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RESUMO

Perda gestacional recorrente (RPL, do inglés Recurrent Pregnancy Loss) é uma condicdo
reprodutiva adversa que se manifesta em cerca de 1 a 2% dos casais em idade reprodutiva e é
caracterizada pela ocorréncia de mais de um evento de perda gestacional. A etiologia dessa condicéo
abrange diversos fatores conhecidos, entretanto mais da metade dos casos permanecem idiopaticos.
Assim, tratam-se das chamadas perdas gestacionais recorrentes idiopaticas, um desafio para as equipes
de saude em termos de medicina reprodutiva. Senescéncia celular (CS, do inglés Cellular Senescence),
por sua vez, € entendida como 0 momento em que as células perdem a capacidade de se dividir mesmo
depois de estimuladas com fatores de crescimento. Este processo fisiologico esta presente em diversos
contextos organicos, inclusive durante a gestacao e o desenvolvimento embrionario. Apesar disso, a CS
pode estar vinculada a condigdes reprodutivas adversas, a exemplo das RPL. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi investigar a relacdo entre o processo de CS e RPL a partir de reviséo de literatura,
abordagens de bioinformatica e biologia de sistemas e investigagdo genética em amostras de mulheres
com histérico de RPL (casos) e sem histdrico de RPL e com, pelo menos, duas gestacdes a termo
(controles). Conjuntamente, a revisdo de literatura e as analises de bioinformatica indicaram relagdo
entre CS e RPL, uma vez que ha estudos gue colocam a CS no contexto das RPL e que muitas proteinas
envolvidas no processo de CS ja foram relacionadas com RPL ou com processos fisioldgicos
relacionados & esta condigdo. Dois genes candidatos foram apontados para a anélise genética pelas
analises in silico — EP300 e AKT1 — e foram avaliados simultaneamente a outros dois genes-chave para
0 processo de CS — CDKN1A e CDKN2A. A frequéncia das variantes investigadas — rs20551, rs1130233,
rs2395655 e rs11515, respectivamente — ndo diferiu estatisticamente entre casos e controles. Apesar
disso propusemos através de nosso estudo algumas hipéteses sobre como o processo de CS e o fen6tipo
de RPL podem estar relacionados. Entretanto, mais estudos nesta area sdo necessarios para dar

continuidade ao entendimento desta relagéo.

Palavras-chave: Abortamento; Abortamento de repeticdo; Senescéncia Celular; Suscetibilidade

genética; Bioinformatica.



ABSTRACT

Recurrent pregnancy loss (RPL) is an adverse reproductive condition that occurs in
approximately 1 to 2% of couples in reproductive age and is characterized by the occurrence of more
than one pregnancy loss event. The etiology of this condition encompasses several known factors,
however more than half of the cases remain idiopathic. Thus, these are the so-called idiopathic RPL, a
challenge for healthcare teams in terms of reproductive medicine. Cellular senescence (CS), in turn, is
understood as the moment when cells lose the ability to divide even after being stimulated with growth
factors. This physiological process is present in different organic contexts, including during pregnancy
and embryonic development. Despite this, CS may be linked to adverse reproductive conditions, such
as RPL. In this context, the aim of this study was to investigate the relationship between CS and RPL
based on literature review, bioinformatics and systems biology approaches and genetic investigation in
samples of women with a history of RPL (case group) and women with no history of RPL and, at least,
two successful pregnancies (control group). Together, the literature review and bioinformatics analysis
indicated a relationship between CS and RPL, since there are studies that place CS in the context of RPL
and that many proteins involved in CS have already been related to RPL or with physiological processes
related to this condition. Two candidate genes were identified for genetic evaluation by in silico analyses
— EP300 e AKT1 — and were evaluated simultaneously with two other key-genes for the CS process —
CDKN1A and CDKN2A. The frequency of the investigated variants — rs20551, rs1130233, rs2395655
and rs11515, respectively — was not statistically different between the groups of women who suffered
RPL and controls. Despite this, through our study we proposed some hypotheses about how the CS
process and the RPL phenotype may be related. However, more studies in this area are necessary to

continue understanding this relationship.

Keywords: Miscarriage; Recurrent miscarriage; Abortion; Recurrent abortion; Cellular senescence;

Genetic susceptibility; Bioinformatics.
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1.

INTRODUCAO

Perda gestacional é uma gravidez intrauterina inviavel com um saco gestacional vazio ou
contendo um embrido ou feto sem atividade cardiaca fetal nas primeiras 24 semanas de gestacg&o.
Apesar das perdas gestacionais poderem ocorrer em todos os trimestres, 80% delas se dao no
primeiro trimestre (WILCOX et al., 1988; ACOG, 2018; BENDER et al., 2023). A incidéncia exata
dos eventos ndo é conhecida devido a dificuldade em reconhecer concepgdes e perdas precoces,
mas, em um panorama dos desfechos das concepcdes humanas esponténeas, estima-se que 70%
dessas sdo perdidas antes do nascimento com vida (LARSEN et al., 2013). Por definicéo, as perdas
gestacionais podem ser isoladas ou recorrentes. Quando recorrentes, sdo denominadas perdas

gestacionais recorrentes (RPL, do inglés Recurrent Pregnancy Loss) (BENDER et al., 2023).

RPL é uma condicdo reprodutiva na qual mais de uma perda gestacional espontanea ocorre
(BENDER et al., 2023). A etiologia das RPL abrange diversos fatores conhecidos. Apesar disso,
cerca da metade dos casos permanecem idiopaticos. Para contornar essas situaces, um leque de
possiveis causas nao corriqueiramente examinadas se instaura para investigagdo. Dentre as
principais, destacam-se aneuploidias embrionérias, pardmetros seminais, trombofilias adquiridas,
formacdo e remodelamento ineficientes da placenta e membranas fetais, rejeicdo aloimune e
alteraces epigenéticas (ARIAS-SOSA et al., 2018). Uma vez que o impacto gerado nos casais que
passam por RPL é consideravel, esforcos estdo sendo realizados na comunidade cientifica para
melhor compreensdo e manejo dessa condicdo. Uma abordagem bastante atual é a busca por fatores
genéticos de risco e/ou causais, sendo eles cromossdmicos ou génicos e versando as mais diversas

vertentes de associag&o.

A senescéncia celular (CS, do inglés Cellular Senescence) é entendida como 0 momento em
que as células perdem a capacidade de divisdo mesmo depois de estimuladas com fatores de
crescimento. Esse marco temporal foi postulado em 1965 e é conhecido como Limite de Hayflick
(HAYFLICK, 1965). A CS pode ser dividida em senescéncia replicativa, que ocorre por perda dos
teldomeros, ou senescéncia induzida, resultante de estresse celular (KAMAL et al., 2020). Ao ser
estabelecida, a CS pode levar a uma mudanca de caracteristicas nas células em que se manifesta.
As novas caracteristicas abrangem desde a parada no ciclo celular até o remodelamento de tamanho,
remanejamento da composi¢cdo da membrana plasmética, modificacbes no ndcleo, aumento do
contetdo lisossomal, alteracdo no funcionamento metabdlico e de vias de sinalizag&o, resisténcia a
apoptose e expressdo de um fenotipo secretor caracteristico (LAWLESS et al., 2010;
HERNANDEZ-SEGURA et al., 2018; GONZALEZ-GUALDA et al., 2021). As células

senescentes também apresentam foci de histonas e foci de heterocromatina associados a senescéncia
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(SAHF, do inglés Senescence-associated Heterochromatin Foci) (MITSUI e SCHNEIDER, 1976;
ZHANG et al., 2005; FUNAMAYA e ISHIKAWA, 2007).

