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RESUMO

O Abortamento de repeticdo (AR) é uma condicdo patologica definida pela
ocorréncia de duas ou mais perdas gestacionais consecutivas. Estima-se que esta desordem
acometa 5% dos casais em idade reprodutiva. Esta condicao clinica é classificada em dois
subtipos clinicos: AR priméario e AR secundéario. Apesar dos esforcos em investigar as
causas desta desordem obstétrica, estima-se que em 50% dos casos a etiologia do AR
permanece desconhecida.

A reproducdo humana implica em um paradoxo imunolégico fundamental: no qual
o feto representa uma entidade estranha ao sistema imune materno, sendo constituido por
metade de material genético paterno, no entanto, de forma fascinante este nédo é rejeitado.
Sendo assim, a aceitagdo materna do feto € um evento Unico e demonstra como o sistema
imune materno remodela-se e tolera a presenca de células invasivas semi-alogénicas no
utero. Casos de AR, prée-eclampsia (PE), entre outras desordens gestacionais, levam a uma
questdo retorica; ‘Porque a mae rejeitou o feto?’. No entanto, considerando as gestagdes
saudaveis e as complexas interagdes que ocorrem na interface materno-placentaria, talvez,
a intrigante e fascinante questdo correta que ainda permanece ¢ ‘Porque a mae nao rejeitou
o feto?’. Existem muitos mecanismos que protegem o feto de um possivel ‘ataque’ do
sistema imune materno das quais podemos citar: (i) a baixa expressdo de moléculas
classicas de classe | do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) na interface
materno-placentaria, (ii) a expressao diferencial de moléculas ndo cléssicas de classe | do
MHC nas células do trofoblasto, como HLA (antigeno leucocitario humano)-E, HLA-F e
HLA-G, (iii) a apoptose de células do sistema imunologico ativadas, entre outras.

A morte celular programada ou apoptose é essencial ao desenvolvimento e
funcionalidade dos organismos multicelulares. Os mecanismos apopt6ticos mais
reconhecidos pela efetividade em desencadear a morte celular sdo: o sistema FAS-FAS-L
(via extrinseca) e BAX-BCL-2 (via intrinseca). A molécula do HLA-G, descrita por sua
versatilidade imunoldgica, é essencial na gestacdo e neste cenario é descrito que, alem de
contribuir essencialmente na imunotolerancia materna, também atua nos processos de
angiogénese, apoptose e consequente remodelacdo tecidual da decidua materna.
Considerando que 0s eventos apoptdticos estdo presentes nas diversas etapas da gestacéo,
desde a concepcdo até o nascimento, e que constituem diferentes interacdes de proteinas

apoptoticas e anti-apoptdticas especificas para manter a adequada homeostasia celular e



tecidual, o presente estudo visa: (i) a compreensdo dos principais genes envolvidos neste
processo e (ii) o entendimento da contribuicdo destes na predisposicdo a recorréncia de
abortamentos, em um estudo de caracter caso-controle. No total, 138 mulheres
diagnosticadas com AR e 156 mulheres saudaveis com mais de dois filhos, sem historico
de complicacbes gestacionais foram incluidas neste estudo. Os genes e variantes
polimérficas analisados no estudo a menos diferentemente especificado correspondem a
variaches presente na regido promotora, sdo: FAS (rs1800682, rs763110), FASL-L
(rs5030772, rs763110), BAX (rs4645878), BCL-2 (rs2279115) e HLA-G [regido 3 UTR
(regido ndo traduzida) (rs66554220, rs1707, rs1710, rs17179101, rs17179108, rs1063320,
rs9380142 e rs1610696)].

Como conclusdo, no presente estudo nds ndo observamos a associacdo destas
variantes ao AR na populacdo estudada. No entanto, algumas ressalvas a respeito deste
estudo devem ser mencionadas, sdo estas: (i) a heterogeneidade genética da populacdo
estudada, (ii) o tamanho amostral e (iii) o critério clinico para o diagndstico do
abortamento de repeticdo como 2 (duas) ou mais perdas gestacionais consecutivas.
Portanto, o papel destas variantes genéticas na predisposicdo ao AR ndo deve ser
descartada e necessitam ser confirmadas em estudos posteriores. Como perspectivas, no
intuito de gerar evidéncias mais satisfatorias sobre o oficio destas variantes genéticas na
fisiopatologia do AR, estudos com adequado tamanho amostral capaz de detectar tais
efeitos funcionais destas variantes, bem como em diferentes populacdes sdo fortemente

recomendados.



ABSTRACT

Recurrent miscarriage (RM) or recurrent pregnancy loss (RPL) is a pathological
condition defined by occurrence of two or more consecutive pregnancy losses. It is
estimated that about 5% of couples in reproductive age are affected by RM. This clinical
condition is classified in two subtypes: primary and secondary RM. In despite of the efforts
to investigate the causes of RM, approximately 50% of cases the etiology of RM remains
unknown.

Human reproduction involves a fundamental immunological paradox: in which the
fetus is seem as foreign entity to the maternal immune system, consisting of half maternal
and half paternal genetic material origin; however, in a fascinating way the fetus is not
rejected. Thus, maternal-fetal acceptance is a unique example and demonstrates how the
maternal immune system shapes and tolerates up the presence of invasive semi-allogeneic
cells in utero. Obstetric disorders such as RM, preeclampsia (PE) and other pregnancy
complications, lead to a rhetorical question: "Why the mother rejected the fetus?'. However,
considering all healthy pregnancies and complex interactions that occur in the maternal-
placental interface, perhaps the intriguing question that remains is ‘why the mother did not
reject the fetus?’ there are many mechanisms that protect the fetus of a possible ‘attack’
from maternal immune system. Among them we can cite: (i) the low expression of
classical class I molecules of the major histocompatibility complex (MHC) in maternal-
placental interface, (ii) the differential expression of non-classical class | molecules MHC
on the trophoblast cells such as HLA (human leukocyte antigen)-E, HLA-F and HLA-G,
(iii) tryptophan catabolism by the enzyme indoleamine (2,3)-dioxigenase, (iv) regulation of
the complement system in maternal-placental interface and (v) apoptosis of maternal
activated immune system cells.

Programmed cell death or apoptosis is essential to development and function of
multicellular organisms. Apoptotic mechanisms recognized for the effectiveness in
triggering cell death are: FAS-FAS-L system (extrinsic pathway) and BAX-BCL-2
(intrinsic pathway). HLA-G molecule is described by its immunological versatility being
essential to establishment of a healthy gestation. The HLA-G contributes primarily to
maternal immunotolerance and is related to many process, such as angiogenesis, apoptosis
and consequently to tissue remodeling of maternal decidua. Since the apoptotic events are

present at different stages of pregnancy, from conception to birth, and considering different

10



interactions of apoptotic and specific anti-apoptotic proteins to maintain a suitable cellular
and tissue homeostasis, this study aims to: (i) the understanding of key genes involved in
the apoptotic process and (ii) the understanding of these genes in the predisposition to
recurrent miscarriages, in a case-control study. A total of 138 women diagnosed with RM
and 156 healthy women with more than two children with no history of pregnancy
complications were included in this study. All polymorphic variants of candidate genes
analyzed in the study unless otherwise specified correspond to variations in the promoter
region. The variants assessed in study are: FAS (rs1800682, rs763110), FASL-G
(rs5030772, rs763110), BAX (rs4645878), BCL-2 (rs2279115) and HLA-G [region 3’ UTR
(untranslated region) (rs66554220, rs1707, rs1710, rs17179101, rs17179108, rs1063320,
rs9380142 and rs1610696)].

In conclusion, we did not observe the association of these variants to the RM risk in
the present population. However, some caveats about this study should be mentioned, such
as (i) the genetic heterogeneity of the study population, (ii) the sample size and (iii) the
clinical criteria for the diagnosis of recurrent miscarriage as two (2) or more consecutive
pregnancy losses. Therefore, a definitive conclusion on the role of these genetic variants in
the predisposition to RM should not be dismissed and should be further confirmed in future
studies. As prospects to generate more satisfactory evidence about the role of these genetic
variants in the pathophysiology of RM, further studies with adequate sample size capable
of detecting such functional effects of these variants as well as in different populations are

strongly recommended.
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CAPITULO 1

Introducéo
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos Imunoldgicos da Gestagéo

O processo da reproducdo humana implica num paradoxo fundamental: apesar de
ser essencial para a manutencdo da nossa espécie, € relativamente ineficiente. A
fecundidade méxima, definida pela probabilidade de concepcdo durante um ciclo
menstrual normal é de aproximadamente 30%, além disso, apenas 60% das concepcbes
avancam além da 20? semana de gestacao (Wilcox et al. 1988; Zinaman et al. 1996). Das
perdas gestacionais, estima-se que 75% representem distarbios na implantacdo do
blastocisto e, portanto, ndo sdo consideradas gestacdes clinicamente reconhecidas (Wilcox
et al. 1988). A adaptacdo evolutiva em mamiferos permitiu a implantagdo do blastocisto na
cavidade uterina materna e constitui um obstaculo imunologico, pois, embora o processo
seja necessario para o0 correto aporte sanguineo de nutrientes e para a protecdo do feto nas
fases iniciais do desenvolvimento, o contato intimo deste com as células maternas o torna
um potencial alvo do sistema imunolégico materno (Trowsdale e Betz, 2006).

O feto em desenvolvimento representa uma entidade estranha ao sistema
imunoldgico materno uma vez que o feto é constituido por metade do material genético
materno e metade paterna. A aceitacdo materna do feto € um exemplo Unico que demonstra
como o sistema imune materno remodela-se e tolera a presenca de células invasivas semi-
alogénicas no utero. Embora, o sistema imunoldgico materno reconheca a presenca das
células fetais, ele de forma fascinante ndo o rejeita, reconhecendo-o como temporariamente
préprio. Existem muitos mecanismos que protegem o feto do sistema imune materno.
Dentre eles podemos citar: (i) uma menor expressdo de moléculas classicas de classe | do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) na interface materno-fetal, (ii) a
expressao de moléculas ndo classicas do MHC nas células do trofoblasto (Ishitani et al.
2003), (iii) o catabolismo do triptofano pela enzima indoleamina (2,3)-dioxigenase (Munn
et al. 1998), (iv) a regulacdo do sistema complemento na interface materno-fetal (Holmes
et al. 1990) e (v) a apoptose de células T (Hunt et al. 1997).

A sobrevivéncia do concepto no Gtero materno intriga os imunologistas e diversas
hipteses foram propostas. Inicialmente Medawar (1953) prop6s que mecanismos de
tolerancia imunologica deveriam estar presentes durante a gestacdo no intuito de proteger o
feto das eminentes respostas imunologicas contra os aloantigenos paternos expressos pelas

células fetais. De fato, a gestacdo foi considerada um estado de plena tolerancia
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imunologica materna ao feto. Atualmente, reconhece-se que a interface materno-
placentéaria ndo é um sitio imunologicamente inerte, mas um local composto de inUmeras
interacdes imunologicas, destacando-se principalmente a funcéo das citocinas na gestacao.

As células T desempenham importante funcdo na imunoregulacdo e
imunoestimulacdo celular. De forma classica, a subpopulagdo de células T-helper (Th)
eram classificadas em Thl ou Th2. Estas subpopulacdes séo claramente distinguidas pelo
perfil de citocinas que secretam e moléculas de superficie que expressam na membrana
celular, designadas por CD (cluster de diferenciacio). E descrito ainda que a transicdo de
um perfil peculiar de citocinas secretadas pelas células Thl para o perfil de citocinas Th2
contribui para 0 sucesso e a manutencdo da gestacdo, favorecendo um ambiente
imunologicamente privilegiado. Tal tolerancia imunoldgica da mée ao feto foi inicialmente
explicada pelo predominio de uma resposta imune de perfil Th2 durante a gestacao
saudavel (Wegmann et al. 1993). De fato, o predominio do perfil imunolégico Thl em
relacdo ao Th2 durante a gestacéo, é implicado em diversas complicagdes gestacionais, tais
como o abortamento espontaneo de repeticdo, pré-eclampsia, restri¢cdo do crescimento fetal
e desenvolvimento placentario (Raghupathy 1997; Piccinni et al. 1998; Saito e Sakai 2003;
Nahum et al. 2004). No entanto, contrario a hipotese inicial classica, o predominio do
perfil imune Th2 [principalmente Interleucina (IL) 4 e 10] que caracteriza a gestacao
saudavel ja foi relatado em casos de abortamento de repeticio e em modelos
experimentais, sugerindo que estas citocinas nao sdo exclusivas para o sucesso gestacional
(Svensson et al. 2001; Bates et al. 2002).

Atualmente, o paradigma do balan¢o imune ‘Th1/Th2’ na gestacdo € incapaz de
explicar totalmente os mecanismos de evasdo imunoldgica do feto ao sistema imune
materno. Recentemente, este paradigma expandiu-se para o perfil Th1/Th17/Th2/Treg
(onde Treg significa Células T regulatérias) (Saito et al. 2010; Fu et al. 2014).

As células Treg e Th17 sdo duas subpopulacGes distintas e com func¢bes opostas no
contexto imunoldgico. As células Treg tem um papel na supressdo da resposta imune (anti-
inflamatorias), prevenindo a rejei¢do do feto. Uma resposta imunoldgica com baixos niveis
de Treg é fortemente associada ao abortamento do feto na gestacdo. Por outro lado, as
células Th17 contribuem para os processos inflamatorios e autoimunes, e predominam em

relacdo as Tregs em eventos de abortamento (Wang et al. 2010).
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1.2. Abortamento de repeticdo

Abortamento é uma das complicagdes gestacionais mais frequentes, que acomete de
12-25% das gestacdes clinicamente reconhecidas (Regan et al. 1989; Rai e Regan 2006;
ASRM et al. 2012). Esta condicdo abrange todas as gestacdes que terminam de forma
espontanea antes do feto atingir a viabilidade gestacional. Isto inclui todas as perdas até o
periodo méximo de 24 semanas gestacionais (Rai e Regan 2006).

A perda gestacional pode ser fisicamente e emocionalmente impactante para os
casais, especialmente em casos recorrentes. O abortamento de repeticdo (AR), também
referido como abortamento espontaneo de repeticdo ou perdas gestacionais recorrentes, é
uma condicdo patoldgica distinta que atinge cerca de 5% das gesta¢cdes quando definida
pela presenca de duas ou mais perdas gestacionais consecutivas clinicamente reconhecidas
e cerca de 1% quando definida por trés ou mais perdas (ACOG 2002; Hogge et al. 2003;
Rai e Regan 2006). A importancia de se distinguir os casos recorrentes dos esporadicos é
embasado na hipétese de que ambas possuem etiologias distintas (Cramer e Wise 2000).

Controvérsias existem referentes a quantidade de abortamentos necessarios para o
diagnostico clinico do AR, sendo que algumas diretrizes internacionais o classificam a
partir de duas ou mais perdas gestacionais consecutivas (ACOG 2002; ASRM et al. 2012).
Outros autores utilizam o critério de trés ou mais perdas gestacionais consecutivas
(Jauniaux et al. 2006; Bansal 2010; Bhattacharya et al. 2010; Christiansen 2013). No
entanto, mulheres com duas ou mais perdas gestacionais consecutivas sdo candidatas para
a avaliacdo etioldgica desta condicdo, visto que o risco de abortamento apds duas perdas
gestacionais consecutivas (30%) é clinicamente similar ao risco de recorréncia entre as
mulheres com trés ou mais abortamentos consecutivos (33%) (ACOG, 2002). Diante disto,
a presenca de dois abortamentos consecutivos ja é o suficiente para avaliar a paciente,
especialmente se esta em idade avancada (Ford e Schust 2009; Jaslow et al. 2010).

Os casais com AR séo classificados em subgrupos clinicos distintos de acordo com
0 seu historico reprodutivo: AR primario caracteriza-se por perdas consecutivas e nenhuma
gestacdo prévia com sucesso e AR secundario quando houver, no minimo, uma gestacéo de
sucesso, independente do nimero de abortamentos (Toth et al. 2010).

Atualmente, as mudancas na sociedade e estilo de vida resultaram no atraso da
maternidade, além disso, em um estudo foi observado que o0 avango na idade materna é um

fator de risco independentemente associado com a incidéncia de abortamentos (Nybo
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Andersen et al. 2000). Além da idade, o histérico reprodutivo do casal € um preditor
importante da gestacdo futura. Sugere-se que a incidéncia de abortamento seja 4-5 vezes
maior em mulheres que nunca sustentaram uma gestacdo comparada a primiparas ou
multiparas saudaveis. Além disso, &€ demonstrado que mulheres que possuem o histérico
clinico de aborto apresentam um aumento na probabilidade de perdas gestacionais
subsequentes, de até 24% apos duas perdas, 30% apods trés e 40% depois de quatro perdas

gestacionais sucessivas (Regan et al. 1989).

1.3. Fatores de Risco para o Abortamento de Repeticao

O AR é uma condigdo multifatorial e frequentemente ap6s a avaliacdo das possiveis
causas, estima-se que em 50% dos casos de AR as causas ndo sao identificadas
(idiopaticos), o que justifica a condi¢do angustiante do casal e a frustracédo do clinico (Kiwi
2006; Toth et al. 2010). Dos fatores de risco ja identificados que predispem ao AR citam-
se: fatores anatémicos ou uterinos, infecciosos, enddcrinos, hematolégicos, imunolégicos e
genéticos (Kiwi 2006; Rai e Regan 2006; Ford e Schust 2009; Pildner von Steingurg e
Schneider 2009).

