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RESUMO

As Perdas Gestacionais Recorrentes (PGR) sdo definidas como duas ou mais perdas
gestacionais consecutivas antes das 24 semanas de gestacdo. Essa condigdo, de etiologia
complexa, ocorre em cerca de 5% de todos os casais que tentam ter filhos, podendo ser
considerada uma condicdo reprodutiva que merece ser alvo de investigacao,
principalmente pelo fato de que, em aproximadamente 50% dos casos, sua etiologia

permanece desconhecida.

A familia de proteinas p53 é composta por fatores de transcri¢do cujos membros,
p53, p63 e p73 compartilham uma estrutura geral e fung¢des primarias no controle do ciclo
celular, sendo capazes de induzir parada do ciclo celular e morte celular em respostas a
danos no DNA. Na reproducdo, atuam: p53, na regulacdo de diversos genes envolvidos na
apoptose e angiogénese, mecanismos fundamentais para uma adequada gestacdo, além de
regular o gene LIF, cujo produto prepara o Gtero para a implantacdo do blastocisto; p63,
como a maior reguladora do processo que controla a qualidade e sobrevivéncia da
linhagem germinativa feminina através da eliminacéo por apoptose; e p73, ha manutencao
da qualidade dos odcitos através do controle do fuso mitético. Essas proteinas sdo
reguladas, principalmente, por proteinas envolvidas no processo de ubiquitinacdo, sendo
elas: Mdmz2, principal reguladora da rota, reduzindo os niveis de p53, p63 e p73; Mdm4,
homologa a Mdm2, atuando da mesma forma sobre a familia; e Usp7, que atua apenas

sobre Mdm2, Mdm4 e p53, deubiquitinando-as e, assim, estabilizando essa rota.

Nesse trabalho foi investigado o efeito das variantes polimorficas nos genes da
familia p53 e seus principais reguladores, sendo essas ¢.215G>C - Pro72Arg de TP53
(rs1042522), ¢.325-4742T>G de TP63 (rs17506395), 4c.-30G>A e 14c¢.-20C>T de TP73
(rs2273953, rs1801173), ¢.14+309T>G de MDM2 (rs2279744), ¢.753+572C>T de MDM4
(rs1563828), €.2719-234G>A de USP7 (rs1529916) e ¢.1414T>G de LIF (rs929271),

como fator de risco para perdas gestacionais recorrentes.

Foram avaliadas 153 mulheres com perdas gestacionais recorrentes e 143 mulheres

com pelo menos dois filhos vivos e sem historico de perdas gestacionais ou infertilidade. A



distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas ndo se mostrou diferente entre os dois
grupos, entretanto, analises de interacdo entre os gendtipos de risco de TP53 (Arg/Arg) e
MDM2 (TT) e, TP63 (TT) e MDM2 (TT) foram associadas ao aumento do risco para PGR
(OR = 2,58; 95% IC: 1,31 — 5,07; p = 0,006; e OR = 2,13; IC: 1,18 — 3,82; p = 0,011,

respectivamente).

Com base nestas observacOes e em dados de literatura, sugere-se que a presenca
concomitante de genotipos Arg/Arg de TP53 e TT de MDM2 levam a um aumento dos
niveis de p53, o que propicia inducdo da apoptose mais eficiente podendo estar

correlacionada a uma maior suscetibilidade a PGR.

Em relacdo a interagdo de MDM2 e TP63, mesmo sem a compreensdo do efeito
deste polimorfismo sobre a funcdo de p63, sabe-se que o gendtipo MDM2 TT resulta em
menores niveis da proteina. Como consequéncia, maiores niveis de p63 nos odcitos, ovario

e Utero seriam esperados, 0 que também levaria a maior chance de PGR.

Os achados deste trabalho reforcam a hipétese do envolvimento da familia p53 no
controle da reproducdo materna. Através dos mecanismos pro-apoptéticos e de controle de
ciclo celular semelhantes, porém independentes, as atividades dessas proteinas na
fisiologia da reproducdo materna influenciam no desfecho gestacional, incluindo a
fisiopatologia das PGR.



ABSTRACT

Recurrent pregnancy loss (RPL) is defined as two or more consecutives pregnancy
losses before 24 weeks of gestation. This condition of complex etiology, occurs in about
5% of all couples trying to conceive and may be considered a reproductive disorder that
deserves to be investigated, mainly due the fact that, in approximately 50% of cases, the

etiology remains unknown.

The p53 family proteins is a family of transcription factors whose members p53,
p63 and p73 share a general structure and primary functions in cell cycle control, being
able of induce cell cycle arrest and cell death in response to DNA damage. In
reproduction, act: p53, in the regulation of several genes involved in apoptosis and
angiogenesis, fundamental mechanisms for an appropriate pregnancy, also regulates LIF
gene expression, whose product prepares the uterus for implantation of the blastocyst; p63,
as the main regulator of process that control the quality and survival of female germ line
through elimination by apoptosis; and p73, in maintaining the quality of the oocytes by
controlling the mitotic spindle. These proteins are regulated mainly by proteins involved
in the ubiquitination process, namely: Mdm2, main regulator of the route, reducing p53,
p63 and p73 levels; Mdm4, homologous to Mdm2, acting the similarly on family; and
Usp7, which acts only on Mdm2, Mdm4 and p53, deubiquitinating them and thus

stabilizing this route.

In this study was investigated the effect of polymorphic variants in genes of the p53
family and its main regulators, these being ¢.215G>C - Pro72Arg of TP53 (rs1042522),
€.325-4742T>G of TP63 (rs17506395), 4c.-30G>A e 14c.-20C>T of TP73 (rs2273953,
rs1801173), ¢.14+309T>G of MDM2 (rs2279744), ¢.753+572C>T of MDM4 (rs1563828),
€.2719-234G>A of USP7 (rs1529916) and ¢.1414T>G of LIF (rs929271), as risk factor to

recurrent pregnancy loss.

Were evaluated 153 women with recurrent pregnancy loss and 143 women with at
least two live births and no history of pregnancy loss or infertility. The distribution of

allelic and genotypic frequencies did not differ between the two groups, however, analysis



of the interaction between the risk genotypes of TP53 (Arg/Arg) and MDM2 (TT), and
TP63 (TT) and MDM2 (TT) were associated to increased risk for PGR (OR = 2.58, 95%
Cl: 1.31 - 5.07, p = 0.006; and OR = 2.13; OR = 2.13; IC: 1.18 - 3.82; p = 0.011,

respectively).

Based on these observations and on literature data, suggests that the simultaneous
presence of genotypes Arg/Arg of TP53 and TT of MDM2 leads to an increase in p53
levels, which provides more effective induction of apoptosis and can be correlated with an

increased susceptibility to RPL.

Regarding the interaction of MDM2 and TP63, even without understanding the
effect of this polymorphism on the function of p63, it is known that MDM2 TT genotype
results in lower levels of the protein. As a consequence, higher levels of p63 in oocytes,

ovary and uterus would be expected, which would also lead to a increased risk of RPL.

The hypothesis of this study is that the mechanism which p53 and p63 is acting on
women with recurrent pregnancy is through an post-implantation event. The findings of
this study support the hypothesis of the involvement of p53 family on maternal
reproduction control. Through the pro-apoptotic mechanisms and cell cycle control similar
nevertheless independents, activities of these proteins in the maternal reproduction
physiology influence on the pregnancy outcome, including the pathophysiology of RPL.



CAPITULO 1

Introducéo




1.1. Perdas Gestacionais

As perdas gestacionais sdo as mais frequentes complicacbes gestacionais e, por
definicdo, incluem qualquer tipo de perda que ocorra desde a fertilizacdo até o periodo
neonatal (ACOG, 2002). Na prética, considera-se abortamento quando tais perdas ocorrem
nas primeiras 24 semanas de gestacdo, sendo que, apds esse periodo a perda gestacional é
considerada como morte fetal (ACOG, 1996; Michels & Tiu, 2007).

A maioria das gestacOes é perdida espontaneamente antes da mulher reconhecer
que estd gravida e, os sinais clinicos da perda gestacional sdo confundidos com uma
menstruacdo mais densa e atrasada (Griebel et al., 2005). Estima-se que 78% das
concepcdes ndo resultem em um bebé nascido vivo e que 80% das perdas gestacionais
ocorram no primeiro trimestre (Firth & Hurst, 2005). Quanto as gestacfes clinicamente
reconhecidas, aproximadamente 15% terminam em perdas, sendo a maioria precoce, a que
ocorre antes das 12 primeiras semanas de gestacdo (Rai & Regan, 2006). A taxa de
abortamento muito precoce, com menos de oito semanas de gestagdo, pode ser maior, uma
vez que algumas mulheres ndo reconhecem que estdo gravidas e abortam presumindo que
estdo no periodo pré-menstrual (Harper, 2004; Firth & Hurst, 2005). Cerca de um gquarto
das mulheres experimentam pelo menos uma perda gestacional durante sua vida
(Stephenson & Kutteh, 2007). As taxas de perda gestacional diminuem com o progresso da
gestacdo sendo que, menos de 5% das perdas ocorrem entre a 132 e 192 semanas e, 0,3%

ocorrem apos a 202 semana (Wang et al., 2003; Michels & Tiu, 2007).

A etiologia para as perdas gestacionais permanece desconhecida em cerca de
metade dos casos (Goldenberg et al., 2004). Nos casos em que as causas sao conhecidas, as
anomalias cromoss6micas estdo entre as mais comuns, sendo responsaveis por cerca de
50% das perdas de primeiro trimestre. Incluem-se, entre as outras causas, 0s fatores
anatdmicos, imunologicos infecciosos e trombofilias. No segundo e terceiro trimestres,
além dessas, problemas na placenta, idade materna avancada complicacdes do cordédo
umbilical e problemas com crescimento fetal estdo relacionadas as perdas gestacionais
(Michels & Tiu, 2007).



1.1.1. Classificacdo das Perdas Gestacionais

Para a classificacdo das perdas gestacionais sdo levadas em consideragédo a idade
gestacional, caracteristicas embrionarias do aborto e a ocorréncia dessas perdas. De acordo

com Firth & Hurst (2005), as perdas gestacionais podem ser classificadas em:

a) Abortamento espontaneo: perda gestacional espontanea com menos de 20 semanas de
gestacdo ou com peso fetal inferior a 500g. N&o existe estimativa de incidéncia exata em
relacdo ao abortamento espontaneo devido a dificuldade em reconhecer concepcdes e
perdas no inicio da gravidez. Classifica-se o abortamento conforme sua apresentacao
clinica: ameaca de abortamento, abortamento inevitavel, abortamento completo,

abortamento incompleto, abortamento retido e abortamento infectado.

b) Perda gestacional precoce: consiste na perda gestacional que tenha ocorrido com

menos de 12 semanas de gestacao.

c) Gestacdo anembrionada: ocorréncia da visualizacdo ultra-sonografica do saco

gestacional sem a presenca de embrido com idade gestacional superior a 7,5 semanas.

d) Abortamento retido: identificacdo de partes fetais no saco gestacional, mas sem

atividade cardiaca na gestacdo com menos de 24 semanas de gravidez.

e) Morte fetal intra-uterina: morte fetal com mais de 24 semanas, mas antes do inicio do

trabalho de parto.

f) Perda gestacional recorrente ou abortamento de repeti¢do: ocorréncia de duas ou

mais perdas gestacionais, antes das 24 semanas de gestacdo.

1.1.2. Perdas Gestacionais Recorrentes

Atualmente, o conceito mais utilizado para as perdas gestacionais recorrentes
(PGR) é a ocorréncia de duas ou mais perdas consecutivas antes das 24 semanas de
gestacdo (ACOG, 2002). A maioria das mulheres com PGR possuem perdas pré-

embrionarias ou embrionarias, sendo menos comuns, as perdas fetais recorrentes (ACOG,
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2002; Rai & Regan, 2006). Ainda, h& divergéncias quanto ao tempo limite de ocorréncia
das perdas para que essas sejam consideradas como PGR, variando entre 20 e 28 semanas
(Pandey et al., 2005). Além disso, algumas diretrizes internacionais mostram-se
conflitantes quanto ao nimero de perdas gestacionais minimas para que se considere tal
condicéo, sendo que algumas consideram PGR como a ocorréncia duas ou mais perdas e
outras, a partir de trés perdas consecutivas (ACOG, 2002; Jauniaux et al. (ESHRE), 2006).

Apesar de ndo existirem dados que demonstrem diferencas na probabilidade de se
encontrar a etiologia para as PGR em mulheres com duas perdas gestacionais contra
mulheres com trés ou mais perdas, alguns dados sugerem que o risco de perdas
gestacionais em gestacOes subsequentes € de 30% apo6s duas perdas em comparagao com
33% depois de trés perdas (ACOG, 2002; Ford & Schust, 2009).

Mesmo fazendo parte de uma série de distarbios reprodutivos que parecem possuir
uma causa subjacente comum, as PGR possuem caracteristicas que as colocam como uma
condigdo reprodutiva particular. O risco de PGR esta diretamente relacionado aos
desfechos das gestacdes prévias (Nybo Andersen et al., 2000). Além disso, a prevaléncia
observada das PGR é muito mais alta que a esperada pelo acaso (0,34%) (Quenby et al.,
2002; Branch et al., 2010). Também, diferentemente das perdas gestacionais esporadicas,
as PGR tendem a ocorrer mesmo que o feto ndo possua anormalidades cromossémicas
(Sullivan et al., 2004). Finalmente, as PGR tendem a ocorrer em mulheres com
caracteristicas reprodutivas comuns (Jivraj et al., 2001). Essas particularidades apontam
que, mesmo tratando-se de duas perdas gestacionais, as PGR constituem uma condi¢éo

clinica Unica e distinta (Rai & Regan, 2006).

Estima-se que as PGR ocorrem em cerca de 5% de todos os casais que tentam ter
filhos (Hogge et al., 2003; Rai R, 2006) e, 1% dos casais apresentam trés ou mais perdas
(Hogge et al., 2003). Mais ainda, com as mudancas do comportamento reprodutivo da
sociedade atual, em que as mulheres tendem a adiar suas gestacdes, tem aumentado o
numero de mulheres em periodo gestacional em idade superior a 35 anos. Embora nao
existam estudos que correlacionem essa tendéncia social e o aumento da incidéncia de
PGR, é légico concluir que a taxa de perdas gestacionais também aumentou, uma vez que a
idade materna no periodo da concepcdo € um forte e independente fator de risco para as
perdas gestacionais (Nybo Andersen et al.,, 2000; Rai & Regan, 2006). Estudos
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epidemioldgicos sugerem também que o risco da perda gestacional subseqliente é
aproximadamente 24% depois de duas perdas, 30% depois de trés e 40% ap0Os quatro

perdas consecutivas (Regan et al., 1989; Pandey et al., 2005).

