ciclo vital
(HIJELMBORG et al.,, 2015), uma vez que os telomeros estariam relacionados ao
envelhecimento celular e a algumas doencgas.

O presente estudo, o qual estd inserido em um projeto maior — IVAPSA, Impacto
das Variacdes do Ambiente Perinatal sobre a Satide do Recém-Nascido nos Primeiros Seis
Meses de Vida - objetiva investigar a potencial interferéncia desses ambientes no

comprimento dos teldmeros dos cromossomos das maes e dos seus recém-nascidos.



15

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 - VARIACOES DO AMBIENTE INTRAUTERINO

As variagdes no ambiente intrauterino sdo as alteragdes que podem acontecer na
composi¢ao do liquido amnidtico que envolve o feto, podendo ser a modificagdo na
concentragdo de substancias proprias daquele ambiente, assim como a presenca de
substancias indesejaveis (toxicas, mediadores celulares, fatores de inflamag¢do ou
microrganismos) capazes de atravessar a barreira placentaria, interferindo no
desenvolvimento da crianga (EBERLE & AMENT, 2012). Ex.: doengas maternas [diabetes
mellitus (DM), hipertensdo (HAS) e depressao], presenga ou ndo de tabagismo, e variagdes
na nutri¢do materna (desnutricdo, eutrofia ou obesidade). Além do periodo intrauterino,
podem ocorrer variagdes no ambiente externo nos periodos neonatal e pds neonatal, os
quais também sdo reconhecidos pela alta plasticidade no desenvolvimento (KHAZIPOV

& LUHMANN, 2006).

2.2 - AMBIENTES INTRAUTERINOS ADVERSOS

O ambiente intrauterino adverso pode influenciar no desenvolvimento do feto,
(EBERLE & AMENT, 2012) podendo levar a enfermidades de manifestagao tardia, como
doencas metabolicas, diabetes tipo 2, hiperlipidemia, obesidade e problemas
cardiovasculares (SEDAGHAT et al., 2015), entre outros (PINHEIRO et al., 2016). A
nutricdo e a oxigenagdo sdo os fatores mais importantes nessa programacao intrauterina
(FOWDEN et al., 2006) na qual a restricdo de micronutrientes pode levar o feto a sérias
complicagcdes (MAKHOUL et al., 2004). O tempo de duragdo, a gravidade e o tipo de

insulto durante o desenvolvimento fetal determinam um resultado fisioldgico especifico
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(FOWDEN et al., 2006; LANGLEY-EVANS & MCMULLEN, 2010), fazendo com que
esses ambientes adversos possam induzir a adaptacdo para sobrevivéncia, e serem

transmitido as geragdes posteriores (SEDAGHAT et al., 2015).

A linha de pesquisa “Origens Desenvolvimentistas da satde e da doenga”
(DOHaD) investiga as influéncias de fatores ambientais ocorridos na vida fetal ou perinatal
e o surgimento de doengas cronicas ao longo da vida (BARKER, 2004; SILVEIRA et al.,

2007).

Dentre os ambientes intrauterinos adversos avaliados no projeto IVAPSA e que
serdo investigados no presente estudo estdo: maes com hipertensdo essencial ou gravidica,
maes com diabetes gestacional, tabagistas, assim como maes de criangas pequenas para a
idade gestacional sem associacdo com nenhuma das patologias anteriormente mencionadas

(BERNARDI et al., 2012). Estes grupos serdao brevemente descritos abaixo

2.2.1 - Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) ¢ um distarbio metabodlico caracterizado por hiperglicemia
persistente, decorrente de deficiéncia na produgao de insulina ou na sua a¢gdo, ou em ambos
mecanismos (SBD, 2017). E uma doenca nio-transmissivel com alta prevaléncia e ainda
em ascensao, tendo causado 5 milhdes de mortes e morbidade em 415 milhdes de pessoas
em 2015 (IDF, 2015). Este aumento ¢ devido principalmente ao crescimento e
envelhecimento da populacdo, do aumento da obesidade e sedentarismo (CHO, et al.,

2013; SBD, 2015).

Dentre os principais tipos de Diabetes, estdo o tipo 1 (DM1): inato, relacionado a

predisposicdo genética, historia familiar e disturbios autoimunes; o tipo 2 (DM2):
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relacionado a obesidade, sedentarismo, predisposicdo genética, idade materna e etnia,
estilo de vida, tabagismo e consumo de alcool; e o Diabetes Mellitus Gestacional (DMG),

transitorio e relacionado a gravidez (KANGURU et al., 2014).

E cada vez maior o nimero de mulheres com gestagdes complicadas em
decorréncia da obesidade e da DM (DABELEA et al., 2008), o que pode trazer riscos tanto
para a gestante quanto para o feto, tais como: pré-eclampsia, infec¢des, hemorragia pds-
parto, parto prematuro, macrossomia, aborto espontdneo e anomalias congénitas. Para as
mulheres hd o risco de complicagdes diabéticas a longo prazo, como nefropatia e

retinopatia (KANGURU et al., 2014).

2.2.2 — Tabagismo

A exposi¢do ao cigarro durante a gravidez estd associada ao parto prematuro, baixo
peso ao nascer e morbidades tais como problemas respiratérios (NEUMAN et al., 2012) e
atraso no desenvolvimento neuroldgico (CHEN et al., 2013) no recém-nascido e ao longo
da infancia (ROGERS, 2009; VOGELGESANG et al., 2014). Ao fumar na gestacdo, a mae
expode o feto aos componentes do cigarro, as mudangas na oxigenacdo e metabolismo da
placenta. A nicotina e o mondxido de carbono sdo componentes do tabaco que interferem
negativamente na gestacdo. A nicotina estimula a liberacdo de catecolaminas na corrente
sanguinea materna, o que pode desencadear taquicardia, vasoconstricdo periférica e
redu¢do do fluxo sanguineo na placenta. O monodxido de carbono se combina com a
hemoglobina materna e fetal, estabelecendo hipoxia na mae e no feto, o que pode gerar
sofrimento fetal cronico (ATES et al., 2004; MACHADO & LOPES, 2009; VIGGIANO et

al., 1990).
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2.2.3 - Pequeno para a Idade Gestacional (PIG)

O peso ao nascer ¢ um bom indicador de saude e de crescimento fetal, uma vez que
reflete o estado de saude materno e consequentemente o ambiente intrauterino
(O'CONNOR et al., 2013). Um recém-nascido ¢ considerado com baixo peso quando nasce
com menos de 2.500 gramas. Nos paises desenvolvidos, o baixo peso ao nascer (BPN)
geralmente ocorre devido ao parto prematuro, enquanto que nos paises em
desenvolvimento, ele ¢ mais relacionado a restricdo de crescimento intrauterino (RCIU)
(RASYD & BAKRI, 2016). Aqui cabe esclarecer uma diferenga na nomenclatura utilizada:
pequeno para a idade gestacional (PIG) e restricdo de crescimento intrauterino (RCIU).
Um recém-nascido ¢ considerado PIG quando o peso ao nascer ¢ menor que percentil 10
da curva de referéncia, relacionado a idade gestacional (EGO, 2013; MAYER ¢ JOSEPH,
2013). Ja o termo RCIU indica uma crianga PIG que ndo alcancou o seu potencial de
crescimento esperado ou determinado pelo seu potencial genético (EGO, 2013).

O crescimento intrauterino inadequado esta relacionado a alguns fatores, entre eles:
estatura materna, fumo na gravidez, baixo nivel socioecondmico (ZAMBONATO et al.,
2004), hipertensao, pré-eclampsia e diabetes gestacional (VON BECKERATH et al.,

2013).

2.2.4 — Hipertensao arterial

O aumento da pressdo sanguinea pode acontecer tanto pelo aumento do volume
intravascular quanto pela maior resisténcia vascular periférica (RASYD & BAKRI, 2016).
O tamanho fetal ¢ influenciado, entre outros fatores, pelo tamanho do espaco

intrauterino disponivel para a crianga se desenvolver. Quando existem anormalidades
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vasculares no utero, como pré-eclampsia e fatores de risco cardiovasculares (ex.:
hipertensao arterial e tabagismo) hd um risco maior da crianga nascer com baixo peso
(RASYD & BAKRI, 2016; HERSKOVITS et al., 2007). Nosso grupo selecionou maes
hipertensas que tiveram recém-nascidos sem baixo peso e nascidos a termo, no intuito de
observar apenas o efeito do fator hipertensdo no estudo. Fetos sujeitos a pré-eclampsia
materna apresentam risco aumentado de hipertensdo arterial (GEELHOED et al., 2010),
além de doenga cardiaca isquémica e acidente vascular cerebral ao longo da vida

(BELLAMY et al., 2007; PINHEIRO et al., 2016).

2.3 - A INFLUENCIA DE FATORES AMBIENTAIS EM EVENTOS GENETICOS

A complexidade de nossas caracteristicas ¢ o resultado de efeitos combinados de
genes, fatores ambientais, ¢ suas interagdes (MANOLIO et al, 2009). A interacao
genotipo-ambiente (GxA) resulta em diferentes respostas fenotipicas aos genotipos, de
acordo com a influéncia ambiental (KIM ef al., 2014). E esta plasticidade fenotipica que
produz um organismo com flexibilidade para se ajustar as condigdes ambientais presentes,
0 que representa uma vantagem adaptativa (VIA et al., 1995; LANDE, 2009). Desta forma,
a identificacdo de mecanismos pelos quais fatores ambientais especificos possam desativar
ou exacerbar riscos genéticos pode levar a descoberta de alvos potenciais para intervengdes
preventivas (LEVE et al., 2010; WATSON et al., 2012). Essa interacao pode ser vista no
caso de gémeos homozigbticos que, embora apresentem a mesma sequéncia do codigo
genético, podem apresentar variagdes na expressao de alguns genes induzido por hébitos
de vida diferentes, como quantidade de horas de sono, qualidade da alimentacao e pratica
de exercicios, levando a manifestagdao de diferentes fendtipos (WATSON et al., 2012). No

caso dos telomeros, existe uma carga inicial constitutiva do individuo que sofrera um
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desgaste inevitavel ao longo da vida por conta do proprio processo fisiologico de
envelhecimento celular, mas que pode ser acelerado caso exista grande exposi¢do ao
estresse, processos oxidativos, citocinas inflamatdrias, entre outros fatores (EPEL et al.,

2004; SAHIN & DEPINHO, 2010).

2.4 — TELOMEROS

Os telomeros foram descobertos em 1930 em moscas pelo pesquisador Herman
Muller (MULLER, 1938), e depois em milho, por Barbara McClintock (RAVINDRAN,
2012). Estes pesquisadores conseguiram diferenciar a extremidade de cromossomos
quebrados dos intactos. Com isso, antes de Watson e Crick terem estudado e proposto a
estrutura do DNA, em 1953, Muller e McClintock puderam inferir que deveria se tratar de
uma estrutura diferenciada, j& que cromossomos quebrados podiam se fundir, enquanto que
cromossomos com os teldmeros mantinham-se intactos (ZAKIAN, 2012).

A informa¢do genética humana estd reunida nos 23 pares de cromossomos
presentes no nucleo de cada célula. Na extremidade desses cromossomos ficam localizados
os teldomeros. Estas estruturas, compostas pelas bases TTAGGG repetidas em sequéncia
(MOYZIS et al., 1988), ndo codificam nenhuma proteina e estendem-se muitas vezes até o
final dos cromossomos, o que confere estabilidade e prote¢do ao genoma, evitando tanto a
perda de informagdes genéticas importantes, quanto a fusdo com outros cromossomos. A
cada divisdo celular os telomeros perdem um fragmento da sua por¢do terminal, o que €
conhecido por “Problema do Final da Replicagdo”. Esse encurtamento ocorre naturalmente
nas células somaticas até que esta entre no estado de senescéncia, determinando a parada

do ciclo celular (BLACKBURN, 2001) (Figura 1).
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Figura 1. Localizacao dos telomeros e o encurtamento na divisao celular. Adaptado
de Weekly Global Research, 2016.
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2.5 - CAUDA G DOS TELOMEROS OU T-LOOP

A extremidade 3' da regido telomérica ¢ mais rica em guanina ¢ mais longa que a
sua fita complementar, formando assim uma cauda de fita simples, também chamada de T-
Loop. Essas caudas protegem o DNA da degradagao e de fusdes, assim como dificultam a
replicagdo cromossOmica, uma vez que a polimerase, principal enzima da replicagdao do
DNA, atua de forma linear (LINGNER et al., 1995).