Quando inserida em um contexto tecidual e organico, a CS tem papel pleiotrépico antagdnico.
A0 passo que pode influenciar negativamente a homeostase por causar toxicidade ao organismo
com o passar da idade, ela também tem papeis fisioldgicos bem definidos, dentre eles a reproducéo.
Nesse sentido, a presenca de células senescentes é reconhecida desde a embriogénese até o parto e
essas exercem funcdes tanto em tecidos reprodutivos quanto nos embrifes e fetos. Em centros de
sinalizacdo, contribuem para a especificacdo dos destinos celulares e padronizacdo de tecidos. Em
estruturas embrionérias, surgem em relagcdes tempo-espaco bem estabelecidas, realizando suas
funcBes e posteriormente desaparecendo, demonstrando que a inducdo, a presenca e a remogao
dessas células sdo um método celular programado e rigidamente controlado (HE e SHARPLESS,
2017). Outro aspecto importante é a producdo do chamado fenotipo secretor associado a senescéncia
(SASP, do inglés Senescence-Associated Secretory Phenotype), cujos fatores soltveis liberados por
células senescentes sdo compartilhados, em sua maioria, com o perfil de fatores secretado pelos
tecidos gestacionais (MARQUEZ et al., 2017).

Assim sendo, um mecanismo celular que pode estar envolvido com as RPL é a CS, podendo,
em alguns contextos, explicar os casos idiopaticos. Células senescentes, como anteriormente citado,
estdo presentes no Utero e nos tecidos fetais e, apesar de ndo se dividirem, permanecem viaveis,
funcionais, influenciando seus microambientes e secretando fatores sinalizadores. Mesmo que haja
evidéncias na literatura demonstrando a relagéo entre CS e gestacdo, pouco se sabe sobre como a
CS estéd implicada em falhas reprodutivas, especialmente em RPL. Assim sendo, mais estudos sobre

0 tema se fazem necessarios para investigar com maiores detalhes a relagdo entre ambos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1  Estratégias para localizar e selecionar as informages

Uma revisdo sistematizada da literatura foi realizada para apresentar os dois temas
principais deste projeto: perdas gestacionais recorrentes (RPL) e senescéncia celular (CS). A
base de dados selecionada para a busca foi o PubMed. Para ambos os temas, pesquisou-se por
descritores MeSH e termos livres na base de dados MeSH do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Tanto os descritores MeSH quanto os termos livres
encontrados foram reunidos para gerar um conceito individual sobre cada tema. Apos, 0s
conceitos foram unidos para compor a estratégia de busca que esta demonstrada no Quadro 1,
abaixo. Como resultado, 37 artigos foram encontrados. Os estudos, entdo, foram incluidos com
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base em seus escopos através da leitura de seus resumos e, posteriormente, textos completos.
Ainda, alguns estudos foram incluidos por conveniéncia, independentemente da estratégia de
busca mencionada, através de busca simples no PubMed utilizando os seguintes termos:
pregnancy loss, miscarriage, abortion, recurrent pregnancy loss, recurrent miscarriage,
recurrent abortion, unexplained pregnancy loss, unexplained miscarriage, unexplained
abortion, idiopathic recurrent pregnancy loss, idiopathic recurrent miscarriage, idiopathic
recurrent abortion, cellular senescence, cell senescence, cell ageing, cellular ageing,
replicative senescence, senescence-associated secretory phenotype e/ou SASP e suas variantes
gréficas. Diretrizes clinicas referentes ao manejo de casos de RPL também foram incluidas por

conveniéncia dada a importancia para a area em investigacao.
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Termos MeSH Termos livres

Conceitos

Abortion[tw]
Recurrent abortion[tw]
Miscarriage[tw]
Recurrent miscarriage[tw]
Early pregnancy loss[tw]

Recurrent pregnancy loss Abortion[mh]

Cellular senescence[tw]
Cell senescence[tw]
Cell aging[tw]
Cellular ageing[tw]
Cellular aging[tw]
Replicative senescence[tw]
Cell ageing[tw]

Cellular senescence Cellular senescence[mh]

Estratégia de busca montada

(Abortion[mh] OR Abortion[tw] OR Recurrent abortion[tw] OR Miscarriage[tw] OR
Recurrent miscarriage[tw] OR Early pregnancy loss[tw]) AND (Cellular senescence[mh] OR
Cellular senescence[tw] OR Cell senescence[tw] OR Cell aging[tw] OR Cellular ageing[tw]

OR Cellular aging[tw] OR Replicative senescence[tw] OR Cell ageing[tw])

Termos MeSH + termos livres

(Abortion[mh] OR Abortion[tw] OR Recurrent
abortion[tw] OR Miscarriage[tw] OR Recurrent
miscarriage[tw] OR Early pregnancy loss[tw])

(Cellular senescence[mh] OR Cellular senescence[tw]
OR Cell senescence[tw] OR Cell aging[tw] OR Cellular
ageing[tw] OR Cellular aging[tw] OR Replicative
senescence[tw] OR Cell ageing[tw])

Resultado

37 artigos

Quadro 1 — Estratégia de busca empregada na revisao sistematizada da literatura.
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2.2 Perdas gestacionais

Perda gestacional é definida como o término espontaneo de uma gestacao antes que 0
embrido ou feto atinja a viabilidade, incluindo todos os eventos desde o momento da concepc¢éo
até as 24 semanas de gestacdo (ACOG, 2018; BENDER et al., 2023). No primeiro trimestre,
os termos “perda gestacional” e “abortamento espontaneo” sdo usados indistintamente e nao
h& consenso na literatura sobre o uso de cada terminologia (ACOG, 2018). Entretanto, a
Sociedade Europeia de Reproducdo Humana e Embriologia (ESHRE, European Society of
Human Reproduction and Embryology) recomenda o uso do termo "perda gestacional™ como
um termo geral e, por este motivo, este termo serd adotado ao longo desta dissertacdo. Cabe
ressaltar que ha pelo menos uma revisdo sistematica em andamento registrada no PROSPERO,
uma base de dados internacional para registros de revisdes sistematicas, que busca entender,
dentre outros aspectos, qual € o impacto da defini¢do na prevaléncia e risco de novos casos
(ALLUMALLA et al., dados em reviséo).