1.4. Fatores Ambientais

Diversos estudos sobre os efeitos da exposicdo a fatores ambientais na gestacéo
concentram-se apenas no risco ao abortamento esporadico ao invés do risco ao AR. Os
resultados em grande parte sdo conflitantes e dados precisos de doses toxicas de exposicao
sdo dificeis de obter (Rai and Regan 2006). Parece légico que a exposicdo de forma ativa
ou passiva ao tabaco aumenta o risco de abortamentos esporadicos, devido a acdo
vasoconstritora da nicotina e consequente reducdo do fluxo sanguineo na placenta. No
entanto, evidéncias do efeito desta exposic¢do no risco de abortamentos sdo controversas e
inconclusivas (ACOG 2002; Lindbohm et al. 2002; George et al. 2006).

De forma similar, é questionavel o efeito da cafeina no risco de abortamentos
esporadicos, embora haja evidéncias de que quantidades minimas de café por dia
aumentem o risco de maneira dose-dependente (Dominguez-Rojas et al. 1994; Cnattingius
et al. 2000). Alem disso, € relatado que a cafeina possui efeito na reducdo do fluxo
sanguineo placentario e também é associada a distrbios no processo gestacional (Chen et

al. 2014). Fatores de risco, como obesidade (indice de massa corporal (IMC): >28 ou 30
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kg/m?) estdo associados com 0 aumento do risco para AR em mulheres que ja conceberam
naturalmente (Boots e Stephenson 2011).

E estabelecido que o consumo de &lcool causa efeitos adversos no desenvolvimento
fetal, e pode ocasionar o desenvolvimento da sindrome alcdolica fetal, ademais ndo ha
quantidade segura da sua ingesta na gestacdo (ACOG 2011). Outra caracteristica do seu
consumo € que um dos seus metabdlitos, o Acetaldeido possui a¢éo teratdgena e pode ser o
agente causal dos defeitos congénitos relacionado ao alcool (Webster et al. 1983; Hard et
al. 2001). Portanto, € dificil correlacionar o seu consumo ao risco de abortamentos
espontaneos. Na mesma direcdo, alguns estudos sugerem que a cocaina representa um fator
de risco independente para a perda gestacional, embora os dados sejam conflitantes.
Assim, mulheres usuarias de “crack” (crack-cocaine) provavelmente sdo desnutridas e
compdem um grupo em alto risco de infeccdo por DSTs (Doencas Sexualmente
Transmitidas) e provavelmente abusam de outras drogas ilicitas e alcool, além disso,
presumivelmente ndo comparecem aos cuidados de rotina pré-natal (Mills 1999; Ness et al.

1999). Dado isto, torna-se dificil determinar os efeitos adversos da cocaina na gestacgéo.

1.4.1. Fatores Uterinos

As anormalidades anatémicas séo observadas em cerca de 15% dos casos de AR,
muitas vezes sendo consideradas como o fator causal das perdas gestacionais (Salim et al.
2003; Ford and Schust 2009). As malformac@es uterinas podem ser de origem adquirida ou
congénita. Estima-se que 6% da populacdo feminina apresentam defeitos mullerianos
(congénitos) (Kiwi 2006). Das malformagdes congénitas, frequentemente associadas a
perdas gestacionais, citam-se: Utero didélfo, bicorno, arqueado e septado, sendo o ultimo o
principal fator de risco para perdas gestacionais recorrentes (ACOG 2002; Proctor e Haney
2003; Larsen et al. 2013).

A presenca de aderéncias uterinas “cicatrizes” ou sinéquias uterinas associadas a
sindrome de Asherman podem ter impacto no sucesso gestacional resultando no
abortamento (ACOG 2002; Ford e Schust 2009). Da mesma forma, a presenca de fibroides
uterinos (leiomiomas), também esta associada a perdas gestacionais, provavelmente por
impedir a implantagdo (Bajekal e Li 2000; Kiwi 2006).

De forma generalizada, sugere-se que os abortamentos ocasionados devido a estas

falhas, estdo associados a defeitos no remodelamento vascular do endométrio, causando a
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implantacdo e placentagéo inadequadas do feto, resultando em abortamentos (Kiwi 2006;
Ford e Schust 2009; Branch et al. 2010).

1.4.2. Fatores Hormonais e Metabdlicos

Dos disturbios enddcrinos e metabolicos propostos como agentes causais do AR,
destaca-se o metabolismo da glicose, a disfuncdo da tireoide e disfun¢des dos hormonios
sexuais. E descrito que mulheres diabéticas do tipo 11, hiperglicémicas e com altos valores
de hemoglobina glicosilada durante o primeiro trimestre de gestacdo possuem maior risco
de abortamento (Rosenn et al. 1994). Doencas relacionadas aos hormonios da tireoide, bem
como autoimunidades a esta relacionadas, também sdo associadas ao risco de AR
(Abalovich et al. 2002; Prummel e Wiersinga 2004).

A sindrome do ovaério policistico é uma patologia comum que afeta de 10-20% das
mulheres na idade reprodutiva, e em mulheres com AR a prevaléncia é de até 40% (Rai et
al. 2000; Toth et al. 2010). Algumas das manifestagdes desta patologia incluem altos niveis
de hormonio luteinizante, glicose e insulina. Sugere-se que a resisténcia a insulina e a
consequente hiperinsulinemia participa na etiologia do AR, visto que, um declinio na taxa
de abortamentos é observado em mulheres tratadas com Metformina (Velazquez et al.
1994).

As irregularidades da fase lutea ja foram propostas como a causa de abortamentos,
no entanto, atualmente, devido a inconsisténcia dos dados, estas associagdes permanecem
especulativas (Ford e Schust 2009; Pildner von Steingurg e Schneider 2009; ASRM et al.
2012).

1.4.3. Fatores Infecciosos

N&o ha evidencias de que infeccbes possam causar perdas gestacionais recorrentes,
embora alguns agentes infecciosos, como o Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii,
virus do herpes simplex, sarampo e Citomegalovirus sejam reconhecidos como agentes
causais de abortamentos esporadicos (ACOG 2002; Ford e Schust 2009; Pildner von
Steingurg e Schneider 2009). Portanto, ndo ha evidencias que indiquem a pesquisa destes

organismos na conduta clinica de mulheres com AR (ASRM et al. 2012).
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1.4.4. Fatores Hemostaticos

A gestacdo é caracterizada por um estado de hipercoagulacdo, devido a isto
episédios de tromboembolismo venoso podem ser observados durante o periodo
gestacional (Lockwood 2006). Tradicionalmente, a trombofilia € definida como uma
tendéncia ao desenvolvimento de trombose. E descrito que mulheres com trombofilias
adquiridas ou herdadas possuem um maior risco de abortamentos e diversas complicagdes
obstétricas, decorrentes dos danos aos vasos coriénicos, reducdo da perfusdo placentaria,
resultando no acumulo de espécies reativas de oxigénio e consequente apoptose das células
do trofoblasto (Kiwi 2006; Rai e Regan 2006; Baek et al. 2007; McNamee et al. 2012).

Entre as trombofilias adquiridas associadas ao AR estdo a hiperhemocisteinemia,
resisténcia a proteina C reativa e a presenca de anticorpos antifosfolipides (Kiwi 2006; Rai
e Regan 2006; Larsen et al. 2013).

J& as trombofilias hereditarias devido a mutagBes em genes responsaveis pelo
mecanismo de coagulacdo tais como o Fator V (Leiden), Fator Il (Protrombina), Anti-
trombina e Metileno Tetrahidrofolato Redutase sdo extensamente estudadas no AR (Rai e
Regan 2006; McNamee et al. 2012). Devido a contradicdo observada nestes estudos,
principalmente devido ao reduzido tamanho amostral destes, apenas duas meta-analises
observaram uma associacao entre o risco de perdas gestacionais recorrentes e mutacoes
genéticas, referentes aos genes do Fator V (G1691A) e Fator Il (G20210A) (Rey et al.
2003; Kovalevsky et al. 2004). Ainda assim, atualmente € questionado o papel destas
mutacdes em complicacbes gestacionais, uma vez que grandes estudos prospectivos nao
observaram tais associagdes (Dizon-Townson et al. 2005; Said et al. 2010; Silver et al.
2010). No entanto, a inclusdo da pesquisa destes fatores hereditarios na rotina clinica de

mulheres com AR ndo é atualmente recomendada (ASRM et al. 2012).

1.4.5. Fatores Imunoldgicos

Mecanismos imunoldgicos estdo envolvidos no sucesso da implantacdo do
blastocisto. A plasticidade da resposta imunologica materna a implantacdo é central no
estabelecimento da unidade fetal. Portanto, abortamentos podem acontecer como
consequéncia de disturbios no equilibrio imune ou inapropriada resposta humoral ou

celular direcionada ao feto (Toth et al. 2010). Um crescente interesse centra na funcéo das
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células natural killer (NK) nos disturbios reprodutivos, visto que estas células na mucosa
uterina atuam no controle da invasdo do trofoblasto e na regulagdo de processos
angiogénicos, além disso, observa-se um aumento na frequéncia destas células em
mulheres com AR (Rai e Regan 2006; Quenby et al. 2009; King et al. 2010).

Outras células também relevantes no processo gestacional sdo as células Treg e
Th17, as primeiras possuem papel na supressdo da resposta imune, prevenindo a rejeigdo
do feto e as Th17 contribuem para processos inflamatorios e autoimunes. E descrito que a
resposta imunologica com altos niveis de Treg esteja associada ao sucesso gestacional. Por
outro lado, o predominio de células Th17 esta associado a eventos de abortamento (Wang
et al. 2010).

O papel das citocinas também ¢é relevante, visto que na gestacdo normal observa-se
um predominio de citocinas do tipo Th2. Em contraste, a producdo predominante de
citocinas Thl é observada em mulheres com AR (Raghupathy et al. 2000). Atualmente,
existe um consenso de que uma série de auto-anticorpos tais como, anti-fosfolipides, anti-
nuclear e anti-tireoide estdo elevados em mulheres com AR e possivelmente representem
um valor prognostico negativo. No entanto, ndo ha evidencias que comprovem o efeito
prejudicial destes na gestacdo (Larsen et al. 2013). E observado que o antigeno leucocitario
humano G tem importante papel nas complicacdes gestacionais, incluindo o AR (Hviid
2006). E descrito que a atividade das células NK no Utero durante a gravidez possa ser
atenuada ou modificada pelo HLA-G expresso ou secretado pelas células do trofoblasto
(Hviid 2006; Larsen et al. 2013). Dessa forma, a menor expressdo de HLA-G pode

acarretar em complicagOes gestacionais.

1.5. Fatores Genéticos

As anormalidades genéticas podem ser de origem estrutural ou citogenética ou
mutacOes em um unico gene. No minimo, estima-se que 50% dos abortamentos sdo
decorrentes de anormalidades citogenéticas, sendo mais frequente a trisomia, seguido por
poliploidia e monossomia do cromossomo X (Stephenson e Sierra 2006; Pildner von
Steingurg e Schneider 2009). Estima-se que em 5% dos casais com AR, um dos parceiros
apresenta anormalidades cromossdmicas. Das aberragdes mais comumente observadas séo
as translocacdes reciprocas e translocacfes Robertsonianas (De Braekeleer e Dao 1990;

Stephenson e Sierra 2006; Franssen et al. 2006). Portadores de translocagdes reciprocas sao
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fenotipicamente normais, mas considera-se que 50-70% dos gametas produzidos s&o nao-
balanceados, devido a segregacdo anormal na meiose (Rai e Regan 2006).

Embora as aberracbes cromossdmicas sejam identificadas nos casos de AR, a
incidéncia tende a reduzir com o0 ndmero de abortamentos, sugerindo que outros
mecanismos atuem na etiologia das perdas gestacionais, principalmente em abortamentos
recorrentes ( Larsen et al. 2013).

A expressdo de uma série de diferentes genes é sugerida como requisito para a
manutencdo de uma gestacao saudavel. Em casais cromossomicamente normais, diferentes
variantes polimorficas foram propostas como fatores de susceptibilidade ao AR idiopatico
(vide revisdo de Daher et al. 2012). De fato, € observado um aumento na expressdo de
distintos grupos de genes relacionados ao AR: genes relacionados a imunossupressao,
acoplamento embrionario, angiogénese e em especial genes relacionados a apoptose (Choi
et al. 2003; Baek 2004).

1.6. O Antigeno Leucocitario Humano G

O HLA-G é uma molécula central na tolerancia imune devido a capacidade de
inibir diferentes subtipos celulares envolvidos na imunidade inata e adaptativa (Sabbagh et
al. 2014). Ele interage com diversos receptores expressos em células imunes e ndo imunes,
tais como células deciduais Natural Killer (ANK), Linfécitos T e B, células apresentadoras
de antigenos e células endoteliais (Hunt et al. 2007). Tais interacOes especificas
contribuem: (a) na supressdo imune da atividade citotoxica da dNK, inibicdo da
proliferacdo de linfécitos T CD4+, CD8+ e linfdcitos B, bem como na indugdo da apoptose
de linfécitos CD8+ via sistema apoptético FAS-FAS-L e (b) na estimulagdo do
desenvolvimento placentario através da secrecdo de fatores angiogénicos pelas células
dNK e macrofagos (Fournel et al. 2000; Rajagopalan e Long, 2012; Le Bouteiller 2015).
Interessantemente, a molécula esta presente em diversas condi¢des patologicas e benéficas,
como em aloenxertos, tumores, infecgdes virais e autoimunidades (Matte et al. 2004; Lila
et al. 2007; Carosella et al. 2008; Cordero et al. 2009).

Devido a expressao preferencial nas células do trofoblasto extraviloso, é proposto
que o HLA-G participe da tolerancia materno-placentaria, permitindo a permanéncia e
sobrevivéncia do feto no hospedeiro geneticamente diferente durante a gestacdo saudavel.

De fato, a estratégia de evasdo imune mais importante do feto é a auséncia da apresentacéao
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de antigenos paternos por moléculas classicas do MHC (Trowsdale e Betz, 2006). Apesar
do HLA-G possuir a capacidade de ligar-se a peptideos, até o0 momento, ndo ha estudos
que descrevam a funcéo classica de apresentacdo de antigenos, o que sugere outras funcdes
para esta molécula. No que se refere as funcdes do HLA-G, destacam-se em especial as
interagBes com os receptores inibitdrios: ILT-2, ILT-4 (immunoglobun-like transcript-2 e -
4) e KIR2DL4 (Killer-cell immunoglobulin-like receptor-2DL4) os quais S40 expressos em
uma variedade de células imunes (vide revisdo em Dahl e Hviid 2012). As células do
trofoblasto humano néo expressam moléculas classicas de classe | do MHC, como o HLA-
A, -B, mas expressam baixas quantidades do —C e principalmente as formas néo cléssicas
de classe I: HLA-E, -F e —G, sendo o antigeno G o mais abundante (Redman et al. 1984;
McMaster et al. 1995; Trowsdale e Betz 2006).

O gene do HLA-G esta localizado no complexo HLA na regido cromossémica
6p21.3. Uma caracteristica interessante do gene é o padrdo de splicing alternativo, que
resulta em 7 diferentes isoformas, das quais 3 sdo sollveis (G5-G7) e 4 sdo ancoradas na
membrana (G1-G4) (Ishitani e Geraghty 1992) (Figura 1).
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Figura 1. Processamento alternativo do RNA mensageiro do gene HLA-G. Adaptado de Donadi et al.,2011.
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Diferentemente das suas contrapartes classicas altamente polimérficas, o gene do
HLA-G possui baixo polimorfismo na regido codificadora, em particular ao nivel proteico,
0 que sugere uma forte selecdo purificadora atuando no segmento que codifica a molécula
do HLA-G (Castelli et al. 2011; Donadi et al. 2011).

Atualmente, 50 alelos do gene HLA-G foram validados conforme descrito no banco
de dados do IMGT/HLA versdao 3.20.0 (onde IMGT significa projeto internacional de
imunogenética) (Robinson et al. 2015). Inversamente, uma alta variacdo nas regioes
regulatorias do gene, é observada. E descrito que as regides 5’ UTR (regifio ndo traduzida)
e 3’ UTR influenciam a magnitude de expressio do HLA-G tanto ao nivel transcricional
quanto poés-transcricional (Castelli et al. 2011). Das regides regulatérias do gene, destaca-
se principalmente a regido 3' UTR, pois € observado que sitios polimorficos nesta regido
influenciam a expressdo do gene, devido a afinidade por micro RNAs (miRNA) ou por
afetarem a estabilidade do RNA mensageiro (RNAm) (Yie et al. 2008; Veit e Chies 2009).