Alguns estudos tém mostrado a importancia das proteinas de ligagdo e dos
complexos ndo s6 na estabilizagdo telomérica, mas também no momento da replicagdo.
Essas proteinas protegeriam os telomeros dentro do complexo denominado ‘“‘shelterin”

(VERDUN & KARLSEDER, 2007).



Figura 2. T-Loop e proteinas da estrutura telomérica. Fonte: Verdun & Karlseder, 2007.

T
Telomerase
RMA
template
ERCC1-XPF
RADSID

2.6 - SHELTERIN
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A expressao shelterin se refere a um complexo de seis proteinas que protege os

telomeros. A sequéncia telomérica é reconhecida pelas subunidades TRF1, TRF2 e POT].

Estas subunidades estdo interligadas pelas proteinas TIN2, TPP1 e RAP1. O complexo

permite que as células possam identificar e diferenciar os teldmeros dos locais onde podem

ocorrer danos ao DNA (DE LANGE, 2005). Uma vez atingido um encurtamento critico,

(O]

telomeros sdo incapazes de acionar o complexo shelterin, resultando na perda do /oop de

nucleotideos que exerce fungdo protetora, o que acaba por conduzir a uma instabilidade

genomica.
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2.7 - REPLICACAO DO DNA E O “PROBLEMA DO FINAL DA REPLICACAO”

Organismos procariotos, tais como as bactérias, apresentam DNA circular -
portanto sem extremidades que necessitem de um aparato complexo para a sua replicagao.
Ja no caso de eucariotos, como animais e seres humanos, as fitas de DNA sio lineares. A
estrutura do DNA em dupla hélice, descrita por Watson e Crick em 1953, mostra que cada
fita original de DNA serve como molde para guiar a sintese de uma "fita-filha". Este
processo de replicagdo ¢ também chamado de semiconservativo ja que cada nova dupla
hélice de DNA contém uma fita parental, e a outra complementar recém-sintetizada,
formando copias exatamente iguais ao cromossomo original. Esta duplicagdo se faz através
da enzima DNA polimerase. Esta enzima sintetiza o DNA, adicionando as bases
nitrogenadas correspondentes, sempre no sentido 5' para o 3'. Por isso, a chamada “fita
leading” (no sentido 5’ = 3’) é replicada ininterruptamente. Ja a chamada “fita lagging”,
no sentido antiparalelo (3° = 5”), necessita ser copiada em partes. Para o inicio da sintese,
¢ necessaria a presenca de um segmento de RNA iniciador, chamado primer. Este
segmento se acopla na fita molde por complementariedade. Os Fragmentos de Okazaki sdo
trechos curtos de DNA produzidos na fita de replicagdo descontinua (lagging), apos a

adicao de primers de RNA (OKAZAKI et al., 1968) (Figura 3).

Figura 3. Fragmentos de Okazaki na forquilha de replicacdo. Adaptado de SBI4U Resource
Website.
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Por muito tempo acreditava-se que a perda de bases na fita lagging em
consequéncia da remocgao do primer era a principal forma de encurtamento dos telomeros.
Hoje ja existem estudos mostrando que essa perda ocorre nas duas fitas (leading e lagging)
e que existem etapas intermediarias envolvendo ressec¢ao no DNA da fita parental, o que
ao final do processo resulta em perda de bases na fita leading (WELLINGER, 2014)

(Figura 4).

Figura 4. Processo de perda de fragmentos na extremidade telomérica. Adaptado de
Wellinger, 2014.
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Dessa forma, a cada nova replicagdo, o cromossomo perde de 30 a 200 pares de base
(AUBERT & LANSDORP, 2008; ARMANIOS & BLACKBURN, 2012). Por muito
tempo os pesquisadores ndo sabiam como a informagao genética era copiada sem a perda
das informacdes essenciais, pois apos a replicacdo e o consequente encurtamento da fita, os
genes e as células seriam danificados. Entretanto hoje sabe-se que os telomeros atuam
como protetores e podem ser reconstituidos em situagdes fisiologicas através da acdo da

enzima telomerase.
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2.8 - TELOMERASE

A telomerase ¢ a enzima responsavel por adicionar sequéncias de DNA repetitivas
ao telomero reduzindo assim o desgaste do material genético nas células em proliferagao
(KUMAR et al., 2016). A telomerase humana ¢ constituida por duas subunidades: um
molde de RNA (TERC, componente de RNA da telomerase) ¢ a subunidade catalitica
(hTERT, a telomerase humana transcriptase reversa), que sintetiza o novo DNA telomérico
a partir do molde de RNA (ZHU et al, 2011). Esta enzima ¢ muito ativa no periodo
embriondrio. Os telomeros sdo fisiologicamente curtos no espermatozoide e no évulo,
assim como nos estagios iniciais de desenvolvimento embriondrio até a fase de morula,
porém estdo muito grandes no blastocisto. Presume-se que neste periodo intermedidrio,
mais precisamente entre a morula e o blastocisto, ocorra a ativacdo da telomerase
(WRIGTH et al., 1996). A telomerase normalmente estd inativa ou mantém uma atividade
basal muito baixa na maioria das células somaticas, mostrando-se mais ativa em c¢lulas-
tronco e na maioria dos tumores (JAGER E WALTER, 2016). Também ocorre maior
atividade da telomerase em subpopulagdes de células com alta taxa de proliferacdo (como
nos linfécitos B e T) ou em regeneragdo (como nos hepatdcitos) (WENG et al., 1996;

SIRMA et al., 2011).

2.9 — COMPRIMENTO DOS TELOMEROS

O comprimento dos telomeros varia muito entre as espécies, desde
aproximadamente 300 pares de base em fungos (SHAMPAY et al, 1984) a muitos
kilobases em humanos (5 a 15 kb) e em camundongos (20 a 50 kb). O sangue de cordao
umbilical humano, por exemplo, apresenta uma média de 10 kb (VAZIRI, 1993). Tanto em

humanos quanto em ratos, o comprimento dos telomeros dos pais influencia o
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comprimento telomérico nos filhos (ARMANIOS et al., 2009; AVIV, 2012; GOLDMAN
et al., 2005). A hereditariedade ¢ estimada em 44 a 80%, sendo altamente variavel entre
individuos (ZAKIAN, 2012).

Assim, a variedade no comprimento dos telomeros em individuos da mesma idade
¢ determinada pela genética, mas também por fatores ambientais (JAGER E WALTER,
2016). O comprimento inicial dos telomeros pode variar entre individuos, mas a taxa de
encurtamento reflete o esgotamento da replicacao conforme ocorrem alteragdes ambientais

ou envelhecimento (BERNARDOTTE et al., 2016)

2.10 - OS TELOMEROS COMO RELOGIO BIOLOGICO

A cada divisdo celular, o teldmero sofre um encurtamento em torno de 30 a 200
pares de base (AUBERT & LANSDORP, 2008; ARMANIOS & BLACKBURN, 2012) e
1sso ocorre, como descrito acima, devido a incapacidade da DNA polimerase em replicar o
DNA até¢ o final (BLACKBURN, 2001) — o chamado “problema do final da replicacao”
(MARTINEZ & BLASCO, 2011).

Essa observacdao sugere que os telomeros podem atuar como uma espécie de
“relogio biologico”, estimando o potencial de replicagdes que a célula podera efetuar
(ALLSOPP et al., 1992).

Em razao do comprimento dessas regides protetoras pode-se inferir se as células
de um individuo tém maior ou menor potencial de replicagdo. Porém, ndo ¢ apenas
a replicacdo a responsavel por encurtar essas estruturas. Alguns estudos tém demonstrado
que o encurtamento telomérico também pode ocorrer em consequéncia de estresse
oxidativo, processo inflamatério e estresse cronico (EPEL ef al, 2004; SAHIN &

DEPINHO, 2010). Danos ao DNA podem ser causados por processos metabodlicos
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celulares enddgenos, tais como a hidrolise, oxidacdo e desemparelhamentos de bases de
DNA, assim como por fontes exdgenas, incluindo raios ultravioletas (UV), radiacao
ionizante, e agentes quimicos. Em consequéncia, o DNA danificado, quando ndo for

devidamente reparado poderd levar a instabilidade genomica (JIA E HER, 2015).

2.11 - ENVELHECIMENTO CELULAR

O envelhecimento replicativo ¢ programado e natural para todas as células. Quando
ocorre o encurtamento telomérico a um nivel critico, o ciclo celular para. Assim, o nimero
total de divisoes celulares, quando a telomerase € inexistente ou pouco ativa, € limitado por
um tamanho especifico denominado Limite de Hayflick (BERNADOTTE et al, 2016). Este
limite refere-se a capacidade proliferativa das células, até apresentarem o fenotipo
senescente, quando entdo hd o desencadeamento de respostas celulares que induzem a
apoptose (HAYFLICK & MOORHEAD, 1961).

O envelhecimento ¢ um processo complexo que inclui alteracdo na morfologia
celular, declinio funcional, assim como mudangas na expressdo génica e metabolismo. A
senescéncia das células humanas pode ser mediada por mecanismos relacionados com o
estresse (por fatores endogenos e exogenos) e através do envelhecimento replicativo,
induzido pelo encurtamento dos telomeros. Os varios gatilhos da senescéncia interagem e
induzem vias de sinalizagdo que podem se sobrepor (JAGER E WALTER, 2016).

Em modelos animais nos quais os genes responsaveis pela manutencdo dos
telomeros foram deletados ou inativados, € possivel observar o fenotipo dos organismos
mais envelhecidos (BLACKBURN et al., 2015). Em camundongos que tiveram os genes
da telomerase silenciados ou proteinas protetoras inativadas, uma vez que os telomeros

tinham encurtado o suficiente, ficou evidenciado um fenétipo de envelhecimento acelerado
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(ARMANIOS E BLACKBURN, 2012). Entretanto, ainda nesses modelos animais que
apresentavam deficiéncia de telomerase, era preciso varias geracdes antes que o
encurtamento telomérico atingisse o ponto de fendtipos caracterizados como doentios
(BLASCO et al., 1997). Da mesma forma, para que uma doenca relacionada aos teldmeros
manifeste-se em humanos, ¢ preciso sucessivas geracdes de portadores da mutagdo, sendo
que as doengas ainda podem apresentar caracteristicas diferentes, chegando ao extremo de
morte precoce apenas em geragdes bem posteriores (GLOUSKER et al., 2015).

A disfungdo dos telomeros pode interagir com outras etiologias e pode contribuir
para as caracteristicas de doencas humanas que se originam a partir de outras causas
primarias. Além da questdo da auséncia ou inatividade da telomerase, a senescéncia celular
pode ser acelerada pelos danos oxidativos acumulados com a idade (BLACKBURN et al.,

2015; KAWANISHI & OIKAWA, 2004)

2.12 - DOENCAS RELACIONADAS AO TELOMERO

Algumas patologias relacionadas com a idade e sindromes de envelhecimento
precoce sdo caracterizadas por encurtamento dos telomeros (BLASCO, 2005). Esse
desgaste dos teldomeros mostrou-se como fator causal no desenvolvimento de varias
doengas relacionadas com a idade como: aterosclerose (BENETOS et al., 2004), infarto do
miocéardio (BROUILETTE et al., 2003), mal de Alzheimer (PANOSSIAN et al., 2003),
sindrome de Hoyeraal-Hreidarsson (CALADO, 2009) e insuficiéncia cardiaca
(OESEBURG et al., 2010). Ha ainda outras doencas como disqueratose congénita
(CARROLL, 2009) e fibrose pulmonar idiopatica (ARMANIOS, 2012) que podem levar a

morte celular precoce devido a falhas em células tronco, e agora estdo também
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relacionadas a mutagdes na subunidade da enzima telomerase ou em proteinas que se ligam

aos teldmeros ou a RNA telomerase (SAVAGE & BERTUCH, 2010).