2.2.1 Epidemiologia das perdas gestacionais

Apesar de ser um desfecho reprodutivo adverso comum, a exata incidéncia das
perdas gestacionais é dificil de ser estimada devido a dificuldade em reconhecer
concepcdes e perdas precoces. Ainda assim, em um panorama geral dos desfechos das
concepgBes humanas esponténeas, estima-se que 70% dessas sdo perdidas antes do
nascimento com vida. A maioria das perdas gestacionais ocorre antes do periodo
menstrual perdido ou da implantagdo embrionéria e, desde que ndo percebidas pela
mulher e/ou pelas equipes de salde, s&o denominadas pré-clinicas. Das concepgdes
gue evoluem e sdo clinicamente detectadas, cerca de 10 a 15% sdo perdidas,
porcentagem que pode variar de acordo com o avancar da idade materna (LARSEN et
al., 2013; BENDER et al., 2023). A estratificacdo das perdas gestacionais é
visualmente exemplificada no chamado iceberg das perdas gestacionais (Figura 1).
Apesar das perdas gestacionais poderem acontecer ao longo de toda a gravidez, cerca
de 80% delas se ddo no primeiro trimestre de gestacdo (WILCOX et al., 1988; ACOG,
2018).
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NASCIDOS
VIVOS

(30%) )
CLiNICO

ABORTAMENTOS
(10%)

POS-IMPLANTACAO
(30%)

PRE-CLINICO

Figura 1 - O iceberg das perdas gestacionais: um panorama dos desfechos das concepg¢des
humanas espontaneas. Na analogia do iceberg, as perdas gestacionais pré-clinicas estdo
abaixo da linha da &gua, ou seja, ndo sdo percebidas pela mulher e/ou pelas equipes de salde.
As perdas gestacionais clinicas, por sua vez, estdo sobre a superficie. Imagem modificada de
New insights into mechanisms behind miscarriage (LARSEN et al., 2013).

2.2.2  Perdas gestacionais recorrentes

Perda gestacional recorrente (RPL) é uma condi¢do reprodutiva onde mais de
uma perda gestacional espontanea ocorre. Atualmente, ndo existe consenso sobre 0
conceito de RPL. Varias diretrizes foram publicadas acerca do tema, mas suas
defini¢bes variam em relagdo ao nimero de perdas gestacionais esponténeas ocorridas
e 0 periodo gestacional em que as mesmas ocorrem. O Colégio Americano de
Obstetricia e Ginecologia (ACOG, American College of Obstetricians and
Gynecologists) e a ESHRE definem RPL como duas ou mais perdas gestacionais
espontaneas consecutivas. Em contraste, as definicGes do Colégio Real de Obstetras e
Ginecologistas (RCOG, Royal College of Obstetricians and Gynecologists), que
define RPL como a ocorréncia de trés ou mais perdas gestacionais espontaneas, e da
Sociedade Holandesa de Obstetricia e Ginecologia (NVOG, Dutch Society of
Obstetrics and Gynecology), que define RPL como duas ou mais perdas gestacionais

espontaneas, ndo apresentando o termo “consecutiva” em suas defini¢des (ACOG,
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2.2.3

2002; RCOG, 2003; JAUNIAUX et al., 2006; NVOG, 2007; VAN DEN
BOOGAARD et al., 2010). As RPL podem ser classificadas em primarias, quando
nenhuma gestacdo vidvel ocorreu anteriormente, e em secundarias, quando ha o
histérico de pelo menos uma gestacdo de sucesso, independentemente do nimero de
perdas (BENDER et al., 2023).

Assim como observado nos dados de perdas gestacionais em geral, estudos de
epidemiologia em RPL também sdo dificeis de serem encontrados. Diversas
referéncias disponiveis sdo antigas e, muitas vezes, podem ndo representar a atual
situacdo da condigdo. Apesar disso, a literatura aponta que as RPL se manifestam em
cerca de 1 a 2% dos casais em idade reprodutiva, correspondem de 8 a 15% das
gestagdes clinicamente reconhecidas e a aproximadamente 30% de todas as gestagdes
(FORD e SCHUST, 2009; LINNAKAARI et al., 2019; BENDER et al., 2023).

Notoriamente, mais estudos populacionais sdo necessarios acerca do tema.

Etiologia das perdas gestacionais recorrentes

A etiologia das RPL abrange diversos fatores de risco e/ou causais conhecidos.
Dentre eles, destacam-se principalmente a presenca de anormalidades cromossémicas
no casal, anomalias anatdbmicas femininas, infeccdes de sistema reprodutor, doengas
autoimunes e desregulagdes endocrinas (ARIAS-SOSA et al., 2018). Um resumo dos

fatores de risco e/ou causais para RPL pode ser observado no Quadro 2.
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FATORES DE RISCO E/OU CAUSAIS PARA
PERDAS GESTACIONAIS RECORRENTES

Disturbios cromossdmicos e genéticos

Anormalidades endécrinas
Diabetes

Disfuncdes tireoidianas
Distarbios de prolactina
SOP

Insuficiéncia de fase litea
Distarbios androgénicos

Fatores anatémicos

Anomalias congénitas
Malformacdes uterinas

Miomas

Sindrome de Asherman
Receptividade endometrial anormal

Distarbios imunoldgicos

Disfunc0es tireoidianas

Doenca celiaca

SAAF

Sindrome de falha reprodutiva autoimune

Positividade para autoanticorpos

Distarbios de células T regulatérias e células NK

Aumento da rede de citocinas pro-inflamatérias (imunodistrofismo)

Trombofilias adquiridas

Antitrombina

Deficiéncia proteica C

Deficiéncia proteica S

Fator 11

Fator V de Leiden

Mutacdes do gene MTHFR

Outras mutagdes génicas relacionadas a proteinas da cascata de coagulagdo

Doencas infecciosas

Fatores diversos
Ambientais

Exercicio fisico exacerbado
Estresse

Anormalidades placentarias
Doencas de base

Fator masculino

Estilo de vida nocivo

Novos fatores de risco e/ou causais
Microparticulas derivadas de células circulantes
Leptina

HCG

Glicodelina

Receptores de células NK

Quadro 2 — Fatores de risco e/ou causais para perdas gestacionais recorrentes. Modificado

de: Recurrent miscarriage: causes, evaluation and management (GIMENEZ e REIG, 2015).
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SOP: Sindrome dos Ovarios Policisticos; SAAF: Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide; NK:
Células Natural Killer; MTHFR: Gene Metilenotetrahidrofolato Redutase; HCG:

Gonadotrofina Coridnica Humana (do inglés Human Chorionic Gonadotropin).

A presenca de um ou mais fator(es) de risco e/ou causais frente as RPL norteia
a investigacdo para o0 manejo clinico e prescri¢do de um tratamento. Entretanto, a falta
dela torna a busca pela solu¢do do quadro mais conturbada. Nessa conjuntura, trata-se
da manifestacdo das chamadas RPL idiopaticas. As RPL idiopaticas, que correspondem
a cerca de metade dos casos, estdo presentes em um grupo extremamente heterogéneo
de pacientes. Alguns dos eventos serdo atribuidos a uma situacao isolada e de melhor
prognostico, enquanto outros serdo alusivos a uma doenga de base ainda ndo detectada
pelos atuais protocolos de investigacdo e, consequentemente, caracterizam pior
prognostico (SARAVELOS e REGAN, 2014).

Para contornar essas situacfes, um leque de possiveis causas se instaura para
andlise. Dentre as principais, destacam-se a investigacéo de aneuploidias embrionarias,
parametros seminais — como fragmentacdo excessiva do DNA espermatico e a presenga
de microdele¢des cromossomicas, trombofilias adquiridas, formagdo e remodelamento
ineficientes da placenta e das membranas fetais, rejeicdo aloimune e alteragdes
epigenéticas — como o0 encurtamento telomérico e a inativacdo assimétrica do
cromossomo X (ARIAS-SOSA et al., 2018).

