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RESUMO

MONTEIRO, N.S. Avaliacdo da taxa de metilacdo do DNA em regido promotora
e de vitaminas e citocinas em mulheres com historia de abortos recorrentes.
2013. 90 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo. Sdo Paulo, 2013.

O aborto espontaneo recorrente (AER) caracteriza-se pela ocorréncia de trés ou
mais abortos consecutivos espontaneos até a 202 semana de gestacdo. E uma
condicéo patologica multifatorial, em que alteracdes morfolégicas uterinas, distarbios
endocrinos, alteracdes no cariétipo, polimorfismos genéticos relacionados aos genes
envolvidos no metabolismo da homocisteina, hemostasia, infec¢des, autoanticorpos
e 0 processo inflamatério podem contribuir para a ocorréncia de AER. O estado
fisiologico do endométrio é essencial para a implantacdo do embrido no utero
durante a gestacdo. Na interface materno-fetal, h4& uma modulacdo de citocinas,
necessaria para o estabelecimento da angiogénese e desenvolvimento da placenta.
Um desequilibrio entre as citocinas pode diminuir a toleréncia ao feto e ocasionar
rejeicao fetal. A concentracdo de citocinas pode ser modificada por conta de uma
diminuicdo na expressao de alguns genes, e esta pode ser regulada pelo seu estado
de metilagéo sitio-especifica. A metilacdo do DNA € um mecanismo epigenético de
regulacdo génica, e que corresponde a incorporacao de grupos metila em ilhas CpG
localizadas proximas as regibes promotoras de genes humanos, e isso pode ser
importante na avaliagdo do risco de complicacbes gestacionais. Aléem disso, 0
estado nutricional de vitaminas foi relacionado a alteracées no padréo de metilacdo
de alguns genes. Os objetivos deste trabalho foram avaliar as concentracfes dos
mediadores inflamatorios em mulheres com aborto e em grupo controle, verificar
correlacbes entre as concentracdes de vitaminas, homocisteina total e taxa de
metilacdo do DNA, verificar correlagbes entre concentracdo de citocinas e taxa de
metilacdo do DNA e determinar odds ratio (IC 95%) de ter aborto em modelos
multivariados. Foram incluidas 253 mulheres com histdria de aborto recorrente e 264
mulheres saudaveis (controle). O DNA foi extraido de leucdcitos de sangue
periférico para o estudo de metilacdo. Foram separadas aliquotas de soro e plasma
para dosagem de vitaminas, metabdlitos e citocinas. Ndo foram encontradas
diferencas nas taxas de metilacdo do DNA entre os grupos aborto e controle. A
citocina TNFa esta aumentada nos grupos de aborto em comparacdo ao controle. A
taxa de metilacdo do DNA no gene IFNG foi correlacionada inversamente as
concentracbes de folato sérico e citocina IFNy no grupo controle. E as
concentragcfes de IL10 foram inversamente correlacionadas a taxa de metilacdo do
DNA nos grupos de aborto secundario e controle. Neste trabalho, verificou-se que as
vitaminas e as citocinas influenciam na taxa de metilacdo do DNA do gene IFNG e a
citocina proé-inflamatéria TNFa apresenta-se aumentada em mulheres com historia
de aborto.

Palavras-chave: aborto recorrente; metilacdo do DNA, folato; citocinas



16

ABSTRACT

MONTEIRO, NS. Investigation of DNA methylation rate in promoter region and
vitamins and cytokines in women with a history of recurrent miscarriage. 2013.
90 f. Thesis (Master) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo, Sao Paulo, 2013.

Recurrent spontaneous abortion (RSA) is characterized by the occurrence of three or
more consecutive spontaneous abortions until the 20th week of gestation. It is a
multifactorial pathological condition in which morphological uterine, endocrine
disorders, changes in the karyotype genetic polymorphisms related to genes involved
in homocysteine metabolism, infection, autoimmunity and inflammatory processes
may contribute to the occurrence of RSA. The physiological state of the endometrium
is essential for embryo implantation in the uterus during pregnancy. In maternal-fetal
interface, there is a modulation of cytokines necessary for the establishment and
development of placental angiogenesis. An imbalance between cytokines can
decrease tolerance to fetus and cause fetal rejection. Concentration of cytokines may
be modified due to a decrease in the expression of genes related to some of these
cytokines that can be regulated by DNA methylation, which is an epigenetic
mechanism of gene regulation and which corresponds to the incorporation of groups
Methyl CpG islands located near the promoter regions of human genes, and this may
be important in assessing the risk of pregnancy complications. In addition, the
nutritional status of vitamins was associated with changes in the methylation pattern
of certain genes. The aims of this study were to determine the concentrations of
inflammatory mediators in women with abortion and the control group, examine
correlations between concentrations of vitamins, total homocysteine and DNA
methylation rate, examine correlations between cytokine concentration and DNA
methylation and determine odds ratio (95% CI) of having abortion in multivariate
models. We included 253 women with a history of recurrent miscarriage and 264
healthy women (control). DNA was extracted from peripheral blood leukocytes for the
study of methylation. Serum and plasma aliquots were used for determination of
vitamins, metabolites and cytokines. There were no differences in rates of DNA
methylation between control and abortion groups. The cytokine TNFa is increased in
abortion groups compared to the control. DNA methylation rate in gene IFNG was
inversely correlated with serum folate and serum cytokine IFNy in the control group.
Also IL10 concentrations were inversely correlated to DNA methylation rate in groups
of miscarriage and secondary control. In this work, it was found that vitamins and
cytokines influence DNA methylation rate in the promoter region and are different in
the study and control groups.

Keywords: recurrent miscarriage, DNA methylation, folate, cytokines
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1. INTRODUCAO

O aborto espontaneo recorrente (AER) € uma condicdo definida pela
presenca de trés ou mais abortos consecutivos e espontaneos até a 202 semana de
gestacdo (Pandey, Rani e Agrawal, 2005). O aborto é uma das mais comuns
complicagbes gestacionais (Balasch, 2004), mas o aborto recorrente ocorre em 1 a
2% da populacdo em idade reprodutiva (Duckitt e Qureshi, 2008) (Metwally et al.,
2010). Pode ser classificado em aborto primario, quando a mulher sé teve
ocorréncias de aborto, ou secundario, quando a mulher j& teve pelo menos um feto
viavel (Toth et al., 2010). E considerada uma doenca multifatorial (Tabela 1)
(Stephenson, 1996; Ford e Schust, 2009), em cujas causas estdo incluidas:
alteracoes morfologicas uterinas (Porcu et al., 2000; Pabuccu e Gomel, 2004),
disturbios endocrinos (Legro, 2007; Abbassi-Ghanavati, 2011), anormalidades
cromossOmicas dos pais (Daya, 2004; Elghezal et al.,, 2007), presenca de
autoanticorpos (Fausett e Branch, 2002; Mezzesimi et al., 2007; Ticconi et al., 2010),
infeccbes (Kaur et al.,, 2007; Baud et al., 2011), polimorfismos genéticos
relacionados aos genes envolvidos na hemostasia e ho metabolismo da cobalamina,
do folato e da homocisteina, e também em genes relacionados a citocinas (Alkhuriji
et al., 2013).

Fatores ambientais, como obesidade, definida (segundo World Health
(Organization, 2011) por IMC>30 kg/m?, e tabagismo também foram associados a
um aumento do risco de ocorréncias tromboticas, o que poderia contribuir para o
aborto (Cnattingius, 2004; Lashen, Fear e Sturdee, 2004; Rittenberg et al., 2011;
Van Eerden, 2011).

Outro fator que contribui para a etiologia do aborto recorrente € a presenca do
processo inflamatério mediado por citocinas pré-inflamatérias, que culmina na perda

da tolerancia imunolégica ao feto (Peltier, 2003; Diaz et al., 2009).