2.13 - HABITOS DE VIDA E COMPRIMENTO DOS TELOMEROS

Existem varios estudos mostrando que mudancas no estilo de vida (no ambito
fisico, emocional e/ou social) e a pratica de comportamentos saudaveis, inclusive por curto
prazo — meses - podem agir na manutencao dos teldmeros, aumentando a atividade basal
minima da telomerase e at¢ mesmo aumentando os telomeros (EPEL & BLACKBURN,
2017).

Um haébito ja relacionado a teldmeros mais compridos ¢ ter mais de sete horas de
sono por noite (LEE et al, 2014) e sono de qualidade. Em pesquisa realizada com
gravidas, 30% apresentavam sintomas de apneia do sono. Quando os seus filhos nasceram,
os telomeros do sangue do corddo umbilical eram mais curtos. Também praticar atividades
fisicas parece ser favoravel: um estudo com 1200 pares de gémeos mostrou que aqueles
que eram mais ativos tinham telomeros mais longos do que o seu irmdo gémeo menos
ativo (CHERKAS et al., 2008). Outros fatores relacionados a reducdo do comprimento
telomérico sdo: depressao (MUNDSTOCK et al., 2015), gordura abdominal (WEISCHER
et al.,, 2014), alimentacdo com alto consumo de carnes vermelhas ou processadas e
refrigerante (LEE et al., 2015). Até mesmo a qualidade do bairro pode influenciar nos
telomeros. Pessoas que vivem em bairros com maior qualidade tinham teldmeros mais
compridos do que moradores de bairros com qualidade moderada ou ruim, expostos a

inseguranca (PARK et al., 2015).
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2.14 - QUANTIFICACAO DOS TELOMEROS

Os métodos existentes para mensuragdo dos telomeros podem ser divididas em

experimentais e computacionais (NERSISYAN, 2016).

2.14.1 - Métodos Experimentais

Fazem a avaliacdo do comprimento médio dos teldomeros totais da célula ou de
alguns cromossomos especificos. Incluem: Analise do Fragmento de Restrigdo Terminal
(TRF), Reagdo em cadeia da Polimerase quantitativa (qPCR), Andlise de Comprimento
Unico de Telomeros (STELA) e Hibridizagdo de Fluorescéncia in situ quantitativa (qFISH)

(AUBERT et al., 2012).

TRF:

A TRF foi o primeiro método desenvolvido para medir o comprimento
telomérico. Por ter sido utilizado em varios estudos e considerado como referéncia para os
métodos mais recentes, ¢ classificado como o padrao ouro. A técnica necessita de grande
quantidade de DNA integro. Sdo utilizadas enzimas de restrigdo que cortam o DNA em
varias partes, mas mantém a sequéncia telomérica intacta. Os fragmentos teloméricos
restantes, maiores que os demais, sdo separados por eletroforese em gel de agarose e em
seguida analisados por Southern blot utilizando uma sonda especifica para telomeros. Os
resultados dessa técnica podem variar em fung¢do das enzimas utilizadas, célculos da

intensidade do sinal e densidade do gel (KIMURA et al., 2010).
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gPCR:

O gPCR, utilizado neste trabalho, ¢ uma técnica menos laboriosa que a TRF. Ela
utiliza primers especificos para a regido telomérica, os quais permitem aumentar o nimero
de copias da sequéncia de interesse (amplicons), que ¢ quantificada pelo aparelho
(AUBERT et al., 2012). Como o telomero ¢ uma regido com uma sequéncia de DNA
repetida in tandem, quanto maior for o telomero analisado, maior sera a disponibilidade de
alvos para o primer anelar e mais amplicons serdo gerados. O numero de copias de DNA
obtido pode variar em funcdo da quantidade de DNA inicial, inclusive por variagao na
pipetagem, dada a sensibilidade do aparelho. Para diminuir esses erros, ¢ feita uma reagcdo
de gPCR para um gene de cdpia simples, que serd comparada ao telomero quantificado. A
razao entre quantidade telomérica e gene copia simples mostra a quantidade de vezes em
que a sequéncia telomérica foi copiada. Esta relagdo pode ser comparada com a média da
populagdo em estudo. Essa técnica ¢ dependente das etapas iniciais de calibragdo, e,
portanto, os resultados obtidos a partir de experiéncias diferentes podem ser dificeis de
comparar (NERSISYAN, 2016).

Em um gPCR tradicional, cada reacao utiliza um par de primers especifico, € o
sinal lido pelo aparelho sera referente a um tipo de amplicon. No caso da mensuragao
telomérica comparada com um gene cdpia simples, ocorrem duas reagdes diferentes, com
caracteristicas diferentes (tempo, temperatura e namero de ciclos) em placas diferentes. E
depois uma ¢ posta em relagdo a outra para avaliar as quantidades obtidas. Porém, duas
reagOes diferentes, em momentos e placas diferentes estdo sujeitas a mais erros, inclusive
de pipetagem (EISENBERG et al, 2015). Na tentativa de amenizar esse vi€s, € com a
vantagem da economia de reagentes, Cawthon e colaboradores (2009) desenvolveram uma
técnica de qPCR Multiplex, que utiliza dois pares de primers na mesma reagdao, um para

telomeros e outro para gene copia simples de referéncia, com duas leituras de sinal em
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etapas e temperaturas diferentes que contemplam as duas reagdes. Essa técnica tem
algumas especificidades que comprometem a sua reprodutibilidade, e embora citada em
trabalhos posteriores, sempre foi realizada com modificacdes. Essa questdo serd melhor

abordada na discussao deste trabalho.

STELA

Uma outra técnica derivada da PCR ¢é a Anélise de Comprimento Unico de
Telomeros (do inglés, Single Telomere Length Analysis). Esta metodologia ¢
cromossomo-especifica e usa primers para a regido subtelomérica, que anelam a uma
distancia conhecida da regido telomérica, o que a torna mais especifica que a TRF. Com a
vantagem de conseguir mensurar telomeros curtos, essa técnica ¢ importante em estudos de
envelhecimento induzido por encurtamento telomérico (BAIRD et al., 2003). E por medir
em cromossomos determinados (e ndao a média de todos os telomeros da célula, como
acontece nas outras reagoes de qPCR), ela ¢ importante para acompanhar a variabilidade
intra-espécie ou entre geracoes.

A desvantagem ¢ que ndo ha primers especificos para todos os cromossomos
existentes, pois a variabilidade de sequéncia na maior parte das regides subteloméricas s
permite capturar teldmeros nos bragos dos cromossomos Xp, Yp, 2p, 11q, 12q e 17p. Uma
outra desvantagem ¢ que a STELA nao consegue capturar telomeros muito longos

(normalmente acima de 8 kb) (BRITT-COMPTON et al., 2006).

Q-FISH

O Q-Fish ¢ uma técnica que permite medir comprimentos dos telomeros nos
cromossomos em metafase, através da ligacdo de sondas fluorescentes especificas. A

intensidade do sinal obtido ¢ comparada com um padrio de comprimento telomérico
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conhecido. Por utilizar sonda, este método € bastante preciso, porém apresenta dificuldades
na quantificacdo de telomeros extremamente curtos (O’SULLIVAN et al., 2005).

Ha uma grande variedade de técnicas novas que se propdem a medir os teldmeros,
entretanto a dificuldade de compara-las torna extremamente importante as calibragcdes na

execucao, para diminuir a variabilidade inerente aos métodos (NERSISYAN, 2016).

2.14.2 - Métodos computacionais

O surgimento de técnicas de sequenciamento de nova geracao permitiu a obtencao
de dados do genoma inteiro, transcriptoma e epigenoma (AUBERT et al, 2012). O
comprimento telomérico pode ser obtido a partir de dados de sequenciamento do genoma,
que sao apresentados na forma de fragmentos curtos de leitura (20 a 150 pb). As primeiras
tentativas de mensuragdo dos teldmeros por sequenciamento foram baseadas na leitura de
fragmentos que continham um numero minimo de repeticdes TTAGGG intactas
(NERSISYAN, 2016).

Um dos softwares utilizados para sequenciamento ¢ o TelSeq. Essa metodologia
funciona muito bem para um limiar minimo de 7 repeticdes TTAGGG em leituras de 100
pb, mas ndo faz boas leituras para comprimentos menores que 50 pb ou superiores a 100
pb. Além disso, os resultados estdo sujeitos a erros de sequenciamento, o que facilmente
pode alterar a repeticdo telomérica e assim alterar a estimativa do comprimento.

J& o sequenciamento feito pelo software Computel alinha leituras curtas a uma
referéncia telomérica. Uma das principais limitacdes do Computel, assim como do TelSeq,
€ que esses softwares ndo contam o comprimento dos telomeros nos cromossomos

individuais (HEMANN et al., 2001).
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

O presente estudo busca avaliar a relacdo entre diferentes grupos de exposi¢ao
intrauterina e o encurtamento dos telomeros nos cromossomos de maes e filhos. Em razao
da escassez de trabalhos na literatura que abordem este tema, sendo que a maioria dos
artigos disponiveis aborda apenas um ou dois ambientes intrauterinos estressores ao
mesmo tempo, este trabalho trata de uma investigacao inédita na literatura biomédica, com
relevancia na compreensao do processo saude-doenga de humanos, dentro de uma

perspectiva desenvolvimentista.
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4. OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar o impacto da exposicdo a diferentes ambientes intrauterinos sobre o

comprimento de telomeros dos recém-nascidos e de suas maes.

4.2 - OBJETIVO SECUNDARIO

Verificar a associacdo entre caracteristicas maternas € do recém-nascido, tais
como IMC pré-gestacional, consumo de cigarros, nimero de filhos anteriores,
escolaridade, renda familiar, atividade fisica moderada e peso ao nascer da crianga com o
comprimento telomérico entre os diferentes grupos (intergrupo) e na relagdo entre os

comprimentos teloméricos materno ou fetal.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 - TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional prospectivo, utilizando uma amostra de

conveniéncia de pares de maes e seus recém-nascidos.

5.2 - AMOSTRAGEM

Os pares mae/RN foram incluidos de acordo com os critérios do Projeto

IVAPSA, como segue:

5.2.1 - Critérios de inclusao

Puérperas atendidas no Grupo Hospitalar Concei¢do/Hospital Fémina (GHC) e no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que residiam na cidade de Porto Alegre, RS.

5.2.2 - Critérios de nao inclusao

Puérperas com teste positivo para HIV, RNs gemelares, RNs que apresentaram

doencgas congénitas ou que necessitaram de internagao hospitalar.

5.2.3 - Subgrupos

A amostra estd dividida em cinco grupos causais de ambientes intrauterinos:
- Grupo 1 - Diabéticas: puérperas que tiveram diagnostico de DM gestacional (DMG).
- Grupo 2 - Hipertensas: puérperas que tiveram pré-eclampsia, hipertensdo crénica ou

hipertensdo gestacional.
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- Grupo 3 - Tabagistas: puérperas que responderam a questdo de fumo na gestagdo
afirmativamente, independentemente do numero de cigarros, da frequéncia e da durag¢do do
habito de fumar.

- Grupo 4 - maes de RN PIGs idiopaticos: maes cujas criangas a termo estiveram abaixo do
percentil 5 segundo os parametros da curva de Alexander.

- Grupo 5 - Controles: as puérperas que ndo apresentaram hipertensdo ou diabetes na
gestagdo, ndo eram tabagistas e que seus RN nao se enquadraram no parametro do grupo
PIG.

As maes que se encaixavam em mais de uma classificagdo eram consideradas grupo misto,

e foram retiradas das analises. Todos os recém-nascidos eram a termo.