Quanto a sua classificagdo, as PGR podem ser divididas em primarias e
secundarias. As PGR primérias sdo aquelas em que houve a perda de todas as gestagdes
anteriores, ndo havendo, assim, filhos vivos. Ja nas PGR secundarias h4, no minimo, uma
gestacdo de sucesso, independente do numero de abortamentos (Pandey et al., 2005; Toth
et al., 2010). As informacdes da literatura atual sobre as diferencas no progndstico,
etiologia e complicacBes da gravidez da préxima perda, entre PGR primérias e PGR
secundérias sdo limitadas e inconclusivas (Nielsen et al., 2010; Van den Boogaard et al.,
2010). No entanto, sabe-se que mulheres com historico de uma gestacdo de sucesso
possuem caracteristicas epidemioldgicas diferentes daquelas mulheres sem gravidez bem
sucedida, sendo que o risco de perda gestacional depois de uma perda prévia € mais alto
em mulheres com PGR primérias quando comparado com mulheres com PGR secundérias.
Além disso, mulheres com PGR primarias parecem ser mais susceptiveis a desfechos

obstétricos e neonatais adversos (Alberman, 1988; Shapira et al., 2012).

1.1.2.1. Etiologia das Perdas Gestacionais Recorrentes: fatores ndo genéticos

A etiologia das PGR vem sendo amplamente estudada e inclui principalmente
fatores morfologicos, hormonais, infecciosos, ambientais, imunologicos, trombofilicos,
genéticos. Apesar disto, em cerca de 50% dos casos a etiologia das PGR permanece
desconhecida (Laurino et al., 2005; Toth et al., 2010).

Entre os fatores morfoldgicos mais implicados nas PGR, estdo incluidas as
malformacdes uterinas que sdo responsaveis por cerca de 10 a 15% do total das PGR
(Laurino et al., 2005; Ford & Schust, 2009). As perdas decorrentes das malformac6es
uterinas ocorrem geralmente devido a interrupc¢éo da vasculatura do endométrio, que leva a
uma anormal e inadequada placentacdo e ocorrem mais freqlientemente no segundo
trimestre. O Utero septado é a anomalia uterina mais frequentemente relacionada as PGR,

ocasionando um risco de 76% de perda gestacional em mulheres com essa malformacao
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(Lin, 2004). Anomalias mdllerianas, incluindo Gtero unicorno, bicorno e didelfo tém sido
associadas com pequenos aumentos do risco para PGR (Toth et al., 2010).

Dentre os fatores hormonais, a disfuncédo da tiroide, diabetes e defeitos na fase lutea
estdo intimamente ligados as PGR (Abalovich et al., 2002; Ford & Schust, 2009). Além
disso, niveis alterados de horm6nios como o hormonio estimulante da tiréide (TSH) e
prolactina sdo considerados fatores de risco para PGR. A Sindrome de Ovérios
Policisticos afeta cerca de 10% das mulheres durante sua vida reprodutiva e esta ligada a
um aumento do risco as PGR precoces (Rai et al., 2000; Jakubowicz et al., 2002). Os
fatores hormonais sdo responsaveis por cerca de 17% das PGR e sdo geralmente
investigados em casais com este tipo de problema (Ford & Schust, 2009).

A quebra do equilibrio da flora vaginal pode levar ao surgimento de infecgdes,
liberacdo de prostaglandina, insuficiéncia cervical, e consequente perda gestacional tardia
(Toth et al., 2010). A perda gestacional séptica é aquela desencadeada por uma infeccao
(Griebel et al., 2005) e, entre as infecgOes mais importantes estdo as causadas por:
citomegalovirus, toxoplasmose, herpes e rubéola. Tais complicacdes estdo associadas a
perdas gestacionais isoladas, ndo havendo dados convincentes que infeccdes causem PGR
(ASRM, 2012). No entanto, especula-se que algumas infeccGes, tais como mycoplasma,
ureaplasma, Chlamydia trachomatis e herpes (Summers, 1994), sejam responsaveis por
0,5% a 5% dos casos de PGR (Stephenson, 1996; Fox-Lee & Schust, 2007). Ainda assim,
ndo sdo claras as indicacdes para realizacdo de exames para determinados agentes

infecciosos durante a investigacdo da etiologia das PGR na pratica clinica (ASRM, 2012).

A avaliacdo dos fatores ambientais que podem causar as PGR é complicada ja que
ha uma dificuldade na documentacdo e avaliacdo do tipo e tempo de exposicdo, dose com
potencial toxico, entre outros. No entanto determinadas substancias ja estdo bem
estabelecidas como fatores de risco para as perdas gestacionais. O fumo parece ter um
efeito adverso na funcdo trofoblastica e tem sido associado a um risco aumentado dose-
dependente de perdas gestacionais (Lindbohm et al., 2002). O alcool possui efeitos
adversos na fertilidade e no desenvolvimento e, mesmo em um consumo relativamente
moderado (trés a cinco doses por semana), conferindo risco para as perdas gestacionais
(Kesmodel et al., 2002). O consumo de cafeina também esta associado com um risco dose-
dependente de perda gestacional, o qual aumenta quando este consumo excede 300mg por
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dia (Rasch, 2003). Além desses fatores, o consumo de drogas ilicitas, como a cocaina
também esta associado com PGR, sendo apontado como fator de risco independente (Ness
et al., 1999). Quanto ao estilo de vida, dados recentes apontam que a obesidade afeta cerca
de 20% da reproducéo feminina, estando associada com infertilidade, complicacdes tardias
na gestacdo e PGR (Sebire et al., 2001; Lashen et al., 2004; Boots & Stephenson, 2011).

Uma vez que o feto ndo é geneticamente idéntico a sua mae, fica evidente que
durante todo o processo gestacional ocorram processos imunologicos que regulem e
permitam que a mée carregue o feto sem rejeicdo (Ford & Schust, 2009). Um desbalanco
imunologico neste processo levaria a perdas gestacionais. Além disso, 0os mecanismos
imunolégicos estdo diretamente envolvidos no sucesso da implantacdo e a adaptacdo das
respostas imunologicas maternas para 0 embrido implantado € um processo chave para o
estabelecimento de uma unidade feto-placenta. Um dos fatores de risco imunolégico bem
estabelecidos é a Sindrome Antifosfolipidea, uma doenca autoimune presente em cerca de
15% dos casos de PGR (Miyakis et al., 2006). Estudos que avaliam células natural killer e
anticorpos circulantes tem se mostrado contraditorios quanto ao seu real envolvimento na
etiologia das RPL (Pandey et al., 2005; Van Den Heuvel et al., 2007). Além disso, alguns
estudos tém trabalhado na investigagdo da relagdo entre a producdo aumentada de
citocinas, como o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e de interleucinas, € as PGR
(Brogin Moreli et al., 2012).

O sucesso implantacional requer um equilibrio balanceado entre a coagulacédo e
remodelamento vascular através da angiogénese (Buchholz & Thaler, 2003). No entanto os
problemas trombofilicos séo grandes causas de desfechos adversos na gestacéo, incluindo
as PGR (Arias et al., 1998), decorrentes dos danos aos vasos coriénicos, reducdo dos vasos
do trofoblasto ou apoptose. Os problemas na circulacdo uteroplacentaria devido a trombose
no lado materno da placenta podem explicar a perda fetal tardia (Lockwood, 2002; Laurino
et. al, 2005). Entre as mutacfes trombofilicas mais comuns estdo: a mutacéo do fator V de
Leiden, mutacdo no gene da protrombina, e mutacbes do gene metileno tetrahidrofolato
redutase (MTHFR). J& em relagdo as trombofilias adquiridas associadas as PGR estdo a

hiperhomocisteinemia e a resisténcia a proteina C ativada (Ford & Schust, 2009).
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1.1.2.2. Fatores Genéticos em Perdas Gestacionais Recorrentes

Em aproximadamente 4% dos casais com perdas gestacionais recorrentes é
encontrado um rearranjo cromossémico balanceado em um dos parceiros. Tais rearranjos
podem causar as perdas devido a segregacdo durante a meiose, resultando em gametas com
duplicacdes ou deficiéncias em segmentos cromossémicos. Também sdo encontrados em
casais com PGR, pequenas inversdes cromossomicas (Franssen et al., 2005). Entretanto,
mesmo em casais cromossomicamente normais, erros durante a meiose podem causar
desbalanco  cromossémico nos gametas, levando a formacdo um  zigoto
cromossomicamente anormal, tais como trissomias, poliploidias, monossomias e outras
(Rai & Regan, 2006).

Analises em abortos de mulheres com PGR encontraram aneuploidias em
aproximadamente 70% dos casos em que houve perdas gestacionais precoces e, 20% nos
casos de perdas gestacionais que ocorreram apds as 12 semanas de gestacdo (Hogge et al.,
2003). Avaliagdes dos cariotipos do segundo aborto sucessivo mostraram-se anormais em
aproximadamente 70% dos casos quando a aneuploidia foi detectada no primeiro aborto, e
apenas 20% dos casos apresentaram alguma anormalidade quando o primeiro aborto era
cromossomicamente normal (Hassold et al., 1980; Carp et al., 2001). Dados recentes,
baseados em técnicas de avaliacdo mais avancadas apontam que a taxa de alteracOes
cromossémicas deva ser ainda maior em abortos de casais com PGR (Caramins et al.,
2011). As aneuploidias recorrentes podem indicar predisposicdo genética para erros

gaméticos nos progenitores.

Em casais cromossomicamente normais, polimorfismos em determinados genes
tém sido alvo de estudos como fatores de suscetibilidade para a ocorréncia de PGR em
mulheres saudaveis (Daher et al., 2012). Entre os genes codificantes de citocinas, 0 TNF-«
recentemente foi associado as PGR (Finan et al., 2010). Genes codificantes de
interleucinas também sdo alvos de muitos estudos (Bombell & McGuire, 2008). Poucos
estudos avaliaram polimorfismos em genes que codificam hormonios, alguns deles
sugerem uma variante no gene do receptor da progesterona como possivel fator de risco
para mulheres com PGR, (Aruna et al., 2010), enquanto outros ndo confirmam tal
associacdo (Su et al., 2011). Diversos genes relacionados a angiogénse tem sido alvo de
estudos, sendo eles o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (Traina et al.,
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2011), oxido nitrico sintase 3 (NOS3) (Tempfer et al., 2001), codificante da proteina
sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS). O gene que codifica para a proteina supressora
de tumor p53, envolvido na adequada implantacdo do blastocisto e no controle celular
também tem sido apontado como fator genético de risco para PGR (Pietrowski et al., 2005;
Firouzabadi et al., 2009).

A falta de replicagdo de muitos desses estudos bem como seus resultados
conflitantes tornam dificil a inclusdo de avaliacbes de variantes genéticas na pratica

clinica.
1.2. A familia p53

A familia de proteinas p53 é uma familia de fatores de transcri¢do cujos membros
sdo: proteina supressora de tumor p53 (p53), proteina tumoral p63 (p63) e proteina tumoral
p73 (p73). Essas proteinas compartilham uma estrutura geral e apresentam certo grau de
homologia, apresentando algumas funcgdes que se sobrepdem e outras distintas. (Allocati et
al., 2012). Através de diferentes mecanismos, p53, p63 e p73 possuem func¢des primarias
no controle do ciclo celular, sendo capazes de induzir parada do ciclo celular e morte
celular em respostas a danos no DNA (Flores et al., 2002; Riley et al., 2008).
Primeiramente, acreditava-se que as trés estavam envolvidas no desenvolvimento tumoral
e por isso receberam esses nomes, no entanto, atualmente sabe-se que possuem papel
contrario, sendo extremamente importantes na prevencao da formacao de tumores (Melino,
2010).

Em geral, todos os membros da familia possuem trés dominios estruturais que sdo
essenciais para suas funcdes: um dominio de ligacdo ao DNA, um dominio de
oligomerizacdo e um dominio de transativacdo (Figura 1). Os genes que codificam os
membros dessa familia, tumor protein 53 (TP53), tumor protein 63 (TP63) e tumor protein
73 (TP73), sdo transcritos com diferentes isoformas a partir de dois promotores
alternativos. Para os genes TP63 e TP73 esta estrutura génica gera isoformas com o
dominio de trans-ativacdo ou com versdes aminoterminais truncadas (ANp63 and ANp73)
em que ndo ha o dominio de transativagdo. Em TP53, a transcri¢cdo a partir do segundo

promotor gera a isoforma A133p53.
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Figura 1. A familia p53. Identidade dos dominios e principais isoformas dos genes TP53, TP63 e
TP73. Porcentagens representam a identidade dos dominios individuais, comparando p53 com p63 e p63 com
p73. Sendo 23% e 27% a identidade do dominio de transativacdo de p53 com p63 e p63 com p73,
respectivamente. P1, promotor 1; P2, promotor 2; SAM, dominio motivo estéril a; CT, Dominio carboxi-
terminal; NLS, sinal de localiza¢&o nuclear; OD, dominio de oligomerizacéo; PR, dominio Pro; TI, dominio

inibitério de transcri¢do. (Adaptado de Levine et al., 2011)

12.1. p53

A proteina p53 executa uma funcdo essencial na manutencdo da estabilidade
gendmica nas células sométicas e na prevencdo da formacdo de tumores (Levine et al.,
2006). Descoberta em 1979, a p53 atua como um fator de transcricdo multifuncional e
regula uma resposta celular apropriada para diversos sinais de estresse. Em resposta ao
estresse, a p53 ativada transcreve seletivamente um conjunto de genes alvo que iniciam
varias respostas celulares incluindo a interrupcdo do ciclo celular, o reparo do DNA,
apoptose e o controle da angiogénese (Hu, 2009). Em células expostas a potentes sinais de
estresse decorrentes da formacdo de tumores como danos ao DNA, hipdxia, expressdo de
oncogenes, disfuncdo ribossémica entre outros, p53 promove programas irreversiveis de
apoptose ou senescéncia, atraves da ativacdo seletiva de determinados genes controlados

pela por essa proteina. Alternativamente, sobre condigfes de baixo nivel de estresse, a p53
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protege a célula com controle do ciclo celular, reparo do DNA e produgdo de proteinas
antioxidantes (Brady & Attardi, 2010).

Diversas outras funcdes de p53 tém sido investigadas em pesquisas recentes. A
indicacdo inicial de que esta proteina atuaria na supressao de tumores tem sido ampliada a
partir observagdes em camundongos knockout para seu gene (Tyner et al., 2002). Entre os
numerosos processos fisioldgicos na qual atua, estd seu envolvimento na longevidade e
envelhecimento, protecdo do embrido a agentes teratogénicos, desenvolvimento inicial,
além de seu envolvimento nos transtornos neuroldgicos e infarto do miocardio (Tyner et
al., 2002; Vousden & Prives, 2009).