Na regido 3' UTR do gene HLA-G foram descritos oito variantes frequentes na
populacdo brasileira, embora € descrito outras variantes neste locus em diferentes
populacdes (Castelli et al., 2015). Na populacdo brasileira foram descritas: a
insercdo/delecdo de 14-pares de bases (pb) na posicdo +2960 (rs66554220), +3003 T/C
(rs1707), +3027 C/A (rs17179101), +3035 C/T (rs17179108), +3142 G/C (rs1063320),
+3187 AJ/G (rs9380142) e +3196 C/G (rs1610696) (Castelli et al. 2010). Destes
polimorfismos, trés estdo implicados na expressdo diferencial do HLA-G, o
insercdo/delecdo 14-pb, +3142 G/C e +3187 A/G (Figura 2).
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E descrito que a insercdo de 14-pb gera um processamento adicional de 92 bases a
partir do éxon 8 em uma fracdo de RNA mensageiros dependendo da linhagem celular. Tal
delecdo de 92 nucleotideos (inclui os SNPs +3003 e +3010) resulta numa forma mais
estavel e com maior resisténcia a degradacdo do RNAmM em comparacao a forma original
do transcrito (Rousseau et al. 2003). E importante ressaltar que alguns alelos do HLA-G
gue contém esta insercdo sdo associados com menores niveis de expressao de RNAm tanto
para as isoformas ligadas a membrana quanto as soltveis em células do trofoblasto (Hviid
et al. 2003). Devido a estas observacOes, a insercdo de 14-pb é associada a diversas
condicBes patoldgicas como lupus eritematoso sistémico (LES), rejeicdo a transplantes,
pré-eclampsia (PE) e AR (Crispim et al. 2008; Rizzo et al. 2008; Moreau et al. 2008). No
entanto, a associacdo deste SNP com a pré-eclampsia e perdas gestacionais recorrentes
ainda permanece controversa (Vianna et al. 2007; lversen et al. 2008; Wang et al. 2013;
Fan et al. 2014).

O SNP +3142 G/C propicia a ligacdo de miRNAs especificos, que sdo pequenos
RNAs envolvidos na regulacdo pds-transcricional do gene, com a habilidade de induzir a
clivagem do RNAm ou reprimir a traducdo. E descrito que a presenca do alelo G esta
associada a maior afinidade de miRNAs ao RNAm, o que de fato € sugerido como o
possivel mecanismo que explique a susceptibilidade a doengas, como asma e LES (Tan et
al. 2007; Castelli et al. 2009; Consiglio et al. 2011; Porto et al. 2015).

Ja o SNP +3187 A/G ¢ encontrado proximo a um elemento rico em Adenilato-
Uridilato (AU) o qual medeia a degradacdo do RNAm. A presenca do alelo A é associada a
menor estabilidade do transcrito in vitro e a menor producdo de HLA-G pela placenta
durante a gestaco, favorecendo o desenvolvimento de pré-eclampsia (Yie et al. 2008). E
importante observar que a variante de 14-pb é quase sempre acompanhada pelos alelos
+3142G e +3187A (Ins+G+A), ambos associados previamente a menores niveis de RNAm,
0 que sugere a menor producdo de HLA-G que pode ser o resultado da presenca
combinada destes polimorfismos (Castelli et al. 2010).

Alguns estudos de associag@o acerca das variantes polimorficas na regido 3 UTR do
gene HLA-G publicados até o0 momento tém observado resultados contraditérios entre as
populagbes humanas e isto pode ser devido a associagOes espurias devido a diferencas nas
frequéncias dos alelos e/ou frequéncias haplotipicas entre as diferentes populacdes o que
explica tais inconsisténcias na literatura (Goldstein e Chikhi 2002; Sabbagh et al. 2014).
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Diante disto, com base na fase gamética dos oito polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) observados na regido 3 UTR do gene HLA-G, Castelli e colaboradores (2010)
descreveram oito principais haplétipos (UTR-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 e -8) presentes na
populacdo Brasileira, dos quais, 0 haplétipo UTR-1 é previamente associado a maiores
niveis de SHLA-G (HLA-G soluvel), enquanto que o UTR-2, -3, -4 e -6 expressam niveis
intermediarios e 0 UTR-5 e -7 0os menores niveis (Martelli-Palomino et al. 2013).

1.7. Apoptose

A apoptose € uma forma de morte celular programada, essencial para o
desenvolvimento normal e para a fungédo de organismos multicelulares (Kerr et al. 1972).
Este processo ocorre nas mais diversas situagdes, como por exemplo, na organogénese e
hematopoiese normal e patoldgica, na reposicdo fisioldgica de certos tecidos maduros, na
atrofia dos 6rgéos, na resposta inflamatdria e na eliminacéo de células apds o dano celular
por agentes genotoxicos (Ranganath e Nagashree 2001).

As etapas de sinalizacdo que conduzem a apoptose convergem da formacdo de um
complexo de sinalizacdo indutor de morte celular. O complexo é comum as duas vias
possiveis de indugdo da apoptose.

A ativacdo da destruicdo celular é orquestrada através do recrutamento da familia
de cisteina-proteases ou caspases (possuem uma cisteina no sitio ativo) que tém a
capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuem residuos de aspartato. Além
disso, a ativacdo das caspases potencializa o sinal apoptético através da ativacdo de uma
ampla variedade de proteinas pro-apoptoticas (Sharp et al. 2010). Tais proteinas podem
pertencer a familia dos receptores do fator de necrose tumoral e as proteinas da familia do
BCL-2 (linfoma de células B tipo 2). O processo de iniciacdo da apoptose pode ser
desencadeado por duas vias: a via extrinseca (citoplasmatica) e intrinseca (mitocondrial)
(Figura 3).
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Figura 3. Vias extrinseca e intrinseca da apoptose. Representacdo esquematica descrevendo as principais
moléculas de sinalizagdo envolvidas nas vias extrinseca (receptores de morte) e intrinseca (mitocondrial) da
apoptose. Adaptado de Bruin et al., 2008.

Do ponto de vista reprodutivo, é demonstrado que a apoptose € um processo
essencial durante os primeiros estagios da gestacdo, além de participar de muitas funcdes
fisioldgicas: promove a adequada remodelacdo da decidua materna, atua no controle da
invasdo do trofoblasto e na manutencdo do balanco da tolerancia imune materno-
placentaria (Aschkenazi et al. 2002; Huppertz et al. 2006). Durante os processos de
diferenciacdo e invasdo, as células do trofoblasto dividem-se para formar a interface
materno-placentéria, enquanto outros tipos celulares do trofoblasto invadem a decidua
materna para remodelar as artérias espirais do endométrio permitindo a acomodacédo e
expansdo do tecido extraembrionario e assim estabelecendo um efetivo fluxo sanguineo
para a placenta e para o feto em desenvolvimento (Straszewski-Chavez et al. 2005;
Huppertz et al. 2006; Sharp et al. 2010).

Na gestacdo normal é observada uma continua mudanca nas atividades apoptoticas
no tecido placentario, sendo menores no primeiro trimestre e eminentes ao longo do
terceiro trimestre de gestagdo (Smith et al. 1997). E sugerido que a invasdo ineficiente do
trofoblasto seja um dos eventos implicados na patogénese do abortamento (Sebire et al.
2002; Jauniaux et al. 2003). Portanto, a apoptose parece ter um papel essencial neste
processo. Além disso, é observada uma correlacdo positiva entre a atividade apoptotica nas

células do trofoblasto viloso e diversas complica¢fes gestacionais, como PE, restricdo do
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crescimento fetal e abortamento (Hempstock et al. 2003; Minas et al. 2007; Longtine et al.
2012).

Visto que 0s processos apoptoticos participam de diversas etapas durante a gestacao
e que levam a aceitacdo/nao rejeicdo do feto, se constituindo de diferentes interacdes entre
proteinas apoptoticas especificas para manter a hemostasia tecidual e celular, é sugerido
que a atividade apoptoética exacerbada possa ser uma consequéncia direta de alteragdes nos
genes/proteinas relacionadas a morte celular programada. Além disso, niveis elevados de
expressao destas moléculas, foram observados em analises transcriptdmicas minuciosas do
vilo coriénico de mulheres com AR, sugerindo a possivel associacdo de genes apoptoticos
e seus transcritos relacionados a etiopatogenia do AR (Baek et al. 2002; Choi et al. 2003).

1.7.1. Aviaextrinseca: o sistema FAS-FAS-L

A via extrinseca € induzida através de sinais que divergem de diversos tipos de
estresse extracelulares, os quais sdo direcionados e propagados por meio receptores
transmembrana especificos (Hengartner 2000; Wajant 2002). Tais receptores possuem um
dominio de ligacdo extracelular, um dominio transmembrana tnico e um dominio de morte
intracelular, o qual é requerido pelos receptores para ativar o programa apoptético. A via €
controlada principalmente pelos receptores membros da superfamilia do fator de necrose
tumoral, a qual inclui um receptor para o préprio fator de necrose tumoral (TNF) e pelo
receptor de morte FAS (Sharp et al. 2010).

Quando o receptor de membrana FAS, também conhecido como
TNFRSF6/CD95/APO-1, esta presente na superficie da célula alvo e reconhece seu ligante
letal especifico FAS-L (FAS ligante), também conhecido como TNFSF6/CD95LG, o
dominio de morte presente nas caudas citosolicas dos receptores de morte FAS recrutam
moléculas adaptadoras designadas FADD (dominio de morte associado ao FAS), também
conhecidas como MORT-1 (mediador do receptor induzido por toxicidade-1) (Igney e
Krammer 2002). O acoplamento destas por fim, confere a habilidade de recrutar caspases
iniciadoras, como a caspase-8 ou 10, formando o complexo de sinaliza¢do indutor de morte
(DISC) que ira ativar a caspase-3 e posteriormente ira mediar a morte por apoptose (Daniel
2000) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da via extrinseca. Apos a interacdo entre os receptores de morte (FAS)
e seu ligante especifico (FAS-L) ocorre o acoplamento de FAAD e formagdo do complexo indutor de morte
(DISC), que por sua vez recruta e ativa as caspases iniciadoras e executoras que iram atuar no processo de
morte celular. Adaptado de Igney e Krammer, 2002.
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O sistema FAS-FAS-L, é uma das principais vias de apoptose envolvidas na
homeostase celular e tecidual e € importante na manutencédo do privilégio imune nos olhos,
tumores e testiculos (O’Connell et al. 2001; Lee and Ferguson 2003). Alguns estudos
observam que disparidades nesta via resultam ndo apenas na reducdo da expressao de FAS,
mas também na aberrante expressdo de FAS-L em tumores (Loro et al. 1999; Gastman et
al. 1999). Além disso, € descrito que a ativacdo de linfocitos T por antigenos estranhos €
capaz de induzir a expressdo de FAS, uma vez que ligado com FAS-L desencadeia a
cascata apoptética que acaba eliminando estes linfocitos e suprimindo a resposta imune
(Abrahams et al. 2004; Qiu et al. 2005).

Interessantemente, em camundongos, as mutagdes no locus Lpr (linfoproliferacdo)
e Gld (Doenca linfoproliferativa generalizada) possuem efeito deletério na expressédo do
antigeno FAS e FAS-L, respectivamente. Devido a inabilidade destes camundongos em
mediar a apoptose via 0 receptor FAS ou FAS-L, observa-se o desenvolvimento de
complexas desordens imunologicas. Dado isto, os genes FAS e FAS-L sdo extensamente
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estudados em autoimunidades, como LES, artrite reumatoide e cancer (Wu et al. 2003;
Zhang et al. 2009; Sezgin et al. 2013; Yildir et al. 2013).

O gene FAS esta localizado no cromossomo 10q24.1, consiste de nove exons e oito
introns e codifica dois produtos através do splicing alternativo do RNAm: (1) uma
proteina-transmembrana de 334 aminoacidos e (2) a forma solivel de FAS (sFAS)
desprovida de dominio transmembranar, que quando ligada ao FAS-L pode bloquear a
apoptose mediada por FAS (Cheng et al. 1994). Entre outros, foram descritos dois
interessantes polimorfismos de nucleotideo Unico localizados na regido promotora do gene
FAS: (1) o polimorfismo localizado na regido -670 (rs1800682) na qual ocorre uma
transicdo de A—G e altera o sitio de ligacdo do fator de transcrigdo-1 (STAT-1) e (2) a
transicdo G—A na posigdo -1377 (rs2234767) que altera estruturalmente o sitio de ligacéo
do fator de transcri¢do da proteina estimulatoria 1 (Spl) ( Sibley et al. 2003).

O gene de FAS-L esté localizado no cromossomo 1¢23 e consiste de quatro éxons e
codifica uma proteina de aproximadamente 281 aminodacidos. A clivagem proteolitica de
FAS-L acoplada a membrana pode gerar sua forma soltuvel (SFASL) que possui fraca
atividade apoptotica, e compete com FAS-L de membrana para inducdo da apoptose (Suda
et al. 1997; Shudo et al. 2001). Dois importantes SNPs foram reportados na regido
promotora: (1) na posi¢do -844 (rs763110) ocorre uma transicdo de T—C que altera o
motivo de ligagdo para um fator de transcri¢gdo putativo (proteina B intensificadora de
ligacdo a CAAT box), tal modificacdo altera os niveis basais da expressdo de FAS-L (Wu et
al. 2003) e (2) uma transi¢do de A—G na posicao 124 no intron 2 (INV2nt_124,
rs5030772) (Yildir et al. 2013).

Considerando que estas variacGes na regido promotora dos genes FAS e FAS-L
influenciam na expressdo génica, e que estes genes estdo envolvidos na regulacdo da morte
celular, a expressao anormal de FAS e FAS-L tém sido correlacionada a complicacdes na
gestacdo. E relatado que o polimorfismo -670 A/G no gene FAS confere susceptibilidade a
diversos disturbios gestacionais, como a ruptura prematura de membranas, restricdo do
crescimento intrauterino e pré-eclampsia (Fuks et al. 2005; Robinson et al. 2009; Ciarmela
et al. 2010). Alem disto, recentemente, a variagdo -1377 G/A foi associada ao risco de
abortamento recorrente em uma populagédo Indiana (Nair et al. 2012).

Até o momento, a relevancia funcional do SNP INV2nt_124 A/G do gene FAS-L

ndo foi reportada em distarbios gestacionais. No entanto, o0 SNP -844 T/C foi recentemente
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relacionado ao aumento da expressdao do RNAm e associado ao risco de AR (Banzato et al.
2013).

Ambas as moléculas FAS e FAS-L sdo expressas no vilo coriénico e nas camadas
deciduais, o que sugere que a morte celular quando induzida por ativacdo pode ter um
papel na etiologia do AR. Estudos prévios sugerem que o privilégio imune estabelecido no
sitio de implantagdo é o resultado do processo de excluséo clonal de células do sistema
imunolodgico que reconhecem antigenos paternos presentes na placenta (Tafuri et al. 1995;
Hunt et al. 1997; Qiu et al. 2005). Portanto, sugere-se que tal tolerancia imunoldgica seja
determinada pela expressdo de FAS-L nas células do trofoblasto extraviloso (EVT) e da
decidua materna (Jiang e Vacchio 1998; Qiu et al. 2005).

1.7.2. Aviaintrinseca: as proteinas da Familia Bcl-2

A grande maioria dos eventos de morte celular em vertebrados ocorre pela via
intrinseca ou mitocondrial (Green e Kroemer 2004). Esse processo pode ser ativado por
diversos estimulos intracelulares ou extracelulares, como situacdes de estresse celular
oxidativo, danos no DNA, hipdxia, ativacdo de oncogenes, entre outros (Galluzzi et al.
2012). Embora a cascata de sinalizacdo que desencadeie a apoptose por esta via seja muito
heterogénea, os sinais/estimulos que sdo transduzidos em resposta a estes danos celulares
direcionam-se principalmente para a mitocondria, geralmente por meio da ativacdo de
proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-2 (Hengartner 2000). Frequentemente, ao longo
da propagacéo dos estimulos pré-apoptoticos, 0s mecanismos anti-apoptéticos também séo
estimulados permitindo que as células lidem com este estresse.

Neste cenario, os estimulos pré e anti-apoptdticos convergem para a membrana
mitocondrial. Quando ha& o predominio de moléculas pré-apoptéticas membros da familia
Bcl-2, tais como BAX (proteina X associada a BCL-2) e BAK (BCL-2 antagonist killer),
ocorre a permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa, bem como a transicdo da
permeabilidade mitocondrial (Kroemer et al. 2007; Galluzzi et al. 2012). Com a transi¢ao
da permeabilidade mitocondrial, ocorre a perda da homeostasia celular, interrup¢do da
sintese de ATP (adenosina trifosfato), desacoplamento da cadeia respiratdria e consequente
liberagdo do citocromo c, levando ao acumulo de espécies reativas de oxigénio,
favorecendo um sistema de retroalimentacdo positiva para a amplificagdo dos sinais

apoptaticos e por fim a liberacdo de inUmeras proteinas pro-apoptéticas intermembranares
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para o citosol (Kroemer et al. 2007) Quando presente no citosol, o citocromo ¢ forma um
complexo com APAF-1 (fator 1 de ativacdo da protease apoptética), denominado
apoptossomo, o qual recruta e ativa a caspase-9 que por sua vez ativa a caspase-3,

desencadeando a morte celular (Li et al. 1997; Igney e Krammer 2002) (Figura 5)
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Figura 5. Representacdo esquematica da via intrinseca. Proteinas da familia BCL2 pro-apoptoticas, como
BAX, BID, BAD e BIM sdo importantes mediadores iniciais do processo apoptético. Adicionalmente,
SMAC (Segundo ativador mitocondrial de caspase) /DIABLO (Proteina de Ligacdo-1AP Direta com baixo
pl) também contribuem para a sinalizagdo prd-apoptotica. A acdo exacerbada destas proteinas na mitocondria
conduz a liberacéo de citocromo ¢ (Cit c) para o citosol, onde se liga a APAF-1 para formar o apoptossomo e
consequente morte celular. Estimulos anti-apoptdticos também atuam neste processo, através da acdo das
proteinas BCL2, BCL-XL, acéo de proteina inibitérias da apoptose (IAP) e sinais de sobrevivéncia, tais como
fatores de crescimento e citocinas, que ativam a via de fosfatidil inositol 3-quinase (PI13K), as quais
fosforilam e inativam a proteina BAD. Adaptado de Igney e Krammer, 2002.