5.2.4 - Tamanho da Amostra

No presente estudo foram analisadas amostras de DNA de células da mucosa oral
contidas na saliva de maes e RNs, coletadas do projeto original [IVAPSA (registrado no
HCPA n° 11-0097) no periodo de 2011 a 2015, o qual contou com um 7 final de 400 pares
mae-crianca. Em alguns casos houve perda do seguimento e recusa de participacao.
Algumas amostras de DNA tiveram baixa qualidade de extracdo e ndo puderam ser
recoletadas, deixando alguns pares incompletos, em que apenas um individuo tinha a
amostra de DNA disponivel e com qualidade para analise. Esses casos foram excluidos (n
excluido= 161).

Assim, o n disponivel para analise dos telomeros foi de 239 duplas, sendo 39 do
grupo DM; 16 do grupo HAS; 52 do grupo TABACO; 33 do grupo PIG e 99 do grupo

CONTROLE.
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Figura 5 — Fluxograma de tamanho amostral
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5.3 - ANALISE DAS AMOSTRAS

5.3.1 Coleta

As células da mucosa oral com a saliva da mae e da crianca foram coletadas com
o auxilio de swabs estéreis. Apos a coleta, as amostras foram devidamente transportadas
em tubos e armazenadas a -20°C no Laboratério de Pediatria Translacional / NESCA,

localizado no Centro de Pesquisa Experimental — HCPA.
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5.3.2 - Extracdao de DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada por meio de protocolo previamente
estabelecido (BERNARDI et al., 2012) e sua quantificagdo foi realizada em aparelho

NanoDrop. O material foi armazenado a — 20°C até sua analise.

5.3.3 - Escolha do protocolo de PCR em Tempo Real

Em sua primeira técnica desenvolvida para quantificagdo dos teldmeros por PCR
em tempo real, em 2002, Cawthon e colaboradores propuseram o calculo de uma relagao
entre o nimero de copias de dois genes diferentes: o dos teldomeros e o de um gene de
copia simples. Em 2002, o autor trabalhou com duas reagdes de PCR separadas, com
temperaturas e numero de ciclos diferentes, sendo especificas para cada par de primers
utilizado, e posteriormente era feito o calculo da razdo T/S entre essas placas. Porém, dessa
forma a técnica estava sujeita a erros de pipetagem e diferencas entre as placas.

Para resolver este problema, Cawthon propdés em 2009 uma técnica unificada,
utilizando os dois pares de primers (modificados e especificamente desenhados para esse
fim) em uma mesma reagdo. Seria necessario, portanto, duas leituras de sinal em uma
mesma reacao, o que, segundo o autor, foi viavel no aparelho Q5 da Bio-Rad.

Tentamos inicialmente implementar a metodologia de Cawthon 2009 nos aparelhos
de PCR em tempo real disponiveis no Centro de Pesquisa Experimental do HCPA. Nao
conseguimos obter as duas leituras de sinal em uma mesma reac¢do. Acreditando tratar-se
de uma limitagdo do aparelho, procuramos reproduzir a técnica no mesmo aparelho
utilizado pelo autor do artigo. Assim, buscamos junto ao representante da Bio-Rad no Rio
Grande do Sul, quais institui¢des que possuiam aquele aparelho, e assim entramos em
contato com o professor Dr. Fernando Spilki, da FEEVALE em Novo Hamburgo. O

aparelho era exatamente da mesma marca e modelo utilizados por Cawthon (2009), mas
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ainda assim ndo foi possivel reproduzir a técnica. Apos testar os pares de primers em
reacoes separadas e correr curvas de eficiéncia, fizemos varias tentativas de obter as duas
leituras de sinal na mesma rea¢do, o que ndo foi possivel. Entramos em contato com o
autor, mas nao tivemos retorno. Observamos também que todos os artigos posteriores que
citavam este método possuiam alguma mudanca no protocolo, e referenciavam “Cawthon
2009, com modificacoes”.

Sendo assim, e ao entrar em contato com outros pesquisadores da UFRGS que
trabalhavam com andlise de teldmeros, optamos por utilizar o protocolo de Cawthon 2002
com modificagcdes de Barbé-Tuana (2016), o qual ja estava implementado e vinha sendo
utilizado ha algum tempo no Departamento de Bioquimica da Faculdade de Farmacia da
UFRGS (GRUN, 2015; BARBE-TUANA et al., 2016).

Assim, utilizamos o equipamento de PCR em tempo real do servigo de
Endocrinologia da UFRGS (Applied Biosystems 7500). Padronizamos a reacdo e

iniciamos as analises dos 239 pares de mae-crianca da coorte do projeto IVAPSA.

5.3.4 - Analise por PCR em tempo real

A reagdo de PCR em tempo real para os teldomeros contem: 2 uL de SYBR Green
(I nucleic acid gel stain — Invitrogen, EUA. Estoque 10.000X — diluido em DMSO para
100x; posteriormente diluido em dgua para 1x para uso); 2 uL. de Tampao 10x PCR MgCl2
(Invitrogen, EUA); 0,8 uL de MgCl12 50mM (Invitrogen, EUA); 0,04 uL de dANTP 100
mM (Invitrogen, EUA); 0,1 uL de Primer F 50 uM; 0,2 pL de Primer R 50 uM
(Invitrogen, EUA); 0,08 uL de Tag Platinum (Invitrogen, EUA) e 12,28uL de agua estéril

autoclavada. As reagoes, tanto para os teldmeros quanto para o 36B4 continham 25ng de
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DNA extraido (2,5 L de DNA na concentragdo 10 ng/ uL). O volume final da reagdo foi
de 20uL.

Na reacdo para o gene 36B4 a quantidade de primer F ¢ de 0,12 pL por amostra, e
o volume final de dgua estéril por amostra ¢ de 12,26 pL. Tanto para o gene dos telomeros
quanto do 36B4 os primers, Foward e Reverse possuiam concentragdo de 50 uM para uso.

Sequéncia de primers para analise de telomeros:

Foward (5°23"): GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT

Reverse (3'> 5'): TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA

Sequéncia de primers para analise de 36B4:
Foward (5'23"): CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC

Reverse (3'25"): CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA

O gene 36B4 ¢ autossomico de copia simples e foi utilizado como controle
endogeno da reacdo para determinagdo do nuimero de cdpias do genoma por amostra
(BOULAY et al., 1999; GRUN, 2015).

Os experimentos foram realizados no aparelho de PCR em tempo real 7500 da
Applied Biosystems. Para a rea¢ao dos teldomeros foi utilizado o seguinte perfil térmico:
Estagio 1: 10 min a 95°C; Estagio 2: 20 ciclos a 95°C por 15 segundos, e 54°C por 2
minutos, seguido da curva de dissociagdo. Ja para a amplificacio do gene 36B4 foi
utilizado o seguinte perfil: Estdgio 1: 10 min a 95°C; Estdgio 2: 30 ciclos a 95°C por 15
segundos, e 60°C por 1 minuto, seguido da curva de dissociagdo. O protocolo, incluindo os
primers utilizados, foi baseado no trabalho de Cawthon e col. (2002), padronizado por

GRUN em 2015.
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5.3.5 - Processamento dos dados

Foi comparada a taxa de amplificagdo dos fragmentos de PCR do telomero e do
gene copia simples, obtida pelo calculo [2CT(telomeros)/pCTBEBHYT = qenominado razdo T/S
(CAWTHON, 2002 com modifica¢des d¢ BARBE-TUANA et al., 2016). A variagdo da

razdo T/S ¢ indicativa se ha encurtamento do comprimento dos telomeros.

5.3.6 - Analise estatistica

Os dados foram inseridos em banco por meio do programa SPSS versao 18.0. Os
valores dos telomeros possuem distribuicdo assimétrica. Apds a transformagao em
logaritmo, os valores ficaram normais, utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os testes foram
feitos com logaritmo, e ao final convertidos para média geométrica e intervalo de
confianca. Foi utilizada ANOVA para comparacao das médias dos telomeros entre os
grupos ¢ ANCOVA para as comparagdes com ajuste. Utilizou-se teste t para amostras
independentes e foram feitas correlagdes de Pearson e Spearman para verificar a

associacao entre variaveis maternas e da crianga € o comprimento telomérico.

5.4 — ASPECTOS ETICOS

O presente projeto ¢ um segmento do projeto intitulado “IVAPSA - Impacto das
Variagdes do Ambiente Perinatal sobre a Satide do Recém-Nascido nos Primeiros Seis
Meses de Vida” previamente aprovado pelos Comités de Ftica em Pesquisa do Grupo
Hospitalar Concei¢ao e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob os numeros 11-027 e

11-0097, respectivamente.
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6. RESULTADOS

Os resultados contaram com amostras de 239 duplas, divididas por grupo: Diabetes
(DM) (n=39); Hipertensdao (HAS) (n=16); Tabaco (n=52); Pequenos para a Idade

Gestacional (PIG) (n=33) e Controle (n=99).

As amostras analisadas apresentaram diferenca significativa (p = 0,001) entre os grupos,
em relagcdo a idade, entre o grupo DM e PIG, e entre PIG ¢ HAS: as maes dos grupos DM e
HAS apresentaram idades maiores, quando comparadas as do grupo PIG. Em relagdao ao peso
ao nascer, ¢ validando a sele¢do da nossa amostra, o grupo PIG diferiu de todos os demais. Na
situacdo conjugal, houve diferenca entre os grupos TABACO e Controle: as maes do grupo
TABACO eram as que menos viviam com seus companheiros, quando comparado ao grupo
Controle; o0 mesmo também foi observado para a renda familiar: as maes do grupo TABACO
tinham menor renda familiar, em comparagdo ao grupo Controle. Para o IMC materno, nao
houve diferenca entre os grupos DM e HAS, e entre os grupos TABACO, PIG E Controle.
Entretanto, os grupos DM e HAS apresentaram as maiores médias de IMC pré-gestacional
quando comparado aos demais grupos. Para as variaveis sexo da crianga, escolaridade e tipo de

parto ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa (p > 0.05) (Tabela 1).



Tabela 1 — Caracteristicas maternas e dos recém-nascidos entre os grupos de estudo

14

Variaveis DM (n=39) HAS (n=16) TABACO (n=52) PIG (n=33) CONTROLE Total (n=239) p*
(n=99) valor
Idade (anos) 29 [24 - 34)° 29 [24 — 35]* 23 [20 — 297 22120 —287° 2520 — 317 2520 -31] 0,001
[mediana, P25 — P75]
Sexo da crianga: n (%) 0,478

Feminino 19(48,7) 10 (62,5) 23 (44,2) 20 (60,6) 55 (55,6) 127 (53,1)

Masculino 20(51,3) 6 (37,5) 29 (55,8) 13 (39,4) 44 (44,4) 112 (46,9)

Peso ao nascer da crianca (g) 3447 + 4420 3355 + 488° 3212 +341° 2500 + 182 3412 +420° 3245 + 495 <0,001
(x +DP)
Situag¢dao Conjugal: n (%) 0,004

Com companheiro 33 (84,6)® 13 (81,3)® 32 (61,5)* 28 (84,8)® 86 (86,9)° 192 (80,3)

Sem companheiro 6 (15,4) 3 (18,8) 20 (38,5) 5(15,2) 13 (13,1) 47 (19,7)
Escolaridade (anos de estudo) 10 [7-11] 11[7-11] 8,5[7-11] 10 [8—11] 10 [8 —11] 10 [8—11] 0,145
[mediana, P25 — P75]

Renda da Familia: 1500 1500 1227,50 1750 2000 1600 <0,001
[mediana, P25 — P75] [975—-2900]*  [1000 —2300]* [800 — 18007]* [1042,50 — 3000]*  [1200 — 25001 [1000 —2500]
Tipo de Parto: n (%) 0,076

Cesarea 17 (44,7) 9 (56,3) 10 (19,2) 10 (30,3) 31 (31,3) 77 (32,4)

Vaginal 21 (55,3) 7 (43,8) 42 (80,8) 23 (69,7) 68 (68,7) 161 (67,6)

IMC mat pré-gest (média) 30,30° 31,69° 25,08% 24,29% 25,02% 26,24 <0,001

Legenda: DM: Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensdo; PIG: Pequeno para a Idade Gestacional; IMC: Indice de Massa Corporal; DP: Desvio Padrio; P: Percentil. *
ANOVA post hoc de Tukey para variaveis paramétricas; Kruskal-Wallis com post hoc de Dunn para as varidveis nao paramétricas. Letras distintas representam
médias ou propor¢des diferentes.
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Os telomeros sdo uma variavel assimétrica, ndo possuindo distribuicdo normal na
populagdo. Sendo assim, os valores foram convertidos em logaritmo, para que fosse
possivel trabalhar com analise de variancia e testes posteriores. Ao reconverter uma

analise com logaritmo, observa-se a média geométrica e o intervalo de confianca.