Quanto ao papel na reproducéo, estudos sugerem que a regulacdo da reproducao
feminina seria uma funcdo primaria do gene TP53 (Hu et al., 2007b; Hu, 2009). Um dos
principais mecanismos pelos quais essa proteina atua é através do controle da expressdo do
gene fator inibitério da leucemia (LIF), que codifica para o Fator inibitério da leucemia
(Lif), uma citocina multifuncional que tem uma importante atuagdo na implantagdo (Hu et
al., 2007b). Estudos em ratos também demonstraram uma importante funcdo dessa proteina

na espermatogénese (Rotter et al., 1993).

Outros mecanismos controlados por p53 que estdo envolvidos na reproducdo sao a
apoptose e angiogénese que, em situacfes normais, possuem papel importante no sucesso
da gestacdo (Firouzabadi et al., 2009). A angiogénese executa uma funcdo essencial
durante o periodo da implantacdo e no desenvolvimento embrionario, sendo que, 0
desenvolvimento durante uma gestacdo normal requer uma extensiva angiogénese nos
tecidos fetais e maternos, os quais levam a um marcado aumento no fluxo sanguineo do
utero e do corddo umbilical (Reynolds et al., 1992; Reynolds & Redmer, 2001). Quanto a
apoptose, sabe-se que desenvolvimento da placenta € um processo dinamico de
proliferacdo e degradacdo celular. Em uma placenta com desenvolvimento normal existe
pouca ocorréncia de apoptose no primeiro trimestre, com aumento da atividade apoptética
com o progresso da gestacdo. Uma taxa de apoptose anormal pode causar a perda
gestacional (Smith et al., 1997).

O gene TP53 esta localizado no brago curto do cromossomo 17p13.1, sendo o

menor gene da familia, com 19.198 nucleotideos e 11 éxons. Recentes estudos em
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variantes nesse gene tém encontrado associagdes positivas entre tais polimorfismos e seus
efeitos em doengas humanas. Um importante polimorfismo em TP53 consiste na alteragéo
€.215G>C, que resulta em uma substituicdo de uma prolina (Pro) por uma arginina (Arg)
no codon 72 da proteina (rs1042522). O alelo Arg é mais funcional que Pro na inducéo de
apoptose e supressao de transformacao celular (Dumont et al., 2003), no entanto parece ser
menos eficiente na senescéncia e interrupcdo do ciclo celular (Salvioti et al., 2005). Além
disso, o alelo Pro estd relacionado com baixos niveis de Lif levando a infertilidade
decorrente de falhas na implantacdo em animais (Hu et al., 2007b). Diversos estudos
associam este polimorfismo com a ocorréncia de cancer e outras doencas (Ricks-Santi et
al., 2010; Neves Filho et al., 2012). Estudos recentes em mulheres com PGR (Pietrowski et
al., 2005; Firouzabadi et al., 2009) apontam esse polimorfismo como um fator de risco

importante na ocorréncia desse evento.

1.2.2. p63

O envolvimento de p63 no controle do ciclo celular se d&, principalmente, pela
sobrevivéncia das células a qual esta envolvida, sendo capaz de promover a morte celular
por diferentes vias de regulacdo génica. Até o momento, p63 é a Unica proteina conhecida
como essencial para a sobrevivéncia das células tronco epiteliais. Tais achados se devem a
experimentos conduzidos com mutantes para TP63, que resultou em um ndmero de
sindromes humanas envolvendo o desenvolvimento de membros e displasias ectodérmicas
(Celli et al., 1999; van Bokhoven et al., 2001). A deficiéncia total de p63 em camundongos
mostrou também alteracfes profundas na pele e outros tecidos derivados no ectoderma e
apéndices epiteliais incluindo glandulas mamarias e salivares, dentes e foliculos pilosos.
Tais animais apresentaram anomalias de membros e cranios-faciais (Mills et al., 1999;
Yang et al., 1999).

Em relacdo a reprodugdo, experimentos com camundongos demonstraram que a
deficiéncia de p63 causa infertilidade em fémeas (Suh et al., 2006). Essa proteina é a maior
reguladora do processo que controla a qualidade e sobrevivéncia da linhagem germinativa
feminina através da eliminacdo por apoptose, sendo constitutivamente expressa nas células

germinativas femininas durante a parada do ciclo celular meiotico. Experimentos in vitro
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mostram que p63 é fosforilada quando h& danos no DNA, monitorando o reparo desse e
induzindo uma apoptose independente de p53 (Kurita et al., 2005; Su et al., 2006;
Gonfloni et al., 2009).

TP63 esta localizado no cromossomo 3g27-29, com 265.822 nucleotideos e
dividido em 14 éxons. Um recente estudo conduzido por Feng e colaboradores (2011)
encontrou associacdo entre a alteracdo ¢.325-4742T>G no intron 4 (rs17506395) com
infertilidade em mulheres, acentuando a relacdo de p63 com a reproducdo humana e
indicando essa variante como um promissor alvo de estudos. Entretanto, até 0 momento
ndo h& estudos que relacionem este polimorfismo com outra patologia nem estudos

funcionais deste na proteina.

123. p73

A proteina p73, assim como as demais de sua familia, consiste em um poderoso
fator de transcricdo (Yang et al., 2002). Sob condi¢des normais, a p73 se mantém em
niveis baixos, mas em resposta a danos no DNA, é acumulada na célula e, em decorréncia
disso exerce sua funcdo pré-apoptotica. Além disso, p73 possui uma importante funcdo no
desenvolvimento do sistema nervoso. Estudos com camundongos com auséncia de
expressdo deste gene mostraram um aumento da apoptose nos neurénios simpaticos do
ganglio cervical superior, bem como espessura cortical reduzida. Observou-se nesses
camundongos reducdo nas funcbes motoras e cognitivas, além de atrofia e degeneracédo
neuronal (Meyer et al., 2004; Killick et al., 2011). Outro fenotipo importante para
camundongos com auséncia de TP73 sdo os defeitos de tubo neural, demonstrando seu
efeito no desenvolvimento (Collavin et al., 2010). Além disso, outros estudos observaram
gue a auséncia de p73 causa instabilidade cromossémica e desenvolvimento tumoral
(Tomasini et al., 2008b; Wilhelm et al., 2010).

No que se refere a reproducdo, p73 atua na manutencao da qualidade dos odcitos
através do controle do fuso mitotico. A auséncia de p73 em camundongos apresentou uma
aumentada taxa de anormalidades no fuso mitético ocasionando diferentes graus de
desalinhamento cromossémico (Talos et al., 2007; Tomasini et al., 2008a). Além disso, a

p73 garante que a divisdo do blastocisto seja normal a nivel de alinhamento cromossémico
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(Tomasini et al., 2008a, Levine et al., 2011). Outro efeito da deficiéncia da p73 é a queda
na taxa de ovulagdo, produzindo odcitos incompletos que ndo apresentam uma progressao
normal pelas tubas uterinas (Tomasini et al., 2008b). Sendo assim, pode-se concluir que
TP73 mantém a estabilidade genémica a nivel cromossdmico e alteracdes nesse gene

podem aumentar a susceptibilidade a aneuploidias nas células germinativas.

O gene TP73 situa-se no cromossomo 1p36.31, possui 80.728 nucleotideos e 14
éxons. Possui duas variantes polimorficas importantemente citadas na literatura: 4 c.-
30G>A e 14 c.-20C>T (rs2273953, rs1801173), completamente ligados, sendo
considerados, assim, como um mesmo alelo (Hamajima et al., 2002 ; Scacchi et al., 2009).
Esses polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) estdo localizados anteriormente ao
codon de iniciacdo AUG no éxon 2, uma regido que pode formar uma estrutura em forma
de grampo, com potencial de interferir na expressdo génica (Kaghad et al. 1997). Estudos
nesses polimorfismos tém encontrado associagdes entre tais variantes e o risco aumentado
para Doenca de Alzheimer, leucoplasia (Hamajima et al., 2002; Misra et al., 2009; Scacchi
et al.,, 2009). Uma recente meta-analise demonstrou que o genétipo AT/AT esta
significantemente associado com diversos tipos de cancer em diversas populacdes (Liu et
al., 2011). Tais achados demonstram a importancia desse polimorfismo na estrutura e
expressdo da p73. Apesar de um grande ndmero de estudos desses polimorfismos em
cancer, ha poucos estudos relacionados a problemas de reproducdo humana, além de nédo

haver estudos dessas variantes em mulheres com PGR.

1.2.4. Regulacdo da familia p53

Considerando a importancia das proteinas da familia p53, a atividade inapropriada
dessas pode ser prejudicial a viabilidade da célula e do organismo. Para que ocorra uma
atividade adequada, é necessario um controle dos niveis dessas proteinas na célula, sendo
este feito por uma via de sinalizagcdo que os regula (Figura 2). Diversas proteinas estdo
envolvidas nessa rota, sendo a mais importante a proteina E3 ubiquitina ligase Mdm2
(Mdmz2), que faz a regulacdo negativa, mantendo-as em niveis baixos quando estas ndo sao

requeridas pela célula (Brooks & Gu, 2006). Outras duas importantes proteinas sdo: a
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proteina Mdm4 (Mdm4) e a protease de processamento ubiquitina-especifica 7 (Usp7). S&o
esses os principais reguladores da familia p53 (Collavin et al., 2010; Zdzalik et al., 2010).

anﬂ\lﬂ
e

L Lif
Mdm ﬂ
Implantacio

Figura 2. Regulacdo da familia p53. Linhas azuis representam regulacdo negativa; Linhas rosa

representam regulacéo positiva. (Adaptado de Kang et al., 2009)

1.24.1. Mdm2

Mdm2 é um regulador negativo crucial de p53, o qual forma um ponto central na
rota. Mdm2 liga-se a p53 e causa sua degradacdo através da sua atividade de E3-ubiquitina
ligase (Momand et al., 1992), fazendo a poliubiquitinacdo (adicdo de moléculas de
ubiquitina) da p53, enviando-a para o proteossomo onde € degradada, e assim, bloqueando
sua habilidade de funcionamento como um fator de transcricdo (Brooks et al., 2007). A
p53 também controla o gene de Mdm?2 através da ativacdo da transcri¢do, promovendo um
feedback negativo para atenuar a sinalizacdo dessa proteina em determinados momentos
(Brady & Attardi, 2010). O controle de Mdm2 sobre p63 e p73 tem sido estudado
recentemente, ndo estando completamente esclarecido. Zdzalik e colaboradores (2010)
mostraram que Mdm2 interage com p63 e regula sua atividade através da ligacdo ao seu
dominio de trans-ativacdo. A regulacdo de Mdm2 sobre p73 se d& através de forma

diferente da efetuada sobre p53. Mdm2 nédo degrada p73, apenas impede sua interagcdo com
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acetiltrasferases e fatores associados a RNA polimerase, reprimindo assim sua atividade
transcricional (Dobbelstein et al., 1999; Zeng et al., 1999).

O gene proteina homdloga (camundongo) E3 ubiquitina ligase Mdm2 (MDM2) esta
localizado no cromossomo 12g14.3-15 e possui um importante polimorfismo em uma
regido intrénica-promotora no intron 1, ¢.14+309T>G, conhecido como SNP309
(rs2279744). Este SNP afeta o nivel de expressdo génica, na qual o alelo G aumenta a
afinidade de ligacdo do fator de transcricdo do MDM2, resultando em um maior nivel
transcricional e, consequente atenuacdo das proteinas as quais Mdm2 se liga (Bond et al.,
2004). Ainda, o SNP309 situa-se em uma regido diretamente regulada pela sinalizacdo do
estrogénio, que estimula preferencialmente o alelo G (Hu et al., 2007a). Por ser capaz de
diminuir os niveis de p53, esse polimorfismo tem sido amplamente estudado em diversos
casos de tumores. O alelo G tem sido encontrado em uma maior freqiiéncia em pacientes
com carcinoma hepatico (Acun et al., 2010), cancer de mama precoce (Lang et al., 2009),
leucemia mieldide aguda (Xiong et al., 2009) entre outros tipos de cancer.

1.24.2. Mdm4

A proteina Mdm4, codificada pelo gene proteina homologa (camundongo) de
ligacdo ao p53 Mdm4 (MDM4), é uma proteina homéloga a Mdm2 que também tem a
capacidade de regular a atividade da p53, p63 e p73. Mdm4 interage com Mdm2 formando
um heterodimero com uma alta capacidade de ubiquitinacdo, levando, assim, a degradacao
da p53 (Marine et al., 2007; Wade et al., 2010). Outra forma pela qual Mdm4 pode
controlar a p53 é na regulacdo da expressao do seu gene. Essa forma de regulacdo ainda €
pouco compreendida, mas sabe-se que Mdm4 esta envolvida na via de acetilacdo de TP53,
afetando sua transcri¢cdo (Sabbatini & McCormick, 2002; Danovi et al., 2004). Ainda,
Mdm4 controla os niveis de Mdmz2 inibindo sua auto-ubiquitinacdo. Mdm4 pode, também,
ser controlado por Mdm2 através da ubiquitinagdo (Marine et al., 2007). Os meios pelos
quais Mdm4 regula p63 e p73 sdo pouco compreendidos, no entanto, sabe-se que essa
proteina se liga aos dominios de trans-ativagdo destas de maneira semelhante a que se liga

a p53, porém com uma ligacdo mais fraca (Zdzalik et al., 2010).
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O gene MDM4, localizado no cromossomo 1g32, possui um polimorfismo no intron
9 no qual hd uma substitui¢cdo ¢.753+572C>T (rs1563828). Tal polimorfismo vem sendo
estudado como fator de risco para cancer, no qual o genétipo TT foi associado com cancer
de mama precoce (Reincke et al., 2008) e em recente estudo, com infertilidade, tanto o
genotipo TT quanto o alelo T foram encontrados em maior freqiiéncia nas mulheres com
problemas de infertilidade (Kang et al., 2009). Mesmo com a importante fungdo dessa
proteina na regulacdo da p53, o efeito dessa variante sobre 0 MDM4 e conseqliente efeito

sobre a rota ainda ndo ¢ bem compreendido.