Embora as causas acima mencionadas contribuam para a etiologia do aborto
recorrente, sabe-se que em mais de 40% dos casos a causa do aborto permanece

desconhecida (Figura 1).
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Tabela 1 - Principais causas relacionadas ao aborto espontaneo recorrente

Causas

Alguns Exemplos

Referéncias

AlteragBes na morfologia

uterina

Disturbios endécrinos

Anormalidades

cromossomicas

Presenca de autoanticorpos

Infeccdes

Polimorfismos genéticos

relacionados a hemostasia

Polimorfismos genéticos
relacionados ao metabolismo

de vitaminas e homocisteina

Utero septado; Incompeténcia

cervical

Disfuncgéo tiroidiana;

Sindrome do Ovaério Policistico

Aneuploidias do cromossomo X;

translocacdes

Sindrome Antifosfolipide; Anticorpo

Antinuclear

Chlamydia trachomatis; Listeria

monocytogenes

Relacionados a formacéo do
coagulo, & anticoagulacéo e a

antifibrindélise

Relacionados ao transporte de
cobalamina, a absorcéo e ao ciclo
do folato e ao metabolismo de

homocisteina

(Jaslow e Kutteh, 2013)

(Sarkar, 2012)
(Chakraborty et al., 2013)

(Ou et al., 2013) 2013

(Sater et al., 2012)

(Baud et al., 2011) ((Mania-
Pramanik et al., 2012) (Rowe
et al., 2012)

(Guerra-Shinohara et al.,
2012)
(Su etal., 2013)

(Nair, Khanna e Singh, 2012)
(Cao et al., 2013)
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Fatores Genéticos 2-5%

Fatores Anatémicos 10-15%

Sem explicagdo 40-50% Autoanticorpos 20%

InfecgBes 0,5-5%

Fatores Enddcrinos 17-20%

Figura 1. Etiologia do aborto espontaneo recorrente

Adaptado de (Ford e Schust, 2009).

1.1 Inflamacéao

A inflamacao pode ser entendida como uma resposta vascular do organismo
a um estimulo ou injuria. E uma resposta imune nao-especifica, que pode ser
subdividida em aguda e cronica (Weiss et al.,, 2009) e é essencial para a
homeostase tecidual (Challis et al., 2009). A fase aguda é caracterizada por
alteracoes vasculares, recrutamento de neutréfilos e mediadores inflamatérios, com
ampla participacdo de citocinas, quimiocinas e enzimas plasmaticas que aumentam
a permeabilidade vascular. Ja na fase crbénica, que em geral decorre de uma
resposta inflamatéria aguda nado resolvida, ha infiltrado de mononucleares
continuamente ativados e promocdo da angiogénese e fibrose por conta da intensa

proliferacéo de fibroblastos (Strutz e Neilson, 2003).

Na gestacdo, uma série de citocinas regula a resposta imune, promovendo
alteracdo na populacdo de leucdcitos, requerida para proteger o feto da rejeicéo
imunolégica, além de facilitar a remodelacdo tecidual necessaria para o
desenvolvimento da placenta (Robertson, Care e Skinner, 2007). Sabe-se que
variagOes interindividuais na resposta inflamatoria via citocinas podem alterar o risco

de AER (Bombell e Mcguire, 2008). A perda embrionaria foi associada ao aumento
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na expressao de citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IFN y, IL1B e IL6 no Utero e
reducdo de citocinas anti-inflamatdrias no inicio da gestacao (Jenkins et al., 2000).

1.2 Marcadores do Processo Inflamatério

A reacao inflamatéria caracteriza-se por uma resposta sistémica do
organismo, com a producao de diversas substancias, entre elas citocinas e proteinas

de fase aguda.

As citocinas sao polipeptideos envolvidos na modulacdo da resposta imune e
das reacdes inflamatoérias. S&o produzidas majoritariamente por células do sistema
imune. Células T helper (Th) sdo responsaveis por induzir a resposta imunoldgica e
também estimular linfocitos B a produzir anticorpos (Saini et al., 2011). Apdés
ativacao das células Th, o tipo de resposta pode ser diferenciado em Thl e Th2

(entre outros, como TReg e Th17), de acordo com o tipo de citocina produzida.

As células Thl séo responsaveis pela producao de citocinas pré-inflamatérias
(Yao et al.,, 2007), como o IFNy, citocina imunoreguladora que influencia todos
componentes da resposta imune; € o principal fator de ativacdo de macréfagos, em
gue ativa a citotoxicidade (Gadina et al., 2001), ativando a transcricdo de genes que
codificam enzimas que geram intermediarios reativos de oxigénio. Além disso,
estimula a producdo de um fator de transcricdo responsavel por promover a
diferenciacdo em Thl. Ela também suprime o crescimento de células Th2. E
também um potencializador da acdo do TNFa, promovendo extravasamento de
linfocitos T para os locais de inflamacdo. O TNFa é uma citocina pro-inflamatoria
produzida por fagoécitos mononucleares, células NK e células T estimuladas
(Hehlgans e Pfeffer, 2005). Participa da inflamacdo aguda e dos danos
microvasculares, além de estimular a adesdo de neutrofilos e mondcitos a células

endoteliais.

A inducédo da expressao do IFNy e do TNFa é mediada pela IL1B (Saperstein
et al.,, 2009), citocina pré-inflamatéria secretada por mondcitos, macréfagos e
células epiteliais. O gene da IL13 estd em uma regido de 40 kb no cromossomo 2. A

familia de IL1 apresenta 2 agonistas (IL1a e 1L18), um antagonista (IL1 Ra) e dois
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receptores (IL1 Rtl e IL1 Rtll) (Levrant, Coulam e Jeyendran, 2008). As citocinas IL1
e IL6 regulam a implantagcéo e permitem a invaséo dos trofoblastos, regulada pela
metaloprotease colagenase tipo IV (Mcewan et al., 2009). A IL6 é uma citocina
produzida por diversos tipos celulares, e tem funcdo pré-inflamatéria, mas também
apresenta propriedades anti-inflamatérias. Em humanos, a producéo de IL6 induz a
liberacdo de hCG de trofoblastos, levando a uma liberacéo de citocinas Th2 e a
supressao de citocinas Thl(Unfried et al., 2003). O gene que codifica a IL6 esta

localizado no cromossomo 7.

Quanto as citocinas induzidas por Th2 estdo a IL 4, produzida por linfécitos
Th2 e tem como funcdo promover ativacao de linfocitos B (Luzina et al., 2011) .
Outra funcdo importante é que é capaz de facilitar a adesdo de leucocitos ao
endotélio; e a IL10, citocina anti-inflamatdria envolvida na inibicdo da sintese de
mediadores inflamatérios secretados por macrofagos e mondcitos. O gene IL10
apresenta 5 éxons e ocupa 5,1 kb no cromossomo 1 entre 131 e 1932 (Kim et al.,
1992; Eskdale et al.,, 1997). O citotrofoblasto e as células T da decidua de
gestacbes normais expressam IL10 e contribuem para a predominancia de Th2

durante a peri-implantacao (Hanna et al., 2000; Vigano et al., 2002).

A proteina C reativa é considerada um marcador de processo inflamatorio. E
produzida pelo figado e sua concentracdo plasmatica aumenta durante a fase aguda
do processo inflamatério. Ela se liga a diversos patdgenos, além de ativar o sistema
complemento. Sua producéo é regulada pela presenca da IL-6 (Ramirez-Lopez et
al., 2013). Recentemente, verificou-se que elevacfes minimas nessa proteina foram
associadas ao maior risco de eventos cronicos, como os cardivoasculares (Black,
Kushner e Samols, 2004), além de concentracbes séricas elevadas terem sido
encontradas em maior proporcdo em mulheres que sofreram aborto
(Mollamahmutoglu et al., 2011) ou parto prematuro (Pitiphat et al., 2005;
Lohsoonthorn, Qiu e Williams, 2007).

1.3 Gestacéao e Resposta Inflamatoria

No processo de gestacao, o estado fisioldgico do endométrio € essencial para

a implantacdo do embrido no utero. Os trofoblastos formam a interface materno-fetal
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e escapam do aloreconhecimento por ndo possuirem moléculas HLA. A tolerancia
na decidua € mediada em parte por trofoblastos extravilosos HLA-G (+) que invadem
o tecido e impedem a acdo de NK, células T citotoxicas e macréfagos (Kumpel e
Manoussaka, 2012). As células NK expressam citocinas, e tal expressao pode ser
afetada pela presenca de HLA-G, pois sua expressdo por trofoblastos inibe a

ativacdo de células mononucleares uterinas (Riley e Yokoyama, 2008).

Na interface materno-fetal, uma resposta imune inicial € necesséria para o
estabelecimento da angiogénese e do desenvolvimento da placenta (Kwak-Kim,
Yang e Gilman-Sachs, 2009), em que IL4 e IL10 passam a dominar o cenario (frente
as citocinas IL6, TNF a e IFNy) para garantir a tolerancia imunolégica ao feto (Figura
2).

o Vaso sanguineo fetal

D

Citotrofoblasto

Trofoblasto

Espaco
Toterviloso

Decidua
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HLA-G 433 Calectina «IFM-gamma
TGF-beta

Figura 2. Ambiente celular e imunolégico no desenvolvimento embrionario

VEGF - fator de crescimento vascular endotelial, TLR - receptor do tipo Toll , HLA-G - complexo de
histocompatibilidade. Adaptado de (Toth et al., 2010).
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Um desequilibrio neste cenéario desencadeia uma reacao imunoldgica contra
células fetais e trofoblasticas (Bennett et al., 1996; Darmochwal-Kolarz et al., 1999;
Christiansen, Nielsen e Kolte, 2006), pois as citocinas produzidas no endométrio tém
a funcdo de modular as mudancas na populacédo de leucdcitos para evitar rejeicao
fetal, bem como para permitir o desenvolvimento adequado da placenta (Thellin et
al., 2000; Trowsdale e Betz, 2006; Jasper, Tremellen e Robertson, 2007).