Uma vez que o impacto gerado nos casais que passam por RPL é consideravel
— cita-se elevado sentimento de culpa e impoténcia (KOERT et al., 2019) e maior
predisposicdo para ansiedade, depressao e suicidio (VOSS et al., 2020), esfor¢os vém
sendo realizados na comunidade cientifica para 0 manejo dessas condices. Além de
uma avaliacdo clinica dos casais com historico de RPL, a administracdo de certos
medicamentos e estudos em material de aborto fazem parte dos avancos da area
(HENKEL e SHAW, 2018). Outra abordagem bastante atual é a busca por fatores
genéticos de risco e/ou causais, sendo eles cromossdmicos ou génicos e versando as

mais diversas vertentes de associacéo.

Fatores genéticos de risco e/ou causais para perdas gestacionais recorrentes

Os fatores genéticos de risco e/ou causais para as RPL podem se apresentar,
como acima citado, a nivel cromossémico e/ou a nivel génico.

A nivel cromossémico, estima-se que em aproximadamente 2 a 5% dos casais
acometidos por RPL pelo menos um dos parceiros, mais frequentemente a mulher,

possui uma anormalidade cromossdmica estrutural equilibrada (RCOG, 2011). O
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genitor afetado é, portanto, portador equilibrado da anormalidade cromossémica
estrutural em questdo e ndo possui desbalanco de carga genética. Entretanto, pode
gerar gametas tanto geneticamente normais quanto gametas geneticamente
desequilibrados. Dentre as anormalidades cromoss6micas estruturais mais comuns
estdo as translocacdes, as inversdes, as delecdes, as duplicacdes em tandem e 0s anéis
cromossdmicos (MORIN et al., 2017; MENGHI et al., 2018; PANDAY et al., 2021).
Em mulheres com RPL, as translocac@es, tanto reciprocas quanto Robertsonianas, séo
mais comumente observadas.

A nivel génico, a presenca de variantes em genes candidatos tem dado pistas
sobre os potenciais fatores genéticos relacionados a ocorréncia de RPL. Em um estudo
de coorte retrospectivo, Berkay e colaboradores (2023) identificaram, com auxilio de
andlises de bioinformatica, 43 variantes em 39 genes candidatos associadas com RPL
e/ou falha de implantacdo (IF, do inglés Implantation Failure). Os genes identificados
estavam relacionados a implantacgdo, placentacéo, coagulacdo, metabolismo, sistema
imunolégico, desenvolvimento embrionério, ciclo celular e fungdes ovarianas. Nosso
grupo de pesquisa vem, ao longo dos anos, também se dedicando ao estudo de genes
candidatos. O gene TP53 —um supressor tumoral que codifica uma proteina de mesmo
nome — e seu regulador HDM2 (MDMZ2) sdo exemplos. Fraga e colaboradores (2014)
observaram que uma combinagdo de polimorfismos em TP53 Arg/Arg (rs1042522) e
em MDM2 TT (rs2279744) eram mais frequentes em mulheres com RPL quando
comparada a controles. Recentemente, Bremm e colaboradores (2021) demonstraram
gue os genes TDGF1 e CFC1 podem estar relacionados a RPL. Em contrapartida, a
falta de associagdes também é util em termos de aplicabilidade clinica. Dutra e
colaboradores (2014) estudaram genes relacionados a trombofilia e demonstraram que
polimorfismos em MTHFR C677T (rs1801133), FVL G1691A (rs6025), Fl1I G20210A
(rs1799963), eNOS T-786C (rs2070744) e eNOS Glu298Asp (rs1799983) nédo se
associavam com o risco de ocorréncia de RPL.

Reiterando a importancia do estudo genético nos casos de RPL, a suposicédo de
uma predisposi¢do genética para casos idiopaticos ainda se baseia em trés
observacOes: 1) irmédos de pacientes com RPL exibem uma frequéncia maior de
eventos de perdas gestacionais de repeticdo do que individuos controle; 2) o risco de
RPL aumenta conforme o numero de eventos de perda aumenta; e 3) perdas
gestacionais em casais com RPL recorrem na mesma idade gestacional (90% antes
das 12 semanas de gesta¢cdo) (CHRISTIANSEN et al., 1990; BRIGHAM et al., 1999;
ANDERSEN et al., 2000; HEUSER et al., 2010; KOLTE et al., 2011; PEREZA et al.,

2017). Assim sendo, faz-se necessario elucidar as circunstancias envolvidas em RPL,
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principalmente nos casos de etiologia ndo definida, para maior assertividade na
terapéutica. Nesse sentido, a busca por marcadores moleculares genéticos parece ser
interessante. Por envolver mecanismos complexos e pela porcentagem expressiva de
casos sem etiologia definida, a investigacao genética de possiveis fatores de risco e/ou
causais para RPL é crucial para que sejam identificados genes alvos envolvidos nessa

condicdo reprodutiva.

2.3 Senescéncia celular

A senescéncia celular (CS) é compreendida como 0 momento em que as células perdem
a sua capacidade de divisdo mesmo ap6s estimuladas com fatores de crescimento. Esse marco
temporal foi postulado em 1965 e é conhecido como limite de Hayflick, termo que s6 foi
cunhado por Macfarlane Burnett em 1974 (HAYFLICK, 1965; SHAY e WRIGHT, 2000).
Antes da conceituacdo de CS, assumia-se que todas as células explantadas em cultura eram
imortais e que a falta de replicacdo celular continua se devia a problemas técnicos durante a
experimentagdo. Essa nogéo era defendida por Alexis Carrel, cujos trabalhos foram refutados
por ndo serem reprodutiveis, dando luz as ideias de Hayflick na comunidade cientifica. Como
resultado, outros pesquisadores ao redor do mundo comecaram a observar o cultivo e a
manipulacdo de células sob uma nova perspectiva, abrindo caminho para o atual estado da arte
no campo da biologia celular.

O termo “senescéncia” remete ao adjetivo “senil”, uma vez que a célula permanece
viva, mas ndo mais se divide. Foi inicialmente atribuida ao encurtamento telomérico e descrita
como senescéncia replicativa (HAYFLICK e MOORHEAD, 1961; HARLEY et al., 1990).
Entretanto, a CS pode ser dividida em dois tipos: senescéncia replicativa, quando decorre de
aclmulos de dano ao DNA e encurtamento telomérico, naturais durante o curso do
envelhecimento celular; e senescéncia induzida, quando é estimulada por estressores a
componentes celulares (KAMAL et al., 2020).

2.3.1 Caracteristicas morfofuncionais de células senescentes

A CS pode levar a mudancas de caracteristicas nas células em que se manifesta.
As células senescentes passam a exibir novas particularidades, que abrangem eventos
morfoldgicos, moleculares e a expressdo de um fen6tipo caracteristico (LAWLESS et
al., 2010).