1.2.4.3. Usp7

O controle de p53 ndo € feito apenas por ubiquitina ligases. A estabilizacdo dos
niveis e da atividade dessa proteina conta também com uma enzima Usp7, que
deubiquitina a p53, protegendo-a da degradacdo (Shan et al., 2008). Além da p53, Usp7
pode estabilizar também Mdm2 e Mdm4, deubiquitinando essas proteinas. Dessa forma,
Usp7 funciona como uma importante reguladora da rota como um todo (Meulmeester et
al., 2005; Brooks et al., 2007). O gene peptidase ubiquitina-especifica 7 (herpes virus
associado) (USP7) foi inicialmente identificado como um fator celular associado ao
herpervirus e, recentemente foi identificada sua forte associacdo com p53 e seu efeito sobre
Mdm2 e Mdm4. A inter-relagéo entre p53, Mdm2, Mdm4 e Usp7 forma um sistema celular
responsavel por mudancas na funcdo de Usp7. Em determinadas condicGes, como, por
exemplo, danos ao DNA, em que a atividade de p53 é exigida, Usp7 pode exclusivamente
deubiquitina-la; em outras condicdes, sua funcdo fica apenas sobre Mdm2 (Brooks & Gu,
2004). Uma importante variante do gene USP7, situado no cromossomo 16p13.3, consiste
na alteracdo ¢.2719-234G>A no intron 25 (rs1529916). Em um estudo recente, Kang e
colaboradores (2010) associaram o alelo A com infertilidade. Além disso, demonstram
haver pressdes seletivas sobre este polimorfismo, decorrente de sua alteracdo na
reproducdo através de seu efeito sobre p53. Diferentemente de Mdm2 e Mdm4, até o
momento ndo ha dados que indiquem algum efeito de Usp7 sobre p63 e p73 (Collavin et
al., 2010)

24



1.3. O Fator Inibitério da Leucemia e a Implantacéo

O Fator Inibitério da Leucemia é de uma citocina pleiotropica expressa em diversos
tecidos e tipos celulares. Ainda que originalmente identificada como um fator de
diferenciacdo das celulas hematopoiéticas (Stahl et al., 1990), outras funcdes fisioldgicas
tém sido encontradas para essa proteina, entre elas a diferenciacdo de células tronco-
embrionarias, estimulo de diferenciagdo e sobrevivéncia de células neuronais e o
envolvimento na reacdo do complexo de defesa como a participacdo na defesa de
hepatocitos (Gearing et al., 1992; Metcalf D, 1992; Escary et al., 1993; Robinson et al.,
1994). Além disso, é considerada uma importante mediadora do eixo hipotadlamo-hipofise-
adrenal em resposta ao estresse, sendo marcadora de doencas e respostas inflamatorias
agudas (Akita et al., 2006).

Uma importante funcdo fisioldgica dessa proteina estd no seu efeito sobre a
reproducdo através da implantacdo, sendo Lif um fator essencial nesse processo (Stewart et
al., 1992). Durante o periodo de implantacdo do blastocisto, o gene LIF possui sua
transcricdo aumentada nas glandulas endometriais, com isso Lif é secretada no Iimen do
utero e liga-se aos receptores na superficie das células epiteliais, tornando o Utero receptivo
ao blastocisto, tal processo é chamado de decidualizacdo (Cullinan et al., 1996).
Experimentos com camundongos que ndo expressavam LIF demonstraram defeitos na
reproducédo decorrente da completa falta de decidualizacéo e assim, falha na implantagéo, a
qual pode ser resgatada por injecbes de Lif durante esse periodo (Chen et al., 2000). O
mesmo ocorreu com camundongos knockout para TP53 devido a significante queda dos
niveis uterinos de Lif. Tal efeito é explicado pelo fato de Lif ser regulada por p53 (Figura
2) e estrogénio (Hu et al., 2007Db).

O gene LIF, localizado no cromossomo 22¢12.2, tem sido alvo de diversos estudos
que avaliam sua expressdo e alteracfes génicas em relacdo a diferentes desfechos clinicos.
Giess et al. (1999) em um estudo com mutacgdes nesse gene, encontrou associacdo positiva
entre o efeito dessas na diminuicao da expressdo ou liberacdo de Lif e infertilidade.

Um polimorfismo que tem sido alvo de recentes estudos € 0 ¢.1414T>G situado na
regido 3°’UTR (rs929271), que reduz a estabilidade do mRNA podendo potencialmente

causar a reducdo da expressao génica. Como Lif é uma proteina com diversas fungoes,
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entre elas a diferenciagdo de células neuronais, esse polimorfismo foi estudado em
pacientes com esquizofrenia e associado positivamente com essa condic¢do (Okahisa et al.,
2010). Recentemente, a variante G foi relacionada com casos de infertilidade ocasionada
por falhas de implantacdo (Kang et al., 2009), porém, tal variacdo, aqui considerada
importante devido a seu efeito sobre a expressdo do gene, ainda ndo foi estudada em
mulheres com perdas gestacionais.
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CAPITULO 2

Justificativa e Objetivos
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Mesmo com a intensa busca por explicacbes que ajudem no entendimento da
etiologia das PGR através de estudos em mulheres com este problema, atualmente,
consegue-se explicar apenas a causa de metade dos casos, podendo-se considerar as PGR

como um grave problema reprodutivo.

Ainda, conhecendo-se o envolvimento da familia proteica p53 e de seus reguladores
na reproducado, sendo no controle do ciclo celular, apoptose, angiogénese, controle do fuso
mitotico ou implantacgdo, cuja profundidade e qualidade séo essenciais para uma gestacdo
adequada, o estudo de variantes nesses genes pode ajudar na elucidacdo dos mecanismos
genéticos envolvidos nas PGR podendo contribuir no diagndstico e progndstico, além de
beneficiar o aconselhamento genético desses casos.

2.1. Objetivo Geral

Investigar o efeito das variantes polimorficas nos genes da familia p53 e seus
principais reguladores, como fator de risco para perdas gestacionais recorrentes.

2.2. Objetivos Especificos

a) Analisar e comparar a frequéncia dos polimorfismos ¢.215G>C - Pro72Arg de TP53
(rs1042522), ¢.325-4742T>G de TP63 (rs17506395), 4c.-30G>A e 14c.-20C>T de TP73
(rs2273953, rs1801173), ¢.14+309T>G de MDM2 (rs2279744), ¢.753+572C>T de MDM4
(rs1563828), €.2719-234G>A de USP7 (rs1529916) e c.1414T>G de LIF (rs929271),
entre mulheres com duas ou mais perdas gestacionais repetidas e em mulheres com pelo

menos dois filhos e sem histdria prévia de abortos ou de infertilidade.

b) Comparar a frequéncia dessas variantes entre subgrupos de mulheres com perdas
gestacionais, a saber: (i) mulheres com perdas gestacionais recorrentes primarias e
mulheres com perdas gestacionais recorrentes secundarias; (ii) mulheres com apenas duas

perdas gestacionais recorrentes e mulheres com trés ou mais perdas gestacionais.

c) Analisar a interacdo desses polimorfismos entre si e sua relagdo com outros fatores

ambientais de risco para perdas gestacionais.
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Abstract

The p53 protein is known for performing essential functions in the maintenance of
genomic stability in somatic cells and prevention of tumor formation. Studies of the p53
signaling pathway have suggested associations between some polymorphisms and
infertility, post-in vitro fertilization implantation failure and recurrent abortions. The TP53
Pro72Arg polymorphism has been implicated as a risk factor for recurrent pregnancy loss
(RPL); however, the association is controversial. In this study, our objective was to
evaluate five polymorphisms in genes of the p53 signalling pathway [TP53 ¢.215G>C
(Pro72Arg), MDM2 ¢.14+309T>G (SNP309), MDM4 ¢.753+572C>T in intron 9, USP7
€.2719-234G>A in intron 25, and LIF c.1414T>G in the region 3’ UTR] as risk factors for
RPL. Through a case-control study, we investigated 120 women with two or more
pregnancy losses and 143 fertile control women reporting at least two live births and no
history of pregnancy loss. When analyzed separately, the allele and genotype distributions
of the 5 polymorphisms in the two groups were not different. However, the simultaneous
presence of TP53 genotypes Arg/Arg (rs1042522) and MDM2 TT (rs2279744) was more
frequent among women with RPL. In a multivariate analysis adjusted for alcohol
consumption, smoking, ethnicity, and number of pregnancies, this interaction increased the
risk for RPL (OR = 2.58, 95% CI: 1.31 — 5.07, p = 0.006). In conclusion, our study
indicates that the combination of TP53 Arg/Arg (rs1042522) and MDM2 TT (rs2279744)

genotypes may be a risk factor for RPL.

Key words: MDM2/p53/polymorphism/recurrent pregnancy loss/reproduction
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Introduction

Recurrent pregnancy loss (RPL) is defined as the occurrence of two or more
consecutive pregnancy losses before 24 weeks of gestation (ACOG, 2000; Rai and Regan,
2006). This condition affects about 5% of couples in the reproductive period of their lives
(Branch et al., 2010) and can be classified as: (a) primary RPL, in which all pregnancies
are lost or (b) secondary RPL, when at least one successful pregnancy to term with a
liveborn child is reported, regardless of the number of miscarriages (Pandey et al., 2005;
Toth et al., 2010).

The etiology of RPL has been widely studied. Among the most common causes are
genetic, morphological, hormonal, metabolic, infectious, environmental, and immunologic
alterations, as well as thrombophilias and advanced maternal age (Laurino et al., 2005). A
specific cause for RPL is clearly identified in only about 50% of cases (Toth et al., 2010).

The p53 protein, known for performing essential functions in the maintenance of
genomic stability in somatic cells and prevention of tumor formation (Levine et al., 2006),
also plays an essential role in human reproduction (Hu, 2009). p53 is involved in the
protection of female germinative cells and embryos against teratogenic agents, and induces
the expression of the leukemia inhibitor factor (Lif) protein, which is an important
mediator of embryo implantation (Brady and Attardi, 2010; Hu, 2009; Hu et al., 2007).

The signaling pathway that regulates the levels of p53 protein is negatively
controlled by ubiquitin ligases including the proteins E3 ubiquitin ligase Mdm2 (Mdmz2)
and Mdm4 (Mdm4), and is positively controlled through the deubiquinase Ubiquitin
Specific Peptidase 7 (Usp7) (Brooks and Gu, 2006). Mdm2 acts in a central regulatory
point, binding to p53 and causing its degradation through polyubiquitination and

consequent degradation and attenuation of its activity (Bond et al., 2004; Brooks et al.,
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2007). Mdm4 interacts with Mdm2 to form a heterodimer with a high capacity for
ubiquitination, leading also to p53 degradation (Marine et al., 2007, Wade et al., 2010).
Mdm4 can also control p53 expression through its involvement in the acetylation pathway
of the gene (Danovi et al., 2004; Sabbatini and McCormick, 2002). Finally, Usp7
deubiquitinates p53, Mdm2, and Mdm4, protecting all proteins from degradation. Thus,
Usp7 acts as an important stabilizer of this signaling pathway (Brooks et al., 2007,
Meulmeester et al., 2005).

Some polymorphisms in this pathway have been implicated with adverse pregnancy
outcomes like infertility (Kang et al., 2009), recurrent implantation failure (Firouzabadi et
al., 2009), twinning (Tagliani-Ribeiro et al., 2012), and missed abortions (Fang et al.,
2011). The Pro72Arg polymorphism of TP53 has been considered a risk factor for RPL.
However, there is no consistent replication of the observed results (Coulam et al., 2006;
Firouzabadi et al., 2009; Kaare et al., 2009; Pietrowski et al., 2005). The Pro72Arg
polymorphism of the TP53 gene results in the alteration c.215G> C in exon 4 of the gene
and modifies the apoptosis induction (Buchman et al., 1988; Dumont et al., 2003). SNP309
(c.14+309T>G), located in the intronic promoter region of the MDM2 gene affects the
level of gene expression and consequently the levels of Mdm2 and p53 (Bond et al.,
2004).The polymorphism ¢.1414T>G, located in the 3' UTR region of the LIF gene
(rs929271), reduces the stability of the mRNA (Giess et al., 1999; Ishida et al., 2001; Kang
et al., 2009). The substitutions ¢.753+572C>T in intron 9 of the MDM4 gene (rs1563828)
and ¢.2719-234G>A in intron 25 of the USP7 gene (rs1529916), have not known effects
until now (Kang et al., 2009).

Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of the aforementioned

polymorphisms and their effects on the risk of RPL in a Brazilian population sample.
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Material and Methods

Subjects

This is a case-control study in which we assessed women diagnosed with primary
RPL at the Prenatal Diagnosis Clinic of the Medical Genetics Service (DPN-SGM) of
Hospital de Clinicas in Porto Alegre (HCPA), in Southern Brazil, between 2000 and 2011.
All women reporting at least two pregnancy losses before 24 weeks of gestation with the
same partner, and with no report of a full-term pregnancy were invited for the study, of
which 130 were recruited. We performed a structured interview to obtain information
about demographics, gynecological/obstetric history, medical history, current or past use of
tobacco (yes-no), alcohol consumption (yes-no), consumption of other drugs or
medications, family history of malformations, age at recruitment, weight, height, and
occupation. All women were subjected to a preliminary standard diagnostic protocol
including hysteroscopy, laparoscopy, ultrasound, and comprehensive determination of
hormonal status (gonadotrophins, FSH, LH, prolactin, thyroid hormones, thyroperoxidase)
in order to detect known causes for the pregnancy losses, before inclusion in the study.
Karyotypic examination of peripheral lymphocytes was conducted to detect chromosomal
abnormalities in all couples, and immunological risk factors were investigated through
assessment of anticardiolipin, lupus anticoagulant and antinuclear antibodies. Presence of
any maternal clinical condition that could prevent full-term pregnancies (e.g. uterine
abnormality) was considered an exclusion criterion for this study.

The control group consisted of 143 healthy women who reported at least two live

births and no history of pregnancy loss or infertility. These women were randomly selected
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to participate in the study during a blood collection for routine laboratory analyses at
HCPA and verbally answered a standardized questionnaire, which asked about
demographics, consanguinity, family history, and information about the pregnancy.

This research study was approved by the Institutional Review Board (Grupo de
Pesquisa e Pos-Graduacdo, Hospital de Clinicas de Porto Alegre) under protocol number
#11-242. Patients were recruited after signature of informed consent, in accordance with

the Declaration of Helsinki.

Genotyping

Genomic DNA was obtained from saliva using the Oragene® DNA collection kit
(DNA Genotek Inc., Canada) in accordance to the manufacturer's instructions. The
extracted DNA was quantified with PicoDrop 100 (Picodrop Limited, United Kingdom)
equipment. Genotyping TP53 Pro72Arg rs1042522, MDM2 SNP309 rs2279744, MDM4
rs1563828, USP7 rs1529916 and LIF rs929271 was performed by allelic discrimination
using the TagMan Genotyping Assay (Applied Biosystems, USA); assay numbers:
C__ 2403545 10 (TP53), C__ 9493064 10 (MDM4), C__ 9688119 1 (USP7), and
C__ 7545904 10 (LIF). MDM2 SNP309 was assessed with a customized (assay-by-
design) assay using probes FAM-TCCCGCGCCGCAG and VIC-CTCCCGCGCCGAAG,
forward primer 5’-CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT-3’; and reverse primer 5’-
ACAGGCACCTGCGATCATC-3’. PCR reactions were conducted in 96-well plates, with
each reaction containing: 10ng of genomic DNA, 2 x TagMan® Genotyping MasterMix
(Applied Biosystems, USA), probes specific for each SNP (40x), and water in sufficient
quantity for a final reaction volume of 8ul. The PCR conditions were as follows: 10 min at

95°C, followed by 45 cycles of 75 s each (95°C for 15 s and 63°C for 60 s). MDM2
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SNP309 genotyping was also conducted in 96-well plates, with each reaction containing:
10ng of genomic DNA, 2 x TagMan® Genotyping MasterMix (Applied Biosystems,
USA), 1uM of each primer and probe, and water to reach a final volume of 25uM. MDM?2
PCR conditions were as follows: 2 min at 50°C, 10 min at 95°C, followed by 45 cycles of
75 s (95°C for 15 s and 60°C for 60 s). All the reactions were performed in a
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) and the results were

analyzed using StepOne v.2.2.2 Software (Applied Biosystems, USA).