No inicio da gravidez normal, ha predominancia de produc¢é&o de citocinas IL 4
e IL 10, (Th2, cujas citocinas sdo direcionadas para a resposta humoral), mas no
aborto recorrente, predominam IFNy e IL 2 (Th1, cujas citocinas sao direcionadas a
uma resposta citotdéxica) (Wegmann et al.,, 1993a). As citocinas Thl inibem o
crescimento e induzem a apoptose de células trofoblasticas (Yui et al., 1994; Ho et
al., 1999). A citocina IL 6 também esta diminuida no endométrio de mulheres com
historia de aborto quando comparada a mulheres normais (Lim et al., 2000), o que
corrobora o conhecimento de que a IL 6 (juntamente com a IL 10) promovem o0
aumento de resisténcia das células trofoblasticas a apoptose (Aschkenazi et al.,
2002). A concentracdo sérica de IL 17 (presente no citotrofoblasto e no
sincitiotrofoblasto, atuando na angiogénese e na homeostasia imunoldgica) em
mulheres com histéria de aborto foi maior quando comparada a de mulheres normais

(Wang, W.-J. et al., 2010).

1.4 Regulacdo Génica da Producao de Interferon Gama

A resposta imune pode também ser afetada por mecanismos epigenéticos. E
também bastante conhecido o envolvimento da metilacdo com o silenciamento de
genes (Baylin, 2005), pois a metilacdo na regido promotora leva a um impedimento
de ligacao do promotor ao sitio, impedindo, assim, a transcricdo génica (Figura 3). O
silenciamento génico provocado pela hipermetilacdo do DNA afeta varios genes
envolvidos nas vias celulares, tal como em supressores de tumor, reparacdo do
DNA, resposta hormonal, adesao celular, além de contribuir criticamente para a
resposta inflamatdria, em que o estimulo antigénico leva a uma diferenciacdo de
células T helper em diferentes subtipos com func¢des especificas, processo que

ocorre devido a um remodelamento da cromatina e modificacdo do acesso de
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fatores transcricionais a regido promotora de genes codificadores de citocinas com
acdo crucial no processo inflamatério (Sawalha, 2008). Foi demonstrado que em
murinos, as células Thl sdo hipometiladas na regido promotora do IFNG, enquanto
as células Th2 sao hipermetiladas deste gene (Young et al., 1994).

A I Situacdo Ndo-Metilada | B | Situacdo Metilada
N>
ﬁ 0 Crupo Metil
= LR

Fatores de
Transcrigio |

i

Promotor Ativo

Fatores de | Silenciamento ”
Transcrigio G

| Transcrigdo do Gene |

| Inativaciie do Gene |

Figura 3. Efeito da metilacdo do DNA na transcri¢cdo génica

(A) Quando a regido promotora ndo estd metilada, os fatores de transcricdo se ligam ao DNA e
ocorre ativacdo da expressdo génica. (B) Quando as citocinas da regido promotora estdo metiladas,
os fatores de transcricdo ndo conseguem se ligar ao DNA e ocorre inibicao da transcrigéo.

Adaptado de (Cardoso et al., 2010).

1.5 Epigenética

A epigenética avalia o padrdo de expressao génica, conferido por uma série
de modificagcbes (sem alteracdo da sequéncia do DNA), e cujos principais
mecanismos sado metilacdo de dinucleotideos, metilacdo, acetilagédo, fosforilacdo de
histonas, promovendo remodelacdo da cromatina (figura 4). Essas modificacdes sao
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herdaveis e fortemente influenciadas pelo ambiente (como dieta, xenobibticos e

radiacdo). A epigenbmica é suscetivel a alteracdes, particularmente durante a
gestacdo, por conta da alta taxa de sintese de DNA que ocorre neste periodo

(Dolinoy, Weidman e Jirtle, 2007).
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Figura 4. Modificacbes epigenéticas em histonas e em dinucleotideos CpG

Adaptado de (Penner et al., 2010).

A metilacdo do DNA é um dos mecanismos epigenéticos mais estudados e
esta relacionado a uma interferéncia na transcricdo génica quando presente na
regido promotora. A metilacdo aberrante do DNA esta relacionada em muitos casos
a instabilidade cromossémica (Shaknovich, 2013). Tal mecanismo ocorre em geral
em citosinas ligadas a uma guanina (Bird, 2002), denominadas dinucleotideos
CpGs, cuja maior parte se encontra metilada na espécie humana (Hellebrekers,
Griffioen e Van Engeland, 2007).

O padrdo de metilacdo nas ilhas CpG tem sido alvo de muitas analises por
causa da sua habilidade em alterar a expressao do gene. A metilacdo do DNA é
responsavel pela inativacdo de um cromossomo X em mulheres e pelo imprinting
genbmico, fenbmeno que ocorre na linhagem germinativa, em alguns genes,
promovendo uma marcag¢do origem-especifica (paterna ou materna) e que leva a
expressdo do alelo de uma das origens e a inativacdo do alelo da outra origem (Li e
Sasaki, 2011; Tomizawa e Sasaki, 2012).
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O processo de metilacdo nas ilhas CpG envolve a transferéncia de um
grupamento metil coordenada por enzimas denominadas metiltransferases Dnmtl e
Dnmt3, para o carbono 5 do anel de citosina, formando a 5-metilcitosina, a qual age

em uma série de funcgdes celulares (Figura 5).

A Dnmtl reconhece substratos de DNA metilados em apenas uma das fitas
(hemimetilados), o que permite a manutencdo do padrdo de metilagdo nas fitas
recém-metiladas (Bird, 2002). J& a Dnmt3 é bastante expressa em células tronco-
embrionarias e metila o DNA hemimetilado e também o ndo metilado (Yang, Yan e
Davidson, 2001), e esta relacionada com a metilacédo “de novo” e o estabelecimento
de novos padrdes de metilagdo (Chédin, 2011).
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Figura 5. Conversao da citosina em 5-metilcitosina sob acdo da enzima Dnmt

Adaptado de (Rodenhiser e Mann, 2006).

A formacao da 5-metilcitosina depende da doacdo de um grupamento metil
da S-adenosilmetionina (SAM) produto da via metabdlica de remetilacdo da

homocisteina a metionina (Figura 6), promovida pelas metilases.



27

Substrato metilado (PNA metilado)

SAH
Substrato Serina Cisteina
(DNA)
SAM HCYLD cYs J» a-KBT

@ ® AA, AG
B-6 B6 l V.
Wkion PRP-CoA
ationina Chbl
/ @) SMTHF '

Dieta D-MM-CoA ——» MMA

®
THF
Serina: NMTHF LMK CoA
I @ r
B-8 Chl

Glicina SUC-CoA

Figura 6. Via metabdlica da remetilacdo da homocisteina e sua importancia na
metilacdo do DNA

1 — Metionina sintase; 2 — Serina hidroximetiltransferase; 3 — Metilenotetrahidrofolatoredutase; 4 —
Cistationina-B-sintase; 5 — Cistationase ; 6 — Metilmalonil-CoA mutase .

Adaptado de (Herrmann et al., 2001).

1.6 Estado Nutricional e Metilagdo do DNA

O padrédo de metilacédo € estabelecido durante o desenvolvimento embrionario
e teoricamente mantido durante a vida, mas se sabe que variacbes nutricionais

podem levar a alteracdes no padréo de expressao génica (Yoo e Jones, 2006).