Tabela 2 — Comprimento telomérico (razao T/S) dos recém-nascidos e maes por grupo

Recém-nascidos Mies
GRUPO N Media IC 95% Media IC 95%
geométrica geométrica

DM 39 1,096 [0,913 - 1,317] 0,748 [0,634 - 0,885]

HAS 16 1,130 [0,852 - 1,500] 0,764 [0,591 - 0,990]

TABACO 52 1,183 [1,012 - 1,383] 0,914 [0,792 - 1,054]

PIG 33 0,966 [0,793 - 1,176] 0,753 [0,629 - 0,901]

CONTROLE 99 1,247 [1,115-1,398] 0,802 [0,723 - 0,889]
Total 239

p* valor 0,239 0,352

Recém-nascidos e maes: média geométrica ajustada pela idade materna. Legenda: DM:
Diabetes Mellitus; HAS: Hipertensao; PIG: Pequeno para Idade Gestacional; IC: Intervalo de
Confianga. *¥ANCOVA = Analise de Covariancia.

Nao houve diferenca significativa entre o comprimento telomérico dos grupos das
criangas (p=0,239). Embora ndo tenha sido significativo, o grupo PIG apresenta as
menores médias de telomeros.

Ao avaliarmos o telomero das maes ajustado pela idade também ndo observamos
diferengas significativas entre os grupos (p = 0,352)

O comprimento telomérico das maes e das criangas estd representado na Figura 6
em nimero absoluto. As maes possuem maior quantidade de teldmeros menores (Figura
6), enquanto entre as criancas a curva normal esta levemente deslocada para a direita,

indicando maior quantidade de telomeros maiores.
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Figura 6 - Comprimento telomérico maes e RNs (N total)
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A mediana da relagdo telomérica das criancas e das maes ndo variou entre 0s grupos
(Figura 7).

Figura 7 — Boxplot. Comprimento telomérico (razao T/S) entre os grupos. Figura A:
telomeros das criangas. Figura B: teldmero das maes.
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Foi feita uma anélise entre as duplas mae-crianga, ¢ foi encontrada uma associagao
ainda que fraca entre os telomeros das maes e dos seus filhos, presente em todos os

grupos (0,237) (Tabela 3).

Tabela 3 - Correlagdo entre o telomero das maes e seus filhos

TELOMERO
i TELOMERO
RECEM .
MAE
NASCIDOS

) Correlagdo de Pearson o

TELOMERO . 1 0,237
] Correlagao
RECEM ) )
Sig. (bicaudal) 0,000
NASCIDOS

N 239 239

**, Correlagao é significativa no nivel 0.01 (bicaudal).

O grupo TABACO foi estratificado por quantidade de cigarro (Tabela 4), e
relacionado ao comprimento dos teldmeros de maes e filhos. Os valores foram ajustados

pela idade da mae.

Tabela 4 — Comprimento telomérico (razdo T/S) de maes tabagistas na gestagao (grupo
TABACO) e dos seus filhos.

Recém-nascidos Mies
Quantidade de Média Intervalo de Média Intervalo de
cigarros : geométrica  Confianca 95% geométrica Confianca 95%
1 - 5cigarros 16 1,622 [1,207 - 2,178]* 1,285 [0,955 - 1,727]*
6-20 cigarros 31 1,000 [0,809 - 1,235]° 0,764 [0,617 - 0,9441°
21 - 60 cigarros 5 1,330 [0,786 - 2,253]* 1,050 [0,619 - 1,781]®
F=4,236; gl 2.4s; p=0,020 F=3,674; gl 2.4s; p=0,033

*ANCOVA, ajustado por Bonferroni.
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Houve diferenga entre os grupos, para o primeiro e segundo grupos (p = 0,020):
quanto maior o consumo de cigarros na gestacdo, menor o telomero da mae. No terceiro
grupo a diferenca ndo foi encontrada, provavelmente devido ao nimero pequeno de
individuos avaliados (n=5). O mesmo acontece com o telomero das criangas do grupo
tabagista: houve diferenca significativa entre os grupos (p= 0,033), e quanto maior o
consumo de cigarros pela mde na gestacdo, menor o teldmero das criangas ao
nascimento.

Nao houve associacao entre o IMC pré gestacional das maes e os seus teldmeros.
Também nao houve correlagdo entre o peso ao nascer da crianga € o comprimento do
telomero da crianga, mesmo para o grupo PIG. Nao houve correlagdo entre teldmero

materno e nimero de filhos anteriores, nem entre atividade fisica moderada (p > 0,05).
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7. DISCUSSAO

Viérios estudos analisaram a influéncia do comprimento telomérico nos padrdes de
saude e doenga das pessoas. Apesar disso, poucos dados sdo encontrados na literatura
descrevendo influéncias precoces tais como fatores pré-natais. Nosso estudo, buscou
apds extensa revisdo sistematica da literatura, recentemente publicada (Anexo 2),
avaliar a importancia de ambientes intrauterinos estressores nos telomeros de criangas,
conhecendo também o comprimento telomérico de suas maes.

A distribuicdo do comprimento telomérico ¢ heterogénea na populagdo, inclusive
nas maes deste estudo. Conforme ocorre a replicagdo celular e o envelhecimento, os
telomeros vao encurtando, podendo esse processo ser acelerado por agentes estressores
endogenos ou exogenos. Assim, o ambiente intrauterino reflete caracteristicas maternas,
as quais, dentro de um padrdo persistente, podem interferir sobre os teldmeros das maes.
Dessa forma, um ambiente intrauterino adverso reflete condicdes da mae,
frequentemente anteriores a gestagdo, que podem ser responsaveis pela maior
velocidade de atrito dos seus telomeros, e consequentemente da carga telomérica
repassada aos descendentes.

Para andlise adequada dos resultados obtidos, trés aspectos principais devem ser
tomados em consideragdo: 1. a definicdo dos grupos (critérios de inclusdo). 2. a

herdabilidade do teldmero e 3. o método laboratorial de analise.

7.1 - DEFINICAO DOS GRUPOS
As 239 duplas de amostras, foram classificadas conforme os grupos: Diabetes

(n=39), Hipertensdo (n=16), Tabaco (n=52), Pequeno para a Idade Gestacional (n=33) ¢

Controle (n=99).
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O grupo Hipertensao (HAS) que avaliamos contou com somente 16 amostras,
sendo: 4 puérperas com hipertensao cronica, 5 com pré-eclampsia € 7 com hipertensao
gestacional. Como os telomeros nao possuem distribui¢do normal na populagdo, o n
dos subgrupos ¢ pouco expressivo para se fazer uma comparagdo. Por ser heterogéneo e
possuir um n pequeno (16), decidimos excluir o grupo HAS e refazer as andlises: nao
houve alteragdo significativa nos resultados. A falta de homogeneidade nesse grupo
pode ter contribuido para o nao aparecimento de diferenca significativa nas analises. Em
um estudo transversal publicado em 2002, Okuda e colaboradores nao encontraram
diferenca significativa no comprimento telomérico de recém-nascidos cujas maes
tiveram hipertensao gestacional (n=27) ou pré-eclampsia (n=17) comparadas as maes do
grupo controle (n=138). Esse estudo contou apenas com recém-nascidos com peso
superior a 3000g e idade gestacional superior a 38 semanas. De forma semelhante, Xu e
colegas em 2014 também ndo observaram diferenca significativa entre o telomeros de
filhos de mulheres com hipertensdo gestacional (n=15) ou pré-eclampsia (n=45) em
relacdo aos filhos do grupo controle (n=65); todas as criangas nasceram por cesarea;
foram selecionados apenas neonatos saudaveis de tamanho adequado para a idade
gestacional no grupo controle. No entanto, em relagao a idade gestacional, o grupo pré-
eclampsia apresentou média de 33.4 semanas — o que difere das nossas amostras, pois
selecionamos apenas recém-nascidos a termo (maior que 37 semanas) em todos os
grupos. Em relacdo ao peso ao nascer, o grupo pré-eclampsia apresentou média 2.533
+739g. As nossas amostras incluiam apenas criangas que nasceram com peso superior a
2.500g. Resultados parecidos com os de Sukenik-Halevy e colaboradores em 2016: ndo
houve diferenga no comprimento telomérico do corddo umbilical de filhos de mulheres
com pré-eclampsia severa comparados com o grupo controle. Esse estudo contou com 9

amostras de pacientes com pré-eclampsia sem restri¢do de crescimento intrauterino, e
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14 amostras do grupo controle, portanto um n pequeno, uma vez que os telomeros
apresentam grande variabilidade de comprimento na populagdo. Nosso grupo
selecionou maes hipertensas que tiveram recém-nascidos sem baixo peso e nascidos a
termo, no intuito de observar apenas o efeito do fator hipertensdao no estudo. Talvez a
condi¢do de pré-eclampsia ou eclampsia ndo influencie tanto nos teldémeros do feto por
ser uma situacao tardia: o diagndstico se da a partir de 20 semanas de gestagdao. Por
outro lado, porém relacionado a hipertensao arterial sistémica, Tellechea e colegas
(2015) realizaram um trabalho no qual a pressdo arterial mais alta durante a gravidez,
assim como o historico de hipertensao prévia, estavam associados a telomeros menores.

O grupo Tabaco inclui maes que responderam "SIM" para a questdo do fumo na
gestacdo, independentemente do nimero de cigarros. Como as maes que se encaixavam
em mais de um grupo eram classificadas como grupo Misto e excluidas das analises, no
grupo Tabaco, maes com criancas PIG nao foram coletadas. Julgamos que este pode ser
um critério de sele¢do que implicou em nossos resultados. Independente deste fator, na
analise estratificada por quantidade de cigarro, aquelas maes que fumaram de 1 a 5
cigarros por dia (n = 16) possuiam teldmeros maiores do que aquelas que fumaram de 6
a 20 cigarros por dia (n = 31) (p < 0,05). Nao houve diferenca em relagdo ao terceiro
grupo, das maes que fumavam de 21 a 60 cigarros por dia, provavelmente devido ao n
pequeno (5). O mesmo efeito foi observado em relagdo as criangas: aquelas cujas maes
fumaram de 6 a 20 cigarros por dia, tinham telomeros menores do que os filhos de maes
que fumaram de 1 a 5 cigarros por dia. No terceiro grupo também nao houve diferenca.
Sendo assim, nosso estudo indica que quanto mais uma mae fuma, menor é o seu
telomero e o do seu filho. Isto demonstra que o ambiente intrauterino de maes tabagistas
pode interferir no teldmero da prole numa relagdo dose-resposta inversa. Estes

resultados sdo condizentes com o descrito na literatura. Em um estudo de coorte feito
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por Salihu e colaboradores em 2015, utilizando sangue do cordao umbilical de recém-
nascidos a termo, foi observado que filhos de mulheres ndo fumantes tinham telomeros
maiores do que aqueles de maes fumantes passivas, € estes por sua vez, tinham
teldomeros maiores que criangas de fumantes ativas.