Statistical Analyses

Sample characterization and comparisons between groups (cases and controls) were
done using the Mann-Whitney U-test for continuous variables and the Pearson chi-square
test for categorical variables. Cases and controls were compared for their genotypic and
allelic frequencies, and Hardy-Weinberg equilibrium was tested using the Pearson chi-
square test. Multivariate binary logistic regression analysis was used to evaluate gene-gene
interactions, and conduct multiple tests in which the interaction between the TP53 Arg/Arg
genotype (rs1042522) and other risk genotypes from other genes were present. To achieve
this, manual replacement of these different interaction terms was performed along with the
other known clinical risk factors (smoking, alcohol consumption, and number of
pregnancies, as well as ethnicity — using only European ancestry as the reference category).
Whenever p-value was <0.20, the variable was included as a covariate in a Multivariate
Logistic Regression analysis. The odds ratios (OR) with respective confidence intervals
(CI) of 95% were calculated to assess the relative risk conferred by each covariate. Sample
size for this study was calculated using the Epilnfo software, version 6.0, with the

parameters being an alpha value of 0.05 and 80% power. All other analyses cited above
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were performed using the Statistical Package for Social Sciences software, version 20.0
(SPSS Inc., Chicago, USA). Alpha values less than 0.05 were considered significant. The
Bonferroni correction was applied to five tests in the multivariate binary logistic regression

(aBonf = 0.01) .

Results

From the original, consecutive sample of 130 women with RPL, 120 were included
after initial cytological, hormonal, morphological, immunological and karyotype exams
identified no abnormalities. In ten (7.7%) women karyotypic alterations were identified.

In the RPL group, 41 women (34.2%), 41 (34.2%) and 38 (31.7%) reported two,
three and four losses, respectively. The number of reported pregnancies was higher in the
RPL group than in the control group (Table 1). Average age at recruitment was also higher
in the RPL group: 45.2 (£ 9.1) versus 33.2 (+ 7.5) (p <0.001). However, the average age at
first pregnancy did not differ between groups. Women with RPL had higher alcohol
consumption, and also a greater proportion of non-European ethnicity when compared to
the control group.

There was no difference between the two groups for allelic and genotypic
distributions of all SNPs, when analyzed separately (Table 2) and all genotypic and allelic
frequencies were within the expected by the Hardy-Weinberg distribution.

The most appropriate model of multiple associations obtained in this analysis is
presented in Table 3. The frequency of women carrying the TP53 Arg/Arg (rs1042522)
and MDM2 TT (rs2279744) genotypes was 32 (27.0%) in the RPL group and 24 (16.8%)
in the control group (OR=2.58; 95% CI. 1.31-5.07; p=0.006). When the Bonferroni

correction was applied for multiple comparisons this effect remained statistically
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significant. Binary logistic regression analysis allowed estimating the probability of
pregnancy loss for a carrier of these genotypes. The estimated probability was 71% for
carriers and 48% for non-carriers, considering the overall average number of pregnancies
of 3.16. When the subgroup of women reporting European ethnicity was evaluated
independently, the effect of the interaction remained significant both in univariate (OR =
2.30, 95% CI: 1.16 to 4.55, p = 0.017) and multivariate (OR = 2.77, 95% CI: 1.31 to 5.85,

p = 0.008) analyses.

Discussion

In this study, we focused on selected polymorphisms in the p53 signaling pathway
and their interactions as possible risk factors for RPL. No associations were identified
between RPL and the 5 SNPs studied when they were assessed separately. However,
multivariate logistic regression analysis showed that the interaction between genotypes
TP53 Arg/Arg (rs1042522) and MDM2 TT (rs2279744) increased the risk of RPL 2.58
times, when corrected for smoking, alcohol consumption, ethnicity, and number of
pregnancies.

Several studies have sought associations between SNPs and RPL. Genes such as
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) (Daher et al., 2003; Finan et al., 2010; Prigoshin et
al., 2004), vascular endothelial growth factor (VEGF) (Su et al., May 2011) and nitric
oxide syntase 3 (NOS3), which encodes the eNOS protein, (Tempfer et al., 2001) are
considered to be relevant to the origin of RPL.

Regarding the TP53 gene, to date only four studies have evaluated the Pro72Arg
polymorphism in women with RPL (Table 4) (Coulam et al., 2006; Firouzabadi et al.,

2009; Kaare et al., 2009; Pietrowski et al., 2005). In these studies only genotypic data were
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considered, and neither environmental variables nor interactions between different SNPs
were assessed. The allelic and genotypic frequencies of the TP53 Pro72Arg SNP in our
study were similar to those described by the International HapMap Project database, and to
those observed in previously in the Southeastern Brazilian population (Marcel et al., 2009;
Thurow et al., 2011).

TP53 Pro72Arg has been associated with an increased risk for developing several
tumors and with adverse pregnancy outcomes (Hu, 2009). Functional studies indicate that
the Arg allele is more effective in inducing apoptosis and suppression of cellular
transformation (Dumont et al., 2003) while seems to be less effective in inducing
senescence and interruption of the cell cycle (Salvioli et al., 2005). Arg is also more
effective in inducing the expression of LIF, an essential step to ensure appropriate uterine
conditions for blastocyst impantation (Cullinan et al., 1996; Stewart et al., 1992). Thus, the
efficiency of p53 is directly reflected in implantation and fertility and a few studies have
linked the Pro allele with infertility resulting from implantation failure (Feng et al., 2011;
Kay et al., 2006).

MDM2 SNP309 is located in the promoter region (intron 1) of the gene and affects
the level of gene expression. The G allele increases binding affinity of the transcription
factor of MDMZ2, resulting in a higher transcriptional level when compared to the T allele
and increased degradation of p53 (Bond et al., 2004). The interaction between the TP53
Arg/Arg (rs1042522) and MDM2 TT (rs2279744) genotypes observed here, which is
associated with an increased risk for RPL, likely results from . reduced transcriptional
levels of Mdm2 (and consequent degradation of p53) coupled to the increased
effectiveness of the TP53 Arg/Arg genotype in inducing apoptosis. Thus, these genotypes

seem to synergistically increase the levels and functionality of p53 in relation to apoptosis,
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an effect that has been shown to increase the rate of abortion in mice (Norimura et
al.1996).

p53-mediated apoptosis is involved in a number of mechanisms related to human
reproduction, such as ovarian cell death for its homeostasis (Amsterdam et al., 2003) and
formation and development of the placenta (Halperin et al., 2000b; Watson and Cross,
2005). p53 is expressed in the trophoblast at all stages of gestation, but with an increase in
the first quarter - a critical period for embryo selection (Cohen et al. 2007; Marzusch et al.,
1995). In addition, p53 regulates genes in the trophoblast cell invasion process, which
involves degradation and remodeling of the extracellular matrix of the uterus (Cohen et al.,
2008; Wei et al., 2005). However, despite being an integral part of many reproductive
functions, apoptosis may be pathological and damaging during reproduction in certain
scenarios (Halperin et al., 2000a). Increased apoptosis in the maternal-fetal interface has
been associated with several reproductive disorders including preeclampsia and
intrauterine growth restriction. Furthermore, studies in mice clearly suggest an interaction
between increased p53 expression, excessive apoptosis and pregnancy loss (Minas et al.,
2007; Veljkovic Vujaklija et al., 2012; Savion et al. 2002) Further investigations have
shown that the p53 protein is highly expressed in human placentas of abnormal
pregnancies (Hu et al., 2006; Levy et al., 2002; Yamauchi et al., 2007).

Based on our results, we hypothesize that with a TP53 Arg/Arg background there
is an enhanced induction of apoptosis, contributing to post-implantation selection which is
directly reflected in intra-uterine survival. This mechanism may be functioning as a post-
zygotic selection step, since the majority of RPLs seem to be due to a high rate of embryo
aneuploidies (Hodes-Wertz et al., Jan, 2012; Quenby et al., 2002). Additional support for

this hypothesis is provided by the study of Norimura et al. (1996) which shows that p53+/+
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pregnant mice exposed do X-rays exhibited a higher rate of apoptosis, reduced survival of
abnormal fetuses, and a higher rate of death and abortion of normal fetuses. In addition, a
study in horses (Thoroughbred mares) identified a higher frequency of the TP53 Arg/Arg
genotype in animals with pregnancy loss (Leon et al., 2012).

With respect to established environmental risk factors for RPL, only alcohol
consumption was associated to RPL. The adverse effects of alcohol consumption, even in
small doses, have been previously described and include fertility and development aspects
(Kesmodel et al., 2002; Kumar, 2011; Rai and Regan, 2006). Smoking was not associated
with RPL, and although data in the literature are quite controversial, several studies
implicate smoking as a dose-dependent risk factor for pregnancy loss, an information that
we were not able to retrieve (Kumar, 2011; Lindbohm et al., 2002; Rai and Regan, 2006).
Although we were unable to identify published data on an association of ethnic origin with
RPL, one of the SNPs implicated as a risk factor here (the TP53 Arg allele) has suffered
strong selective pressure in recent history and its frequency is distributed quite differently
among European and African populations (Feng et al., 2011). For this reason, this
particular genotype was included in the multivariate regression model.

In conclusion, this is the first study implicating the combined inheritance of TP53
Arg/Arg (rs1042522) and MDM2 TT (rs2279744) genotypes as a risk factor for RPL. We
hypothesize that the mechanism by which this interaction is acting to contribute to RPL
involves post-implantation p-53 mediated embryo selection through apoptosis induction.
Although these finding do not currently have a significant clinical impact, they underscore
that the investigation of genetic variants of smaller effect can still contribute to our

understanding of the mechanisms underlying common complex conditions such as RPL.
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Table 1: Demographic and Clinical Data of Women reporting RPL and Controls

RPL group Control group

Characteristic P
N=120 N=143

Number of pregnancies [mean (SD)] 3.4 (1.7) 2.9(1.2) <0.001M%
Age at first pregnancy [mean (SD)] 24.4 (7.7) 22.0(4.7) 0.123MW
Smoking [N (%)] 17 (14.2) 33(23.1) 0.067%
Alcohol consumption [N (%)] 54 (45.0) 25(17.6) <0.001*?
Consanguinity [N (%)] 3(2.5) 1(0.7) 0.228 %
Non-European ancestry? [N (%)] 52 (44.3) 22 (15.4) <0.001 "

N: number; SD: Standard Deviation; X2: Pearson chi-square test; MW: Mann-Whitney
U-test; *Noon-European ancestry was determined for subjects who: (i) reported familiar
history of non-European ancestry or (ii) have characteristic traits Non-Europeans.
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Table 2: Allelic and genotype frequencies of the polymorphisms from the p53

signaling pathway in women with RPL and controls

Gene Genotype/Allele  RPL group  Control group p?
n (%) n (%)
TP53 (rs1042522) Arg/Arg 57 (47.5) 72 (50.3)
Arg/Pro 47 (39.2) 60 (42)

Pro/pro 16 (13.3) 11 (7.7) 0.324
Arg 161 (67.1) 204 (71.3)

Pro 79 (32.9) 82 (28.7) 0.338
MDM2 (rs2279744) TT 60 (50.0) 59 (41.3)
TG 45 (37.5) 59 (41.3)

GG 15 (12.5) 25 (17.4) 0.301
T 165 (68.7) 177 (61.9)

G 75 (31.3) 109 (38.1) 0.120
MDM4 (rs1563828) CC 38 (31.7) 47 (32.9)
TC 59 (49.2) 68 (47.6)

TT 23 (19.2) 28 (19.6) 0.966
C 135 (56.2) 162 (56.3)

T 105 (43.8) 124 (43.4) 0.998
USP7 (rs1529916) GG 61 (50.8) 79 (55.2)
GA 49 (40.8) 52 (36.4)

AA 10 (8.3) 12 (8.4) 0.749
G 171 (71.2) 210 (73.4)

A 69 (28.8) 76 (26.6) 0.879
LIF (rs929271) TT 64 (53.3) 66 (46.2)
TG 45 (37.5) 63 (44.1)

GG 11 (9.2) 14 (9.8) 0.499
T 173 (72.1) 195 (68.2)

G 67 (27.9) 91 (31.8) 0.380

®P-values obtained by chi-square test.

44



Table 3: Analysis of Univariate and Multivariate Logistic Regression for the effect of the interaction of the TP53 Arg/Arg (rs1042522)

and MDM2 TT (rs2279744) genotypes in the risk of recurrent pregnancy losses, corrected for alcohol consumption, smoking,
ethnicity, and number of pregnancies.

Univariate Analysis? Multivariate Analysis * "
Variables RegIession  OR (C195%) P REgIessIoN  OR (C1 95%) pe
TP53Arg/Arg + MDM2TT 0.589 1.80 (0.99 to 3.27) 0.51 0.948 2.58 (1.31t0 5.07) 0.006
Alcohol Consumption 1.343 3.82(2.18106.71)  <0.001 1.467 4.33 (2.29 10 8.17) <0.001
Smoking -0.598 0.55 (0.28 to 1.05) 0.69 -0.935 0.39 (0.18 t0 0.83) 0.015
Ethnicity -1.436 0.23(0.13100.42)  <0.001 -1.457 0.23 (0.12 to 0.44) <0.001
Number of Pregnancies 0.233 1.26 (1.05to0 1.51) 0.011 0.309 1.36 (1.11 to 1.66) 0.003

P and OR values obtained from the binary logistic regression model, in which RPL patients were coded as 1 and the control subjects
as 0 (reference category). "Hosmer and Lemeshow test: p = 0.720; Omnibus test: P<0.0001. “Bonferroni-corrected P-value 0.01.
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Table 4: Case-control studies with the Pro72Arg polymorphism in the TP53 gene and RPL

Study Country Allele/Genotype RPL Control P
group
n (%) n (%o)
. . i Arg 236 (67.4) 216 (75.5) 0.07
Pietrowski et al., 2005 Austria
Arg/Arg 83 (47.4) 83 (58.0) 0.03
Arg 337 (82.2) 34 (81.0) 0.84
Coulam et al., 2006 USA
Arg/Arg 141 (68.8) 13 (61.9) 0.38
: : Arg 86 (44.3) 29 (45.4) 0.99
Firouzabadi et al., 2009 Iran
Arg/Arg 23 (23.7) 4 (12.5) 0.06
. Arg 64 (69.6) 289 (75.7) 0.29
Kaare et al., 2009 Finland
Arg/Arg 21 (45.7) 106 (55.5) 0.45
. Arg 161 (67.1) 204 (71.3) 0.32
Present Study Brazil
Arg/Arg 57 (47.5) 72 (50.3) 0.33
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Abstract

Background: Recent studies have investigated the role of the p53 gene family in
reproduction indicating its involvement on female reproduction. Each member of the
family acts through different mechanisms: p53 in genomic stability and regulation of
blastocyst implantation; p63 as a regulator of the quality and maturation of the oocytes;
while p73 control the meiotic spindle. Polymorphisms in the genes of the p53 family have
been associated with female infertility. One polymorphism in MDM2, the main regulator
of the p53 family, has also been associated with infertility. Although polymorphisms in the
TP53 gene have been related with recurrent pregnancy loss (RPL), there have been no
studies associating polymorphisms in p63 and p73 with this condition.