A elevacéao da concentracao sérica de homocisteina vem sendo relacionada a
uma alteracdo na metilacdo do DNA (Guthikonda e Haynes, 2006). A homocisteina
€ um aminoacido nao essencial sintetizado a partir da metionina. A
hiperhomocisteinemia foi associada a ocorréncias tromboéticas (Kamat et al., 2010),
por ter a capacidade de induzir estresse oxidativo, levando a injarias vasculares,
promovendo mobilizacdo de ions calcio e uma inflamacéo crénica, com disfungéo
endotelial e remodelacdo da matriz extracelular, alterando parede vascular, funcéo
de plaquetas, com aumento da atividade do fator tecidual e inibicdo da atividade da
trombomodulina, levando a um estado pro-trombrotico (Dionisio et al., 2010). Além

disso, foi relatado que a elevagédo na concentracdo de homocisteina pode levar a um
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estado de hipometilacdo génica em células endoteliais vasculares (Lee e Wang,
1999). AlteracBes na concentracdo da homocisteina podem estar associadas a
fatores genéticos, tais como polimorfismos nas enzimas MTHFR, MTR, MTRR, CBS,
e a fatores nutricionais, tais como deficiéncias em &cido fdlico e cobalamina.
Ademais, foi observada relacdo entre embriotoxicidade e alta concentracdo de
homocisteina (Van Mil, Oosterbaan e Steegers-Theunissen, 2010), componente da

via metabdlica do folato (Figura 7).
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Figura 7. Via metabdlica do folato e da homocisteina

Adaptado de (Robinson, 2000).

O &cido félico é uma vitamina hidrossolivel que desempenha um papel
essencial no desenvolvimento embrionario, momento em que h& aumento da

necessidade de sintese de DNA, e o folato intermedeia a transferéncia de
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grupamentos metil, sintese de purinas, formacdo do timidalato e conversdo de

homocisteina a metionina (Fenech, 2011).

A cianocobalamina ou vitamina B12 tem como funcdo atuar como coenzima
na remetilacdo de homocisteina metionina e na conversdo de metilmalonil-CoA a
succinil-CoA (Guerra-Shinohara et al., 2004; Stabler, 2013) Polimorfismos no gene
da transcobalamina (enzima responsavel pelo transporte de cobalamina até as
células) (Figura 8), poderiam também levar a um quadro de hiperhomocisteinemia
(Zetterberg, 2004; Nadir, Hoffman e Brenner, 2007; Guerra-Shinohara et al., 2010);
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Figura 8. Via metabdlica da cobalamina

Adaptado de (Dali-Youcef e Andrés, 2009).
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O efeito da suplementacdo com doadores de grupo metil (combinado de acido
folico, vitamina B12, colina e betaina) em camundongos foi um aumento da taxa de
metilacdo nas ilhas CpG em lécus especifico para coloragdo amarela (Dolinoy,
Weidman e Jirtle, 2007), mas a suplementacdo com &cido félico em mulheres
gestantes relacionou-se a uma menor taxa de metilagao de ilhas CpG do gene IFNy
(Silva, 2010).

1.7 Selecéo de Genes para o Estudo de Metilacdo do DNA

A escolha dos genes IFNG e SFN para avaliar a taxa de metilagdo do DNA na
regido promotora foi feita com base em estudos anteriores que mostraram que estes
genes estdo metilados em amostras de DNA de leucdcitos (White et al., 2002;
Bonilla-Henao et al., 2005a; Chim, S. S. C. et al., 2005). A hipometilacdo do gene
IFNG foi associada a um efeito toxico a placenta, e, portanto, pode estar relacionada
a um processo inflamatorio na interface materno-fetal (Boehm et al., 1997). O
Stratifin (14-3-3-sigma) € um gene supressor de tumor cuja hipermetilacdo na regiédo
promotora esta associada a ocorréncia de cancer de mama (Umbricht et al., 2001;
Zurita et al., 2010). Foi verificado que o aumento da homocisteina plasméatica e a
diminuicdo da vitamina B6 estdo relacionados ao aumento taxa de metilacdo do
DNA na regido promotora do gene SFN (Silva, 2010). Pacientes com anemia
megaloblastica (por deficiéncia de cobalamina) apresentaram menor razéo
SAM/SAH (Guerra-Shinohara et al., 2007), indicando que um menor aporte de
cobalamina leva a um déficit na producdo de SAM. Corroborando esta informacao,
recém-nascidos de maes deficientes em cobalamina apresentaram menor razéo

SAM/SAH e maior concentracao de tHcy (Guerra-Shinohara et al., 2004).

Entende-se, pois, que a avaliacdo dos fatores nutricionais envolvidos na
formacédo de doador de grupamentos metil (SAM), utilizados fundamentalmente para
as reacoes de metilacdo no DNA, que, por sua vez, esta relacionada a regulacdo da
transcricdo génica, faz-se muito importante no estudo de genes em que alteracbes
no padrédo de metilacdo poderiam levar a uma modificagdo da resposta imune em
mulheres com histéria de abortos recorrentes em comparacdo a mulheres com

gestacBes normais sem histéria de aborto.
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Foram identificados diversos polimorfismos em genes de citocinas e em
receptores de citocinas relacionados ao aborto recorrente (Reid et al., 2001; Daher
et al., 2003; Medica et al., 2009), apesar de serem recorrentes as contradicbes nos
resultados (Bombell e Mcguire, 2008; Choi e Kwak-Kim, 2008)- Varios estudos
investigaram as concentragfes sanguineas (Daher et al., 2004). Entretanto, pouco
se sabe a respeito das concentracfes basais das citocinas em mulheres com
histéria de aborto recorrente, bem como das razdes entre as citocinas pré e anti-
inflamatdrias. A importancia do presente estudo € a de acessar as caracteristicas
basais em nivel sérico e verificar se este ja é previamente alterado em comparacao
ao das mulheres que nunca enfrentaram AER. Pois apesar de a expressdo de
citocinas se destacar frente a um processo inflamatério e voltar a concentracfes
basais em pouco tempo, um desequilibrio crénico poderia estar envolvido no

desenvolvimento do aborto recorrente.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar as concentracdes dos mediadores da resposta inflamatéria e das
taxas de metilacdo do DNA na regido sitio-especifica do gene IFNG em leucdcitos
de sangue periférico de mulheres com historia de abortos recorrentes e de mulheres

saudaveis (grupo controle).

Objetivos Especificos

= Avaliar as concentracdes dos mediadores inflamatdrios nos trés grupos, bem
como as razdes entre as citocinas (IFNy/IL 4, IFNy/IL 10, TNFo/IL 4 e TNFo/IL
10)

= Determinar se existe correlacdo entre as concentracdes vitaminas (Chl e
folato), tHcy e taxa de metilacdo na regido promotora do gene IFNG nos trés
grupos

= Determinar se existe correlacdo entre as concentracdes de citocinas e taxa de
metilacdo na regido promotora do gene IFNG nos trés grupos

= Avaliar se as concentracfes de IFNy estdo relacionadas com alteracdes da
taxa de metilacdo do DNA nos trés grupos

= Determinar odds ratio (IC95%) de ter aborto primario e secundario, em
modelo multivariado, considerando como variaveis independentes: idade, uso

de bebidas alcodlicas, fumo, IMC, PCRu, vitaminas, tHcy e citocinas
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

No projeto que serve como base para o presente estudo, foi utilizado calculo
para determinacdo do tamanho amostral com estudo analitico para estimacdo de
diferenca de proporgdes entre os grupos (Hulley e Cummings, 1988). Considerando
a estimativa da freqiéncia de genétipo MTHFR 677TT de 10% em mulheres
controles e de 17% em mulheres com histéria de aborto espontaneo recorrente
(Unfried et al., 2002), fixando alfa de 5% (erro tipo I) e beta (erro tipo 1) em 20%
(poder do teste de 80%), obtendo-se desse modo, um numero amostral de 371
mulheres em cada grupo como amostra representativa para comparacdo da

frequéncia do genotipo TT do polimorfismo MTHFR C677T entre controles e casos.

No entanto, por conta da dificuldade de encontrar casos de aborto recorrente
foram incluidas no estudo apenas 257 mulheres com historia de aborto espontaneo
recorrente (sendo 118 com aborto primario - AP e 139 com aborto secundario - AS),
atendidas no Ambulatério de Obstetricia da Clinica Obstétrica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP e 264 mulheres saudaveis com até 45
anos, com dois ou mais filhos de gestacdes normais, sem historia de abortos. No
momento da coleta, as mulheres ndo estavam gravidas. Todas as mulheres foram
informadas sobre os objetivos do projeto, e, tendo aceitado participar do estudo,

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Aplicou-se, também, um questionario para obtencdo de dados sécio-
econdmicos e informacBes sobre idade, IMC, antecedentes obstétricos, uso de
medicamentos, bebidas alcodlicas e tabagismo. As amostras foram colhidas de
veias periféricas em jejum, com material descartavel. Aliquotas de cada amostra
foram acondicionadas em dois tubos Vacutainer® com KsEDTA e em dois tubos
Vacutainer® sem anticoagulante para obtencdo do soro. A coleta foi realizada uma

Unica vez para cada mulher e o volume total de sangue foi de 30 mL.
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3.2 Critérios de inclusao e excluséo

Foram incluidas no grupo de estudo mulheres com trés ou mais abortos
espontaneos consecutivos e com idade inferior a 45 anos. No grupo controle foram
incluidas mulheres com idades semelhantes ao do grupo de estudo, com histéria de
duas ou mais gestacdes normais, com nascimentos de bebés de termo, e que nao
tenham tido histéria de abortos ou natimortos, episddios tromboembolicos ou
problemas obstétricos na gravidez.