No que se refere ao Grupo DM, também confirmamos dados previamente
descritos na literatura. Nosso grupo Diabetes tinha como critério de selecao no projeto
original a inclusdo de maes com diabetes tipo 1, tipo 2 e gestacional, porém a nossa
amostra contou apenas com maes com diabetes gestacional. Em nosso estudo nao
observamos nenhuma diferenca entre o comprimento telomérico das maes ou das
criancas deste grupo em relagdo ao controle ou em relagdo aos demais grupos. Cross e
colaboradores em 2010 também nao encontraram diferenga significativa no telomero do
sangue do corddo umbilical de maes com diabetes tipo 1, tipo 2 ou gestacional, quando
comparadas ao grupo controle. Da mesma forma, em uma pesquisa liderada por Okuda
(2002), nao houve diferenca significativa entre o telomero de maes com diabetes pré-
gestacional (n=7) e o grupo controle (n=158). Em contrapartida, no trabalho feito por
Xu e colegas, o qual também avaliou maes com pré-eclampsia, o telomero fetal do
grupo diabetes gestacional (n=82) foi significativamente menor do que o do grupo
controle (n=65). Nossos dados corroboram o que ja é em parte descrito na literatura.

Em nosso estudo, no grupo PIG ndo houve diferenga significativa entre os
telomeros das maes comparado aos outros grupos. Em relacdo as criangas, apesar de
parecer haver uma diferenca, com média de comprimento telomérico menor que as
criangas dos outros grupos, esta diferenca ndo foi significativa. Este resultado também

confirma dados da literatura (TELLECHEA et al., 2015; AKKAD et al., 2005).
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Embora possa existir variacdo de metabolismo, o encurtamento telomérico esta
presente em todos os tecidos. Os tipos de amostra mais encontrados na literatura sao
sangue e saliva, e frequentemente mostram resultados correspondentes.

Nao houve diferenca significativa nas médias dos telomeros das criangas entre
os grupos. Isso pode ser explicado pela agdo da telomerase no periodo embrionario.
Sabe-se que a enzima que restitui os teldmeros estd mais ativa na fase de formacao do
embrido (WRIGTH et al., 1996), ficando pouco ativa no individuo adulto, sendo
reativada apenas em situacdes especiais, como na reparacdo de tecidos e em tumores
(JAGER E WALTER, 2016). E possivel que a gestacio ofereca uma espécie de
prote¢do contra danos aos bebés em formacdo, ¢ que a telomerase, em razdo da sua
atividade no periodo, consiga atenuar os eventuais desgastes que poderiam impactar nos
telomeros das criangas. No entanto, outra perspectiva a ser considerada € que as
condi¢cdes diabetes, hipertensdo e pequeno para a idade gestacional sdo resultantes de
alteracdes fisioldgicas puramente enddgenas no corpo da mae, enquanto que o grupo
tabaco sofreu a agdo de um agente externo. Quando avaliado dentro do grupo Tabaco,
por estratificacdo, ¢ possivel observar um maior consumo de cigarro relacionado ao
comprimento telomérico menor. Essa mesma andlise intra-grupo ndo foi feita para os
grupos HAS (avaliagdo dos niveis de pressdo) e grupo DM (avaliagdo dos niveis

glicémicos) porque nestes dois grupos os pacientes estavam submetidos a tratamento.

7.2 - A QUESTAO DA HERDABILIDADE

Na anadlise vertical, nosso estudo mostrou que nas duplas mae-crianga, hd uma
correlacdo, fraca mas significativa, entre telomeros das maes e dos seus filhos, presente

em todos os grupos analisados.
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Sabe-se que os telomeros sdo influenciados também no aspecto genético. Parte
do telomero ¢ devido a uma carga inicial, constitutiva do individuo, que ¢ passada para
a proxima geracao pelos gametas, parte ¢ devida a heranca da telomerase e sua boa
funcionalidade para a manuten¢ao dos telomeros, e parte ¢ influenciada pelo ambiente:
habitos de vida e situagdes externas as quais o individuo esta exposto, assim como pelo
ambiente celular — fatores de inflamagdao e estresse oxidativo (TURNER &
HARTSHORNE, 2013; EPEL & BLACKBURN, 2017). Estas trés fontes, em conjunto,
determinam se a criangca nascera com telomeros maiores ou menores, sendo,
especialmente as situacdes do ambiente (externo e interno) que determinarao uma maior
ou menor velocidade de desgaste telomérico. Nosso estudo apresenta a fragilidade de
ndo incluir o telomero paterno na analise, ja que o material bioldgico se origina de um
projeto em que ndo era prevista a coleta paterna. Segundo alguns trabalhos, o teldémero
do pai pode influenciar até mesmo mais que o da mae na heranca genética da crianca
(NORDFJALL et al., 2010). Sendo assim, a andlise vertical da passagem telomérica,
dos pais para o filho, ndo foi fidedigna por contar apenas com um genitor da crianga.

Em adultos, assim como os teldémeros podem sofrer maior desgaste por estresse
cronico, inflamagao celular, estresse oxidativo, condi¢des do ambiente como exposi¢ao
a violéncia e habitos de vida nocivos, estas estruturas também podem se reestabelecer
em pequenas quantidades, quando as pessoas conseguem adotar habitos de vida mais
saudaveis, melhorando a qualidade do sono ¢ da alimentacdo e reduzindo os niveis de
estresse (EPEL & BLACKBURN, 2017). Ou seja, existe uma flutuacdo da carga
telomérica que responde aos estimulos ambientais. Resta descobrir qual é o limiar do
estimulo que torna um dano permanente e irrecuperavel biologicamente, ou quando este

se torna mais intenso e mais frequente do que a capacidade da célula de se recuperar.
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7.3 - DOS METODOS DE ANALISE

Embora o PCR em tempo real venha sendo cada vez mais adotado para andlise
dos teldmeros, por ser uma técnica menos laboriosa que o TRF - até entdo tido como
padrdo ouro - e que necessita de pouca quantidade de DNA, esta metodologia tem
algumas caracteristicas que dificultam a sua reprodutibilidade e compara¢do com outras
amostras. Por ser uma técnica altamente sensivel, o PCR em tempo real estd sujeito a
variagdo de erros de pipetagem, sobretudo pela técnica de Cawthon (2002) utilizar duas
reagdes separadas, para genes diferentes, com temperaturas e numeros de ciclos
diferentes. O gene copia simples (no nosso caso, o 36B4) ¢ um normalizador do nimero
de copias da sequéncia telomérica, e o Ct dos controles positivos regulam a variagdo
interplacas. Ainda assim, podem ocorrer variagdes na leitura do equipamento (por isso a
importincia das amostras manterem a mesma localizagdo na placa para os dois genes
diferentes) e calibracdo. Portanto, ao tentar comparar dois estudos diferentes, ou duas
populagdes diferentes, ¢ importante usar a mesma marca e modelo de equipamento, o
mesmo gene normalizador, mesma programacao no termociclador e até reagentes da
mesma marca, para diminuir a possibilidade de viés.

Outro ponto a ser levado em conta ¢ que o PCR em tempo real faz uma média de
todos os telomeros existentes na célula. Sendo assim, uma célula somatica normal conta
com 23 pares de cromossomos, ou seja com 92 teldmeros. E possivel que algumas
doengas estejam relacionadas a teldomeros pequenos em cromossomos especificos, € nao
apenas a média da célula, no entanto, a metodologia mais especifica para telomeros de
cromossomos individuais, STELA - Analise de Comprimento Unico de Telémeros (do
inglés, Single Telomere Length Analysis) conta com apenas alguns primers especificos,

pois a variabilidade de sequéncia na maior parte das regides subteloméricas s6 permite
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capturar telomeros nos bragos dos cromossomos Xp, Yp, 2p, 11q, 12q e 17p (BRITT-

COMPTON et al., 20006).

7.4 - LIMITACOES DO ESTUDO

Auséncia de amostra bioldgica (células da mucosa oral) do pai da crianga, para
analise vertical da carga telomérica;

Critérios de selecao ao excluir do grupo Tabaco e HAS as criangas com tamanho
pequeno para a idade gestacional (PIG);

Heterogeneidade do grupo Hipertensdo e nimero pequeno de pacientes neste
grupo.

7.5 - PONTOS FORTES DO ESTUDO

Este ¢ o primeiro estudo de coorte que analisa 5 ambientes intrauterinos ao
mesmo tempo ¢ o desgaste telomérico em recém-nascidos;

Buscamos selecionar grupos puros, ao excluir maes com caracteristicas que se
enquadravam em mais de uma classificagdo, e ao incluir apenas criangas
nascidas a termo em todos os grupos (>37 semanas).

Nosso numero amostral para cada grupo ainda foi maior do que o de alguns

estudos ja publicados.
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8. CONCLUSAO

Pouco se sabe sobre as influéncias que os teldmeros do individuo podem sofrer
durante o periodo fetal. A literatura traz poucos trabalhos e ainda é controversa em
relacdo ao impacto que alguns ambientes intrauterinos podem exercer na crianga.

Nosso estudo encontrou que o uso do tabaco pode exercer influéncia
significativa no comprimento do teldmero, tanto da mae quanto do feto, numa relagao
dose-resposta inversa.

Para os demais ambientes intrauterinos - de maes diabéticas, hipertensas e
aquelas que tiveram filhos pequenos para a idade gestacional, num contexto de criancas
que ndo apresentavam situagdo de risco e nem foram internadas, portanto, higidas - nao
houve diferenga significativa, o mesmo encontrado em outras pesquisas. Algumas
hipéteses podem ser formuladas. A atuagdo da enzima telomerase nessa fase seria capaz
de reverter os provaveis danos ocorridos no periodo? Ou a atuagdo de um agente
externo (nesse caso, o tabaco) tem maior impacto no desgaste telomérico do que
alteragdes fisiologicas mesmo que patologicas no corpo da mae? Este € o primeiro
estudo de coorte que analisa 5 ambientes intrauterinos ao mesmo tempo € o desgaste
telomérico em recém-nascidos. Através dele abrimos novas perspectivas de pesquisa
dentro da linha de nosso laboratério: a compreensao da origem da relacao saude-doenga

na infancia.
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Exposure to different intrauterine environments: implications for

telomere attrition in early life.

Objective: Studies focusing on telomere attrition in newborns and what factors
could be involved in this issue are sparse; most reports have been in adult
populations. Thereby, the aim of this study was to present an overview of what is
currently known about the relationship between environmental exposure of the
fetus during pregnancy and telomere length outcomes in early life. Methods: The
MEDLINE (via PubMed) and Bireme databases were searched for studies
published until June 1, 2016. Studies that reported telomere length measurement

from birth to age 1 year were included. Results: Fifteen articles were selected that

evaluated possible relationships between maternal smoking, hyperglycaemia,
hypertension, sleep apnoea, psychological stress, folate concentration in early
pregnancy, and radiation, in addition to small-for-gestational-age status and
preterm birth. We found that sleep apnoea, psychological stress, and folate
concentration in early pregnancy were associated with telomere shortening in the
newborn. No association was found with radiation, small-for-gestational-age
status, or preterm birth. Results for maternal smoking, hyperglycaemia, and
hypertension were conflicting, and further studies should be considered.
Conclusion: The actual clinical implications of these findings have yet to be

investigated.

Keywords: intrauterine environment, telomere attrition, early life, newborn,

pregnancy.
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Introduction

Telomeres are noncoding sequences of deoxyribonucleic acid (DNA) that are located at
the terminal ends of chromosomes [1]. These sequences extend through several
kilobases at each chromosome end and protects coding genes from degradation and
fusion with other chromosomes. They shorten by approximately 30 to 200 base pairs
with each cell division [2]. This process may occur 50—70 times before the telomere
reaches a critically short length that may induce cellular death, known as the Hayflick
limit. For this reason, some authors have proposed that TL may work as a ‘molecular
clock’ [3].

In humans, parental TL influences offspring TL [4], with heritability ranging
from 44% to 80%. In other words, TL is highly variable between individuals [5].
Studies about leukocyte TL (LTL) heritability have found conflicting results, with some
reporting that LTL inheritance correlates more frequently with maternal TL [6,7], others
correlate it with paternal TL [8,9] or both [10].