Objective: Evaluate the role of polymorphisms in the TP63 (rs17506395), TP73
(rs2273953, rs1801173), and MDM2 (SNP309, rs2279744) genes as risk factors for RPL.
Were compared 153 women who have RPL with 143 fertile women who have at least two
living births and no history of pregnancy loss. Molecular analysis was performed by Real-
Time PCR.

Results: The allelic and genotypic frequencies did not differ between the groups when
analyzed separately; however, the interaction between the TP63 TT and MDM2 TT
genotypes was shown to increase the risk of RPL (OR = 2.19, Cl 95%, P = 0.004), even
when corrected for alcohol consumption, smoking and number of gestations (OR = 2.13,
C1 95%, P = 0.011).

Conclusions: Our results suggest that TP63 and MDM2 genes have an influence on the

risk of RPL.

Key-words: p53 family proteins, TP63, TP73, MDM2, recurrent pregnancy loss.
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Introduction

Defined as the occurrence of two or more consecutive pregnancy losses, recurrent
pregnancy loss (RPL) occurs before 24 weeks of pregnancy and affects approximately
5% of couples who are in the reproductive period.® The most common risk factors for RPL
include genetic, morphological, hormonal, metabolic, infectious, environmental, and
immunological alterations, as well as thrombophilia and advanced maternal age.*
However, in around 50% of cases, the etiology remains unknown.®> Furthermore, in the
investigation of idiopathic RPL, several studies have assessed polymorphic variants in
different genes, which may represent a susceptibility factor for this condition.

Studies have investigated the role of the p53 gene family in reproduction, especially
in the female germ line.® The proteins of the p53 family, p63 and p73, are transcription
factors that play a role in response to DNA damage, induction of cell cycle arrest and
apoptosis, although by distinct mechanisms.” p63 and p73 also act in female reproduction
through protection of female germ cells.®® p63 acts as a regulator of the quality and oocyte
maturation,'® whereas p73 plays a crucial role in maintaining the rate of ovulation and in
controlling the meiotic spindle.™ *2

Recently, polymorphisms in the genes of the p53 family were targets of a study
related to human reproduction.® The polymorphism ¢.325-4742T>G (rs17506395) of the
TP63 gene was associated with infertility. In the TP73 gene, two closely linked
polymorphisms at the positions 4c.-30G>A and 14 ¢.-20C>T (rs2273953, rs1801173),
located before the start codon, may form a hairpin structure with the potential to alter the
genetic expression.* The MDM2 gene, which is the major negative regulator of the p53
family proteins, has an important polymorphism (c.14+309T>G, SNP309, rs2279744)

which has been associated with infertility.** Thus, in this study we investigated the role of
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the polymorphisms ¢.325-4742T>G of the TP63 (rs17506395) gene; 4 c.-30G>A and 14
€.-20C>T (rs2273953, rs1801173) of the TP73 gene; and ¢.14+309T>G (SNP309,

rs2279744) of the MDM2 gene as risk factors for RPL in a case-control study.

Materials and Methods

Sample

In the case group, were evaluated 153 women who had been diagnosed with
idiopathic RPL and forwarded to the Prenatal Diagnosis Clinic of the Medical Genetics
Service (DPN-SGM) at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) between 2000
and 2011. The control group consisted of 143 women with at least two living children and
no history of pregnancy loss or infertility. The clinical and epidemiological data and risk
factors for RPL were evaluated for both groups.

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Research and
Postgraduate Studies Group at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA-CEP-

GPPG). All of the women who agreed to participate signed an informed consent form.

Polymorphism analysis

The collection and extraction of DNA were performed using the Oragene® kit for
collection and extraction of salivary DNA (DNA Genotek Inc., Canada), in accordance
with the manufacturer's instructions. The genotypic determination was performed using the
following Tagman allelic discrimination probes: C_ 32460279 10 (TP63 gene) and
C_16180357_10 (TP73 gene). The real time PCR reaction was conducted in accordance

with manufacturer's instructions for the StepOnePlus ™ Real-Time PCR Systems (Applied
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Biosystems) equipment. The genotyping of the ¢.14+309T>G polymorphism of the MDM?2
gene was performed in accordance with the protocol previously described by Boquett et al.

(2013).15 The products of the reactions were analyzed using the StepOne v2.2.2 software.

Statistical analyses

The statistical analyses were performed using the SPSS 20.0 software. The chi-
square test, Student's t-test, and Mann-Whitney test were used to characterize the sample
and compare the differences in clinical and demographic information of the case and
control groups. The chi-square test was used to test the Hardy-Weinberg equilibrium and to
compare the allelic and genotypic frequencies of the two groups.

The multiple binary logistic regression model was used to evaluate the effect of the
interaction among the polymorphisms in the RPL outcome and to adjust this effect for
confusion factors such as smoking, alcohol consumption and number of pregnancies. The
odds ratio (OR) and confidence intervals (Cl) of 95% were calculated to assess the relative
risk conferred by each covariate. The sample size was calculated using Epilnfo version 6.0
software with an alpha value of 0.05 and 80% power. Alpha values less than 0.05 were
considered significant. The Bonferroni correction was applied for four tests in the

multivariate binary logistic regression (aBonf=0.0125).

Results

A total of 153 women with RPL and 143 control subjects were included in this
study. We observed that the number of pregnancies was higher in the RPL group than in
the control group (Table 1). The analysis of the major risk factors pointed to a higher

consumption of alcohol in the RPL group compared with the control group, something
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which was not was observed for smoking. Our analysis also showed a greater number of
women of non-European ancestry in the RPL group than in the control group.

The allelic and genotypic frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium and did
not differ between groups when analyzed separately (Table 2), even when controlled for
smoking, alcohol, and number of pregnancies (data not shown).

The number of women with the TP63 TT (rs17506395) and MDM2 TT (rs2279744)
genotypes was 54 (35.3%) in the RPL group and 27 (18.9%) in the control group (P <
0.01), indicating a possible interaction between the TP63 and MDM2 genes in the outcome
of RPL. The univariate binary logistic regression analysis (Table 3) showed that interaction
between these genotypes is associated with RPL (OR = 2.19, 95% CI: 1.28 to 3.75; p =
0.004). The additive effect of this interaction remains significant even when controlled for
alcohol consumption, smoking, and number of pregnancies (OR = 2.13, 95% CI: 1.18 -
3.82; p = 0.011). When the Bonferroni correction is applied for multiple comparisons, this

effect remains statistically significant.

Discussion

Recent studies point to the involvement of the TP63, TP73, and MDM2 genes in
female reproduction.®* Our working hypothesis is that, through their pro-apoptotic
functions and cell cycle control, the activity of p63 and p73 in maternal reproductive
physiology has an influence on pregnancy outcomes and especially the pathophysiology of
RPL. In this study, we investigated the influence of the polymorphisms in TP63, TP73 and
MDM2 genes, their interactions, and other risk factors in the development of RPL.

The p63 and p73 proteins possess a tumor suppressing function similar to that of

p53. Both have highly conserved sequences in the DNA binding domains and have more
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than 60% of p53 identity.” p63 and p73 activate reporter genes capable of mediating
apoptosis, cell cycle arrest, mitotic spindle control, and maintenance of quality control of
the oocytes.” Besides this, they are active in controlling MDM2 expression. By
mechanisms similar to the degradation of p53, Mdmz2 acts in the negative control of p63
and p73, binding itself to the trans-activation domains and promoting its degradation by
ubiquitination.'®*’

p63 acts as the principal regulator in the quality control of the female germ line
through its apoptotic function.'® When there is damage in the DNA, p63 is activated and it
monitors repair of the damage and induces p53-independent apoptosis for protection of the
quality of the female germ line during meiotic arrest.” The levels of p63 as well as its
functioning are crucial for a proper gestation, such that small variations in its activation
can have important effects in expression of the regulating genes and may modify the
cellular destination and physiological effects of the protein.” Thus, polymorphisms that
influence its functioning and the functioning of Mdmz2, its main regulator, may be involved
in the etiology of adverse pregnancy events such as infertility® and RPL.

The polymorphism ¢.325-4742T>G, located in intron 4 of TP63, has recently been
associated with infertility.® However, so far there are no studies that relate this
polymorphism to functional alterations of the protein. It is possible that SNPs adjacent to
this polymorphism are in linkage disequilibrium with other polymorphisms, resulting in a
functional effect on regulatory and transcriptional annotations. Even without full
understanding of the effect of the p63 polymorphism on its functioning, it is known that the
TT genotype of MDM2 (rs2279744) results in lower levels of the protein and consequently
less control over p63, resulting in increased levels of this protein in the oocytes, ovary, and

uterus. Since p63 is constitutive in these tissues, this physiological process is regulated by
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p63 in distinct molecular events and at different stages, resulting in quality control of the
oocytes in the ovaries, and, in the uterine tissue, post-zygotic embryo selection that is
independent of p53.

To the best of our knowledge, this is the first study for women with RPL that has
investigated the influence of polymorphisms on the TP63 and TP73 genes and their
regulator MDMZ2, in which their interaction as well as the interaction with other risk
factors was evaluated. This evaluation approach was shown to be more appropriate for the
complex etiology of the RPL condition. With a multiple logistic regression model, it is
possible to approximate the analysis of a biological model by considering more than one
factor in the influence of the outcome. The results of our group’s study involving the p53
pathway and RPL (data not published), as well as the results of this present study, suggest
that MDM2 plays an important role in human reproduction (especially in the etiology of
RPL) due to its function as the main regulator of this pathway.

In conclusion, our study suggests that the TP63 and MDM2 genes have an influence
on the risk of RPL. This study helps to clarify the genetic risk factors involved in the
etiology of RPL and the role of p63 in maternal reproduction. Studies in different
populations, analysis of the paternal component involved in the condition, and functional
studies of the polymorphism of p63 should help in understanding the pathophysiology of

this condition.
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Table 1: Demographic and Clinical Data:

RPL and the Control Groups

Characteristic RPL %Orr:Jthl P
Frequency [N (%)] 153 (100) 143 (100) -
Age at first pregnancy [mean (SD)] 23.7(7.6)  22.0(4.7) 0.347 7
Pregnancies [mean (SD)] 3.7 (1.3) 2.9 (1.3) <0.001""
Smoking [N (%)] 23 (15) 33(23.1) 0.077¢
Alcohol consumption [N (%)] 64 (41.8) 25 (17.6) <0.001+"
Couple consanguinity [N (%)] 4(2.7) 1(0.7) 0.372*
Non-EuropeanAncestry [N (%)] 58 (37.9) 22 (15.4) <0.001 ¥

Primary Recurrent Pregnancy Loss [N (%)] 120 (78.4) -

N: number; SD: Standard Deviation; {: Mann-Whitney U-teste; 1: Chi-Square test.
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Table 2: TP63, TP73 and MDM2 SNPs: allelic and genotypic frequencies in women

with RPL and in the control group.

Gene Genotype/Allele
of SNP
TP63 (rs1706395) TT
TG
GG
T
G
TP73(rs6695978) GG
GA
AA
G
A
MDM2 (rs2279744) TT
TG
GG
T

G

RPL
n (%)
98 (64.1)
47 (30.7)
8(5.2)
243 (79.4)
63 (20.6)
99 (64.7)
47 (30.7)
7 (4.6)
245 (80.1)
61 (19.9)
76 (49.7)
59 (38.6)
18 (11.8)
211 (68.9)
95 (31.1)

Control Group

n (%)
80 (57.6)
52 (37.4)

7(5)

212 (76.3)
66 (23.7)
78 (54.5)
53(37.1)
12 (8.4)

209 (73.1)
77 (26.9)
59 (41.3)
59 (41.3)
25 (17.4)

177 (61.9)

109 (38.1)

p’r

0.479

0.413

0.147

0,055

0.229

0.085

" Chi-square test.
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Table 3: Univariate and Multiple Binary Logistic Regression Models: interaction between TP63
(rs17506395) and MDM2 (rs2279744) polymorphisms in the risk of RPL, corrected for alcohol
consumption, smoking and number of pregnancies

Univariate Analysis’ Multiple Analysis®
Variables OR (CI 95%) P OR (Cl 95%) P
TP63 TT + MDM2 TT 2.19 (1.28 — 3.75) 0.004" 2.13(1.18-3.82) 0.011"
Alcohol consumption 3.39(1.98-5.81)  <0.001" 471 (2.57 - 8.62) <0.001"
Smoking 0.59 (0.32 — 1.06) 0.79 0.48 (0.24 — 0.94) 0.034

Number os Pregnancies 1.42 (1.18-1.71)  <0.001 1.56 (1.27 —1.91) <0.001"

P and OR values obtained from the binary logistic regression model, in which RPL group was
coded as 1 and the control group as O (reference category). Hosmer and Lemeshow test: p =
0.352; Omnibus test: P<0.0001.
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CAPITULO 5

Analises dos Subgrupos de Mulheres com Perdas Gestacionais Recorrentes

68



Neste capitulo estdo apresentadas a caracterizagdo e as analises das distribuices
dos polimorfismos avaliados neste trabalho entre os subgrupos de mulheres com PGR,
sendo eles: mulheres com PGR primarias e PGR secundarias e, mulheres com duas PGR e
mulheres com trés ou mais perdas gestacionais. Estas analises ndo foram completamente
incluidas nos manuscritos resultantes deste trabalho devido sua extensdo e auséncia de

resultados significativos.