Foram excluidas do presente estudo as mulheres gravidas e aquelas que
estavam fazendo uso de medicamentos contendo &cido fdlico e vitamina B6 ou
medicamentos que possam interferir no ciclo do folato. Foram excluidas também

mulheres portadoras de doencgas cronicas.

O presente projeto faz parte de um projeto maior, intitulado “FATORES
GENETICOS E BIOQUIMICOS ASSOCIADOS AO ABORTO ESPONTANEO
RECORRENTE — Metabolismo da homocisteina, folato, cobalamina e vitamina B6”,
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da USP (Anexos | a V).

3.3 Extracdo de DNA de leucécitos

O DNA genbémico foi extraido manualmente a partir de sangue total através do
protocolo QlAamp® DNA BLOOD MINI kit (PreAnaytix/Qiagen,Germany). A
integridade das amostras do DNA extraido foi avaliada em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etideo (Sambrook et al, 2001a). A quantificacdo de DNA foi
realizada por espectrofotometria a 260 nm e a pureza do DNA determinada pela
relacdo Azsonm/Azsonm (Sambrook e Russell, 2001), utilizando o espectrofotémetro

Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Inc — Estados Unidos).

3.4 Determinacao da taxa de metilagcédo naregido promotora do gene IFNG
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3.4.1 Tratamento do DNA com Bissulfito de Sédio

Foi realizado tratamento do DNA com bissulfito de sédio conforme
previamente descrito (Jeronimo et al., 2004). O bissulfito de so6dio converte as
citosinas ndo metiladas em uracilas, ndo alterando as citosinas metiladas. A 2 ug de
DNA gendmico dissolvidos em um volume final de 17uL de 4gua foram adicionados
1 pl de Hering DNA (5mg/ml) e 2 pL de NaOH 3 M. Esta mistura foi incubada por 20
minutos a 50°C. Entdo, foram adicionados 500uL de solucdo de Bissulfito de Sédio
(2,5 M de Bissulfito de Sédio, 125 mM de Hidroquinona e 350 mM de NaOH) e as
amostras foram incubadas por 3 horas a 50°C na auséncia de luz. O DNA tratado foi
purificado com o kit Wizard DNA Clean-up System (Promega), eluido em 45 pL de
agua e dessulfonado através da adicdo de 5 pL de NaOH 3 M, e incubado por 10
minutos a temperatura ambiente. Fez-se precipitacdo com etanol, ressuspensao em

50 uL de agua e posteriormente foram estocados a -80°C.

3.4.2 Metilacédo in vitro de DNA de leucécitos

Dez mililitros de sangue periférico de cinco individuos saudaveis foram
submetidos a centrifugacdo por 10 minutos a 1.500 RPM para separacédo do soro e
da porcao celular. A porcéo celular foram adicionados 10 mL de TE (10 mM Tris-HCI
pH 8,0 e 1 mM EDTA pH 8,0) para lise das hemacias. Apds centrifugacdo a 1.500
RPM por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e a amostra foi submetida a nova
lavagem com 10 mL de TE. O pellet de leucécitos foi ressuspenso em 1 mL de TE.
Os leucocitos foram transferidos para tubo de 1,5 mL e submetidos a centrifugacéo
por 1 minuto a 13.000 RPM. O sobrenadante foi descartado e o pellet de leucdcitos

armazenado a -70°C até o momento de utilizacédo

A metilacdo in vitro do DNA de leucécitos foi realizada com o kit CpG
Methylase-Sssl (New England Biolabs), segundo instrucées do fabricante. 20 pug de
DNA foram misturados a 0,032 mM de SAM e 25 unidades da enzima metilase, em
um volume final da reagéo de 250 pL. A reacgao foi incubada por 4 horas a 37°C.
Posteriormente, adicionaram-se 0,064 mM de SAM e 12,5 unidades da enzima

metilase. ApGs nova incubacgéo de 4 horas a 37°C, as amostras foram submetidas a
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extracdo com fenol-cloroférmio e precipitacdo com etanol. Os pellets de DNA

metilado in vitro foram ressuspensos em 15 L de agua e estocados a -20°C.

Vinte microgramas do DNA metilado in vitro (10 aliquotas de 2 pg) foram
submetidos ao tratamento com bissulfito de s6dio conforme descrito anteriormente
(Jeronimo et al., 2001). Ao final todas as aliquotas foram ressuspendidas em um
volume final de 50 pL de agua, quantificadas em espectrofotdmetro e diluidas para
uma concentracao final de 30 ng/pL.

O DNA de leucdcitos metilado in vitro e tratado com bissulfito de sédio foi
empregado como controle positivo e na construgcédo das curvas padréo das reacoes
de qMSP.

3.4.3 Construcéo da Curva Padrao

Apos ter realizado a metilacao in vitro do DNA de leucdcitos e o tratamento
com bissulfito de sddio, foi preparada a curva padrdo. A amostra metilada in vitro e
tratada foi quantificada e a partir, dela, construiu-se o primeiro ponto da curva, a fim
de se obter um volume de 10 pL a uma concentracdo de 30 ng/uL. A partir deste
primeiro microtubo (que corresponde ao primeiro ponto da curva padrao), foi feita
uma diluicdo seriada, a ponto de se obter os 5 pontos seguintes da curva,
respectivamente 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 e 1:100000 de diluicéo.

Foi feita a corrida da placa com o gene de referéncia ACTB para testar a
curva e acertar os parametros, e também foram feitos testes com 0s genes

estudados para verificar se houve amplificacdo (Figura 9).
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Plot de Amplificacio da Curva Padrio para o gene ACTB Plot de Amplificacio da Curva Padrio para o gene STRATIFIN
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Figura 9. Amplificacdo da Curva Padréo para os genes ACTB, IFNG e STRATIFIN

3.4.4 Metilacao especifica quantitativa (QMSP - quantitative Methylation
Specific PCR)

As reacOes de gMSP foram realizadas conforme prévia descricéo (Eads et al.,
2000).

A gMSP é uma abordagem quantitativa baseada em PCR em tempo real, em
gue se utilizam um par de primers e uma sonda especifica marcada com 2
fluoréforos: um reporter (6-carboxi-fluoresceina — FAM) na extremidade 5 e um
guencher (6-carboxi-tetrametil-rodamina — TAMRA) na extremidade 3'. O reporter é
um emissor de fluorescéncia, a qual é captada pelo quencher devido a proximidade
entre ambos. Durante a fase de extensdo da reacdo de PCR, a atividade de
exonuclease 5" da Taq DNA Polimerase hidrolisa a sonda, separando o reporter do
guencher e, assim, a fluorescéncia emitida pode ser captada pelo aparelho.
Portanto, o nivel de fluorescéncia detectado pelo aparelho é proporcional a
guantidade de produto amplificado formado. A quantidade de amostra presente no
inicio da reacéo pode ser inferida tendo como base o valor de C+, 0 qual representa
o ciclo da PCR em que a quantidade de fluorescéncia produzida na reacdo atinge
um limite pré-estabelecido. Para que as amostras pudessem ser quantificadas foi
necessario construir uma curva padrdo a partir de diluicdbes seriadas de uma

amostra com quantidade conhecida de DNA.
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Como controle interno das reacdes foi utilizado o gene referéncia ACTB, cujos
primers e sonda foram desenhados em regido livre de nucleotideos “CG”, e,
portanto, a amplificacdo do gene referéncia ocorre independente do estado de
metilagdo da amostra. As sequéncias dos primers e sondas para os genes IFNG e
Stratifin que possuem “CGs” foram o desenhadas com base nas sequéncias das
regides promotoras destes genes considerando somente a situacdo metilada de
acordo com estudos citados na literatura ((Bonilla-Henao et al., 2005b; Chim, S. S. et
al., 2005) (Tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncias de primers e sondas dos genes utilizados