A maioria das celulas apresenta um balanco entre os perfis anti e pro-apoptotico, e

estas proteinas podem se ligar em varias combinacdes para formar heterodimeros, nos
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quais as duas proteinas inibem as fungdes umas das outras. Portanto, o balanco entre as
atividades dessas duas classes funcionais de proteinas da familia Bcl-2 determinam se as
células vivem ou morrem. As proteinas anti-apoptoticas contém quatro dominios em
homologia a proteina BCL-2 [(BH1-BH4) onde BH refere-se a homologia a BCL-2] e sdo
geralmente integradas na membrana mitocondrial externa e a outros compartimentos
celulares como o citosol e reticulo endoplasmatico. Os membros da familia Bcl-2, como
BCL-2, BCL-x_ (BCL-2 related protein long-isoform), BCL-w e MCL-1 (Myeloid cell
leucemia-1) sdo os principais membros que possuem atividades anti-apoptoticas e
preservam a integridade da membrana mitocondrial através da inibicdo direta das proteinas
pré-apoptoticas (Andersen e Kornbluth, 2013).

Os constituintes pro-apoptdéticos formam duas subfamilias, as proteinas BH1, BH2
e BH3 e as proteinas que possuem apenas o dominio BH3. As proteinas BAX e BAK
foram originalmente descritas possuindo apenas os dominios BH1, BH2 e BH 3, sem o
dominio BH4. No entanto, estudos posteriores revelaram o quarto (BH4) motivo
conservado (Kvansakul et al., 2008). As proteinas BH3 apenas compartilham homologia de
sequencia com BCL-2 no dominio BH3, como BID (BH3-interacting domain death
agonist), BAD (BCL-2 associated agonist of cell death), entre outras (Chipuk et al. 2010)
(Figura 6).

Proteinas Anti-apoptdticas
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Figura 5. Estrutura das proteinas da familia Bcl-2. A familia é dividida em trés grupos de acordo com seus
dominios em homologia (BH). Proteinas pré- e anti-apoptoticas possuem 4 dominios, enquanto as proteinas
BH3, apenas o dominio BH3. Adaptado de Martinou e Youle, 2011.
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Dentre as proteinas mais bem caracterizadas e estudadas desta familia estdo a BAX
e a BCL-2. A funcdo pré-apoptotica de BAX pode ser ativada em resposta a uma ampla
diversidade de estimulos intracelulares e extracelulares, causando mudancas
conformacionais em BAX, formando canais na membrana extracelular da mitocondria,
prejudicando a permeabilidade, permitindo a saida do citocromo c levando a ativacdo da
cascata das caspases e morte celular. O papel das proteinas anti-apoptéticas, como BCL-2
neste cenario parece ser o de inibir a acdo das moléculas pré-apoptoticas, prevenindo a
liberacdo do citocromo ¢ (Hengartner 2000).

O gene BCL-2 consiste de trés éxons e dois promotores e estd localizado no
cromossomo 18¢g21.3. O segundo promotor do gene (P2) estd localizado a
aproximadamente 1400 pares de bases a montante do sitio de inicio da transcricdo e
diminui a atividade do promotor 1 (P1), funcionando como um elemento regulatério
negativo (Young and Korsmeyer 1993; Nickel et al. 2007). O gene codifica uma proteina
que esta localizada na membrana mitocondrial e é responsavel por prevenir a morte celular
em resposta a varios estimulos. Sua superexpressao e elevados niveis proteicos tém sido
demonstrados como promotores de sobrevivéncia celular (Charo et al. 2005). O
polimorfismo -938 C/A (rs2279115) esta localizado no promotor inibitério (P2) do gene
BCL-2 e esta em desequilibrio de ligacdo com um SNP silencioso no éxon 1 (+21A>G,
rs1801018) (Park et al. 2004). O alelo -938C, em comparacao ao alelo A demonstra maior
atividade inibitoria do P2, devido a maior afinidade de ligacdo ao fator de transcri¢do Sp1l,
portanto, inibe a ativacdo do Pl e consequente transcricdo do gene (Figura 6).
Consequentemente, é observado que portadores do genotipo -938 AA possuem maior
expressdo de BCL-2, o qual é um marcador genético desfavoravel em pacientes com
leucemia linfocitica cronica de células B (Nuckel et al. 2007). Um segundo polimorfismo,
Ala43Thr (G128A) resulta em um aminoacido treonina (cédon ACC) inserido na proteina
ao inves de uma alanina (codon GCC). Este polimorfismo foi associado com um aumento
da resisténcia a doengas autoimunes e resulta em uma fungdo anti-apoptotica diminuida em
uma linhagem de pré-células B (Komaki et al. 1998). Entretanto, as possiveis implicacdes
funcionais destes SNPs no gene BCL-2 ainda ndo foram estabelecidas na susceptibilidade a

distdrbios gestacionais.
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Figura 6. Estrutura da regido promotora do gene BCL-2. A regido promotora do gene consiste em dois
promotores: promotor estimulatério (P1) e promotor inibitério (P2). A avaliagdo da atividade da regido
promotora foi conduzida através da construcdo de ‘reporters’ clonados nos vetores pSEAP e pGL3. O alelo
C foi associado a maior atividade de P2 e menor expressdo de BCL-2. Adaptado de Niickel et al, 2006.

O gene BAX possui seis éxons e encontra-se no cromossomo 19q13.3. A regido
promotora adjacente ao gene contém quatro sitios de ligacdo a proteina p53, indicando uma
forte correlagdo entre BAX e p53. Além disso, foi demonstrado que atividade
transcricional do gene BAX é positivamente regulada por p53 (Miyashita e Reed 1995). E
descrito que o polimorfismo no promotor do gene BAX -248 G>A (rs4645878) associado a
reducdo da expressao do gene. Uma vez que o polimorfismo se encontra do lado de fora da
fase de leitura aberta (ORF) do gene, este SNP ndo afeta a sequéncia de aminoacidos de
BAX, mas pode afetar a expressdo do gene ao nivel da transcrigdo, bem como sua funcéao
(Moshynska et al. 2003). Todavia, estudos avaliando estas variantes polimérficas do gene e
o0 risco de AR ainda sdo escassos. De forma interessante, o polimorfismo é associado com
0 aumento da sobrevida dos neutrofilos na osteomielite (Ocafa et al. 2007). Além disto,
esta variacdo resulta numa taxa significativamente menor de sobrevivéncia em pacientes
com leucemia linfocitica cronica (Starczynski et al. 2005).

A expressdo e balanco entre BCL-2:BAX durante o primeiro e terceiro trimestre da
gestacdo possui papel crucial no curso de uma gestacdo normal. E descrito que os niveis de
expressdo de BCL-2 sdo geralmente menores durante todo o periodo gestacional e que
BAX é expresso em baixos niveis durante o primeiro trimestre, porém aumenta ao curso do
fim da gestacdo. Esses dados indicam que BCL-2 e BAX sdo regulados espago-
temporalmente durante todo o desenvolvimento placentario e que, em parte, a diferente
expressao destes genes € responsavel pelo delicado balanco entre a proliferacéo celular e a
morte celular na placenta humana durante a gravidez (De Falco et al. 2001).

Muitas hipo6teses foram propostas para explicar as possiveis causas que levam a

recorréncia de abortamentos, entretanto pouco progresso foi feito até o momento. A
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maioria dos estudos aborda somente um ou alguns elementos envolvidos nas vias da
apoptose de forma independente, o que dificulta uma compreensdo global da influéncia da
desregulacdo apoptotica na patogénese da doenca. As causas de origem genéticas sdo as
mais bem aceitas neste cenario. Embora a apoptose seja um fator bem aceito para a
etiopatogenia de diversas complicagdes gestacionais, ainda ndo esta bem esclarecido o seu
papel no AR.

Diante disto, nosso estudo propde a caracterizacdo imunogenética de mulheres com
AR, atraves de diferentes abordagens envolvendo os genes apoptéticos, o gene HLA-G e
dados clinicos dos pacientes, almejando a identificagdo dos possiveis fatores genéticos
implicados na susceptibilidade ao AR. Dessa forma, o trabalho proposto poderé contribuir
para 0 embasamento da hipoGtese sobre 0 mecanismo de acdo dos fatores imunogenéticos

na ocorréncia dos abortamentos recorrentes.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho visa a analise dos parametros genéticos de
pacientes com AER, através da analise da presenca e frequéncia de variantes polimorficas

relacionadas ao processo apoptdtico, comparando estes dados com individuos controle.

2.2. Objetivos Especificos

. Avaliar as caracteristicas demogréaficas e clinicas das mulheres com AR e
multiparas saudaveis;

. Avaliar a associacdo dos polimorfismos -1377 G>A e -670 A>G do
promotor do gene FAS no risco do AR,;

. Avaliar a associacdo dos polimorfismos -844 T>C do promotor e
INV2nt_124 A>G do intron 2 do gene FAS-L no risco do AR;

. Avaliar a associacdo do polimorfismo -938 C>A do promotor do gene
BCL-2 no risco do AR;

o Avaliar a associagdo dos polimorfismos -248 G>A do promotor do gene
BAX no risco do AR;
o Avaliar a associacao dos polimorfismos 14-pb insercdo/delecéo, +3003 T/C,

+3010 C/G, +3027 C/A, +3035 C/T, +3142 G/C, +3187 A/G e +3196 C/G da regido 3
UTR do gene HLA-G no risco do AR.
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CAPITULO 3
The role of apoptotic genes polymorphisms (FAS, FAS-L, BCL-2 and BAX) in

early recurrent pregnancy losses.
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Abstract

The recurrent pregnancy loss (RPL) covers two or more consecutive pregnancy
interruptions until 24 weeks. The etiology of RPL is well studied, however more than 50%
of the RPL are of unknown causes. During pregnancy, apoptosis play an important role in
remodeling the endometrium for an effective embryonic development. Here we analyzed
six polymorphic variants in genes related to the intrinsic (BCL-2 and BAX) and extrinsic
(FAS and FAS-L) pathways of apoptosis and its relation with RPL. Demographic and
clinical characteristics of 294 women were analyzed. The genotypic and allelic frequencies
of FAS, FAS-L, BAX and BCL-2 gene polymorphisms in control and RPL groups did not
differ. Our study does not support the hypothesis that the polymorphic variants of the
genes FAS, FAS-L, BCL-2 and BAX here studied could influence the risk of developing
RPL in the Brazilian population. However, further studies should be conducted in a larger

sample size in attempt to detect these effects.

Keywords: Apoptosis; Pregnancy loss; Polymorphisms, Recurrent miscarriages.
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Introduction

Apoptosis is a fundamental physiological process for the selective elimination of
cells participating in a range of biological events for the maintenance of the organism
homeostasis (Kerr et al. 1972). Different proteins are involved in the apoptotic pathway
activating or inhibiting the programmed cell death process. Two important routes can
trigger the apoptotic process: the intrinsic or the extrinsic pathways. From the physiologic
processes controlled by apoptosis, the pregnancy is an event that requires a strong
modulation of the trophoblast cells in order to accommodate the recent fertilized oocyte.
For this, apoptosis play an important role in remodeling the endometrium for an effective
embryonic development. It could be suggested that some pregnancy complications such as
abortion may develop by problems during the apoptotic process(Kiwi 2006; Jauniaux et al.
2006; Ford and Schust 2009; Branch et al. 2010).

The FAS and its ligand FAS-L proteins are expressed in many cells types and
tissues and are responsible for the activation of the extrinsic apoptotic pathway. The
binding of FAS-L and its death receptor FAS recruit some adapters molecules that induce
the activation of caspases, forming the Death Inductor Signalizing Complex (DISC). The
FAS/FAS-L system is one of the major apoptotic pathway involved in cellular and tissue
homeostasis (Nagata and Golstein 1995). The FAS and FAS-L proteins are expressed in
the chorionic villous and decidua of trophoblast during pregnancy playing a role in the
maintenance of pregnancy.

The Bcl-2 family comprehends anti-apoptotic as well as pro-apoptotic proteins
(BCL-2 and BAX, respectively) and is crucial in regulation of the intrinsic pathway of
apoptosis. The anti-apoptotic protein BCL-2 prevents apoptosis either by sequestering
proforms of death-driving caspase or by precluding the release of mitochondrial
apoptogenic factors into the cytoplasm (Tsujimoto 1998). In contrast, the pro-apoptotic
member of this family, the BAX protein, induces the release and activation of caspases and
mitochondrial apoptogenic factors into the cytoplasm via acting on mitochondrial
permeability transition pore. In this way, the Bcl-2 family proteins acts as a critical life-
death decision point within the common pathway of apoptosis

Nowadays, the occurrence of abortions has significantly increased. One reason for
this could be the advanced age in which women decide to become pregnant. Besides this,
there is a range of risk factors involved in abortion, among them: genetic, infectious,
morphological, hormonal, metabolic, environmental, and immunological factors. Even

with the knowledge of many risk factors for abortion, some women suffered from recurrent
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pregnancies losses (RPL) with unknown causes. The recurrent pregnancy loss covers two
or more consecutive pregnancy interruptions until 24 weeks (Rai and Regan 2006). The
etiology of RPL is well studied, however more than 50% of the RPL are of unknown
causes. The RPL can be classified in (i) primary: no successful pregnancy or (ii)
secondary: a successful pregnancy at term with a life newborn and miscarriages (Pandey et
al. 2005; Toth et al. 2010). Among all the risk factors involved in RPL, the immunological
factors are of great importance since the fetus is considered a graft to the maternal immune
system. Taking this in consideration the goal of this study is to evaluate genetic
polymorphisms in genes of immunological importance in RPL such as the apoptotic

pathway genes.

Materials and methods
Subjects

This case-control study enrolled 294 women from the Prenatal Diagnosis Clinic of
the Medical Genetics Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), located
in the Southernmost state of Brazil. The case group included 138 women with unexplained
RPL that reported at least two pregnancy losses before 24 weeks of pregnancy with the
same partner. A structured interview was performed to obtain information about
demographic characteristics, gynecological/obstetrical history, current or past use of
tobacco (yes or no), alcohol consumption (yes or no), consumption of other drugs or
medications, family history of malformations, age at recruitment, weight, height, and
occupation. All patients included in this study underwent a standardized clinical and
laboratory evaluation, including hysteroscopy, laparoscopy, ultrasound, and determination
of hormonal levels (gonadotropins, FSH, LH, prolactin, thyroid hormones and
thyroperoxidase). A karyotypic examination of peripheral lymphocytes was conducted in
all couples to detect chromosomal abnormalities. Immunological risk factors were also
investigated through the assessment of anticardiolipin, lupus anticoagulant antinuclear
antibodies and medical history of autoimmune diseases. These evaluation criteria were
used to confirm whether the cases of pregnancy loss were idiopathic or not. The presence
of any maternal clinical condition that could be harmful to a pregnancy as well as
consanguinity history was an exclusion criterion for this study. Ethnicity was defined
according to the classification system of the national Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE — (Osorio 2003), as White, Brown, Black or other. All participants were
self-categorized when the data was collected.
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The control group enrolled 156 women with 2 or more successful pregnancies and
no history of pregnancy loss or infertility. These women were randomly selected to
participate in the study during blood collection for routine laboratory analyses at the HCPA
and verbally answered a standardized questionnaire with questions about demographic
data, consanguinity, family history, and number of pregnancies.

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Research and
Postgraduate Studies Group of the Hospital de Clinicas in Porto Alegre (HCPA-CEP-
CPPG), under the protocol number #11-242. All patients participating in this study gave

their written informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki.

Genomic DNA

Biological samples were obtained from whole blood or saliva. Genomic DNA was
extracted from leucocytes according to Lahiri and Nurnberger (1991), and maintained at -
20°C. The DNA from saliva samples were isolated using the Oragene ® DNA collection

kit (DNA Genotek Inc., Canada), in accordance with the manufacturer’s protocol.

Polymorphism Genotyping

All polymorphic variants were genotyped by polymerase chain reaction (PCR)
followed by the restriction fragment length polymorphism method (RFLP). FAS-L
Inv2nt_A124G (rs5030772), FAS -670 A/G (rs1800682) and FAS -1377 G/A (rs2234767)
polymorphisms were genotyped using specific primers as previously described by Zhang et
al. (2006). The allelic variants of FAS-L -844 T/C (rs763110), BAX -248 G/A (rs4645878)
and BCL-2 -938 C/A (rs2279115) genes were analyzed according to (Sun et al. 2004),
(Moshynska et al. 2003) and (Zhang et al. 2011), respectively. Briefly, the PCR products
were digested with Fokl, BstUl, BsrDI, ScrFI, Acil and Bccl restriction enzymes (New
England Biolabs, Beverly, MA) to distinguish the supra mentioned polymorphisms,
respectively. All PCR products were visualized on 8% polyacrylamide gel stained with
bromide ethidium after electrophoresis. We included, as internal controls, samples with
known genotypes. Further, 10% of the samples were randomly selected for genotype

confirmation showing 100% of agreement.