6.1. Mulheres com PGR Primarias e PGR Secundarias

O numero de gestacBes é maior no subgrupo de mulheres com PGR secundérias do
que no subgrupo de mulheres com PGR primérias (Tabela 1). No entanto, mesmo estes
subgrupos tendo diferencas quanto ao sucesso de, pelo menos, uma gestacdo, o numero de
perdas gestacionais ndo esta diferente entre os subgrupos. Observou-se também que, a
idade no periodo de avaliacdo foi estatisticamente mais alta entre as mulheres com PGR
secundarias. Nao houve diferenca também entre as demais caracteristicas avaliadas, tais

como: fumo, consumo de alcool, doenca cronica e dificuldade de engravidar.
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Tabela 1. Dados Clinicos dos subgrupos de RPL primario e secundario.

Caracteristica PGR-P PGR-S P
Frequéncia [N (%)] 120 (78.5) 33 (21.5) -
Idade no Periodo de Avaliacdo [média (DP)]  32.2(7.5) 35.8(8.7)  0.045MW
Idade na Primeira Gestacéo [média (DP)] 244 (77) 22(6.8)  0.233MW
Gestacdes [média (DP)] 3417  44Q4) <0.001MW
Fumo [N (%)] 17 (14.2)  6(18.2) 0.568™7
Consumo de Alcool [N (%)] 54 (45) 10 (30.3)  0.130%?
Consanguinidade [N (%)] 3(2.5) 1(3) 0.877%
Hist6ria Familiar de Malformacdes [N (%)] 20 (23.0)  8(24.2) 0.885%?
Doenca Cronica [N (%)] 29(33.3) 13(39.4)  0.534°
Perdas Gestacionais [média (DP)] 338(1,7) 29(1,1)  0.234MW
Perdas Gestacionais

Duas Perdas [N (%)] 41 (34.2) 12 (36.4) -

Trés Perdas [N (%)] 41 (34.2) 16 (48.5) -

Acima de Trés Perdas [N (%)] 38(31.7)  5(15.2) 0.137%
Dificuldade de Engravidar [N (%)] 31 (26.3) 13 (39.4) 0.143%?

PGR-P: Perdas Gestacionais Recorrentes Primdrias; PGR-S: Perdas Gestacionais Recorrentes
Secundarias; N: Numero; DP: Desvio Padrdo da Média; X2: Teste de Qui-Quadrado; MW: Teste

Mann-Whitney.

Em relagdo aos polimorfismos avaliados, ndo houve diferenca entre as distribui¢des

alélicas e genotipicas entre esses subgrupos (Tabela 2). Avaliou-se a frequéncia da heranca
conjunta dos gendtipos TP53 Arg/Arg e MDM2 TT e, TP63 TT e MDM2 TT entre as

mulheres com PGR primérias e PGR secundarias, ndo encontrando nenhuma diferenca.
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Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos da familia p53 e seus

reguladores entre mulheres com PGR primarias e com PGR secundarias.

Gene Gendtipo/Alelo PGR-P PGR-S p*
do SNP n (%) N (%)
TP53 (rs1042522) GG 57 (47,5) 16 (48,5)
GC 47 (39,2) 15 (45,5)
cC 16 (13,3) 2 (6,1) 0,491
G 161 (67,0) 47 (71,2)
C 79 (33,0) 19 (28,8) 0,625
TP63 (rs1706395) TT 77 (64,2) 21 (63,6)
TG 37 (30,8) 10 (30,3)
GG 6 (5,0) 2 (6,1) 0,971
T 191 (79,6) 52 (78,7)
G 49 (20,4) 14 (21,3) 0,975
TP73 (rs6695978) GG 77 (64,2) 22 (66,7)
GA 38 (31,7) 9 (27,3)
AA 5(4,2) 2 (6,1) 0,823
G 192 (80,0) 53 (80,3)
A 48 (20,0) 13 (19,7) 0,904
MDM2 (rs2279744) TT 60 (50,0) 16 (48,5)
TG 45 (37,5) 14 (42,4)
GG 15 (12,5) 3(9,1) 0,806
T 165 (69,0) 46 (69,6)
G 75 (31,0) 20 (30,4) 0,997
MDM4 (rs1563828) ccC 38 (31,7) 16 (48,5)
TC 59 (49,2) 13 (39,4)
TT 23 (19,2) 4(12,1) 0,189
C 135 (56,0) 45 (68.1)
T 105 (44,0) 21 (31.9) 0,108
USP7 (rs1529916) GG 61 (50,8) 20 (60,6)
GA 49 (40,8) 10 (30,3)
AA 10 (8,3) 3(9,1) 0,541
G 171 (71,0) 50 (75,7)
A 69 (29,0) 16 (24,3) 0,569
LIF (rs929271) TT 64 (53,3) 15 (45,5)
TG 45 (37,5) 16 (48,5)
GG 11 (9,2) 2 (6,1) 0,499
T 173 (72,0) 46 (69,6)
G 67 (28,0) 20 (30,4) 0,820

PGR-P: Perdas Gestacionais Recorrentes Primarias; PGR-S: Perdas Gestacionais Recorrentes

Secundarias; # Teste de Qui-Quadrado.
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6.2.  Mulheres com Duas PGR e Mulheres com Trés ou Mais Perdas Gestacionais

A idade no periodo de avaliacdo est4d maior no subgrupo de mulheres com trés ou
mais perdas (Tabela 3). Este achado se confirma com o nimero de gestacdes, que também
estd aumentado no grupo de mulheres com trés ou mais perdas. Ndo houve diferenca entre
as demais caracteristicas avaliadas, sendo elas: idade na primeira gestagdo, fumo, consumo
de Alcool, consanguinidade, historia familiar de malformacfes, doenga cronica e

dificuldade de engravidar.

Tabela 3. Dados Clinicos dos subgrupos de mulheres com duas PGR e mulheres com

trés ou mais perdas gestacionais.

. Duas Trés ou
Caracteristica Perdas Mais Perdas P
Frequencia [N (%)] 53 (34,6) 100 (65,4) -

Idade no Periodo de Avaliacdo [média (DP)] 30,8 (6,8) 34,6 (7,3) 0,002MW
Idade na Primeira Gestacéo [média (DP)] 244 (72)  233(7,8) 0,559MW

Gestacdes [média (DP)] 2,5(0,9) 4,4 (1,8) <0,001M%
Fumo [N (%)] 9 (17) 14 (14) 0,394
Consumo de Alcool [N (%)] 27 (50,9) 37 (37) 0,068%2
Consanguinidade [N (%)] 1(1,9) 3(3) 0,573%
Hist6ria Familiar de Malformacdes [N (%)] 10 (23,8) 18 (18) 0,549
Doenca Cronica [N (%)] 14 (33,3) 28 (28) 0,470%?
indice de Massa Corporal [média (DP)] 251(4,1) 26,9 (4,4) 0,024MW
Dificuldade de Engravidar [N (%)] 20 (37,7) 24 (24.5) 0,065"

N: Numero; DP: Desvio Padrdo da Média; MW: Teste Mann-Whitney; X2: Teste de Qui-Quadrado.

Ao se avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs estudados, notou-se
que existe uma diferenca na distribuicdo dos gendtipos de MDM2 entre estes subgrupos,
havendo maior frequéncia do alelo T, considerado de risco, no subgrupo de mulheres com
duas perdas. Porém, essa diferenca perde sua significancia estatistica ao aplicarmos a
correcdo de Bonferroni para maltiplas comparacdes, que para esta amostra, adquire um
valor de a=0,0071, menor que o encontrado (0,029). Além disso, foi avaliada uma possivel
diferenga na frequéncia da heranca conjunta dos genédtipos TP53 Arg/Arg e MDM2 TT e,

TP63 TT e MDM2 TT entre os subgrupos. N&o se encontrou nenhuma diferenca.
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Tabela 4. Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos da familia p53 e seus
reguladores entre mulheres com duas PGR e trés ou mais perdas gestacionais.

Gene Genotipo/Alelo  Duas Perdas Trés Perdas ou Mais p*
do SNP n (%) N (%)
TP53 (rs1042522) GG 29 (54,7) 44 (44,0)
GC 17 (32,1) 45 (45,0)
CC 7(13,2) 11 (11,0) 0,300
G 75 (70,7) 133 (66,5)
C 31(29,3) 67 (33,5) 0,528
TP63 (rs1706395) TT 32 (60,4) 66 (66,0)
TG 18 (34,0) 29 (29,0)
GG 3(5,7) 5(5,0) 0,788
T 82 (77,3) 161 (80,5)
G 24 (22,7) 39 (19,5) 0,618
TP73 (rs6695978) GG 36 (67,9) 63 (63,0)
GA 15 (28,3) 32 (32,0)
AA 2(3,8) 5(5,0) 0,820
G 87 (82,0) 158 (79,0)
A 19 (18,0) 42 (21,0) 0,623
MDM2 (rs2279744) TT 33(62,3) 43 (43,0)
TG 16 (30,2) 43 (43,0)
GG 4 (7,5) 14 (14,0) 0,071
T 82 (77,3) 129 (64,5)
G 24 (22,7) 71 (35,5) 0,029
MDM4 (rs1563828) CC 17 (32,1) 37 (37,0)
TC 26 (49,1) 46 (46,0)
TT 10 (18,9) 17 (17,0) 0,829
C 60 (56,6) 120 (60,0)
T 46 (43,4) 80 (40,0) 0,651
USP7 (rs1529916) GG 30 (56,0) 51 (51,0)
GA 19 (35,8) 40 (40,0)
AA 4 (7,5) 9(9,0) 0,800
G 79 (74,5) 142 (71,0)
A 27 (25,5) 58 (29,0) 0,601
LIF (rs929271) TT 29 (54,7) 50 (50,0)
TG 21 (39,6) 40 (40,0)
GG 3(5,7) 10 (10,0) 0,632
T 79 (74,5) 140 (70,0)
G 27 (25,5) 60 (30,0) 0,482

# Teste de Qui-Quadrado.
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Discussao
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As definicdes das PGR baseiam-se em estudos epidemioldgicos, 0s quais
demonstram que a taxa de PGR é maior do que a esperada pelo acaso quando baseadas nas
avaliacOes das taxas de perdas gestacionais esporadicas (Alberman, 1988; Quenby et al.,
2002; Branch et al., 2010). Isso coloca as PGR como uma condic¢do clinica isolada,
diferente das perdas gestacionais esporadicas. Esses dados sugerem uma predisposi¢do
para PGR em alguns casais, uma vez que estudos mostram que o risco de perda gestacional
aumenta de acordo com o nimero prévio de perdas (Parazzini et al., 1988; Regan et al.,
1989; Quenby & Farquharson, 1993). Tais resultados acentuam também a importancia dos

estudos que avaliam fatores genéticos de risco nas pessoas afetadas com essa condig&o.

Uma vez que ndo existem dados que apontem diferencas entre a etiologia das PGR
em mulheres com duas perdas e mulheres com trés perdas ou mais, € importante que se
avalie e considere as PGR a partir de duas perdas. Por este motivo, foram avaliadas neste
trabalho, mulheres com duas ou mais PGR. Essa avaliagdo se mostrou correta na amostra
avaliada, pelo fato de ndo haver diferenca quanto as caracteristicas clinicas observadas

(Tabela 3) entre estes subgrupos.

A ndo compreensdo da causa das PGR em determinados casos é extremamente
frustrante tanto para o médico quanto para a paciente, principalmente quando se esgotam
todas as possibilidades de investigacdo. Assim, a comunidade cientifica tem se esforcado
para encontrar as causas dos casos em que a etiologia ainda ndo é conhecida. Nessa linha, o
objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia dos fatores genéticos e sua relacdo com
determinados fatores ambientais na predisposi¢do para PGR. Foram avaliadas variantes em
genes do controle do ciclo celular, tolerancia gestacional, implantacdo, bem como os

reguladores envolvidos.

Foram analisados primeiramente, polimorfismos na via de sinalizacdo da proteina
p53 em 120 mulheres com PGR. N&o foi encontrada associagdo entre os cinco SNPs
avaliados quando analisados isoladamente, no entanto, uma analise da interagdo entre os
gendtipos de risco, TP53 Arg/Arg e MDM2 TT, mostrou-se associada com as PGR,
aumentando o risco para esta condicdo em 2,58 vezes. Esta observacdo € muito
interessante, pois de acordo com os dados da literatura, o polimorfismo Pro72Arg tem sido
associado a desfechos adversos na gestacdo (Hu, 2009). Estudos demonstram diferencas
entre tais alelos na indugédo da apoptose (Dumont et al., 2003) e na inducdo da expressdo
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de LIF (Stewart et al., 1992; Cullinan et al., 1996). Assim, a eficiéncia de p53 reflete
diretamente na implantacéo, fertilidade e controle gestacional mediante apoptose (Kay et
al., 2006; Feng et al., 2011). Ja o alelo T do SNP309 de MDM2, reduz a expressdo desse
gene, diminuindo a degradacdo de p53 (Bond et al., 2004). A interacdo dos genotipos
Arg/Arg de TP53 e TT de MDM2 levam a um aumento dos niveis de p53 bem como de sua
funcionalidade na inducéo da apoptose, cujo efeito em demasia mostrou aumentar a taxa de

abortamento em camundongos (Norimura et al., 1996).

A hipdtese para a escolha dos gendtipos de risco que se reforcaram pelo nosso
achado estatistico se baseia nos mecanismos 0s quais a apoptose mediada por p53 esta
envolvida na gestacdo. Dessa forma, o envolvimento de p53 nas PGR seria atraves de uma
selecdo pds-implantacional. Levando-se em consideracdo que a grande maioria das PGR
sejam causadas devido as altas taxas de embrides aneuploides (Quenby et al., 2002;
Hodes-Wertz et al., 2012), p53 atuaria em uma selecdo pos-zigdtica, uma vez que p53 é
expressa no trofoblasto em todos os estagios da gestagdo, com um aumento no primeiro

trimestre, periodo critico para a selecdo embrionaria (Cohen et al., 2007).

A avaliacdo da expressdo de p53 na interface materno-fetal e sua relacdo com a
apoptose trofoblatica mostrou que essa proteina controla a proliferagdo das células desses
tecidos para uma normal implantacéo e placentacdo (Wei et al., 2005; Cohen et al., 2007).
Este resultado reforca a atuacdo dessa proteina em mecanismos pos-implantacionais.
Também, o excesso de apoptose na gestacdo ja foi associado a desfechos gestacionais
adversos em alguns estudos (Minas et al., 2007; Vujaklija et al., 2012). Savion e
colaboradores (2002) encontraram um aumento do processo apoptético no Utero de
camundongos com perdas gestacionais. Nesse processo, p53 apresentou expressdo
aumentada nessas células. Outras investigacbes tém mostrado que a proteina p53 é
encontrada em maior quantidade em placentas humanas de gestacfes anormais (Levy et
al., 2002; Hu et al., 2006; Yamauchi et al., 2007).