Gene Localizaﬁgé'o
Cromossomica
Primer Forward TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT
ACTB 7p22 Primer Reverse AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA
Sonda FAM/ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACAITAMRA
Primer Forward TGAAGAGTTATAATTTTATTAGGGCGAA
IFNG 12q14 Primer Reverse TTCCTTTAAACTCCTTAAATCCTTTAACG
Sonda FAM/ACAAACCCATTATACCCACCTA/ITAMRA
Primer Forward GAGGAGGGTTCGGAGGAGAA
SEN 1p36.11 Primer Reverse ATCGCACACGCCCTAAAACT
Sonda FAM/TCTCCCGATACTCACGCACCTCGAA/ITAMRA

As reagOes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 20uL
contendo tampdo Home Made 1X (sulfato de ambnio 16,6mM, Tris-HCI pH8,0
67mM, cloreto de magnésio 6,7mM, B-mercaptoetanol 10mM, DMSO 0,1%), 10mM
de dNTP, 100uM de cada um dos primers, 100nM de sonda, 0,12 pL de Platinum
Taqg Polimerase (Invitrogen) e 3uL de DNA tratado com bissulfito de sddio. As

condicdes de amplificacdo consistem de uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C
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por 10 minutos, seguida de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 40
segundos. Todas as reacdes foram preparadas em placas de 96-wells e todas as
amostras foram analisadas em triplicatas no equipamento ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Além das amostras, cada placa também comportou uma curva padrédo
construida a partir de uma diluicdo seriada (90ng; 9ng; 0,9ng; 0,09ng; 0,009ng e
0,0009ng) de DNA de leucdcitos metilados in vitro e submetido ao tratamento com
bissulfito de sodio.

Antes da realizacao das reacfes de gMSP foram verificadas as eficiéncias de
amplificagdo de todos os conjuntos de primers e sondas. Para tanto, foram
construidas curvas padrdao para cada um dos genes, incluindo o gene referéncia
ACTB. Essas curvas foram construidas a partir de uma diluicdo seriada (como
descrita acima) de uma mesma amostra de DNA de leucdcitos metilados in vitro.
Apo6s a amplificacdo a eficiéncia foi calculada através da formula: E = 10 (V/s1oP®) _ 1
onde E é a eficiéncia e slope é o coeficiente de inclinacdo da reta formada pelos
pontos da curva padrao. As eficiéncias de amplificacédo para os conjuntos de primers

e sondas foram consideradas adequadas quando os valores foram de 100+10%.

No método gMSP foi adotado o seguinte critério: as amostras foram
consideradas metiladas quando foi possivel detectar amplificacdo em pelo menos
duas das triplicatas. A auséncia de amplificacdo ou amplificacdo de apenas uma das
triplicatas indicava que a amostra era ndo-metilada. A porcentagem de metilacéo
relativa (PMR) de cada amostra foi calculada através da divisdo da média do niUmero
de cépias do gene alvo pela média do nimero de cépias do gene referéncia vezes

100, em cada gene estudado.

3.5 Determinacdo da concentracdo sérica de citocinas

A dosagem sérica das citocinas IL1B, IFNy, IL4, IL6, IL10 e TNFa foi realizada
por método imunoenzimatico (ELISA), com kits Ebioscience (San Diego, CA, USA),
conforme protocolo especificado pelo fabricante. O limite de deteccao foi de 7

pg/mL.
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3.6 Determinacgédo das concentragdes de folato sérico e cobalamina sérica

A determinacdo da concentracdo de cobalamina (Kelleher et al., 1987;
Kelleher e Broin, 1991) e folato sérico (O'broin e Kelleher, 1992) foi realizada por
método microbiolégico, em que se utilizam bactérias ndo patogénicas que
necessitam dessas vitaminas para seu crescimento, que € proporcional a turvagcao

guantificada por um fotdmetro (MultiSkan FC da ThermoScientific®).

3.7 Determinacgédo da concentracdo de proteina C-reativa ultra-sensivel (PCRu)

Foi realizada através da técnica de imunoturbidimetria (pelo Laboratorio
CRIESP), a qual se baseia na detec¢éo Optica de particulas suspensas. Quando o
anticorpo anti-proteina C reativa humana que reveste as particulas de latex reage
com a PCR presente na amostra, sdo formados imunocomplexos insolaveis, que
provocam aglutinacao e turbidez, a qual pode ser mensurada em espectrofotémetro.

Tal turbidez é proporcional a concentracdo de PCRu na amostra.

3.8 Determinacéo da concentracdo de homocisteina total e cisteina
plasmaticas

A homocisteina plasmatica total foi determinada por HPLC com deteccédo por
fluorescéncia, conforme descrito por (Pfeiffer, Huff e Gunter, 1999; Guerra-
Shinohara et al., 2002). Resumidamente, a 50 pL de plasma sao adicionados
cistamina (padrao interno) tris-[2-carboxietil]-fosfina (TCEP), para reduzir e liberar as
ligacOes tidis, seguido de incubacdo em temperatura ambiente. Adicionam-se acido
tricloroacético (TCA) e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para
desproteinizacdo da amostra, e centrifuga-se por 13000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante € transferido para microtubo ambar, e é adicionado o fluoréforo 7-
fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazole-4-sulfonic acid ammonium salt (SBD-F) em tampé&o
borato, incuba-se por 1 hora a 60°C sob agitacédo. Transfere-se para vials de HPLC.
As condigbes da corrida sao: coluna Prodigy ODS2 150x3,2mmx2um

(Phenomenex), fluxo 0,7 mL/min e fase movel pH 5,5 com acido acético 0,1M e
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acetato de sodio 0,1M (1:1), com 3% de metanol e detec¢éo por fluorescéncia (385

nm excitagao e 515 nm emisséo).

3.9 Andlise Estatistica

O banco de dados e as andlises estatisticas foram realizados no programa
SPSS versdo 17 (SPSS Inc., Chicago, EUA). Os graficos foram construidos no
programa GraphPad Prism 5 (California, EUA). Foi avaliado se as variaveis
obedecem a uma distribuicAo normal através do teste de aderéncia Kolmogorov-
Smirnov. Foram utilizadas tabelas de freqiéncia de varidveis categéricas e
estatisticas descritivas das variaveis continuas para descricdo do perfil do grupo
estudado. Foram utilizados testes que comparam proporc¢des (Qui-quadrado, teste
Exato de Fisher ou Likehood), bem como o teste t de Student para verificacdo de
diferencas nas variaveis numeéricas entre os grupos. Para as variaveis numericas
gue nao obedeceram a distribuicdo normal, foram utilizados testes ndo-parameétricos
como Mann-Whitney, para comparacdo de variaveis entre dois grupos, e Kruskal-

Wallis, para comparacéao de variaveis entre trés ou mais grupos.

Correlacbes de Spearman foram utilizadas para avaliar a relagdo entre as
taxas de metilacdo na regido promotora do gene IFNy e também para verificar as
correlacdes entre as concentracdes de vitaminas e metabdlitos com as taxas de
metilacéo.

Modelos de regressao linear foram utilizados para avaliar os fatores de
predicdo para as taxas de metilacdo na regido promotora do gene IFNy (variaveis
dependentes), e outros modelos de regressdo foram utilizados para avaliar os
fatores de predicdo para a ocorréncia de AER (variavel dependente). As variaveis
independentes incluidas nos modelos foram cobalamina sérica, folato sérico,
homocisteina total, PCRu, IMC e idade.

Andlise de Curva ROC foi realizada para verificar quais modelos discriminam
melhor os grupos quanto aos resultados observados. O nivel de significancia
adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, p<0.05.

Modelos de regresséo logistica foram utilizados para avaliar o risco da

ocorréncia de aborto.
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4. RESULTADOS

Os resultados apresentados referem-se as andlises realizadas entre 0os grupos
de aborto priméario, aborto secundario e controle. Em alguns momentos, no entanto,
foram realizadas comparac¢fes entre o grupo de aborto (primario e secundario) e o

grupo controle.