Morfologicamente, ha um notério remodelamento celular. As células

senescentes reorganizam a composicdo de membrana plasmatica e passam a ser
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maiores, mais achatadas e com a exibicdo de prolongamentos citoplasmaticos
(LAWLESS et al., 2010). O nucleo igualmente aumenta de tamanho e passa a
apresentar foci de histonas e foci de SAHF (MITSUI e SCHNEIDER, 1976; ZHANG
et al., 2005; FUNAMAYA e ISHIKAWA, 2007). O conteudo lisossomal também
aumenta e um fenotipo secretor caracteristico (SASP) é expresso (GONZALEZ-
GUALDA et al., 2021). Assim, 0 novo aspecto assumido pelas células senescentes é
conhecido como o resultado da expressdo dos hallmarks da CS (HERNANDEZ-
SEGURA et al., 2018) (Figura 2).

Aumento do tamanho
nuclear

Actmulo de
mitocondrias
disfuncionais

i N -

o Encurtamento
: telomérico

Acimulo de foci
nucleares de
heterocromatina
(SAHF)

Mudangas na
composicio da |
membrana plasmatica h

Modificagdes no
tamanho e na

-, forma celular
Expressiao de marcadores |

moleculares caracteristicos

Figura 2 — Hallmarks da senescéncia celular. As mudancas nas vias moleculares e
metabdlicas durante o processo de CS resultam em alteragdes morfologicas nas células,
expressas nos chamados Hallmarks da CS. Imagem modificada de: Hallmarks of
cellular senescence (HERNANDEZ-SEGURA et al., 2018).

Molecularmente, um dos principais eventos caracteristicos da CS ocorre na
senescéncia replicativa. Nela, os teldmeros, extremidades cromossoémicas de 7.000 a
10.000 pares de base de DNA de fita dupla, perdem alguns pares de base a cada diviséo
celular. Os pares de base perdidos sdo refeitos pela enzima telomerase, uma DNA
polimerase RNA-dependente que produz DNA usando RNA como molde. Entretanto,
danos ao DNA e disfuncdo mitocondrial fazem com que as células parem de sintetizar

a telomerase, consequentemente impedindo a reposicdo dos pares de base perdidos
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(RHODES et al., 2002; SOMAN et al., 2022). Ainda, altera¢gdes no funcionamento
metabolico e de vias sdo observadas em células senescentes. Entretanto, essas células
permanecem metabolicamente ativas e influenciam seus microambientes.

Quando inserida em um contexto tecidual e organico, a CS tem papel funcional
pleiotropico antagbnico. Ao passo que pode influenciar negativamente a homeostase
(Figura 3) por causar toxicidade ao organismo com o passar da idade — manifestando-
se como uma diminuicdo da capacidade do mesmo de se recuperar de agressoes e com
aumento da suscetibilidade a certas doencas —, ela também tem papel fisiol6gico
benéfico bem definido (HE e SHARPLESS, 2017). A CS propicia uma incidéncia
reduzida de cancer e outras doengas caracterizadas pelo excesso de proliferacdo
celular, bem como aprimora a cicatrizagdo de feridas e o controle de infec¢des, além
de ser de extrema relevancia durante a embriogénese e desenvolvimento embriofetal
(Figura 4) (HE e SHARPLESS, 2017). Frente ao exposto e levando em consideragao
o0 entendimento do processo de CS estudado ha tantos anos, uma questdo permanece
em aberto na comunidade cientifica: por que a natureza reteria a CS se esse processo
também € deletério para o organismo? Uma possivel hip6tese é que os efeitos positivos
das células senescentes superariam os efeitos negativos (VELARDE e MENON,
2016).
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Figura 3 — Efeitos prejudiciais das células senescentes. As células senescentes
podem entrepor-se em diversas situacdes prejudiciais ao organismo. Como
exemplificado: em barreiras anatdbmicas, como agregados celulares em placas
ateroscleroticas (Painel 1); em falhas replicativas, por perda da capacidade de realizar
mitoses (Painel 2); na ocupacao de nichos espaciais de outras células (Painel 3); e na
mediacdo de efeitos parécrinos (Painel 4) e endocrinos deletérios (Painel 5). Na
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2.3.2

imagem, as células senescentes estdo ilustradas em azul (cor fantasia). Imagem
modificada de: Senescence in health and disease (HE e SHARPLESS, 2017).

Efeitos benéficos das células senescentes
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Figura 4 — Efeitos benéficos das células senescentes. Concomitantemente, as células
senescentes estdo relacionadas positivamente com o organismo. Como exemplificado:
com a supressdo tumoral, de uma maneira intrinseca a célula e com possivel aumento
da a imunidade antitumoral local (Painéis 1 e 2); com a reduc¢do do tamanho das placas
ateroscleroticas, por ativacdo do gene CDKN2A (Painel 3); na embriogénese,
controlando a populagdo celular (Painel 4); na regeneracdo de feridas (Painel 5) e no
controle de infecgBes, por meio de efeitos paracrinos (Painel 6). Imagem modificada
de: Senescence in health and disease (HE e SHARPLESS, 2017).

Indutores e vias de senescéncia celular

Como anteriormente citado, a CS pode resultar da perda de telébmeros e do
estresse celular. O estresse celular, por sua vez, pode ser induzido por uma gama de
fatores intrinsecos e extrinsecos a célula, incluindo: ativacdo oncogénica, estresses
oxidativo e genotoxico, disfuncdo mitocondrial, irradiacdo e acdo de agentes
quimioterapicos (KUILMAN et al., 2010; HERRANZ e GIL, 2018). Em resposta a
niveis criticos de danos de qualquer natureza, uma célula passa por diversos eventos
moleculares durante a entrada em CS. Esses eventos moleculares podem ser

desencadeados em paralelo ou podem causar a estagnacao no ciclo celular de maneira
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independente. As principais vias que estabelecem e mantém a CS sdo mediadas pela
proteina TP53 e pelo complexo pl16-Rb (Figura 5; apresentadas em detalhes na se¢do
7.1). Ambas as vias sdo intimamente relacionadas, uma vez que interagem entre si e
regulam-se mutuamente. Apesar disso, a propensdo de uma célula a engajar-se em uma
ou outra via é célula e espécie-especifico (CAMPISI ¢ D’ADDA DI FAGAGNA,
2007).

O processo de entrada em CS mediado por essas vias é entendido como 0 ramo
intrinseco da CS. Embora a maioria das células senescentes se engajem com as vias
mencionadas, hd exemplos de células que entram em CS independentemente delas
(CAMPISI e D’ADDA DI FAGAGNA, 2007). Nesse sentido, entra em voga, dentre
outros, 0 ramo extrinseco da CS, que é mediado por SASP (RHINN et al., 2019).

Sinais senescentes

Proliferacao
celular

Senescéncia
Parada de crescimento

Figura 5 — Senescéncia celular mediada pelas vias TP53 e p16-Rb. Sinais indutores
de CS geralmente envolvem as vias TP53 (na figura nomeado como p53) e/ou p16-Rb.
A via mediada por TP53 pode ser induzida por DDR (ndo demonstrado na figura) ou
p14ARF Quando induzida por p14ARF, a ativacdo de TP53 ocorre através da inibicdo de
HDM2, uma vez que este induz sua degradacdo. Uma vez estabilizado, TP53 aumenta
a transcrigdo de CDKN1A, gene codificador da proteina p21, uma inibidora universal
funcgdo inibitdria sobre Rb (na figura nomeado como pRB). Com a funcéo inibitoria

inativada, Rb liga-se a E2F e reprime sua atividade transcricional, inibindo assim a
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progressdo do ciclo celular. Imagem modificada de Cellular senescence: when bad
things happen to good cells (CAMPISI e D’ADDA DI FAGAGNA, 2007).