Outro estudo que reforca essa hipotese é o de Norimura e colaboradores (1996), que
avaliou o abortamento em camundongos irradiados com Raios X e mostrou que
camundongos p53+/+ apresentaram uma maior taxa de apoptose, menor sobrevivéncia de
fetos anormais e uma maior taxa de morte e abortamento de fetos normais. Sendo assim, a

medida que aumenta a dose de p53, aumentam também os abortamentos, mesmo em fetos
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normais. Um estudo genético realizado em equinos (Thoroughbred mares) encontrou uma
maior frequéncia do gendtipo Arg/Arg nos animais com perdas gestacionais (Leon et al.,
2012), sugerindo que este mecanismo de selecdo ndo se restringe apenas aos seres

humanos.

A partir desses resultados envolvendo p53 e sua via de sinalizacdo, foram
analisados os demais genes da familia p53. Avaliou-se, entdo, um polimorfismo no gene
TP63, e outros dois polimorfismos completamente ligados, no gene TP73. Nesta analise
incluiu-se o polimorfismo de MDMZ2, cuja proteina é a principal reguladora de p63 e p73.
Ao avaliar a frequéncia dessas variantes em 153 mulheres com PGR, também ndo foi
encontrada relacdo entre os SNPs e PGR, porém ao avaliar a interacdo entre as variantes
polimorficas, os resultados apontaram que os genétipos TP63 TT e MDM2 TT quando

herdados em conjunto aumentam o risco de PGR em 2,19 vezes.

Este segundo achado reforca a hipdtese do envolvimento da familia p53 no controle
da reproducdo materna. Através dos mecanismos pré-apoptéticos e de controle de ciclo
celular semelhantes a p53, porém independentes, as atividades de p63 e p73 influenciam

no desfecho gestacional bem como na fisiopatologia das PGR.

Os papéis de p63 e p73 na reproducdo feminina ja estdo bem estabelecidos. Quando
hd danos no DNA, p63 € ativado, monitorando o reparo desses danos e induzindo a
apoptose independente de p53 para protecdo da qualidade da linhagem germinativa
feminina durante a parada meiotica (Feng et al., 2011). Os niveis e seu funcionamento
ideal sdo cruciais para uma gestacdo adequada. Assim, polimorfismos que influenciam seu
funcionamento podem, também, estar envolvidos na etiologia de eventos adversos da

gestacao.

Até o momento ndo ha outros estudos de associacdo do polimorfismo de TP63
avaliado neste trabalho com outros desfechos gestacionais, além do conduzido por Feng et
al. (2011). Tambeém, ndo ha estudos que relacionem este polimorfismo com alteracdes
funcionais da proteina. No entanto, mesmo sem a compreensdo do efeito do polimorfismo
nesse gene em sua funcéo, sabe-se que o genotipo MDM2 TT resulta em menores niveis da
proteina, e, consequentemente, maiores niveis de p63 nos o0citos, ovario e Utero, 0 que

poderia estar influenciando no desfecho gestacional abordado neste trabalho.
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Em relacdo ao polimorfismo de TP73, 0 mesmo ndo se mostrou associado as PGR.
Sabe-se que p73 esta envolvida na manutencdo do indice de ovulagéo e no controle do fuso
meiotico (Tomasini et al., 2008b), no entanto, possivelmente a apoptose mediada por essa

proteina ndo esteja envolvida na selecdo pos-implantacional como a mediada por p53.

Os artigos resultantes deste trabalho sdo os primeiros estudos a avaliar a familia
p53 e seus reguladores em mulheres com PGR. Até o momento ha apenas quatro estudos
que avaliaram o polimorfismo Pro72Arg de TP53 em mulheres com PGR. Em todos esses
estudos a abordagem estatistica usada foi apenas o teste qui-quadrado, no qual se avaliou
isoladamente os polimorfismos estudados, sem considerar fatores de risco ambientais, sua
relagdo com os polimorfismos ou ainda, a interacdo com outros genes que poderiam
influenciar na funcdo ou nivel das proteinas (Pietrowski et al., 2005; Coulam et al., 2006;
Firouzabadi et al., 2009; Kaare et al., 2009).

Outra observagdo importante que os resultados das analises de interagcdo permitiram
ver é que Mdm2 parece influenciar fortemente na relacdo entre as variantes estudadas e as
PGR. Estes resultados sugerem que MDM2 desempenha importante papel na reproducao
humana, especialmente na etiologia de PGR devido sua funcdo como principal regulador

da familia p53.

A simples avaliagdo dos polimorfismos isolados ndo permitiu que se pudesse
encontrar o efeito das variantes estudadas no risco de PGR. Com a analise de interacdo
realizada através de um modelo de regressdo logistica multivariada péde-se controlar o
efeito das interacdes pelos demais fatores de risco associados as PGR. Em estudos
epidemioldgicos, a interacdo é utilizada para avaliar o grau em que o efeito conjunto de
dois fatores de risco para a doenca difere dos efeitos independentes de cada um (Ahlbom &
Alfredsson, 2005). Esses fatores, em termos de seus efeitos sobre a incidéncia da doenca,
podem aumentar o efeito de um sobre o outro, agindo assim, em sinergia. No caso das
interacdes entre os gendtipos TP53 Arg/Arg e MDM2 TT e, TP63 TT e MDM2 TT, ha
interacdes biologicas, que se referem a uma agdo conjugada de dois fatores para produzir
um efeito (Andersson et al., 2005). Devido as PGR se tratarem de uma condicdo de
etiologia complexa, quando se avaliam possiveis fatores de risco, € importante fazé-lo
utilizando o efeito combinado de diversos fatores, e ndo apenas separadamente. Dessa

forma, o resultado deste trabalho se coloca mais aproximado ao modelo bioldgico real. A
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abordagem de avaliacdo deste estudo vem se tornando cada vez mais comum nos estudos
epidemiologicos e genéticos (Kalilani & Atashili, 2006; Chen et al., 2012) e tende a
reduzir os problemas de dificuldade de replicacdo dos estudos de associa¢do, uma vez que
avalia ndo apenas um fator isoladamente e sim como esse fator interage, controla e ¢

controlado pelos demais fatores associados a condicéo.

Com relacdo aos fatores clinicos avaliados neste trabalho, os resultados corroboram
com trabalhos anteriores que encontraram associacao entre o consumo de alcool e o risco

para PGR. Também quanto ao nimero de gestagdes, que esta relacionado as PGR.

Um resultado bastante surpreendente foi que, na amostra estudada, mulheres que
sofriam com PGR fumavam menos que o grupo controle. Este dado ndo estd de acordo
com os estudos que apontam o fumo como fator de as perdas gestacionais (Armstrong et
al., 1992; Lindbohm et al.,, 2002; Rai & Regan, 2006; Kumar, 2011). Porém, o
envolvimento definitivo do fumo com as PGR néo estd completamente determinado, uma
vez que estudos epidemioldgicos apresentam dados conflitantes (Kline et al., 1995; Ness et
al., 1999; Rasch, 2003). Ainda, deve-se salientar que, tal diferenca ndo € estatisticamente
significativa. Porém, levando-se em consideracdo que o fumo deva ser considerado um
fator de risco para as PGR, a hipdtese para o grupo controle fumar mais que no grupo de
mulheres com PGR € que esta diferenca ocorre devido a diferenca de idade entre os grupos
de mulheres com PGR e os controles, uma vez que na Ultima década foram realizados
muitos esforcos nas campanhas anti-tabaco (de Almeida et al., 2008), o que,

provavelmente, reduziu o nimero de mulheres fumantes nesses anos.

Quanto as analises de subgrupos de mulheres com PGR priméarias e PGR
secundarias e, mulheres com duas perdas e mulheres com trés perdas ou mais, a0 N0sso
conhecimento, ndo ha evidencias que relacionem susceptibilidade genética a PGR
primarias e secundarias bem como com diferengas no nimero de perdas gestacionais.
Shapira e colaboradores (2012) avaliaram caracteristicas obstétricas em mulheres com
PGR primérias e secundaria e, assim como neste trabalho, encontraram que a idade no
periodo de avaliagdo foi estatisticamente mais alta entre as mulheres com PGR
secundarias. Ainda, nossas analises nos subgrupos de mulheres com duas PGR e mulheres
com trés ou mais perdas gestacionais reforcaram que deve-se considerar e avaliar mulheres

com PGR a partir da segunda perda.
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Os resultados deste trabalho fornecem um reforco na explicacdo das causas
genéticas para as PGR. A ndo associacdo dos SNPs isolados como fatores de risco para as
PGR sugere que os genes abordados neste trabalho possuem pequeno efeito para esta
condicdo, no entanto mostra também que a avaliacdo da interagcdo entre esses genes pode
ser um melhor indicador de possiveis efeitos na etiologia das PGR. Este trabalho contribui
para a elucidagdo dos trabalhos anteriores e refor¢a a condigdo multifatorial das PGR.
Ainda, a analise multivariada de avaliacdo abordada neste trabalho, aumenta a
possibilidade de que o modelo proposto no estudo seja de mais facil replicacdo em outras
populacbes. Em conclusdo, nosso estudo evidencia o envolvimento da familia p53 e seus

reguladores na fisiopatologia das PGR.
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APENDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

FATORES GENETICOS DE RISCO PARA PERDAS GESTACIONAIS RECORRENTES
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-la para participar de um estudo para investigacao
de fatores de risco para perdas gestacionais recorrentes. Entre os fatores de risco
estdo algumas alteragbes genéticas que podem modificar o bom funcionamento
de uma gestacdo. Para o diagnostico e estudo dessas alteracdes é necessaria
uma amostra de sangue e/ou saliva, no qual sera analisado o DNA (material
genético). As amostras coletadas serdo usadas para analises desse estudo e
armazenadas para possiveis outras andlises futuras que visem melhorar o
entendimento das causas das perdas gestacionais. As amostras serdo
armazenadas no Laboratério de Genética Médica do Departamento de Genética
da UFRGS.

As pacientes com duas ou mais perdas gestacionais serdo comparadas
com mulheres que nao tiveram perdas de gravidez. A sua participacdo é
importante para que possamos chegar a conclusées que possam |lhe beneficiar ou
a outras pacientes em futuras gestacdes. A sua participacdo € voluntaria, sem
prejuizo de seu tratamento e sem qualquer custo, e vocé tem o direito de se
retirar do estudo a qualguer momento, bastando unicamente manifestar a sua
vontade. As informacdes sdo confidenciais e serdo analisadas em conjunto sem
identificacdo individual. Estes resultados seréo publicados em revistas cientificas
especializadas.

Para viabilizarmos o estudo é necesséario que, além de responder a um
guestionario, sejam coletados 10mL de sangue de uma veia periférica e/ou saliva.
O volume coletado n&o tem repercussao sobre seu organismo e o risco da coleta
de sangue pode ser a dor da puncdo, a formacdo de uma pequena mancha
escura na pele (equimose) ou um sangramento minimo.

Os resultados dos exames realizados a partir da coleta estardo a sua
disposicdo com os pesquisadores no Servico de Genética Médica / Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.
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O presente documento tem por finalidade esclarecer as informacgdes sobre
esse projeto de pesquisa e € elaborado em duas vias, ficando uma com a
participante e outra arquivada com o pesquisador responsavel por esse projeto.
Se estiver de acordo em participar do estudo, favor assinar a linha

correspondente a seu nome e responda como achar melhor a questéo a seguir:

Autoriza o uso do seu material bioldgico para estudos futuros do nosso grupo que

envolva fatores genéticos de risco para eventos adversos durante a gestacédo?

( )sim ( )nao

Nome da paciente:

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:

Porto Alegre, de de

Pesquisador Responsavel:

Dra. Maria Teresa Vieira Sanseverino — pesquisadora responsavel
Servico de Genética Médica do HCPA — fone 3359-8011

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa do HCPA — 3359-8304
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APENDICE B: QUESTIONARIO PADRONIZADO PARA COLETA DE DADOS DOS
CASOS E CONTROLES

VARIANTES GENICAS NA VIA DE SINALIZACAO DA PROTEINA TP53 E SUA
RELACAO COM PERDAS GESTACIONAIS RECORRENTES

Reg. HCPA Reg. LGM

Reg. DPN Reg. Tromb. Reg. SGM

IDENTIFICACAO
Cobnjuge da Paciente

1.

2.
3.
4

Nome:

Data nascimento:

Idade:

Profissao/ocup:

Escolaridade:

Paciente

5.
6.
7.

8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

Nome:

Endereco:

Bairro:

Cidade:

CEP:

Fone casa:

Fone Cel:

Data nascimento:

Idade:

Profissao/ocup:

Escolaridade:

Peso habitual: kg
Doenca auto-imune:

Peso atual: kg Altura; m IMC:____

Histérico de Tumor/Cancer:

Paciente

Cbnjuge Familiares da Familiares
paciente do Conjuge

Tumor

Cancer

Grupo Sanguineo:
sabe

Consanguinidade do Casal:

Fator RH: () positivo () negativo ( ) ndo

( )Sim ( ) Nao Obs.:

Dificuldades para engravidar? ( ) Sim ( ) Néo

Gestacdes:

NV:

NM:

Abortamento espontaneo:
Abortamento provocado:
Filhos vivos:

(heredograma no verso)
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Materna

Paterna

Obs

24.

Fumo

25.

Alcool

26.

Outras drogas

27.

Medicamentos

28.

de

Antecedentes
malformacao

29.

Grupo étnico

30.

Doencga cronica

98




31. Dados gestacionais:

NO

gest

Ano

Pré- | Gesta
natal | planej
local

Uso de
folico peric
gdade/data

Compl

HCG ECO/data

C/N

Parto | Curetag | Nvivo | Nmorto | Abort

espon

Obs

32. Pesquisa de variantes génicas relacionadas a via de sinalizagdo da TP53

Gene

Polimorfismo

Resultado

Gene TP63

SNP T>G intron 4 (rs17506395)

Gene TP53

Pro72Arg (rs1042522)

Gene MDM2

SNP309 T>G (rs2279744)
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Gene MDM4

SNP T>C intron 9 (rs1563828)

Gene LIF SNP G>T 3’ UTR (rs929271)

Gene Polimorfismo Resultado Gene TP73 SNP  [4G>A; 14C>T]  (rs2273953,
rs1801173)
Gene USP7 | SNP G>A intron 25 (rs1529916)
33. Resumo da investigacéao realizada
CAUSA EXAME S/IN DATA NORMAL | ANORMAL OBS
Genética Cariétipo do esposa
Caridtipo do esposo
Cari6tipo do material de aborto
Anatbmica Histeroscopia
Ecografia
Laparoscopia
Histerossalpingografia
Defeito miulleriano
Incompeténcia Istmocervical
Enddcrina Biopsia de endométrio

Gonadotrofinas

Prolactina

Hormaonios tiredideos
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TPO - tireoperoxidase

Glicemia

Outros disturbios identificados

Trombofilias
adquiridas

Ac anticardiolipina

Ac lapico anticoagulante

FAN fator antinuclear

Outras
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