4.1 Caracteristicas da populacédo estudada

Verificou-se que os trés grupos (AP, AS e C) apresentaram-se semelhantes
quanto as variaveis IMC, freqiiéncia de obesidade (IMC>30 kg/m?) fumo e uso de
bebidas alcoodlicas (Tabela 3), e diferentes com relacéo a idade, sendo as mulheres
com aborto secundario mais velhas que as dos demais grupos, entretanto, essa
diferenca é de 2,6 anos entre AP e AS. Além disso, houve diferenca na cor da pele
declarada, observando-se uma maior porcentagem de brancas no grupo controle
gue nos demais. Entretanto, atenta-se ao fato deste ultimo dado ser pouco relevante
em um estudo realizado no Brasil, por conta da forte presenca de miscigenacao na

populacéo.
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Tabela 3 - Caracteristicas sécio-demograficas da populagéo estudada

Aborto Primério Aborto Controle p
(117) Secundario (264)
(139)

Idade 31,1 (30,5-32,8)* 33,7 (32,7-34,7)" 32,9(32,2-33,6)*" 0,032
IMC 24,4 (22,2 - 28,6) 25,3 (22,7 - 29,6) 24,6 (22,1 - 27,3) 0,125
(IMC>30 kg/m?) 54 (46,6) 74 (53,6) 119 (45,1) 0,255 @
Fumo 18 (15,4) 31 (22,3) 40 (15,2) 0,169 @
Uso de 55 (47,0) 57 (41,0) 95 (36,0) 0,121 @
bebidas
alcodlicas
Cor da pele
declarada

Branca 52 (44,4) 56 (40,3) 144 (54,5) 0,022 @

Negra 25 (21,4) 25 (18,0) 35 (13,3)

Parda 39 (33,3) 57 (41,0) 80 (30,3)

Amarela 1(0,9) 0(0,0) 5(1,9)

India 0 (0,0) 1(0,7) 0(0,0)
Numero de
Abortos
Consecutivos

Até 3 64 (54,7) 73 (52,5) - 0,762 @

4e5 41 (35,0) 56 (40,3) -

6e7 8 (6,8) 6 (4,3) -

8e9 3(2,6) 2 (1,4) -

>10 1 (0,9) 2 (1,4) -

Os valores das variaveis numéricas idade e IMC foram comparados utilizando o teste de Kruskal-
Wallis para os 3 grupos, e os resultados foram apresentadas em média geométrica e IC 95%. As
variaveis categéricas foram comparadas utilizando os testes de Qui-quadrado™ ou Likelihood Ratio®®,

e os resultados das frequéncias foram apresentados em numero de mulheres e porcentagem entre

parentéses.
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4.1.1 Modelos de regressdao logistica univariada para as variaveis dependentes
“ter aborto primario” e “ter aborto secundario”

Foram utilizados 5 modelos de regresséao logistica univariada para a variavel
dependente “ter aborto primario” e cinco modelos para a variavel dependente “ter

aborto secundario”.

O uso de bebidas alcodlicas se mostrou relevante no aumento do risco de AP
em comparagdo com o grupo controle e o IMC aumentou o0 risco de AS em
comparagao com o grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Regressdo Logistica univariada para a variavel dependente "ter aborto
primario" (modelos 1) e "ter aborto secundario” (modelos 2)

Modelo Variaveis OR (IC 95%) p
Independentes

1

la Idade 1,04 (1,00 - 1,08) 0,044
1b IMC 0,96 (0,91 - 1,02) 0,181
1.c IMC>30 kg/m* 1,08 (0,70 - 1,69) 0,732
1d Fumo 0,93 (0,50 - 1,73) 0,813
le Bebidas Alcoolicas 1,64 (1,05 - 2,58) 0,030
2

2.a Idade 0,98 (0,95 - 1,02) 0,409
2b IMC 0,94 (0,90 - 1,00) 0,014
2.c IMC>30 kg/m? 1,28 (0,90 - 1,81) 0,164
2d Fumo 1,30 (0,81 - 2,07) 0,274
2.e Bebidas Alcoolicas 1,41 (0,98 - 2,01) 0,061

Foram realizadas cinco regressdes univariadas para cada modelo, identificadas por letras de a a e.
Valores com p<0,05 foram considerados significativos e estao destacados em negrito.

4.2 Concentracdo de vitaminas e homocisteina total

Mulheres dos grupos AP e AS apresentaram maior concentracdo de folato

sérico que o grupo controle (Tabela 5), o que € explicado pelo fato de que muitas
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dessas mulheres permanecem utilizando acido félico por conta prépria enquanto
tentam engravidar. Além disso, também apresentaram também maior concentracéo
de cobalamina em comparacdo ao grupo controle, apesar de nao relatarem uso

suplementar desta vitamina (Figura 10).

Tabela 5 - Concentracdo de vitaminas e homocisteina total conforme os grupos

Aborto Primério (117)  Aborto Secundario Controle P valor
(139) (264)
Homocisteina total (umol/L) 9,1 (8,7 -9,6) 9,4 (8,9 - 10,0) 9,2 (8,9-9,6) 0,896
Cobalamina (pmol/L) 424,2 (394,8 - 455,6)°  398,9 (369,4 - 430,7)°  355,0 (335,5-375,6)°  <0,001
Folato sérico (nmol/L) 41,0 (36,7 - 45,8)% 33,4 (30,6 - 36,6)° 29,2 (27,7 - 30,7)° <0,001

Os valores apresentados sdo médias geométricas (IC 95%). Kruskal Wallis. * p<0,05. Quando houve
diferenca significativa no teste de Kruskal Wallis, foi realizado o teste post hoc de Dunn’s. Letras
diferentes nas linhas correspondem a diferencas entre os grupos.
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Figura 10. Comparagéo da concentragao sérica de vitaminas e homocisteina total
entre os grupos aborto primario (AP, N=117), aborto secundario (AS, N=139) e
controle (C, N=264).

Os valores apresentados sdo médias geométricas (IC 95%). Kruskal Wallis. * p<0,05. Quando houve

diferenca significativa no teste de Kruskal Wallis, foi realizado o teste post hoc de Dunn’s. Letras
diferentes nas colunas correspondem a diferencas entre os grupos.

4.3 Concentracado de marcadores do processo inflamatoério

Quando comparados os trés grupos juntos, mulheres dos grupos de aborto
primario e secundario apresentaram-se com valor significativamente maior que o
grupo controle na concentracdo da citocina TNFa. As mulheres do grupo de aborto
secundario apresentaram valores maiores que o grupo controle nas concentacdes
de INFy IL1B, IL4 e IL6. Nao houve diferenca nas concentracdes de IL10 nos trés
grupos (Tabela 6 e Figura 11). A concentracdo de PCRu e de tHcy foi semelhante

nos 3 grupos. O valor referente a porcentagem de metilacdo do DNA no gene IFNG

foi semelhante em ambos os grupos (Tabela 6).
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Tabela 6 - Concentragcdo de marcadores do processo inflamatorio conforme os
grupos AP, AS e controle

Aborto Primério Aborto Controle P valor

(117) Secundario (139) (264)

PCR Ultrasensivel (mg/dL) 0,17 (0,13-0,21) 0,18 (0,14-0,21)) 0,16 (0,14 - 0,18) 0,534
PMR IFNG 83,0 (69,1 - 99,9) 80,4 (70,0-92,3) 92,0 (84,4 - 100,1) 0,552
IFNy (pg/mL) 54,2 (39,5 - 74,5)*° 83,5 (63,0 - 110,6) 37,7 (20,5 - 46,6)" <0,001
IL1B (pg/mL) 22,4 (18,0-27,8)*"  29,0(23,8-35,2)* 19,0 (16,4 - 22,0)" 0,004
IL4 (pg/mL) 16,3 (13,6 - 19,6)*° 19,7 (16,5-23,4)° 14,8 (13,1-16,6)" 0,016
IL6 (pg/mL) 18,4 (15,0-22,5)*° 21,9 (18,4-26,1)° 16,4 (14,6 - 18,3)" 0,009
IL10 (pg/mL) 23,2 (18,0 - 29,9) 26,4 (20,8 - 33,7) 25,1 (21,2 - 29,7) 0,794
TNFa (pg/mL) 71,6 (53,8-95,2)° 82,4 (64,4 -105,4)% 48,4 (40,6 - 57,8)"° <0,001

Os valores apresentados séo médias geométricas (IC 95%). A comparagdo das variaveis entre os grupos foi
realizada utilizando o teste Kruskal Wallis. * p<0,05. Quando houve diferenca significativa no teste de Kruskal
Wallis, foi realizado o teste post hoc de Dunn’s. Letras diferentes nas linhas correspondem a diferengas entre os

grupos.

Quando foram analisados os dois grupos de aborto em conjunto (N=256) em
comparacdo ao grupo controle, foi verificado que as concentracbes das citocinas
IFNy, IL1B, IL4, IL6 e TNFa foram maiores no grupo de aborto que no grupo controle
(Tabela 7). Além disso, foram avaliadas também as razdes entre citocinas pro e anti-
inflamatorias (Tabela 8) e verificou-se que o grupo controle apresentou maiores

razdes IL4/IFNy e IL10/IFNy que os grupos de aborto.