2.3.3 Genes CDKN1A e CDKN2A

Os genes CDKN1A e CDKN2A possuem papel fundamental na CS por atuarem,
respectivamente, na parada e na manutencdo da parada do ciclo celular
(HERNANDEZ-SEGURA et al., 2018).

O gene CDKNI1A se encontra no brago curto do cromossomo 6, mais
especificamente em sua fita de sentido direto (Figura 7), e codifica uma proteina
inibidora de quinase dependente de ciclina: p21. Esta proteina se liga e inibe a
atividade dos complexos quinase 2 dependente de ciclina (CDK2) ou quinase 4
dependente de ciclina (CDK4) e, portanto, funciona como uma inibidora da
progressao do ciclo celular na fase G1. A expressdo de CDKN1A ¢é rigidamente
controlada pela proteina TP53, que medeia a parada do ciclo celular em resposta a
uma variedade de estimulos estressores (ENGELAND, 2022). p21 também interage
com o antigeno nuclear da célula em proliferacdo, um fator acessorio da DNA
polimerase, e desempenha um papel regulador na replicacdo do DNA na fase S e no
reparo de danos ao DNA (ENGELAND, 2022).

O gene CDKN2A, por sua vez, se encontra na fita de sentido reverso do brago
curto do cromossomo 9 (Figura 7) e possui diversos transcritos que diferem em seus
primeiros éxons. Pelo menos trés variantes de splicing alternativo que codificam
proteinas distintas foram relatadas. As proteinas p16 e p14~™ sdo codificadas pelo
gene, por exemplo. Apesar das diferengas estruturais e funcionais, as proteinas
codificadas por CDKN2A compartilham uma funcionalidade comum no controle do
ciclo celular na fase G1 (LI et al., 2011; GONZALEZ-GUALDA et al., 2021).
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Figura 7 - Localizacdo génica de CDKN1A e CDKN2A. A: CDKN1A. B: CDKN2A.
Imagens retiradas do site GeneCards (STELZER et al., 2016; SAFRAN et al., 2022),

acesso em 19/08/2023.
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2.3.4

Fenotipo Secretor Associado a Senescéncia (SASP)

Uma célula secreta moléculas constantemente em seu ambiente extracelular
circundante. O perfil das moléculas secretadas, por sua vez, pode ser alterado a
depender do contexto organico em que essa célula esta inserida. Nesse sentido, o
secretoma de células senescentes foi estudado, caracterizado e resumido no que hoje
chamamos de SASP.

O SASP é composto por moléculas solaveis, insoluveis e vesiculas
extracelulares. Vale ressaltar que apesar de um subconjunto de proteinas estarem
elevadas em todos os secretomas de células senescentes, nem todo SASP é igual
(BASISTY et al., 2020). A plasticidade do SASP é caracterizada pela secrecdo de
fatores em momentos diferentes dependendo do tipo de célula (GIROUD et al., 2023)
e esta intimamente relacionada a sua regulacao, tornando-o dinamico e heterogéneo.
A regulagdo do SASP envolve processos transcricionais, pos-transcricionais,
epigenéticos e mecanismos translacionais, além do trafego intracelular (GIROUD et
al., 2023).

Em termos funcionais, a secrecdo de SASP pode, entre outros aspectos,
influenciar as células vizinhas a célula secretora a se comprometerem com 0 processo
de CS (CS secundaria) (BIRCH e GIL, 2020). Ainda. 0 SASP esta presente em quase
todas as atuagdes da SC (Figura 6) e vem sendo estudado como alvo terapéutico para
as doencas por ela permeada, cita-se: cancer, aterosclerose, osteoporose,

envelhecimento da pele, etc.
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2.3.5
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Figura 6 - FuncOes pleiotropicas do SASP. Os efeitos exercidos por células
senescentes (no meio) mediados pelo SASP envolvem aqueles considerados benéficos
(parte superior, em verde) e aqueles que refletem alguma consequéncia prejudicial
(parte inferior, em vermelho). Imagem retirada de Senescence and the SASP: many
therapeutic avenues (BIRCH e GIL, 2020).

Senescéncia celular e reproducdo humana

A CS esta intimamente relacionada a diversos processos fisiolégicos humanos,
dentre eles a gestacdo. A presenca de células senescentes e suas respectivas funcoes
séo reconhecidas durante todo o desenvolvimento. Dessa maneira, entende-se a CS
como curso importante para a reproducdo humana.

Diferentemente das vias cléssicas que uma célula perpassa durante o processo
de CS replicativa ou induzida, outro caminho parece ser seguido durante a
embriogénese (Mufioz-Espin et al., 2013; Storer et al., 2013). Na chamada
senescéncia do desenvolvimento, a inducdo de p21, parte final das vias mediadas por
TP53 e pl6-Rb, € alcancada através das vias TGF-B/SMAD e PI3K/FoxO
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(ARAVINTHAN, 2015; RHINN et al., 2019). A saber, o TGF-f tem demonstrado
orquestrar varios processos celulares, incluindo crescimento, diferenciacdo e
migracdo celular e invasdo e remodelacdo da matriz extracelular (TZAVLAKI e
MOUSTAKAS, 2020). PI3K, por sua vez, é uma familia de enzimas envolvidas em
proliferacdo, crescimento, diferenciacdo, sobrevivéncia e mobilidade celular, assim
como FoxO, a quem ainda se atribui importancia para o desenvolvimento embrionario.

Células senescentes sdo encontradas e exercem papeis tanto em tecidos
reprodutivos quanto em embriGes e fetos. Em centros de sinalizacdo, as células
senescentes contribuem para a especificacdo dos destinos celulares e padronizacgéo dos
tecidos (RHINN et al., 2019). Em estruturas embrionarias, surgem em relagdes tempo-
espago bem estabelecidas, realizando suas fungdes e posteriormente desaparecendo,
demonstrando que a inducdo, a presenca e a remocao dessas células sdo um método
celular programado e rigidamente controlado (RHINN et al., 2019).

Exemplos da atuacdo das células senescentes no contexto da gestacdo e do
desenvolvimento sdo: 1) participagdo na fusdo do sinciciotrofoblasto através da
ativacdo de inibidores da ciclina quinase, como p21 ou p16; 2) placentacdo adequada;
3) manutencdo de um numero celular adequado entre as diferentes populagoes
celulares embrionarias; 4) eliminacdo de certas estruturas embrionarias, como as
membranas interdigitais (VELARDE e MENON, 2016; CINDROVA-DAVIES et al.,
2018). Todos esses eventos sdo mediados pela CS e, muitas vezes, pela acdo de fatores
soltveis contidos no SASP.