Statistical Analysis
The allelic and genotypic frequencies (obtained by direct count) were analyzed by

Fisher’s exact or Chi-square tests, with the level of significance set at p<0.05. Chi-square
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and Mann-Whitney U-test were used to analyze categorical and continuous variables,
respectively. The Hardy-Weinberg equilibrium was calculated for the RPL and control
groups, and for the total sample, considering all variants evaluated. Testing for linkage
disequilibrium was determined by the Expectation-Maximization method using the
Haploview 4.2 software. Binary logistic regression (adjusted for known risk factors as well
as alcohol consumption, smoking habit, ethnicity and number of gestations) were
conducted to provide odds ratio (OR), 95% confidence intervals (CI) and p-values for the
risk of polymorphisms with clinical condition. All statistical analyses were performed with
the software SPSS 20.0 (SPSS for the Social Science for Windows).

Results

Demographic and clinical characteristics of the subjects enrolled in this study are
presented in Table 1. The mean of age at first gestation were similar in both groups
(p=0.763). About 78% of the RPL (recurrent pregnancy loss) group was classified as
primary. In addition, 34%, 36% and 30% of the women in RPL group reported two, three
and at least four miscarriages, respectively. The risk factors for miscarriages evaluated
only alcohol consumption and the number of pregnancies differed between the studied
groups. Higher median of number of pregnancies were observed in woman with RPL when
compared to control group (3 vs. 2 pregnancies, p<0.001), lower proportion of European
ancestry (p=0.005) and higher alcohol consumption (p<0.001) were also observed in RPL
groups when compared to the control group. Smoking habit did not vary between groups,
even being more prevalent in the control group (15.2% vs 21.8%, p=0.149).

The genotypic and allelic frequencies of FAS, BAX and BCL-2 gene polymorphisms
in control and RPL groups are shown in Table 2. The genotypic distribution of all SNPs fit
the Hardy-Weinberg equilibrium expectations except by the FAS-L Ivs2nt A124G
polymorphism. Further analysis suggested that the two FAS polymorphisms here studied
were in linkage disequilibrium (D= 1.0 and r>=0.14, p<0.001 for -1377G/A and -670A/G).
We sought to investigate the genotypic frequencies of the aforementioned polymorphisms
in both control and recurrent pregnancy loss women accordingly to characteristics of
primary or secondary RPL (Table 3). The genotypic distribution of BAX -248G/A did not
differ between control and RPL groups. However, stratifying the RPL group into primary
and secondary losses, higher frequencies of the BAX genotype GG were observed in RPL
primary group when compared to control group. However, the p-value just approached

significance after Bonferroni correction (primary RPL 85.7% vs. 79.4% control group
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Table 3. p=0.015; pbonf=0.01). Binary logistic regression analysis indicate no significant
associations between interactions of the genes in the same pathway to the risk of RPL,
even when controlled for the number of pregnancies, alcohol consumption, smoking habit

and European ancestry (data not shown).

Discussion

In the present study, we evaluated five single nucleotide polymorphisms in genes
related to apoptotic process and the risk of developing recurrent pregnancy loss in a case-
control study. To our knowledge, this is the first study that extensively investigated the role
of FAS, FAS-L, BAX and BCL-2 gene polymorphisms in women with RPL. In total, three
polymorphic variants from extrinsic pathway and another two from intrinsic pathway of
programmed cell death were investigated.

Our results did not indicate that these polymorphisms are possible risk factors for
RPL for the Brazilian population. However, several studies have reported that the variant
-670A/G of the FAS gene is associated with pregnancy disorders, such as preterm,
premature rupture of fetal membranes (Kalish et al. 2005), preeclampsia (Ciarmela et al.
2010) and fetal growth restriction (Robinson et al. 2009). Furthermore, the variants of the
FAS gene here investigated are described to contribute to the risk of non-related pregnancy
conditions, such as cancer, osteoarthritis and systemic lupus erythematosus (Wu et al.
2003; Sun et al. 2004; Zhang et al. 2006; Sezgin et al. 2013).

There are a scarce field of studies evaluating, the FAS gene polymorphisms on the
risk of developing RPL (Nair et al. 2012; Banzato et al. 2013). At this point, Nair et al.
(2012) evaluated the polymorphisms -1377G/A and -670A/G in women with RPL and
Banzato et al. (2013) evaluated FAS-670 A/G and FAS-L -844T/C polymorphisms as well
as the mRNA expression levels in PRL patients. Our data corroborated the Banzato et al.
study suggesting that the -670 variant of FAS gene is not associated with RPL. On the
other hand, Nair et al. have demonstrated that the polymorphic variant FAS -1377 was
associated with the risk of RPL in an Indian population (Nair et al. 2012), while our data
suggested no influence of this polymorphism in the risk of RPL in the Brazilian population
evaluated. It is possible observe this through the very similar allelic and genotypic
frequencies between the control and RPL groups. Interestingly, the variant -844T/C of
FAS-L gene was associated with the risk of RPL in the Brazilian population (Banzato et al.
2013).

The most studied proteins of the Bcl-2 family are BCL-2 and BAX proteins. In this
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study we evaluated the frequencies of BCL-2 -938C/A and BAX -248G/A polymorphisms
in the risk of RPL. It’s well known that the balance between BCL-2/BAX during the first
and third trimesters of pregnancy has a crucial role in the maintenance of a normal
pregnancy. The levels of BCL-2 in the placenta are generally lower throughout the
gestational period, whereas BAX gradually increases by the end of pregnancy (De Falco et
al. 2001). There are few data evaluating genetic variants of BCL-2 and BAX in the context
of human reproduction. We have found no association of BCL-2 gene polymorphisms and
RPL. Some studies have reported the association of the genetic variant -938 of the BCL-2
gene with the clinical course of patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) and
solid tumors (Nuckel et al. 2007; Bachmann et al. 2007; Heubner et al. 2009; Lehnerdt et
al. 2009; Hirata et al. 2009). However, these results are controversial and no agreement has
been reached. We could suggest that this variant is under genetic control in a tissue specific
manner (Zhang et al. 2011). Similarly, studies evaluating the BAX gene polymorphism in
the risk of RPL are scarce in the literature. Until now, to our knowledge there are no
investigations reporting the BAX polymorphism and RPL. We found higher frequencies of
the GG wild genotype in women with primary recurrent loss. The women presenting this
genotype probably have no alterations in the protein levels of BAX. However, the BAX AA
genotype is related to a low gene expression (Wang et al. 2014), increased survival of
neutrophils in osteomyelitis (Ocafia et al. 2007) and lower survival of treated patients with
CLL (Starczynski et al. 2005). Also, it is reported that the BAX gene promoter is a
transcriptional target of the p53 protein after its activation, and BAX promoter presented
four binding sites to p53 (Selvakumaran et al. 1994; Miyashita and Reed 1995). Thus, it is
possible that the real role of the polymorphic variant BAX -248 G/A is dependent on the
cellular response to p53 activation since interactions between the genetic variants of TP53
gene are associated with the risk of RPL (Fraga et al. 2014).

Among the well-established risk factors for RPL, alcohol consumption has
adverse effects on fetal development and there is no safe amount of its intake during
pregnancy (ACOG 2011). Not so less important, although we did not found any difference
in our studied population, the habit of smoking is an important risk factor for abortions in a
dose dependent manner (Dominguez-Rojas et al. 1994; Kumar 2011). Furthermore, it has
been reported that smoking during the first trimester of pregnancy increases the expression
of genes related to angiogenesis and apoptosis (TP53, BAX and BCL-2) in the villi of
female smokers (Kawashima et al. 2014). Our study found significant differences between

the RPL and control group in terms of ethnic origin, of which the proportion of non-
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European descents was lower in women with RPL compared to the control group.
However, there are no data in the literature to support that the ethnic origin is an
independent risk factor for RPL development.

Despite the well-conducted and characterized study, we point out some limitations:
(i) the sample size is a bit small and (ii) the criteria for clinical diagnosis of recurrent
pregnancy loss leads into account two or more consecutives abortions. Some international
guidelines consider RPL as the occurrence of three or more consecutives miscarriages.
These limitations could influence a definitive conclusion on the functionality of these
polymorphic variants in the risk of developing RPL. In conclusion, our study does not
support the hypothesis that the polymorphic variants of the gene FAS, FAS-L, BCL-2 and
BAX here studied could influence the risk of developing RPL in the Brazilian population.
However, further studies should be conducted in a larger sample size in attempt to detect

these effects.

Acknowledgements

This work was supported by Fundo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul (FAPERGS) and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq). The authors thank all the women who participated as volunteers in

this study.

Declaration of interest
The authors report no declaration of interest.

48



Table 1. Demographic and clinical characteristics of RPL women and control group.

RPL Control p-value
Age at first pregnancy [mean (xSD)] 23.7 (£6.7) 22.4 (£3.8) 0.763%
Age at recruitment [mean (£SD)] 33 (x7.1) 42.5 (+10.7) <0.001°
Number of pregnancies [median (25-75%o)] 3.0 (3.0-4.0) 2.0 (2.0-3.0) <0.001%
Body Mass Index [median (25-75%b)] 26.0 (23.0-29.0) 24.0 (21.0-28.0) 0.083°
European descent [n(%0)] 86 (62.8) 121 (78.6) 0.005°
Alcohol consumption [n(%0)] 58 (42.0) 32 (20.5) <0.001"
Smoking [n(%6)] 21 (15.2) 34 (21.8) 0.149°
Primary RPL [n(%0)] 107 (77.5%) —
Miscarriages [mean (£SD)] 3.7 (x1.7) —
2 miscarriages [n(%0)] 47 (34.1)
3 miscarriages [n(%0)] 50 (36.2)
>4 miscarriages [n(%0)] 41 (29.7)

®Mann-Whitney U-test, ° Chi-square test.
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Table 2. Genotype and allele frequencies of apoptotic genes in RPL women and control

group.
RPL n(%) Control n(%o) OR (95% 1.C) p-value®
FAS-L 1VS2nt-124 A/IG n=138 n=133
AA 116 (84.1) 105 (78.9)
AG 17 (12.3) 24 (18.0)
GG 5 (3.6) 4 (3.0)
A 249 (90.0) 234 (88.0)
G 27(10.0) 32 (12.0)
pHWE <0.001 0.089
FAS-L -844 T/C n= 137 n=156
TT  42(30.7) 35 (22.4) 1
TC 60(43.8) 77 (49.4) 0.64 (0.37-1.13) 0.279
CC 35(25.5) 44 (28.2) 0.66 (0.35-1.24)
T 144 (53.0) 147 (47.0) 1 0.189
C 130 (47.0) 165 (53.0) 0.80 (0.58-1.11)
pHWE 0.154 0.905
EAS -670 A/IG n=138 n= 156
AA  31(22.5) 44 (28.2) 1
AG 66 (47.8) 78 (50.0) 1.20 (0.68-2.11) 0.245
GG 41(29.7) 34 (21.8) 1.71 (0.89-3.26)
A 128 (46.0) 166 (53.0) 1 0.099
G 148 (53.0) 146 (47.0) 1.31 (0.95-1.81)
pHWE 0.651 0.958
EAS -1377 G/IA n=138 n= 156
GG 110 (79.7) 126 (80.8) 1
GA 27(19.6) 30 (19.2) 1.03 (0.57-1.84) 0.819
AA  1(0.7) — —
G 247 (89.0) 282 (90.0) 1 0.720
A 29 (11.0) 30 (10.0) 1.10 (0.64-1.89)
pHWE 0.635 0.183
BAX -248 G/A n=136 n= 155
GG 113(83.1) 123 (79.4) 1
GA 20(14.7) 32 (20.6) 0.68 (0.37-1.26) 0.069
AA 3(2.2) — -
G 246 (90.0) 166 (53.0) 1 0.759
A  26(10.0) 146 (47.0) 0.91 (0.53-1.58)
pHWE 0.651 0.958
BCL-2 -932 C/A n= 137 n=155
AA  31(22.6) 49 (31.6) 1
CA 62 (45.3) 67 (43.2) 1.78 (0.95-3.32) 0.178
CC 44(32.1) 39 (25.2) 1.46 (0.83-2.60)
A 124 (45.0) 165 (53.0) 1 0.055
C 150 (55.0) 145 (47.0) 1.37 (0.99-1.90)
pHWE 0.310 0.100

pHWE: probability of adherence to the Hardy—Weinberg equilibrium expectations.

% Chi-square or Fisher’s test.
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Table 3. Genotype frequencies in both control and recurrent pregnancy loss women accordingly characteristics of
primary or secondary RPL.

Recurrent pregnancy loss n (%)

Control ® n(%) Primary " Secondary ° p-value *° p-value *°
FAS-L -844 T/C n=156 n= 106 n=31
TT 35 (22.4) 33 (31.1) 9 (29.0)
TC 77 (49.4) 49 (46.2) 11 (35.5) 0.257 0.368
cc 44 (28.2) 24 (22.7) 11 (35.5)
FAS -670 A/G n= 156 n=107 n=31
AA 44 (28.2) 22 (20.6) 9 (29.0)
AG 78 (50.0) 53 (49.5) 13 (42.0) 0.208 0.625
GG 34 (21.8) 32 (29.9) 9 (29.0)
FAS -1377 G/A n= 156 n= 107 n=31
GG 126 (80.8) 85 (79.4) 25 (80.6) 0.662 0.987
GA 30 (19.2) 21 (19.6) 6 (19.4)
AA — 1(1.0) —
BAX -248 G/A n=155 n= 105 n=31
GG 123 (79.4) 90 (85.7) 23 (74.2) 0.015 0.523
GA 32 (20.6) 12 (11.4) 8 (25.8)
AA — 3(2.9) —
BCL-2 -932 C/A n=155 n=106 n= 31
AA 49 (31.6) 27 (25.5) 4 (13.0) 0.387 0.109
CA 67 (43.2) 45 (42.5) 17 (54.8)
cC 39 (25.2) 34 (32.1) 10 (32.2)

All p-values were obtained by y? test or Fisher’s test. Corrected p value for multiple comparisons 0=0.05/5= 0.01
b Control vs primary RPL. #° Control vs secondary RPL.
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CAPITULO 4

The HLA-G 3’UTR locus analysis in women with recurrent pregnancy 10sses a
case-control study.
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Abstract

Recurrent pregnancy loss (RPL) is a complex obstetric disorder defined as two or
more consecutive pregnancy losses. This pathological condition affects about 5% of
couples trying to conceive and after evaluation of established etiologic causes
approximately half of all cases will remain unexplained. HLA-G is a multitask molecule
essential to the acceptance of the fetus and to the development of a healthy pregnancy. To
investigate the role of HLA-G polymorphisms (SNP) and whether a specific HLA-G phased
genotype (haplotype) is associated with an increased risk to RPL 132 women reporting at
least two pregnancy losses and 152 healthy multiparous women were sequenced for the
3’UTR region of HLA-G. The following eight SNPs were evaluated: the 14-bp
polymorphism, +3003T/C, +3010C/G, +3027A/C, +3035C/T, +3142G/C, +3187A/G and
+3196C/G. To the best of our knowledge, this is the first study to assess the HLA-G 3’UTR
gene region and the RPL risk. We observed a strong linkage disequilibrium (LD) among
all polymorphic variants studied and a near perfect LD between +3010C/G and +3142G/A
(D’=1.000, r>=0.986, p<0.001). Haplotype frequencies did not differ between groups.
Corroborating our findings haplotype frequencies observed in the control group agreed
with a healthy Brazilian population and a recent study with 21 worldwide populations
sample being the UTR-1 (29.0%) haplotype the most frequent followed by UTR-
2/3/4/5/6/7. On the other hand, we observed a different pattern in the haplotype frequencies
in the RPL group being the UTR-2 (29.6%) haplotype the most frequent followed by UTR-
1/3/4/5/6/7. No differences were observed between groups when all SNPs were
independently analyzed. Our data suggested that there was no association between HLA-G
3' UTR haplotypes and the risk of RPL in this population. Larger sample sizes as well as

different populations are strongly recommended to confirm these findings.

Keywords: recurrent miscarriage, pregnancy loss, HLA-G, 3’UTR, polymorphism.
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Introduction

Recurrent pregnancy loss (RPL) is a distinct pathological condition that affects
about 5% of pregnancies and it is defined by the presence of two or more consecutive
miscarriages (Rai and Regan 2006). RPL is classified into different clinical subgroups
according to woman reproductive history. Primary RPL is characterized by consecutive
losses and no prior successfully pregnancy, while secondary RPL is when there is at least
one successful pregnancy, regardless of the number of miscarriages (Toth et al. 2010).

After identification of possible etiologic factors, a specific cause of RPL is clearly
identified in only about 50% of all cases (ACOG 2002; Toth et al. 2010). Maternal
acceptance of the fetus is a unique example of how maternal immune system shapes and
tolerates the presence of semi-allogeneic invasive cells in utero. Interesting, this tolerance
is characterized by an unusual combination of HLA expression on extravillous trophoblasts
cells (EVT) and the pattern of maternal leucocyte distribution in the decidua. EVT cells do
not express class 1l MHC molecules, but do express non-classical class | MHC antigens
HLA-E, F, G, and a low-level expression of classical class | HLA-C (Ishitani et al. 2003).