Females have been shown to have longer telomeres than males [6,10,11] and
differences in TL have been noted among different racial and ethnic groups [12,13].
Whereas telomeres shorten with age, men older than 75 years and women older than 80
years tended to have had longer telomeres when they were younger compared to their
contemporaries. This suggests that individuals who survive longer than their
contemporaries have had longer telomeres since youth [12].

Few studies have focused on the influence of events occurring during the
gestational period on neonatal TL. In this systematic review, we will describe what is
currently known about environmental exposures during pregnancy and their influence

on offspring TL in early life.
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Methods

The review is reported in accordance with the Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines.

Literature search strategy

We searched the MEDLINE (via PubMed) and Bireme databases using combinations of
the following terms: [newborn OR fetal OR child] AND [telomer*]. The search was
limited to studies published until June 1, 2016. We also hand-searched the reference
lists of articles identified by this strategy, looking for additional papers (snowball
method).

Selection of articles

General inclusion criteria for the studies were as follows: published in English, human
subjects, intrauterine environments as independent variable, and TL measured at birth to
1 year of life as dependent variable. The exclusion criteria included TL measurement in
placental tissue and review articles.

After removal of duplicates from the results of the two database searches, four
authors independently and blindly reviewed the titles, abstracts, and, finally, full papers,
selecting only those that met all inclusion criteria. At each step, a fifth reviewer was
asked to adjudicate on disagreements regarding the inclusion or exclusion of papers.
Data extraction
Data were extracted and compiled into a table designed to collect information on: title,
authors, year, country, study design, sample size, predictor variable, age of the subjects
at outcome assessment, analysis technique, outcome measurements, statistical
adjustment for confounders and mediators, summary of the findings, and quality grade.
Quality assessment
Four authors independently and blindly performed quality assessment of the included
studies. Again, a fifth author was asked to rule on disagreements. We applied a three-
category summary grading system (A, B, C) to each study, as proposed by Ip et al [14].

Category A (good) studies had the least bias and exhibited the following
characteristics: clear description of population, setting, and comparison groups;
appropriate measurement and description of outcomes; appropriate statistical analyses
and reporting of findings; honest and clear description of bias and weaknesses; <20%
dropout; clear reporting of dropouts; and adjustment for potential confounders. Their
results were considered valid. Studies in category B (moderate) were susceptible to
some bias, but not enough to invalidate their results. They did not meet all criteria for
category A because of some deficiencies, none of which was likely to cause major
biases. Finally, studies rated as category C (poor) had significant biases that may
invalidate their results; these studies either did not consider potential confounders or did
not adjust for them appropriately.

Results

The literature search identified 556 potentially relevant citations in PubMed/MEDLINE
and 2650 in Bireme (Figure 1).

[Figure 1 here]

After screening for duplicate articles, irrelevant titles, and abstracts and full texts
which did not meet the inclusion criteria, 15 studies were included in this review. The
maternal-fetal exposures covered in these studies were: smoking, hyperglycaemia,
hypertension, sleep apnoea, psychological stress, folate concentration in early
pregnancy, and radiation, in addition to small-for-gestational-age (SGA) status and
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preterm birth. A summary of the included papers, including their quality ratings, is
displayed in Table 1.
[Table 1 here]

Smoking

Nicotine exposure during pregnancy continues to be a widespread public health
problem, impacting both fetal and postnatal health [15]. Two of the studies included in
this review (one category A and one category B, both prospective birth cohorts)
investigated the influence of maternal smoking during gestation on newborn TL.

Almanzar et al. [16] analysed peripheral lymphocyte subpopulations in smoking
(n=111) and non-smoking mothers (n=58) by T-cell-receptor-excision-circles (TRECs),
as well as relative TL and cytokine concentrations in their newborns. Analyses were
adjusted for maternal and gestational age at delivery, infant sex, birthweight, birth
length, head circumference, and Apgar score at 1 and 5 minutes. The authors found that
offspring of smoking mothers had significantly longer telomeres than newborns of non-
smoking mothers. However, cytokine concentrations were similar in the two groups.
The authors suggested that this finding of elongated TL may reflect potential harm to
lymphocytes, such as cytogenetic damage induced by smoking, as shown in a previous
study [17].

In the second study, carried out in Florida, USA, the authors found an inverse
relationship between smoking and fetal TL in a dose-response pattern [18]. TL was
longer in children of non-smoking women (n=25) than in children of passive smokers
(n=31), who, in turn, had longer TL than children of active smokers (n=30). The authors
did not show clearly whether analyses were adjusted for confounders; however,
maternal age at birth and gestational age did not differ across groups. This study
provided the first evidence of a correlation between umbilical cord blood telomere
shortening and smoking during pregnancy. However, its small sample size means that
larger studies are required to confirm these findings and to provide more generalizable
results.

Hyperglycaemia

According to the international diagnostic criteria and classification [19],
hyperglycaemia in pregnancy includes gestational diabetes mellitus and total diabetes in
pregnancy, which comprises both known diabetes in pregnant women and previously
undiagnosed diabetes that manifests during pregnancy. This metabolic disorder has been
associated with adverse outcomes for offspring, such as macrosomia [20] and increased
risk of childhood obesity and type 2 diabetes mellitus [21,22].

Our search strategy retrieved three articles that investigated hyperglycaemia in
the gestational period, all rated as category A (good). As did the studies related to
smoking, all reported divergent results. Okuda et al. [23] found no differences in
terminal restriction fragment (TRF) lengths in cord blood between a pre-gestational
diabetes group (n=7) and controls (n=158) (P=0.66). Likewise, Cross et al. [24] found
no significant difference in cord blood TL in mothers with type 1 diabetes (n= 26),
those with type 2 diabetes, (n=20) or those with gestational diabetes (n=71) compared
with controls (n=127). Pregnancies were carefully matched for maternal and gestational
age. In contrast, Xu et al. [25] found that TL was significantly shorter (P=0.028) in cord
blood of mothers with gestational diabetes (n=82) than in those with normal
pregnancies (n=65). A multivariate regression analysis demonstrated a significant
association between fetal TL and intrauterine exposure to gestational diabetes
(P=0.027) even after adjustment for maternal and gestational age, birthweight, and fetal
sex. These authors hypothesized that the intrauterine milieu of gestational diabetes
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exposes the fetus to oxidative stress, which is possibly involved in fetal telomere
attrition, thus leading to TL shortening.

Hypertension

Fetuses exposed to maternal preeclampsia carry an increased risk of hypertension [26],
ischemic heart disease, and stroke in later life [27]. Since hypertension in pregnancy
exposes the fetus to adverse conditions, a role of this disorder in fetal telomere attrition
has been hypothesized. Four studies considering this approach were found in our
literature search. Three were classified as category A (good) and one as category B
(moderate).

A cross-sectional study published by Okuda et al. [23] showed no differences in
TREF lengths in cord blood between newborns whose mothers were diagnosed with
hypertension during pregnancy (n=27) or preeclampsia (n=17) and those born to control
mothers (n=138). Likewise, Xu et al. [25] found no significant differences in fetal TL
between women with gestational hypertension (n=15) and those with normal
pregnancies (n=65) (P=0.561), nor between those with preeclampsia (PE) (n=45) and
those with normal pregnancies (P =0.841). In addition, TL was not significantly
different in fetuses of women with mild vs. severe PE (P=0.726). Sukenik-Halevy et al.
[28] also found no difference in TL in cord blood cells between PE pregnancies (n=9)
and controls (n=14), despite the difference (P=0.007) in gestational age at birth between
groups.

In contrast to these reports, Tellechea et al. [29] found that leukocyte TL at birth
was significantly associated not only with higher maternal blood pressure during current
pregnancy (n=11; P=0.03), but also with a history of arterial hypertension in previous
pregnancies.

Sleep apnoea

Obstructive sleep apnoea in pregnancy has been shown to be associated with
preeclampsia, Caesarean delivery, neonatal intensive care admission, preterm birth,
impaired fetal growth, low birthweight, SGA status, and low Apgar score [30,31].
While some studies have linked sleep apnoea to TL in adults [32,33], research on the
effects of maternal sleep apnoea during pregnancy on fetal TL has been sparse. We
found only one study addressing this issue, which was classified as category A (good).

Salihu et al. [34], in a study designed to assess the impact of maternal sleep
dysfunctions on fetal TL in a cohort of 67 mother-newborn pairs, demonstrated that
fetuses born to mothers at high risk for sleep apnoea (n=21) had shorter fetal TL than
their counterparts born to those at low risk for sleep apnoea (n=46) (P<0.05). This was
the first study to demonstrate telomere shortening among fetuses exposed to a maternal
sleep disorder, and suggests sleep-disordered breathing as a possible mechanism of
accelerated chromosomal aging.

Psychological stress

Maternal psychosocial stress exposure has been associated with increased risk of
adverse pregnancy and birth outcomes related to preterm birth and low birth
weight/SGA status [35, 36]. Furthermore, such exposure may result in increased long-
term risk for a range of negative physiological and cognitive health outcomes [37]. We
found two studies investigating this issue on newborn TL, both classified as category A
(good).

Entringer et al. [38] found a significant, independent, and linear effect of
pregnancy-specific stress on cord blood leukocyte TL (P=0.04) after adjustment for
gestational age, birthweight, sex, and exposure to antepartum obstetric complications.
This result corroborates a previous finding on TL in young adults, reported by the same
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research group [37]. They used a pregnancy-specific stress scale adapted from a 10-item
version that was specifically developed for use in pregnancy research [39].

Recently, Marchetto et al. [40] conducted a prospective cohort study in which
they assessed maternal psychosocial stress, measured with the Holmes and Rahe Stress
Scale questionnaire, in 24 mother-newborn pairs. The authors found a significant
negative association between maternal stress and newborn TL ($=-0.463, P=0.04).
Newborns whose mothers experienced a high level of stress during pregnancy had
significantly shorter TL (6.98 &= 0.41 kb) compared to newborns of mothers with low
stress (8.74 + 0.24 kb; =-3.99, P=0.003).

Folate concentration

Folate concentration represents an important nutritional parameter because it plays
crucial roles in fetal development, specifically DNA synthesis, cell proliferation, and
neural tube development [41]. An animal study has demonstrated an association of
maternal folate intake during pregnancy with methylation status and related offspring
phenotype [42].

Our literature search found one study investigating the association of maternal
folate concentration during pregnancy with newborn TL. The authors found that
maternal total folate concentration in early pregnancy was significantly and positively
associated with newborn cord blood TL. Specifically, a 10 ng/ml increase in total folate
was associated with a 5.8% increase in median TL (95% CI 0.5-11.3%; P=0.03). This
effect persisted even after adjusting for a number of other potential determinants of
newborn TL [43].

Radiation

Epidemiological studies have been conducted during the last 25 years to evaluate the
health effects of life in high natural background radiation areas (HNBRA), mainly in
India and China [44]. One study investigated radiation exposure in gestational period
and its influence on newborn TL. The authors found no differences in TL between
newborns from HLNRA (n=128) and newborns from normal-level natural radiation
areas (n=43) [45].

Small-for-gestational age status

Lower birthweight has been associated with several unfavourable outcomes such as
obesity, hypertension, insulin and leptin resistance [46-48]. Thereby, it has been
hypothesized that prenatal stress caused by impaired intrauterine growth could lead to
accelerated telomere attrition and shortened telomeres at birth. We found two articles
addressing this issue, both of which were classified as category A (good).

Akkad et al. [7] investigated 72 women who delivered at 35-42 weeks of
gestation, of whom 34 delivered SGA babies (birthweight less than or equal to the third
centile) and 38 had appropriately grown babies (birthweight greater than the tenth
centile). The authors found a significant correlation between maternal and newborn
mean TRF length (P<0.0001), which is consistent with the strong genetic influence on
TL. However, there was no correlation between birthweight and overall mean fetal TRF
length. The small sample size might have precluded detection of small differences in TL
between groups.