Os fatores sollveis secretados por células senescentes circulantes sdo
compartilhados, em sua maioria, com o perfil de fatores secretado pelos tecidos
gestacionais — que incluem embrido, decidua, placenta, &mnio e cérion (Figura 8)
(MARQUEZ et al., 2017). Assim, propbe-se que os componentes de SASP possam
dar suporte ao desenvolvimento inicial do embrido, criando um ambiente que promova
0 adequado desenvolvimento da placenta e a remodelagédo vascular (MARQUEZ et
al., 2017).
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2.3.6

IL6 MCP-1

IL6R AREG
IL1A VEGF
IL1B ICAM1
IL8 GM-CSF
MIF
Fatores secretados pelos Componentes SASP de
tecidos gestacionais células senescentes
Remodelacio vascular e Inflamaciio
desenvolvimento embrionario
Nascimento
Parto pré-termo

Figura 8 — Padrao secretério comum entre os tecidos gestacionais e as células
senescentes. Os tecidos gestacionais e as células senescentes secretam fatores solUveis
comuns durante a gestagdo. Tal fato corrobora a hip6tese de que as células senescentes
sdo de extrema importancia para o desenvolvimento embrionario e remodelacao vascular
e, posteriormente, para o parto. Imagem modificada de The female reproduction and
senescence nexus (MARQUEZ et al., 2017).

Entretanto, com o avanco da idade gestacional, as células senescentes presentes
nas membranas fetais, na placenta e no Utero passam a expressar niveis de SASP
capazes de iniciar uma resposta de parto induzida por inflamacdo. Embora esse
acontecimento seja fisiologicamente necessario, um numero excessivo de células
senescentes pode resultar em partos prematuros. Isso sugere que a regulacdo da
presenca de células senescentes e da secrecdo de SASP é importante para que 0
balan¢o necesséario para 0 sucesso gestacional supere os desfechos reprodutivos
adversos (MARQUEZ et al., 2017; MENON, 2019).

Senescéncia celular e perdas gestacionais recorrentes

Um mecanismo celular que pode estar por trds de uma fracéo das RPL de causa
idiopética é a CS, especialmente quando presente em tecidos reprodutivos. Células

senescentes, como anteriormente citado, estdo presentes no Gtero e nos tecidos fetais
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e, apesar de ndo se dividirem, permanecem viaveis e funcionais, influenciando seus
microambientes e secretando fatores sinalizadores.

Nesse sentido, o entendimento do processo de CS em falhas reprodutivas, em
especial as RPL, parece ser interessante. Estudos recentes na area evidenciam relacdes
entre os dois processos. Como anteriormente mencionado, Parvanov e colaboradores
(2021) demonstraram que mulheres com histérico de RPL e com populacdes reduzidas
de células p16-positivas no epitélio glandular e luminal do endométrio podem estar
em maior risco de implantacdo malsucedida e perda gestacional espontanea. Nosso
grupo de pesquisa demonstrou previamente que a interacéo de determinados genétipos
de TP53 (Arg/Arg; rs1042522) e HDM2 (TT; rs2279744) se mostrou associada as
RPL, aumentando o risco para esta condicdo (FRAGA et al., 2014). Ainda, Lucas e
colaboradores (2020) demonstraram que uma resposta decidual pré-senescente esta
associada a RPL durante a janela pré-implantacional; e Tang e colaboradores (2021)
que placentas de gestacdes que evoluiram para perda gestacional tem aumento de CS
e de producdo de espécies reativas de oxigénio.

Né&o obstante, diversos estudos ja relacionaram CDKN1A e CDKN2A — genes
classicos no processo de CS — e as respectivas proteinas que eles codificam com RPL.
Os niveis de mMRNA de CDKN1A, por exemplo, se mostraram elevados em placentas
e células deciduais de pacientes acometidas por RPL quando comparadas a controles
(SHANG et al., 2013; LV et al., 2016). Do mesmo modo, uma maior expressao de
MRNA de CDKN1A e CDKN2A e de genes que codificam proteinas pertencentes ao
SASP foi observada em células estromais endometriais humanas (hESCs) de
pacientes ndo receptivas & implantagdo embrionaria em um estudo conduzido por
Tomari e colaboradores (2020). Quanto as proteinas, Sun e colaboradores (2020)
demonstraram que o acimulo de p21 participa da patogénese das RPL regulando a
proliferacdo e a diferenciacdo de células trofoblasticas, e Parvanov e colaboradores
(2021) demonstraram que mulheres com histdrico de RPL e com populagdes reduzidas
de células p16-positivas no epitélio glandular e luminal do endométrio podem estar
em maior risco de implantacdo malsucedida e perda gestacional espontanea.

Assim sendo, a literatura apresenta evidéncias da relacdo entre CS e RPL.
Entretanto, mais estudos sobre o tema se fazem necessarios para investigar com
maiores detalhes a relacéo entre o processo celular e o fen6tipo em questdo, incluindo

estudos com avaliacdo em genes codificantes de proteinas envolvidas com a CS.
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3.

4.

MARCO CONCEITUAL

Como anteriormente mencionado, cerca de 50% dos eventos de RPL possuem causa definida.
Nesses casos, a conduta clinica varia de acordo com a doenca de base apresentada pela paciente.
Entretanto, o tratamento para 0s eventos em si €, em um primeiro momento, fundamentado no uso
de medicacdes, evacuacao cirdrgica ou aguardo da conduta expectante do material de aborto.

Por ser uma condicdo reprodutiva adversa, complexa e que caracteriza um desafio para a
medicina reprodutiva, a outra metade dos casos de RPL permanece inexplicada. Assim sendo, a
continuidade dos estudos na area se faz fundamental tanto para responder aos casos idiopaticos
quanto para prevenir novos episodios. Como exemplificado na Figura 9, a medicina baseada em
evidéncias e individualizada veio para somar nessa conjuntura. Nesse sentido, a busca por novos
alvos moleculares é fundamental. A CS pode ser um processo celular que permeia os casos de RPL
por estar envolvida durante a gestacdo e o desenvolvimento embrionario, além de apresentar um

secretoma comum aquele secretado pelos tecidos reprodutivos.

Perda Gestacional Recorrente (RPL)

l

Condigdo que afeta 1 a 2% dos
casais em idade reprodutiva

o l
30% dos £asos com causa — Etiologia _— 50% dos casos idiopaticos
definida

| l

Desafio para a Medicina

Tratamento l(alasgia-sc na doenga Reprodutiva
e base l
Medicina personalizada e
preventiva
Envolvimento durante a l
P estacdo e a embriogénese,
Senescéncia £ fcscn o em tecicéos Busca por fatores
Celular (CS) P ¢ genéticos de risco

reprodutivos e fatores
soluveis compartilhados

Figura 9 — Marco conceitual.

JUSTIFICATIVA

As RPL sdo encaradas como um desafio para a Medicina Reprodutiva. Quando encaixadas em
um panorama socioecondmico, sao responsaveis por danos fisicos e psicologicos nos individuos

acometidos e impactam diretamente os sistemas de satde. Em termos de agravos fisicos, diferentes
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desfechos obstétricos prejudiciais estdo relacionados com perdas gestacionais prévias. Parto
prematuro, placentacdo anormal, restricdo de crescimento fetal e complicacBes perinatais,
possivelmente decorrentes de danos apds repetidas curetagens e de alteracbes reprodutivas inerentes
a mulher com diagnostico de RPL, sdo exemplos (QUENBY et al., 2021). Na esfera psicol6gica,
tanto o aumento da frequéncia ou o agravamento de casos de estresse, ansiedade e/ou depressdo
guanto uma maior predisposi¢cdo para suicidio sdo observados nos casais que experenciam perdas
gestacionais (VOSS et al., 2020; ISSAKHANOVA et al., 2023). A falta de compreensdo dos
eventos por parte destes casais leva a um sentimento de culpa e impoténcia nos mesmos, impactando
negativamente a busca por suporte e alternativas de prevencao e tratamento (KOERT et al., 2019).