HLA-G is a low polymorphic molecule compared to its classical counterparts and
has a restricted tissue expression pattern, moreover, it has a unique pattern of alternative
splicing, resulting in seven different isoforms, three of which are soluble (G5-G7) and 4
are anchored on the membrane (G1-G4) (Ishitani and Geraghty 1992). In addition, HLA-
G1 can also generates a soluble G1 (sHLA-G1) molecule by cell surface proteolytic
shedding (Rizzo et al. 2013). HLA-G is a specific ligand for different receptors expressed
on immune and non-immune cells, such as decidual natural killer cells (dNK), T and B
lymphocytes, antigen presenting cells (APC) and endothelial cells (Hunt et al. 2007).
These specific interactions contribute to: (a) the immune suppression of the cytotoxic
activity of dNK, inhibition of proliferation of CD4+ T lymphocytes, CD8+ T and B
lymphocytes and induce apoptosis of CD8+ T cells via FAS-FAS-L pathway and (b) the
placental stimulation and development through secretion of angiogenic factors by the dNK
cells and macrophages (Fournel et al. 2000; Le Bouteiller 2013).

Several studies have observed differences in expression patterns associated with
pregnancy diseases such as preeclampsia, infertility and recurrent miscarriage (Sipak-
Szmigiel et al. 2008; Larsen et al. 2010; Dahl et al. 2014). In the 3 UTR region of HLA-G,
three polymorphic sites have been reported to modify HLA-G expression: the 14-bp
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insertion/deletion that is associated to RNA stability (Rousseau et al. 2003), the +3142C/G
that has been described as influencing miRNA binding thus decreasing or increasing
mMRNA availability (Tan et al. 2007) and the +3187G/A that has been described to affect
MRNA stability possibly due to an proximity to AU-rich motif (Yie et al. 2008). Other four
variants, +3003T/C, +3010C/G, +3027C/A and +3035C/T, although no specific expression
regulation mechanism has been described for them, possibly influence miRNA binding
(Castelli et al. 2009).

To date, many hypotheses have been proposed regarding HLA-G function to
explain the possible causes that lead to RPL, but little progress has been made. As most
studies address only one or a few elements involved in the transcriptional and post-
transcriptional regulation of the gene, our study proposes the evaluation of the eight

polymorphic variants in the HLA-G 3' UTR gene in women with RPL.

Materials and methods
Subjects

The study enrolled a total of 284 women (152 healthy and 132 RPL patients). The
subjects were recruited from the Prenatal Diagnosis Clinic of the Medical Genetics Service
of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), located in Southern Brazil, between
2000 and 2011. All women reporting at least two pregnancy losses before 24 weeks of
gestation with the same partner were invited to participate in the study (ACOG 2002;
ASRM et al. 2012; Fraga et al. 2014).

A structured interview was performed to obtain information about demographics,
gynecological/obstetrical history, and medical history, current or past use of tobacco (yes
or no), alcohol consumption (yes or no), consumption of other drugs or medications,
family history of malformations, age at recruitment, weight, height, and occupation.
Patients before being included in the study underwent a standardized clinical and
laboratory evaluation, which included hysteroscopy, laparoscopy, ultrasound, and
comprehensive determination of hormonal status (i.e. gonadotropins, FSH, LH, prolactin,
thyroid hormones, and thyroperoxidase), in order to detect known causes of pregnancy
losses. A karyotypic examination of peripheral lymphocytes was conducted in all couples
to detect chromosomal abnormalities. Immunological risk factors were also investigated

through assessment of anticardiolipin, lupus anticoagulant, antinuclear antibodies and
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medical history of autoimmune diseases. These evaluation criteria were selected to confirm
whether these RPL cases are idiopathic or not. The presence of any maternal clinical
condition that could prevent full-term pregnancies was considered to be an exclusion
criterion for this study. Ethnicity was defined according to the classification system of the
national Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE — (Osorio 2003), as White,
Brown, Black or other. All participants were self-categorized when the data was collected.

The control group was compounded by 152 healthy multiparous women, with at
least 2 successful pregnancies and no history of pregnancy loss and infertility. These
women were randomly selected to participate in the present study during blood collection
for routine laboratory analyses at the HCPA and verbally answered a standardized
questionnaire with questions about demographics, consanguinity, family history, and the
number of pregnancies. All individuals (healthy or patient) with consanguinity history
were excluded from the sample.

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Research and
Postgraduate Studies Group of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA-CEP-
CPPG), under the protocol number #11-242. Written informed consent in accordance with
the Declaration of Helsinki was obtained from every participant in each group before their
inclusion in the study.

HLA-G 3’ UTR analysis

Genomic DNA was obtained from the blood samples and saliva. The DNA
extracted from blood was according to Lahiri and Nurnberger (1991) protocol and the
DNA from saliva samples was obtained using the Oragene® DNA collection kit (DNA
Genotek Inc., Canada), in accordance with the manufacturer’s protocol.

The 3 UTR region of HLA-G gene was amplified by polymerase chain reaction
(PCR) according to Zambra et al. (personal communication), using primers previously
described HLA-G8F: 5-TGT GAA ACA GCT GCC CTG TGT-3' (Bermingham et al.
2000; Castelli et al. 2010) e GmIRNA-R: 5'-CTG GTG GGA CAA GGT TCT ACT G- 3
(Cordero et al. 2009). Amplifications were performed in a final volume of 25 pul
containing 0.2 mM each of dNTP; 2.0 mM of MgCly; 10 pmol/ul of each primer; 1 unit of
Taq Platinum DNA polymerase in 1X PCR-specific buffer (Invitrogen Corporation, CA,
USA) and 15 to 30 ng of genomic DNA. The initial denaturation step were conducted at
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94°C for 5 minutes; followed by 32 cycles at 94°C for 30 seconds; 65.5°C for 30 seconds;
72°C for 1 minute and by a final extension step at 72°C for 5 minutes. As a result, a 537
base pair (bp) product was amplified when the 14-bp insertion allele (ins) was present (or
523 bp when this allele was absent) and checked in 1% agarose gel stained with ethidium
bromide. Next, the PCR products were directly sequenced using the reverse primer
(GmIRNA-R) 5-CTG GTG GGA CAA GGT TCT ACT G- 3'in the ABI 3730 XL DNA
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) by a Sanger method. Finally, the
genotyping of 14-bp Ins/Del (rs66554220), +3003 T/C (rs1707), +3010 C/G (rs1710),
+3027 C/A (rs17179101), +3035 C/T (rs17179108), +3142 G/C (rs1063320), +3187 A/G
(rs9380142) and +3196 C/G (rs1610696) HLA-G polymorphic variants was performed by
interpretation of chromatogram peaks by the FinchTV software version 1.4.0 (available on
http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml). In the total, 125 RPL samples were
efficiently genotyped another seven samples were exclude from genetic analysis due to a

low quality amplification.

Haplotype analysis

Inference of the most likely haplotypes constitution of each sample in the study was
performed using a Bayesian method (Monte Carlo Markov chain simulations) implemented
in the PHASE software version 2.1 (Stephens et al. 2001; Stephens and Donnelly 2003).
For the determination of linkage disequilibrium (LD) between pairs of genetic variants of
the study we used the r? and D’ coefficient through the Haploview 4.1 software (Barrett et
al. 2005). Using default parameters in the PHASE software we conducted ten independent
runs with different seed values for the random number generator and checked the
consistency of the results (as described in Castelli et al. 2011). Independent seed values
provided the same results by the PHASE method. The haplotype overall frequencies
generated from the PHASE and the Haploview methodologies showed highly consistent
results to both methodologies.

Statistical Analysis
All categorical and continuous variables were analyzed by Chi-square and Mann-
Whitney U-test, respectively. The Hardy-Weinberg equilibrium was calculated for the RPL

and control groups, for each polymorphism evaluated in the study. For all instances, p-
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values <0.05 were considered to be significant. The analyses were conducted in overall
RPL women and its subgroups (primary and secondary RPL) in comparison to the control
group. The strength of association, if present, was estimated by calculating the odds ratio
(OR) with a 95% confidence interval (CI). All statistical analyses were performed with
standard software SPSS v.20.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

Results
Clinical and Demographic parameters

In the current study we assessed clinical and demographic characteristics of 132
RPL and 152 healthy multiparous women (Table 1). We observed that mean age at the first
pregnancy were similar between RPL women (23.8 years) and the control group (23.2
years, p=0.763); however, the mean age at recruitment in the present study was higher in
the control group (42.4 years, p<0.001). Also, we observed that a higher European ancestry
was related to the control group (78.6%) than RPL women (62.6%, p=0.029). The
obstetric history of the subjects enrolled in the study was evaluated. The median number of
pregnancies was higher in RPL women than control group (p<0.001), and about 35%, 37%
and 27% of RPL women had two, three and four or plus miscarriages, respectively. When
we analyzed the subgroups of RPL, we observed 78% of women in primary RPL subgroup
and 22% of them in secondary RPL group. Among the risk factors to pregnancy
complications including miscarriage that we were able to retrieve, only alcohol
consumption was statistically significant being twice as higher in RPL women (44.7%)
than control group (20.5%, p<0.001).

HLA-G 3 UTR molecular analysis

The genotype distribution of each one of the eight genetic variants relevant to the
HLA-G transcriptional control did fit the Hardy-Weinberg equilibrium expectation (Table
2). Next, the imputed genotype data into the PHASE software generated all individual
probably phased genotypes (haplotypes) with the lowest probability value in overall
sample being 0.969 and the most probably value (1.00) was reached for most samples. The
most probably haplotype inferred to each individual sample was named as previously
described in Castelli et al. (2010) and Martelli-Palomino et al. (2013).
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HLA-G 3 UTR Haplotype Frequencies

The analysis of linkage disequilibrium (LD) indicated a strong LD among all
polymorphic variants studied. A near perfect LD was observed between +3010C/G and
+3142G/A (D’=1.000, r>=0.986, p<0.001, Table 3). The most probably haplotypes inferred
are listed in Table 4. No statistical difference between haplotype frequencies in RPL
women and healthy multiparous control women was observed. However, UTR-2 (29.6%)
haplotype was the most frequent in RPL women and UTR-1 (29.0%) haplotype was the
most frequent in the control group (p=0.058). In respect to the others haplotypes, we did
not observe any tendency, being the frequencies of UTR-3, UTR-4, UTR-5, UTR-6 and
UTR-7 similar in both groups. Interestingly, when we stratified the RPL group into
primary and secondary RPL, we observed that UTR-2 frequency was higher in secondary
RPL (41.0%) than the control group (26.0%), but after correction to multiple comparisons,
the p-value did not remain significant (p=0.022, aponferroni=0.007, Table 5).

Considering that low HLA-G expression levels are related to the 14-bp Ins, +3142G
and +3187A alleles in previous studies (Hviid et al. 2003; Rousseau et al. 2003; Tan et al.
2007; Yie et al. 2008). Thus, we analyzed the frequencies of carriers and non-carriers of
the 14-bp Ins/+3142G/+3187A (InsGA) haplotype risk in RPL women and the control
group (Table 6). The frequencies did not differ between groups, but the overall proportion
of InsGA carriers was higher in the RPL women (68.0%) than the control group (61.8%).
In addition, we also did not observe an association with the number of miscarriages and the
presence of InsGA haplotype in overall RPL women and its subgroups (data not shown).
Finally, we evaluated the contribution of all genetic variants in an independent-manner to
the risk of recurrent pregnancy losses (Table 7). As a result, no differences between groups

were observed.

Discussion

As the fetus is not genetically identical to its mother, it is reasonable to think that
mechanisms must exist to allow the mother to carry the fetus throughout gestation without
a rejection. HLA-G was first identified in the materno-placental interface. Owing to a
preferential expression of HLA-G on EVT cells, this molecule has proven to have several
and relevant role in reproduction and others distinct functions. Further, HLA-G can also be

expressed on endothelial cells of fetal blood vessels in placenta and may act in the
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angiogenesis process which is highly active, until term in the villi (Blaschitz et al. 1997),
being essential to pregnancy maintenance. As previously reported, HLA-G expression
pattern is influenced by its regulatory regions, especially the 3’ UTR region that contains
regulatory elements including AU-rich motifs, polyadenylation signals and polymorphic
sites that are implicated with the regulation of HLA-G expression (Castelli et al. 2010).
This region has been studied in a wide range of association studies, but in the most of
cases, a limited set of putative functional variants are analyzed by studies, whereas only
few studies have investigated the full sequence variation in unrelated healthy and non-
healthy individuals (Hviid et al. 2002; Graebin et al. 2012; Lucena-Silva et al. 2013).

Taken together, all polymorphic variants assessed in this study, we could by a
haplotype inference approach evaluate the contribution of the 3 UTR regulatory region of
HLA-G to the predisposition to RPL. Our data indicated no association between RPL and
the control group in relation to the 7 main haplotypes observed. However, the UTR-1
haplotype was the most frequent followed by UTR-2/3/4/5/6/7 haplotypes in the control
group agreeing with a previous studies in health blood donor in a Brazilian population and
a 21 worldwide population sample (Castelli et al. 2010; Sabbagh et al. 2014). Interestingly
the UTR-1 is the only haplotype lacking the alleles related to a lower SHLA-G expression
(Hviid et al. 2003; Rousseau et al. 2003; Tan et al. 2007; Yie et al. 2008). In addition,
recent studies reported that UTR-1haplotype is associated with higher expression levels of
SHLA-G (Di Cristofaro et al. 2013; Martelli-Palomino et al. 2013). On the other hand,
UTR-2 haplotype was at higher frequencies in RPL and its subgroups, which is one of the
haplotypes related to a lower or intermediated SHLA-G expression (Di Cristofaro et al.
2013; Martelli-Palomino et al. 2013). Also, an unexpected higher frequency of UTR-2 in
secondary RPL being twice as higher than the control group was observed; however, this
RPL subgroup represents a poorly understood group in which a distinction from primary
RPL is not usually made.

If these haplotypes are considered lower or intermediated SHLA-G secretors needs
to be further clarified. Also, it should be investigated if these findings could be
extrapolated to sHLA-G/HLA-G expression on EVT cells. Carriers of haplotypes
encompassing the 14-bp Ins/+3142G/+3187A alleles were also evaluated in this study;
although no differences were observed between groups. However, carriers of this risk

alleles are associated with reduced HLA-G expression and it has been associated with
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worst outcome in inflammatory conditions (Graebin et al. 2012; Martelli-Palomino et al.
2013).

Among the polymorphisms of the HLA-G 3 UTR region, the most studied SNP is
the 14-bp insertion/deletion (5-ATTTGTTCATGCCT-3"). It is proposed that a 14 bases
insertion in the primary transcript may result by alternative splicing a cut of the first 92
bases in a proportion of the mature HLA-G mRNA giving rise to a shorter mRNAs with
increased stability. These more stable mRNAs could reflect in an increased surface
expression of HLA-G1 in comparison with the transcripts of 14-bp deletion allele. In
addition, the 14-bp deletion allele has a higher sHLA-G1/HLA-GL1 ratio than the 14-bp
insertion allele (Svendsen et al. 2013). Also, low levels of SHLA-G in the maternal blood
circulation are associated with the 14-bp insertion homozygous genotype and women
having experienced pregnancy disorders (Hviid et al. 2004; Rizzo et al. 2009). No
statistically difference between RPL women and the control group was observed, although
a remarkably tendency to a higher proportion of 14-bp insertion allele (46.0% versus
38.0%, respectively) and 14-bp ins/ins genotype carriers in the RPL group was observed
(22.4% versus 15.1%). Corroborating our findings, other studies with similar results points
out to a higher frequency of 14-bp insertion allele and homozygous genotype in RPL
women (Yan et al. 2006; Zhu et al. 2009; Christiansen et al. 2012). Up to now, many
studies evaluated the role of this variant in RPL; however, the results are still inconsistent
and even the most recent meta-analysis provide controversial conclusions (Wang et al.
2013; Fan et al. 2014). Nonetheless, the overall picture is that differential expression
pattern of HLA-G seems to be associated with pregnancy disorders (Cecati et al. 2011).

The +3142G/C SNP is located in a putative binding site for miRNAs which is
important for the regulation of HLA-G expression (Veit and Chies 2009). It has been
demonstrated that a G to C transition affects the binding of miRNAs, as a consequence it
can repress or favors mRNA translation (Tan et al. 2007; Castelli et al. 2009). To the best
of our knowledge, this is the first study that evaluated this functional variant in RPL
women. No influence of this genetic variant in RPL risk was observed in our study,
although lower frequencies of +3142C allele (41.0% vs. 51.0%) and +3142CC genotype
(16.8% vs. 26.3%) were observed in RPL women when compared with controls.
Interestingly, it has been reported that +3142GG genotype (in fetal samples) is associated

with severe preeclampsia in primiparous women (Larsen et al. 2010).
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The presence of the +3187A allele is proposed to decreases HLA-G expression
because of its proximity to an AU-rich element related to mMRNA degradation (Castelli et
al. 2010). In fact, the presence of an A allele at this position is associated with lower
MRNA stability in vitro and an increased risk to preeclampsia development (Yie et al.
2008). Our data suggest no association of this variant and the risk of RPL in the currently
population. Other four variants +3003T/C, +3010C/G, +3027C/A and +3035C/T possibly
influence miRNA binding (Castelli et al. 2009), although no specific regulation mechanism
has been described to them. The polymorphic sites assessed in the study are encompassed
in a short region in the gene and given a higher LD observed and the gametic phase of all
eight SNPs identified here is reasonable to consider that they are possibly acting in sync in
the transcriptional and post-transcriptional regulation of HLA-G expression.