A second study, performed by Tellechea et al. [29], included 45 newborns with
appropriate weight for gestational age (AGA), 12 small for gestational age (SGA), and
12 large for gestational age (LGA). The authors found that LTL was significantly
shorter in LGA than in SGA newborns (P<0.005). Accordingly, LTL was also
correlated significantly and inversely with anthropometric variables, such as head
circumference, in the newborn. Consistently with the findings of Akkad et al. [7], LTL
in SGA babies was not significantly different from that of AGA babies, suggesting that
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the molecular mechanisms underpinning fetal growth restriction are unrelated to
telomere biology.

Preterm birth

Preterm birth is considered a major complication of pregnancies worldwide, and
identification of women at risk is an essential aspect of prematurity prevention
strategies [49].

Two studies included in the present review, with quality ratings of Category B
(moderate) and Category A (good), respectively, addressed this factor. The first, a
cross-sectional study, found no differences in LTL (measured by TRF) between 15
preterm and 11 full-term neonates (P=0.06), using a gestational age of 37 weeks as the
cut-off [50]. The second report compared fetal LTL in three groups of newborns with
different birth categories: preterm prelabour rupture of membranes (pPROM),
spontaneous preterm birth with intact membranes, and full-term birth. Statistical
analyses were adjusted for potential confounding factors such as maternal smoking
during pregnancy and marital status. The authors found that TL was significantly
shorter in the pPROM group than in the spontaneous preterm birth with intact
membranes group, but was comparable to that of the full-term birth group. The authors
also found that, in normal pregnancies with intact membranes, fetal TL was inversely
proportional to gestational age: mean TL decreased as gestation progressed [51].

Discussion

The extent of telomere loss varies over time. Studies have confirmed that rates of
telomere attrition vary markedly at different ages [52] and that telomere length
shortening occurs faster in the first 3 years of life [53]. This has provided information
important to understanding the progression and course of many diseases during
childhood [54]. Little is known about changes in TL during human fetal development or
which factors can influence it. Our literature search yielded 15 studies that investigated
different maternal conditions and newborn telomere attrition.

Maternal sleep apnoea [34], psychological stress [37,40], and folate concentration
in early pregnancy [43] have been positively associated with telomere attrition in early
life. In contrast, no association has been found for radiation [45], SGA [7, 29], or
preterm birth [50,51]. As demonstrated in the Results section, some studies presented
conflicting results about TL in relation to exposure (smoking, hyperglycaemia, and
hypertension).

Recently, prenatal tobacco exposure has been associated with telomere shortening
in children younger than 15 years, with a negative dose-response relationship [55]. A
similar outcome was found by Salihu et al. [ 18] regarding newborn TL, in contrast to
Almanzar et al. [16], who demonstrated longer TL in newborns of smoking mothers.
These studies recruited racially different populations and measured cotinine in different
substrates (saliva and blood), which may have contributed to their distinct outcomes.
Almanzar et al. [16] suggested that their finding may reflect potential harm on
lymphocyte replication, such as cytogenetic damage induced by smoking.

Concerning prenatal hyperglycaemia, two studies showed no significant
difference in cord blood TL in diabetic or gestational diabetic pregnancies compared
with control pregnancies [23,24]. This finding is consistent with a study that found no
difference in TL between young adult offspring of mothers with pre-gestational type 1
diabetes and offspring of control women [56]. Contradicting these studies, Xu et al. [25]
found that newborn TL was significantly shorter in offspring of women with gestational
diabetes than offspring of control women. Okuda et al. [23] used the TRF method, while
Cross et al. [24] used an FCM-based method and Xu et al. [25] used a quantitative PCR-
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based method. The samples of these studies were heterogeneous in terms of ethnicity;
subjects were from various races in the first report, predominantly White in the second,
and entirely Han Chinese in the third. Distinct approaches in subjects and methods may
contribute to addressing this question, even if the reasons for different outcomes could
not be determined.

The association of hypertensive disorders during pregnancy and newborn TL was
investigated by four research groups. Three of these studies showed no differences in
newborn TL between women with gestational hypertension, those with preeclampsia,
and those with normal pregnancies [23,25,28]. Particularly, Sukenik-Halevy et al. [28]
aimed to assess mechanisms of telomere shortening in trophoblasts from pregnancies
complicated with PE and assess TL in cord blood cells. The authors found alterations in
telomere homeostasis in PE trophoblasts, and suggested it may be linked to increased
cell senescence. The lack of telomere shortening, modified telomere homeostasis
mechanisms, and increased senescence in cord blood they observed suggests that these
processes are likely restricted primarily to the placenta. Counteracting these reports,
Tellechea et al. [29] showed a significant association between hypertension during
pregnancy and newborn telomere attrition, although in a small sample. This is a novel
finding and warrants further investigation.

Our review has two main limitations. First, we were not able to find any
longitudinal study that evaluated the influence of telomere alterations due to prenatal
influence on long-term child health, as well as no evaluation of telomere length through
life. As telomere length is inherited and also influenced by environment this data would
be important. Second, there are a limited number of studies for each specific situation
and some have conflicting results.

As shown in this review, different stressors can be responsible for telomere
shortening either in the context of a disease, in psychological stress, or depending on the
lifestyle habits of the mother during pregnancy. The actual clinical implications of these
findings have yet to be investigated.
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Table 1. Summary of articles included in the review.
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Exposure Authors, year, country, and Study groups (n) Analysis Results Control for confounding factors
subgroup quality rating technique

Almanzar et al. 2013 [16] Non-smoking mothers (111) qPCR Newborns of smoking mothers had Age of mother at birth,

Austria Smoking mothers (58) significantly longer telomeres than newborns of  gestational week, gender,

Category A non-smoking mothers (P<0.01). birthweight, birth length, head

circumference, and Apgar score at
. 1 and 5 minutes.

Smoking

Salihu et al. 2015 [18] Non-smoker mothers (25) gPCR There was an inverse relationship between Not reported.

USA Passive smoker mothers (31) smoking and fetal telomere length, with a dose-

Category B Active smoker mothers (30) response pattern.

Okuda et al. 2002 [23] Pre-gestational diabetes (7) TRF There were no differences in TRF lengths in )

USA No pre-gestational diabetes (158) cord blood between newborns of mothers with

Category A pre-gestational diabetes and newborns of

control mothers.

Cross et al. 2010 [24] Type 1 diabetes (26) MESF There were no significant differences in cord )
Hyperglycaemia United Kingdom Type 2 diabetes (20) (flow-FISH)  blood telomere length between any diabetes

Category A Gestational diabetes (71) group and matched control subjects in any cell

Control (no diabetes) (127) population studied.

Xuetal. 2014 [25] Gestational diabetes (GD) (82) gPCR Newborn telomere length was significantly Maternal age, gestational age at

China Normal pregnancy (65) shorter in the GD group than in the normal delivery, birthweight, and fetal

Category A pregnancy group (P=0.027) sex.

Okuda et al. 2002 [23] Hypertension during pregnancy (27) TRF There were no differences in TRF lengths in

USA
Category A

Preeclampsia (17)
Normal pregnancy (138)

cord blood between newborns of mothers with
hypertension or preeclampsia and newborns of
mothers who did not exhibit those
complications.
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Xuetal. 2014 [25] Preeclampsia (45) gPCR There were no significant differences in fetal
China Gestational hypertension (23) telomere length between preeclampsia and )
Category A Normal pregnancy (65) normal pregnancy (P=0.841) or between
. gestational hypertension and normal pregnancy
Hypertension (P=0.561).
Tellechea et al. 2015 [29] Gestational hypertension (11) qPCR Neonatal LTL was significantly and inversely Not reported.
Argentina Normal blood pressure (58) correlated with maternal history of
Category A hypertension in previous pregnancies (P<0.03)
and significantly influenced by the blood
pressure status of their mothers in current
pregnancy (P<0.05).
Sukenik-Halevy et al. 2016 Preeclampsia without IUGR (PE) (9) FISH No difference was observed in telomere length )
[28] Control (14) in cord blood cells between PE pregnancies and
Israel controls.
Category B
Sleep apnea Salihu et al. 2015 [34] Low risk for sleep apnoea (46) gPCR Fetuses born to mothers at high risk for sleep Maternal age, gestational age,
USA High risk for sleep apnoea (21) apnoea had shorter fetal telomere length than number of previous pregnancies,
Category A their counterparts born to those at low risk for maternal BMI, birthweight, head
sleep apnoea (P<0.05). circumference at birth, marital
status, race/ethnicity, type of
insurance, and smoking status.
Psychological Entringer et al. 2013 [38] Mothers to whom a pregnancy-specific qPCR There was a significant, independent, linear Gestational age at birth, weight,
stress USA stress scale had been administered (27) effect of pregnancy-specific stress on newborn  sex, and exposure to antepartum
Category A LTL that accounted for 25% of the variance in  obstetric complications.
adjusted LTL (p=—0.099; P =0.04).
Marchetto et al. 2016 [40] Low stress (18) TRF The offspring of mothers who experienced high Maternal age, gestational age at

USA
Category A

High stress (6)

levels of maternal stress had mean cord blood
telomeres shorter than the offspring of mothers
who experienced lower levels of stress during
pregnancy (P=0.003).

birth, and birthweight (adjusted
for gestational age).
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Folate Entringer et al. 2015 [43] Mothers in whom folate measurements gPCR Each 10-ng/mL increase in maternal total folate ~Maternal socioeconomic status,
concentration USA were obtained in the first trimester of was associated with a 5.8% increase in median  race, maternal pre-pregnancy
Category A pregnancy (119) TL (P=0.03). The median TL in newborns of BMI, presence of obstetric
mothers in the lowest quartile of total folate complications, maternal age,
levels was approximately 10% shorter than that  infant sex, gestational age at birth,
of newborns of mothers in the highest folate and birthweight.
quartile.
Radiation Das et al. 2012 [45] Normal-level natural radiation area qPCR The average telomere length observed in
India (NLNRA) (43) HLNRA newborns (1.03 + 0.01) was not
Category B High-level natural radiation area significantly different from that of NLNRA )
(HLNRA) (128) newborns (1.10 = 0.03).
Akkad et al. 2006 [7] SGA babies (less than or equal to the TRF Intrauterine events associated with impaired Birthweight centiles were
United Kingdom third birthweight centile) (34) fetal growth did not appear to be associated adjusted for maternal parity and
Category A Appropriately grown babies (greater with increased telomere shortening (P=0.93). BMI and fetal sex.
SGA than the tenth centile) (38)
Tellechea et al. 2015 [29] SGA (12) qPCR LTL was significantly shorter in LGA Birthweight centiles were
Argentina LGA (12) newborns compared with SGA (P<0.005) and adjusted for gestational age and
Category A AGA (45) AGA babies (P<0.05); LTL of SGA babies was fetal sex.
not significantly different from that of AGA
babies.
Friedrich et al. 2001 [50] Preterm neonates (<37 weeks of TRF No differences in mean TRF between preterm )
Germany gestation) (5) and full-term neonates (P=0.06) were found.
Category B Full-term neonates (>37 weeks of
Preterm birth gestation) (11)
Menon et al. 2012 [51] Preterm prelabour rupture of gPCR pPROM group had telomere lengths that were Maternal smoking during

USA
Category A

membranes (pPPROM) (28)
Spontaneous preterm birth with intact
membranes (PTB) (69)

Control: uncomplicated full term births
(35)

significantly shorter than gestational age-
matched PTB group (P=0.04), but comparable
to full-term births (P=0.31).

pregnancy and marital status.
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IUGR, intrauterine growth restriction; SGA, small for gestational age; LGA, large for gestational age; AGA, appropriate weight for gestational age; qPCR, quantitative PCR; TRF, Terminal
Restriction Fragment assay; FISH, fluorescence in situ hybridization; MESF, molecules of equivalent soluble fluorescence; LTL, leukocyte telomere length.