Em termos de salde publica, as RPL também impactam financeiramente os individuos
acometidos e os sistemas de satde. Intrinseco a falta de estudos acerca do tema, as estimativas
variam de acordo com cada pais e envolvem tanto a exacerbacao de procedimentos médicos — como
cirurgias, tratamentos e atendimento psicolégico — quanto a perda de produtividade no trabalho
(QUENBY et al., 2021). Para fins de exemplificacdo, uma conduta expectante do material de aborto
pode custar de £380 (estudo norte-americano) a £1067 (estudo chinés), o que corresponde a R$2.500
— R$7.000. Caso a indicacdo for cirtrgica, geralmente curetagem, os custos podem variar de £455
(estudo da finlandés) a £2.242 (estudo espanhol), correspondendo a R$2.800 — R$14.000 (YOU et
al., 2005; NIINIMAKI et al., 2009; DALTON et al., 2015; NAVA et al., 2019). Cabe ressaltar que
0s poucos servicos de Reprodugdo Humana embutidos no Sistema Unico de Satde (SUS) ndo
conseguem dar vazdo ao crescente nimero de individuos que buscam por eles, restando a rede
privada, muitas vezes financeiramente inacessivel, como alternativa.

O ndmero de casais que buscam por servicos de Reproducdo Humana Assistida cresce a cada
ano, indicando uma maior dificuldade na concepgdo espontanea. No Brasil, em 2019, houve
crescimento de 2% nos ciclos de fertilizacdo in vitro se comparado ao ano anterior (ANVISA, 2020).
Tal fato fundamenta-se, em parte, na postergacdo da gestacéo pelas mulheres e ratifica a alocacéo
das perdas gestacionais em um contexto muito além da dificuldade de engravidar e gestar por si so.
As transformacdes experienciadas pela sociedade ao longo das ultimas décadas impactam
diretamente as ciéncias da saude, a exemplo do cenario em que as RPL se encontram.

Apesar de diversas ferramentas estarem disponiveis para contornar condi¢fes como as RPL,
faz-se necessario o pleno entendimento dos mecanismos para proposicdo de novos tratamentos. E
sabido que os métodos atuais de investigacdo podem nao ser capazes de elucidar em sua totalidade
a causa das RPL. Entretanto, uma abordagem que vem se consolidando com o passar dos anos € a
medicina personalizada, na qual o manejo da condicdo clinica se da, entre outros, a partir das
caracteristicas genéticas do paciente. Nesse contexto, analises genéticas estudando genes candidatos
para investigacao de questfes reprodutivas se fazem presentes. Apesar de atualmente a pesquisa por

variantes génicas abordar inimeros genes de interesse reprodutivo, a investigacdo genética é
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imensuravel e pode ser aprimorada. Um potencial aprimoramento estd no estudo de genes

relacionados a CS.

Como descrito acima, a CS é fisiologicamente fundamental, inclusive durante a gravidez.

Todavia, existem lacunas de conhecimento sobre o comportamento deste processo ao longo da

gestacdo e em episodios de RPL. Nesse sentido, ao investigar a relacdo entre CS e RPL e esclarecer

0s mecanismos envolvidos, genes candidatos de valor preditivo dentro do contexto de CS poderéo

ser elencados e, futuramente, compor a lista de genes investigados pelas equipes assistentes em
casos de RPL.

OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

Avaliar a relacdo da senescéncia celular com as perdas gestacionais recorrentes através

de ferramentas de bioinformatica, biologia de sistemas e avaliacdo genética em uma amostra de

mulheres com histérico de perdas gestacionais recorrentes e controles.

5.2

VI.

Objetivos secundarios

Revisar a presenca e/ou participacdo da senescéncia celular ao longo de todo o processo
reprodutivo através de revisdo narrativa de literatura;

Investigar genes envolvidos no processo de senescéncia celular através de pesquisa em
banco de dados publicos e de revisao de literatura;

Investigar genes envolvidos nas perdas gestacionais recorrentes através de pesquisa em
banco de dados publicos e de revisao de literatura;

Identificar, dentre os genes envolvidos no processo de senescéncia celular, os que sdo
comuns as perdas gestacionais recorrentes e/ou estdo potencialmente envolvidos em
processos reprodutivos através de ferramentas de bioinformética e biologia de sistemas;
Selecionar, dentre os genes identificados, aqueles que possuem possivel impacto na
susceptibilidade as perdas gestacionais recorrentes;

Analisar e comparar a frequéncia das variantes nos genes selecionados em uma amostra
de mulheres com perdas gestacionais recorrentes e de mulheres sem histéria prévia de

perda gestacional ou infertilidade;
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VII.  Analisar e comparar a frequéncia de variantes nos genes CDKN1A e CDKN2A em uma
amostra de mulheres com perdas gestacionais recorrentes e de mulheres sem historia

prévia de perda gestacional ou infertilidade.
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8.

CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, demonstramos que a CS esta altamente relacionada a reproducdo e ao
desenvolvimento, além de compor contextos de desfechos reprodutivos adversos. A revisao
narrativa de literatura evidenciou que células senescentes e/ou suas moléculas secretadas estdo
presentes em todos os Grgdos reprodutivos, apresentando fungbes complexas dependendo da
condicdo fisiopatoldgica envolvida, a exemplo das RPL. Os resultados das analises in silico foram
ao encontro dos achados da revisdo narrativa e demonstraram que ambos s&o processos relacionados
em termos de proteinas envolvidas. As andlises genéticas revelaram que as variantes escolhidas
parecem ndo oferecer suscetibilidade a RPL. Apesar de ndo termos encontrado associagéo positiva
entre as variantes estudadas e o risco aumentado para RPL, propusemos algumas especulacfes sobre
0 assunto. A principal dificuldade encontrada ao longo do estudo da CS em RPL foi a
inespecificidade dos processos, uma vez que a CS ocorre em VAarios contextos e é muito bem
controlada em termos de tempo e espaco e que 0s eventos de RPL sdo passiveis de serem estudados
apenas antes ou ap0s sua ocorréncia. Esperamos que a continuidade dos estudos em ambas as areas

propicie um melhor entendimento do processo celular e do fen6tipo aqui investigados.

PERSPECTIVAS

Como perspectivas, a continuidade do estudo da CS no contexto de RPL se faz de extrema
relevancia. Como anteriormente mencionado, 0s mecanismos moleculares por tras da relacdo entre
CS e RPL ainda precisam ser melhor elucidados. Lacunas no conhecimento também se fazem
presentes principalmente no que tange as moléculas contidas no SASP e compartilhadas com o perfil
de secrecdo de tecidos gestacionais, sendo uma boa frente de investigagdo. Ainda, o uso de
senoterapia para 0 manejo de casos de RPL engloba uma possivel janela terapéutica para casos

idiopaticos.
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10. ANEXOS
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