According to the environmental risk factors evaluated in this study, we observed a
higher proportion of alcohol consumption among RPL women. In respect of its
consumption, many adverse effects on fetal development has been observed; in addition,
there is no safe amount of its intake during pregnancy (ACOG 2011). Ethnic origin was
different between the studied groups; however, until now there are no published data
implicated in the risk of RPL.

In conclusion our study suggests that HLA-G 3 UTR haplotypes are not associated
with the risk of RPL in the currently Brazilian population. More studies in order to confirm
the role of the haplotypes in RPL as well as functional studies evaluating the EVT
expression patterns related to the haplotypes observed in the study are definitely needed to

clarify this further.
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Table 1. Clinical and demographic characteristics of RPL women and control group

RPL Control p-value
Age at first pregnancy [mean (£SD)] 23.8 (£6.9) 23.2 (£4.9) 0.763°
Age at recruitment [mean (£SD)] 32.7 (7.9) 42.4 (£9.7) <0.001°
Number of pregnancies [median (25-75%)] 4.0 (3.0-4.0) 2.0 (2.0-3.5) <0.001%
Body Mass Index [median (25-75%)] 26.0 (23.0-29.0) 23.5(21.0-28.0)  0.102°
European descent [n(%)] 82 (62.6) 121 (78.6) 0.029°
Alcohol consumption [n(%)] 59 (44.7) 32 (20.5) <0.001°
Smoking [n(%)] 20 (15.2) 34 (21.8) 0.150°
Primary RPL [n(%)] 103 (78.0) —
Miscarriages [mean (£SD)] 3.3 (£1.6) —
2 miscarriages [n(%)] 46 (35.1)
3 miscarriages [n(%)] 49 (37.4)
>4 miscarriages [n(%)] 36 (27.5)

®Mann-Whitney U-test, ° Chi-square test.
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Table 2. HLA-G 3’UTR allelic and genotypic frequencies of 8 polymorphic sites in RPL women and control group.

Ins/Del 14bp +3003 T/C +3010 C/G +3027 A/C +3035 C/T +3142 G/C +3187 AIG +3196 C/G
Cases
(n=125)
Ins/Ins  22.4 TT 77.6 CC 344 AA — CC 70.4 GG 352 AA 616 CC 472
Genotype Ins/Del 46.4 TC 20.8 CG 472 AC 11.2 CT 28.0 GC 480 AG 328 CG 432
Del/Del 31.2 CC 16 GG 18.4 CC 8838 TT 1.6 CC 16.8 GG 5.6 GG 96
Allele Ins 46.0 T 88.0 C 580 A 6.0 C 84.0 G 59.0 A 780 C 69.0
Del 54.0 C 120 G 420 C 940 T 16.0 C 410 G 220 G 310
pHWE? 0.469 0.865 0.727 0.507 0.479 0.943 0.620 0.944
Control
(n=152)
Ins/Ins 15.1 TT 77.6 CC 257 AA — CC 75.6 GG 25.7 AA 487 CC 520
Genotype Ins/Del  46.7 TC 211 CG 486 AC 8.6 CT 23.7 GC 480 AG 441 CG 434
Del/Del 38.2 cCC 13 GG 25.7 CC 914 TT 0.7 CC 26.3 GG 7.2 GG 46
Allele Ins 38.0 T 88.0 C 500 A 4.0 C 87.0 G 49.0 A 710 C 740
Del 62.0 C 120 G 50.0 C 96.0 T 13.0 C 510 G 29.0 G 26.0
pHWE? 0.868 0.918 0.745 0.518 0.307 0.629 0.426 0.140

Probability of adherence to the Hardy—Weinberg equilibrium expectations.
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Table 3. Analysis of linkage disequilibrium patterns for all the pairs of polymorphic sites evaluated at the 3 UTR region of the HLA-G*.

+2960 Ins/del** +3003 T/C +3010 C/G +3027 C/A +3035 C/T +3142 G/IC 43187 AIG  +3196 C/G

+2960 Ins/del — 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
+3003 T/C 0.965 — 0.000 0.046 0.000 0.000 0.000 0.000
+3010 C/G 0.982 1.000 — 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
+3027 C/A 1.000 1.000 1.000 — 0.000 0.000 0.001 0.001
+3035 C/T 0.936 1.000 1.000 1.000 — 0.000 0.000 0.000
+3142 G/C 0.991 1.000 0.993 1.000 1.000 — 0.000 0.000
+3187 AIG 1.000 1.000 0.988 1.000 1.000 1.000 — 0.000
+3196 C/G 0.979 1.000 0.973 1.000 0.959 0.987 1.000 —

*D’ Lewontin Normalized Coefficient (under the line) and the probability of linkage disequilibrium (above the line, p<0.05).

**+2960 Ins/del= 14-bp Insertion/deletion.
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Table 4. Haplotype frequencies observed in RPL women and control group in respect to the
HLA-G 3’UTR polymorphic sites.

ot L P o R e
kJDTeII?'I-%;CCCGC) 5 22.0 88 290  0.058
HE@CCG AG) 74 29.6 80 26.3 0.367
kJDTeFI{'I-'sC):CCGAC) 29 116 33 109 0737
?DTEF,{;&CCCAC) 29 11.6 36 11.8 0.947
kJIrTsF'QI'-gCTGAC) 23 9.2 24 7.9 0.595
kJDTeFIQ'I%CCCAC) 19 7.6 28 9.2 0.493
RE'ZATGAC) 14 5.6 13 43 0.494
Others” 7 2.8 2 0.6 )

*Haplotype consensus sequences are represented by 14bplns/Del +3003T/C +3010C/G
+3027C/A +3035C/T +3142G/C +3187A/G +3196C/G.
®Group of haplotypes with frequency lower than 1%.
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Table 5. Haplotype frequencies observed in RPL women and control group at the HLA-G 3°’UTR polymorphic sites

Control?

RPLP

Primary® RPL

Secondary® RPL

Haplotypes IN=304(%)  2n=250(%) p-value**” 2n=102(%) p-valug*® 2N=58(%) p-value®®
EDZTT'%;CCCGC) 88 (29.0) 55 (22.0) 0.058 42 (21.9) 0.084 13 (22.4) 0.303
H;SF%CCG AG) 80 (26.3) 74 (29.6) 0.367 50 (26.0) 0.958 24 (41.4) 0.022
EJDZTT%CCG N (10.9) 29 (11.6) 0.737 23 (12.0) 0.718 6 (10.5) 0.908
EJDZF:C':‘(‘;CCC Ac) 36 (11.8) 29 (11.6) 0.947 24 (12.5) 0.833 5 (8.6) 0.576
tﬂg’gcm AC) 24 (7.9) 23(9.2) 0.595 18 (9.4) 0.565 5 (8.6) 0.696
EJDZTT'%CCC AC) 28 (9.2) 19 (7.6) 0.493 17 (8.9) 0.937 2 (3.4) 0.156
tﬂg’g ATGAC) 13 (4.3) 14 (5.6) 0.494 12 (6.2) 0.349 2 (3.4) 0.858
Others’ 2 (0.6) 7 (2.8) — 6 (3.1) — 1(1.7) —

‘Group of all haplotypes with frequencies lower than 1%. Bonferroni corrected p-value for multiple comparisons a=0.05/7= 0.007.

*Fisher’s test.

%Pp-value = Control X RPL. *“p-value = Control X Primary RPL. *%p-value = Control X Secondary RPL.
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Table 6. Carriers and non-carriers of the 14-bp Ins_+3142G_+3187A haplotype

alleles in RPL women and control group.

RPL Control luel
n=125 n=152 p-value
Carriers n(%) 85 (68.0) 94 (61.8) 0.285
Non-carriers n(%) 40 (32.0) 58 (38.2) '
Primary RPL Control
n=96 n=152
Carriers n(%) 62 (64.6) 94 (61.8) 0.639
Non-carriers n(%) 34 (35.4) 58 (38.2) '
Secondary RPL Control
n=29 n=152
Carriers n(%) 23 (79.3) 94 (61.8) 0.073
Non-carriers n(%) 6 (20.7) 58 (38.2) '

! Fisher’s exact test
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Table 7. Genotype and allele frequencies of the HLA-G 3’UTR polymorphisms evaluated for
women with RPL and the control group.

nleZPSIZ% ) ngigtzr&) Odds Ratio (95% CI) p-value!
14-bp Ins/Del
Del/Del 39 (31.2) 58 (38.2) 1
Del/Ins 58 (46.4) 71 (46.7) 1.36 (0.75-2.49) 0.310
Ins/Ins 28 (22.4) 23 (15.1) 1.70 (0.79-3.70) 0.172
+3003 T/C
TT 97 (77.6) 118 (77.6) 1
TC 26 (20.8) 32 (21.1) 1.14 (0.59-2.20) 0.699
cC 2 (1.6) 2 (1.3) 1.79 (0.21-15.3) 0.593
+3010 C/G
GG 23 (18.4) 39 (25.7) 1
CG 59 (47.2) 74 (48.6) 1.42 (0.72-2.82) 0.310
cC 43 (34.4) 39 (25.7) 1.44 (0.69-3.00) 0.336
+3027 C/A
cC 111 (88.8) 139 (91.4) 1
CA 14 (11.2) 13 (8.6) 1.54 (0.59-4.00) 0.375
AA — —
+3035 C/T
cC 88 (70.4) 115 (75.6) 1
CT 35 (28.0) 36 (23.7) 1.27 (0.69-2.37) 0.437
TT 2 (1.6) 1(0.7) 3.14 (0.20-50.4) 0.418
+3142 G/C
cC 21 (16.8) 40 (26.3) 1
GC 60 (48.0) 73 (48.0) 1.62 (0.81-3.24) 0.174
GG 44 (35.2) 39 (25.7) 1.64 (0.77-3.48) 0.197
+3187 AIG
GG 7 (5.6) 11 (7.2) 1
AG 41 (32.8) 67 (44.1) 0.84 (0.28-2.52) 0.754
AA 77 (61.6) 74 (48.7) 1.24 (0.42-3.64) 0.695
+3196 C/G
cC 59 (47.2) 79 (52.0) 1
CG 54 (43.2) 66 (43.4) 1.03 (0.59-1.80) 0.906
GG 12 (9.6) 7 (4.6) 2.12 (0.74-6.11) 0.161

Ip-values were obtained by binary logistic regression (with smoking, alcohol consumption,
ethnicity and number of pregnancies) among groups, without Bonferroni correction.
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Discussao
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3. DISCUSSAO

O sucesso gestacional depende da adequada invasdo do blastocisto na decidua
materna. Isto é dependente de trés principais fatores: da qualidade do embrido, da
receptividade do endométrio e da interacdo entre os dois. Devido a isto, a aberrante
placentacdo ocasionada pela extensiva ou ineficaz invasdo das células extravilosas do
trofoblasto é considerada como principal causa de complicacGes gestacionais, tais como
abortamentos, pré-eclampsia, restricdo do crescimento intrauterino, prematuridade e até
mesmo morte materna e/ou fetal (vide revisao em Hammer, 2011).

Os mecanismos apoptoticos sdo muito importantes do ponto de vista reprodutivo,
pois é demonstrado que a apoptose é um processo essencial durante os primeiros estagios
da gestacao além de participar de muitas func@es fisioldgicas como: promover a adequada
remodelacdo da decidua materna, atuar no controle da invasdo do trofoblasto e na
manutencdo do balango da tolerancia imune materno-placentéaria (Aschkenazi et al. 2002;
Huppertz et al. 2006).

No presente estudo, visamos compreender o papel de variantes polimorficas dos
genes relacionados ao processo apoptético. O sistema FAS-FAS-L e BAX-BCL-2,
principais representantes das vias extrinseca e intrinseca, respectivamente, foram
analisados. Além disso, o HLA-G relacionado aos processos apoptoticos e de
imunoregulacdo também foi abordado neste estudo. Embora, diferengas significativas ndo
foram observadas entre mulheres com AR e multiparas saudaveis, nossos achados
contribuem para a atual compreensao desta complexa desordem gestacional.

O sistema FAS-FAS-L inicialmente demonstrado ser importante na manutencao do
privilégio imune nos olhos, testiculos, tumores, entre outros sitios, também é observado no
sitio de implantacdo do blastocisto, sendo o FAS-L expresso tanto nas células da decidua
materna como nas células EVT atuando como um mecanismo de excluséo clonal de células
do sistema imunoldgico que reconhecem antigenos paternos presentes nas células fetais
(Wajant 2002; Qiu et al. 2005; Peter et al. 2007). Além disso, a ativacdo de linfocitos T por
antigenos estranhos é capaz de induzir a expressao de FAS e este quando interage com seu
ligante desencadeia a cascata apoptdtica que acaba eliminado estes linfécitos e suprimindo
a resposta imune (Abrahams et al. 2004; Qiu et al. 2005). A variante -670 A/G do gene
FAS, nédo esta associada ao risco de AR na atual populacdo estudada, resultado que esta de

acordo com outros estudos prévios em mulheres com AR (Nair et al. 2012; Banzato et al.

81



2013). Interessantemente, o alelo G desta variante genética estd associado ao risco de
complicagBes gestacionais mais severas, como ruptura prematura das membranas, pré-
eclampsia e restricdo do crescimento fetal (Fuks et al. 2005; Kalish et al. 2005; Sziller et
al. 2005; Robinson et al. 2009; Ciarmela et al. 2010). Sugere-se que a reducdo na
sinalizacdo apoptdtica dos linfocitos T maternos possa ser atribuida a esta variante, visto
que ela favorece uma capacidade prolongada destes linfécitos reconhecerem e destruir as
células do trofoblasto durante o processo de invasdo da decidua materna e artérias espirais
(Sziller et al. 2005). Outra hipotese sugere que a variante -670G resulte na resisténcia
seletiva de apenas células de perfil Thl, portanto permitindo que estas células secretem
mais citocinas de perfil inflamatdrio (Fuks et al. 2005). Nao obstante, a variante FAS -
670A/G também contribui para o risco de outras condi¢Ges patoldgicas, como cancer,
osteoartite e l0pus eritematoso sistémico (Wu et al. 2003; Sun et al. 2004; Zhang et al.
2006; Sezgin et al. 2013). O outro polimorfismo analisado neste estudo foi 0 -1377G/A do
gene FAS, também localizado na regido promotora do gene. Até 0 momento, apenas um
estudo analisou esta variante no contexto do abortamento de repeticdo. Nair e
colaboradores (2012) observaram que o alelo A estava independentemente associado ao
risco de AR na populagdo Indiana, e de forma interessante estes pesquisadores
demonstraram que a presenca combinada dos genétipos -1377AA e -670GG conferiam o
maior risco para AR na populacdo estudada. Nossos dados ndo indicaram diferencas
significativas nas frequéncias deste polimorfismo entre os grupos. No entanto, a
distribuicdo do alelo A difere entre as populacGes com diferentes composicdes éticas,
sendo mais frequente nas populac@es asiatica (1000 Genomes Project Consortium).

A via mitocondrial ou intrinseca da apoptose que compreende as proteinas pro-
apoptoticas (BAX) e anti-apoptoticas (BCL-2), também foram investigadas no presente
estudo. Foram analisadas as variantes polimorficas dos genes BAX -248G/A e BCL-2 -
938C/A, ambas localizadas na regido promotora. A avaliagdo desta via apoptotica é
fundamentada na interac@o existente entre as duas vias de morte celular, visto que a via
extrinseca pode ativar a via intrinseca e amplificar os sinais apoptoticos (Igney and
Krammer 2002). Portanto, a avaliacdo de ambas possibilita uma compreensdo mais
detalhada do processo apoptético em mulheres com AR. Na gestacdo saudavel, o delicado
balanco entre BAX:BCL-2 é crucial durante o primeiro e terceiro trimestre da gestacao,

sendo o0s niveis de expressdo de BCL-2 na placenta geralmente menores a medida que a
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gestacdo progride, por outro lado, BAX gradualmente aumenta ao término da gestacdo (De
Falco et al. 2001). Dada as circunstancias, propde-se que a desregulacdo do processo
apoptotico possa ocasionar a disfuncdo placentaria e consequentemente as desordens
gestacionais (Cobellis et al. 2007).

As analises das variantes polimdrficas dos genes BAX e BCL-2 ndo indicaram a
associacao ao risco de AR na atual populacdo. Até o momento, este é o primeiro estudo
que avalia estas variantes polimorficas no contexto gestacional. Por outro lado, estas
variantes sdo extensamente estudas em doengas autoimunes e cancer (Starczynski et al.
2005; Nickel et al. 2007; Bachmann et al. 2007; Heubner et al. 2009; Zhang et al. 2011).
De forma interessante, é descrito que a regido promotora do gene BAX possui motivos de
ligacdo para a proteina p53 (que atua como um importante fator de transcricdo), embora a
variante estudada ndo influencie na ligacdo de p53, é possivel que esta variante seja
dependente da ativacdo de p53 nestes sitios, uma vez que interacdes gene-gene na rede do
TP53 estdo associadas ao risco de AR (Fraga et al. 2014).

Devido ao feto ndo ser geneticamente idéntico a mée, é racional considerar que
existem mecanismos especificos que permitam a mae prosseguir gestando o concepto sem
rejeicdo. De fato, durante a gestacdo as células e tecidos fetais estdo em contato direto com
as células do sistema imune materno. A populacdo de células dominante na decidua é
composta principalmente por células dNK e macrdfagos. Por outro lado, Linfécitos T
CD4+, T CD8+ e células dendriticas sdo 0s menos representados, enquanto que células B e
NK sdo raras (Erlebacher 2013).

Neste cenario, o0 HLA-G destaca-se por sua versatilidade, visto que a
funcionalidade da molécula é mediada pela ligacdo a especificos receptores presentes nas
células maternas imunes e nao imunes, incluindo os receptores CD8, LILR (leukocyte
immunoglobulni-like receptor) Bl, LILRB2, KIR (killer cell immunoglobulin-like
receptors) 2DL4 e possivelmente CD160 (vide revisdo em Le Bouteiller 2015). Tais
interacdes especificas contribuem tanto para ativacdo ou inibicdo destas células. Por
exemplo, 0 HLA-G pode limitar a reposta do sistema imune materno contra antigenos
paternos através da inibicdo da atividade citotoxica das celulas dNK, inibicdo da
proliferacdo de células T e B e inducdo da apoptose de células T CD8+ ativadas. Ainda,
estas interacdes contribuem para estimular o desenvolvimento placentario/remodelacéo

através da secrecdo de fatores angiogénicos pelas células dNK (Rajagopalan e Long 2012).
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Além disso, é observado que a expressdo do HLA-G nas células EVTs aumentam a medida
que elas migram em direcdo a vasculatura uterina (McMaster et al. 1995).

E descrito que as regides 5° UTR e 3 UTR do gene HLA-G influenciam a
magnitude de expressdo do HLA-G tanto ao nivel transcricional e pos-transcricional
(Castelli et al. 2011). Das regides regulatorias do gene, destaca-se principalmente a regido
3' UTR, pois é observado que sitios polimorficos nesta regido influenciam na regulacéo
direta da expressdao do gene, devido a afinidade por miRNAs ou por afetarem a
estabilidade do RNA mensageiro (Rousseau et al. 2003; Yie et al. 2008; Veit e Chies
2009).

Nosso estudo avaliou a regido 3 UTR do gene HLA-G, a qual contém oito variantes
polimorficas putativamente funcionais relacionadas a regulacdo da expressdao do gene.
Como resultado, as frequéncias genotipicas e alélicas das variantes: 14-pb
insercdo/delecdo, +3003T/C, +3010C/G, +3027C/A, +3035C/T, +3142G/C, +3187A/G e
+3196C/G ndo diferiram entre os grupos estudados. A anélise da frequéncia dos haplétipos
de forma similar ndo diferiu estatisticamente entre os grupos. No entanto, n6s observamos
que os potenciais alelos de risco 14-pb Insercédo, +3142G e +3187A sdo mais representados
no grupo de mulheres com AR em relagdo a multiparas saudaveis. Ainda, na analise de
hapl6tipos observamos um padrdo relevante na frequéncia do UTR-2, (descrito
previamente associado a menores niveis de expressdao de HLA-G soltvel) no grupo de
mulheres com AR do que no grupo controle, a mesma observacdo comporta-se de uma
maneira inversa para as mulheres multiparas saudaveis, as quais apresentam uma tendéncia
a maior frequéncia do haplotipo UTR-1, relacionado previamente a maiores niveis de
expressdo da proteina (Martelli-Palomino et al. 2013). Apesar das frequéncias haplotipicas
observadas nao diferirem estatisticamente entre 0s grupos, € importante salientar que em
um estudo de triade no desfecho de pré-eclampsia analisando o polimorfismo 14-pb
insercdo/delecdo ndo foram observadas diferencas significativas na distribuicdo genotipica
entre as mulheres com tal condicdo e grupo controle. No entanto, foi observado um
excesso de homozigotos para o alelo de inser¢do nos recém-nascidos de mulheres com PE,
sugerindo que isto se deve a transmissdo diferencial paterna dos alelos da variante 14-pb,
visto que, é observado uma menor combinagdo nos genotipos de 14-pb insercdo de origem
paterna em relacdo ao recém-nascido na triade controle e uma predominancia oposta da

transmissdao paterna do alelo de insercdo em triades com pré-eclampsia (Hylenius et al.
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2004). Até o momento, ndo ha evidencias que comprovem o papel da variante 14-pb
Ins/Del no risco ao AR, além disso, duas recentes meta-analises sugerem resultados
contraditérios (Tripathi et al. 2004; Yan et al. 2006; Sipak-Szmigiel et al. 2008; Zhu et al.
2009; Jassem et al. 2012; Wang et al. 2013; Fan et al. 2014).

A variante +3142G/C localiza-se em um importante sitio de ligagdo para miRNAs e
é reportado que a transicdo de uma Guanina para Citosina influencie na ligag&o de diversos
miRNAs (Tan et al. 2007; Veit e Chies 2009; Castelli et al. 2009). Até 0 momento poucos
estudos avaliaram esta variante no risco de AR. Corroborando nossos dados Jassem e
colaboradores (2012) também ndo observaram a associacdo desta variante com o risco de
AR. No entanto, é observado que o genétipo +3142GG (fetal) é associado a PE em
primiparas (Larsen et al. 2010). Além disso, em condicdes patoldgicas ndo relacionadas a
gestacdo observa-se que esta variante contribui para o risco de doencas autoimunes como
artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico (Consiglio et al. 2011; Veit et al. 2014).

A variante +3187 A/G esta associada a degradacdo do mRNA, pois localiza-se
préximo a um importante elemento regulatério rico em AU (adenilato-uridilato), o qual é
um determinante comum da estabilidade de mRNA (Chen e Shyu 1995). Dados na
literatura associando esta variante ao risco de AR sdo escassos. Na PE € demonstrado que o
alelo +3187A confere menor estabilidade do mRNA in vitro e risco a PE (Yie et al. 2008).
No entanto, Larsen e colaboradores (2010) avaliaram mulheres primiparas com PE e
observaram resultados contraditorios. Uma possivel explicacdo para estes resultados
contraditérios € que polimorfismos na regido promotora que estdo associados ao nivel de
expressdo podem estar em desequilibrio de ligacdo com o +3187A/G, atuando de forma
sinérgica no controle transcricional e pds-transcricional (Ober et al. 2006; Nilsson et al.
2014).

Outras quatro variantes investigadas, sdo elas: +3003, +3010,+3027 e +3035 nao
possuem um mecanismo de regulacdo especifico, mas possivelmente contribuem para a
ligagdo de miRNAs (Castelli et al. 2009). E importante observar que as variantes
analisadas podem compor um bloco haplotipico e possivelmente atuarem na regulacao pos-
transcricional do HLA-G. Nossos dados n&o indicam diferencas significativas na
frequéncia dos haplotipos entre os grupos. Porém, observamos que o hapl6otipo mais
frequente no grupo controle foi 0 UTR-1, o qual € o Unico haplétipo que ndo possui

qualquer alelo associado a menor expressdo do HLA-G. De fato, é descrito que o UTR-1 ¢é
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correlacionado com maiores niveis de expressdo de HLA-G sollvel em pessoas saudaveis
(Di Cristofaro et al. 2013; Martelli-Palomino et al. 2013). Inversamente, o haplétipo UTR-
2 foi o mais frequente no grupo de mulheres com AR, o qual possui os principais alelos
associados a menor expressdo de HLA-G (Martelli-Palomino et al. 2013). Além do UTR-
2, 0s hapétipos -5 e -7 também apresentam tais alelos, sendo estes haplotipos similarmente
mais representados nas mulheres com AR. Interessantemente, Larsen e colaboradores
(2010) observaram que recém-nascidos portadores em homozigose do hapl6tipo composto
pelos alelos 14-pb insercdo, +3010C, +3142G, +3187A e +3196G (UTR-2/5/7) sdo mais
propensos ao risco de pré-eclampsia, possivelmente devido a menor expressao do HLA-G
ocasionado pela presenca concomitante desta variantes funcionais. Se estes hapldtipos séo
considerados secretores baixo ou intermediario de HLA-G soluvel ainda permanece a ser
esclarecido (Di Cristofaro et al. 2013; Martelli-Palomino et al. 2013). Além disso,
permanece a ser avaliado se estes achados podem ou néo ser extrapolados para a expressao
de HLA-G soluvel pelas células EVT. Outro aspecto que deve ser considerado é a analise
dos haplotipos estendidos, visto que tal abordagem poderia determinar de forma mais
correta a regulacao transcricional do gene.

Dos fatores de risco ja estabelecidos para 0 AR, nosso estudo observou que o
consumo de alcool foi mais frequente em mulheres com AR em relagéo ao grupo controle.
O consumo de alcool causa efeitos adversos no desenvolvimento fetal, além disso, ndo ha
nenhuma quantidade segura do seu consumo durante a gravidez (ACOG 2011). Néo tao
menos importante, embora ndo tenhamos observado diferenca estatistica nas frequéncias
entre 0s grupos, o habito de fumar é considerado um importante fator de risco para o
abortamento e o risco € modulado de maneira dose-dependente (Dominguez-Rojas et al.
1994; Kumar 2011). Além disso, é relatado que o fumo durante o primeiro trimestre da
gravidez aumenta a expressdo de genes relacionados a angiogénese e a apoptose (TP53,
BAX e BCL-2) nas células vilosas (Kawashima et al. 2014). A composic¢éo étnica entre 0s
grupos estudados diferiram. No entanto, at¢é 0 momento ndo ha dados que suportam a
origem étnica como um fator de risco independente para o desenvolvimento AR.

Em conclusdo, nosso estudo sugere que as variantes polimorficas dos genes FAS,
FAS-L, BCL-2 e BAX, bem como os haplotipos da regido 3> UTR do HLA-G néo estdo
associadas ao risco de AR na atual populacdo. No entanto, estudos com maior tamanho
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amostral e em diferentes populagdes devem ser realizados para confirmar os achados do
presente estudo.
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5. APENDICES

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o grupo dos casos;
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o grupo dos controles;
o Questionario utilizado para coleta de dados dos grupos casos e controles.
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FATORES GENETICOS DE RISCO PARA PERDAS GESTACIONAIS
RECORRENTES
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Gostariamos de convida-la para participar de um estudo para investigacdo de
fatores de risco para perdas gestacionais recorrentes. Entre os fatores de risco estéo
algumas alteracdes genéticas que podem modificar o bom funcionamento de uma gestacéo.
Para o diagnostico e estudo dessas alteragdes é necessaria uma amostra de sangue e/ou
saliva, da qual serd extraido o DNA e, possivelmente, células da corrente sanguinea que
serdo armazenados para as andlises dessas alteracdes que podem estar contribuindo para
esse problema. As amostras coletadas serdo usadas para analises desse estudo e
armazenadas para possiveis outras analises futuras que visem melhorar o entendimento das
causas das perdas gestacionais. As amostras serdo armazenadas no Laboratorio de Genética
Médica do Departamento de Genética da UFRGS.

As pacientes com perdas gestacionais recorrentes serdo comparados com pacientes
que ndo tiveram essas complicacdes. A sua participacdo é importante para que possamos
chegar a conclus6es que possam lhe beneficiar ou a outras pacientes em futuras gestacdes.
A sua participacdo é voluntéria, sem prejuizo de seu tratamento e sem qualquer custo, e
vocé tem o direito de se retirar do estudo a qualquer momento, bastando unicamente
manifestar a sua vontade. As informacGes sdo confidenciais, e as conclusdes serdo
utilizadas para publicacGes em anais de eventos cientificos e revistas cientificas.

Para viabilizarmos o estudo é necessario que, além de responder a um questionario,
sejam coletados 10mL de sangue de uma veia periférica e/ou saliva. O volume coletado
ndo 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 disposi¢cdo com
0s pesquisadores no Servico de Genética Médica / Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

O presente documento tem por finalidade esclarecer as informagdes 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
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estudo, favor assinar a linha correspondente a seu nome e responda como achar melhor a

quest&o 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 gestacao?

( )sim ( ) néo

Nome da paciente:

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:

Porto Alegre, de de

Pesquisador Responsavel:

Dra. Maria Teresa Vieira Sanseverino — pesquisadora responsavel
Servigo de Genética Médica do HCPA — fone 3359-8011
Telefone do Comité de Etica em Pesquisa do HCPA — 3359-8304
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA CONTROLES EM PROJETOS DE PESQUISA ENVOLVENDO FATORES
GENETICOS DE RISCO PARA EVENTOS ADVERSOS NA GESTACAO

FATORES GENETICOS DE RISCO PARA PERDAS GESTACIONAIS
RECORRENTES

Estamos realizando um trabalho que visa compreender melhor os mecanismos
genéticos que podem ter efeito sobre as perdas gestacionais repetidas. Entre esses estdo
algumas alteracdes genéticas que podem modificar o bom funcionamento de uma gestacéo.
Para isso, necessitamos fazer a comparacdo entre um grupo de mulheres com esse
problema com um grupo de mulheres saudaveis, sem historico de infertilidade e de perdas
gestacionais, com no minimo duas gestacbes normais e bem sucedidas com filhos
saudaveis. Gostariamos de convida-la para participar desse estudo como parte do grupo
controle.

Para o diagnostico e estudo dessas alteracdes é necessaria uma amostra de sangue
e/ou saliva, da qual sera extraido o DNA e, possivelmente, células da corrente sanguinea
que serdo armazenados para as analises dessas alteracdes. As amostras coletadas serdo
usadas para andlises desse estudo e armazenadas para possiveis outras analises 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.

A sua participacdo € importante para que possamos chegar a conclusdes que
possam aumentar a compreensdo dos mecanismos que levam as perdas gestacionais bem
como beneficiar as mulheres com esse problema. A sua participacdo é voluntaria e sem
qualquer custo, e vocé tem o direito de se retirar do estudo a qualquer momento, bastando
unicamente manifestar a sua vontade. As informacgdes sdo confidenciais e as conclusfes
serdo utilizadas para publicacBes em anais de eventos cientificos e revistas cientificas.
Além disso, vocé tem o direito de ndo querer saber o resultado dos seus exames bem como
querer participar desse estudo de forma anénima.

Para viabilizarmos o estudo é necessario que, além de responder a um questionario,

sejam coletados 10mL de sangue de uma veia periférica e/ou saliva. O volume coletado
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ndo 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.

Em relacdo aos beneficios para sua salde, pode ndo haver beneficios diretos. O
estudo serd importante para que possamos entender melhor os mecanismos genéticos das
perdas gestacionais recorrentes. Se for de sua vontade, entraremos em contato com Vocé
para informar os resultados dos exames caso esses aparecam alterados.

O presente documento tem por finalidade esclarecer as informacfes 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 as questdes a seguir:

" Se, durante a minha avaliacdo, for identificada alguma alteracéo genética de
risco importante para eventos adversos durante a gestacéo, quero ser comunicada deste
resultado.

()sim () ndo
. Autoriza o uso do seu material biolégico para estudos futuros do nosso
grupo que envolvam fatores genéticos de risco para eventos adversos durante a gestacao?

( )sim ( ) néo

Nome da paciente:

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:

Porto Alegre, de de

Pesquisador Responsavel:

Dra. Maria Teresa Vieira Sanseverino — pesquisadora responsavel
Servigo de Genética Médica do HCPA — fone 3359-8011
Telefone do Comité de Etica em Pesquisa do HCPA — 3359-8304
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FATORES GENETICOS DE RISCO PARA PERDAS GESTACIONAIS

RECORRENTES
Reg. HCPA Reg. LGM Reg. DPN Reg. Tromb. Reg. SGM
IDENTIFICACAO
Conjuge da Paciente
1. Nome:
2. Data nascimento: Idade:
3. Profissédo/ocup:
4. Escolaridade:
Paciente
5. Nome:
6. Endereco:
7. Bairro: Cidade:
8. CEP:
9. Fone casa: Fone Cel:
10. Data nascimento: Idade:
11. Profissdo/ocup:
12. Escolaridade:
13. Peso habitual: kg Pesoatual: _ kg Altura: m

IMC:___

14. Doenga auto-imune:
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15. Histérico de Cancer em familiar de primeiro grau:

Paciente Conjuge

Familiares da paciente

Familiares do Conjuge

Tumor

Cancer

16.

Grupo Sanguineo:

sabe

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

24,

Consanguinidade do Casal:
Dificuldades para engravidar?
Gestacoes:

NV:

NM:

Abortamento espontéaneo:
Abortamento provocado:

Filhos vivos:

(heredograma no verso)

( )Sim ( ) Néo Obs.:

( )Sim

Fator RH: ( ) positivo ( ) negativo

( ) Néo

( )néo

Materna

Paterna

Obs

24. Fumo

25. Alcool
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26. Outras drogas

27. Medicamentos

28. Antecedentes de

malformacéo

29. Grupo étnico

30. Doenca crénica
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