Tabela 7 - Concentracdo de marcadores do processo inflamatério entre grupos de

aborto recorrente (AP + AS) e controle

(AP + AS) N=256 Controle N=264 P valor
PCR Ultrasensivel (mg/dL) 0,2 (0,15 - 0,20) 0,2(0,1-0,2) 0,288
PMR IFNG 81,5 (72,8 - 91,3) 91,9 (84,4 - 100,1) 0,292
IFNy (pg/mL) 68,2 (55,2 - 84,4) 37,7 (30,5 - 46,6) <0,001
IL1B (pg/mL) 25,8 (22,3 - 29,8) 19,0 (16,4 - 22,0) 0,003
IL4 (pg/mL) 18,2 (15,9 - 20,6) 14,7 (13,1 - 16,6) 0,012
IL6 (pg/mL) 20,2 (17,7 - 23,0) 16,3 (14,6 - 18,3) 0,008
IL10 (pg/mL) 25,0 (21,0 - 29,8) 25,1 (21,2 - 29,7) 0,969
TNFa (pg/mL) 78,0 (64,7 - 93,9) 48,4 (40,6 - 57,8) <0,001

Os valores apresentados sdo médias geométricas (IC 95%). A comparacdo das variaveis entre os grupos foi
realizada utilizando o teste Mann-Whitney. * p<0,05.
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Figura 11. Comparacao da concentracdo sérica de citocinas entre 0s grupos aborto
primario (AP, N=117), aborto secundario (AS, N=139) e controle (C, N=264).

Os valores apresentados sao médias geométricas (IC 95%). Kruskal Wallis. * p<0,05. Quando houve

diferenga significativa no teste de Kruskal Wallis, foi realizado o teste post hoc de Dunn’s. Letras
diferentes correspondem a diferencas entre os grupos
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Tabela 8 - Razdes entre citocinas Th2/Th1l conforme os grupos

Aborto Primario (117) Aborto Secundario (139) Controle (264) P valor
Razao IL10/IFNy 0,25 (0,00-1,00) 0,60 (0,00-1,00) 1,00 (0,00-3038,3) 0,011
Razao IL10/TNFa 0,25 (0,00-1,00) 0,44 (0,00-1,00) 0,65 (0,00-1,06) 0,063
Razao IL4/IFNy 0,22 (0,00-1,00) 0,18 (0,00-1,00) 1,00 (0,00-1,00) 0,030
Razao IL4/TNFa 0,20 (0,06-1,00) 0,25 (0,08-0,71) 0,28 (0,10-1,00) 0,112

Os valores das variaveis numéricas foram comparados utilizando o teste de Kruskal-Wallis para os 3
grupos, Os valores foram multiplicados por fator 10 e estdo apresentados como media geométrica (IC
95%).

4.4 Avaliacao dos fatores de risco para a ocorréncia de aborto recorrente

Apoés a avaliacdo individual das variaveis nos diferentes grupos, procurou-se
identificar os fatores de risco para o aborto recorrente. Para tanto, a regressao
logistica multivariada € uma analise robusta que visa pontuar o risco do desfecho

“aborto”, com base nas variaveis selecionadas.

4.4.1 Modelos de regressao logistica multivariada para a variavel dependente
“ter aborto primario” (Modelo 1) e “ter aborto secundario” (modelo 2)

No primeiro modelo multivariado apresentado, destacam-se a citocina pro-
inflamatoria TNFa para o desfecho AP e a IL6 para o desfecho AS sem, entretanto,
aumentar o risco (Tabela 9). O mesmo ocorre para 0s modelos em que as razées
entre citocinas Th1/Th2 sédo utilizadas, em que se destaca a razdo TNFa/IL10 para o

desfecho “AP” sem, no entanto, aumentar o risco de forma significativa (Tabela 10).
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Tabela 9 - Regressdo Logistica multivariada (modelo enter) para a variavel

dependente "ter aborto primério" (modelo 1) e "ter aborto secundério” (modelo 2)

Modelos Variaveis Independentes OR (IC 95%) p
1 IFNy (pg/mL) x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,468
IL1B (pg/mL) x 10 1,00 (0,99 - 1,00) 0,401
IL4 (pg/mL) x 10 1,00 (0,99 - 1,02) 0,466
IL6 (pg/mL) x 10 1,01 (1,00 - 1,01) 0,191
IL10 (pg/mL) x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,104
TNFa (pg/mL) x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,010
2 IFNy (pg/mL) x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,205
IL1B (pg/mL) x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,862
IL4 (pg/mL) x 10 1,01 (1,00 - 1,02) 0,651
IL6 (pg/mL) x 10 1,01 (1,00 - 1,02) 0,077
IL10 (pg/mL) x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,040
TNFa (pg/mL) x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,079

Modelo 1: foram incluidos os grupos de aborto priméario e controle. Modelo 2: foram incluidos os

grupos de aborto secundério e controle.

Tabela 10 - Regressdo Logistica multivariada (modelo enter) para a variavel

dependente "ter aborto primario” (modelo 1) e "ter aborto secundario” (modelo 2)

Modelos Variaveis Independentes OR (IC 95%) p

1 Razdo IFNy/IL4 x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,150
Razdo IFNy/IL10 x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,190
Razdo TNFa/IL4 x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,779
Razdo TNFa/IL10 x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,037

2 Razéo IFNy/IL4 x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,855
Razéo IFNy/IL10 x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,194
Razdo TNFa/IL4 x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,360
Razdo TNFa/IL10 x 10 1,00 (1,00 - 1,00) 0,327

Modelo 1: foram incluidos os grupos de aborto primario e controle. Modelo 2: foram incluidos os

grupos de aborto secundario e controle.
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4.5 Avaliagdo da Taxa de Metilagao do DNA

4.5.1 Correlacao entre as taxas de metilacdo do DNA e concentragdes das
variaveis bioquimicas

A associacao entre a taxa de metilacdo do DNA no gene IFNG e as variaveis
bioquimicas foi avaliada conforme os grupos (aborto primario, aborto secundario e
controle). Na tabela 11 estdo apresentados os dados de correlagéo entre as taxas
de metilacdo do DNA e as variaveis cobalamina, folato, tHcy e IMC. Foi observada
correlacdo direta entre cobalamina e folato para os trés grupos. Verificou-se uma
correlagdo inversa entre Hcy e as vitaminas Cbl e folato. Além disso, os resultados
mostram uma correlagéo inversa entre concentracdo sérica de folato e a taxa de
metilacdo do DNA apenas grupo controle. Na tabela 12, estdo apresentados os
dados de correlagcdo entre as taxas de metilacdo do DNA e as concentracbes de
citocinas. Dentre as particularidades, observa-se no grupo controle correlacdo
inversa entre a porcentagem de metilacdo do DNA no gene IFNG e a concentracao
sérica da citocina IFNy. A observacdo das tabelas também permite verificar que para
todos os grupos, consta correlacdo direta entre as concentracdes seéricas das

citocinas.
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Tabela 11 - Correlagbes de Spearman entre os valores das taxas de metilagdo do DNA na regido promotora do gene IFNG e as
concentragdes de vitaminas, homocisteina total e IMC conforme os grupos

Aborto Primario (N = 117)

Aborto Secundario (N = 139)

Controle (N=264)

Cbl

Folato

sérico

IMC

PMR IFNG

Chbl

r=0,225
p=0,015
n=117
r=-0,226
p=0,014
n=117
r=-0,052
p=0,582
n=114

Folato serico

r=0,225
p=0,015
n=117

r=-0,073
p=0,437
n=117
r=0,001
p=0,989
n=114

tHcy

r=-0,344
p<0,001
n=117
r=0,238
p=0,010
n=117
r=0,108
p=0,248
n=117
r=0,011
p=0,909
n=114

Cbl

r=0,205
p=0,015
n=139
r=-0,061
p=0,474
n=139
r=-0,060
p=0,498
n=131

Folato serico

r=0,205
p=0,015
n=139

r=-0,045
p=0,602
n=139
r=-0,016
p=0,855
n=131

tHcy

r=-0,145
p=0,089
n=139
r=-0,351
p<0,001
n=139
r=-0,079
p=0,360
n=139
r=0,097
p=0,270
n=131

Cbl

r=0,130
p=0,036
n=264
r=0,028
p=0,649
n=264
r=-0,068
p=0,279
n=260

Folato serico

r=0,130
p=0,036
n=264

r=-0,016
p=0,799
n=264
r=-0,154
p=0,013
n=260

tHcy

r=-0,240
p<0,001
n=264
r=-0,268
p<0,001
n=264
r=-0,061
p=0,327
n=264
r=-0,063
p=0,315
n=260
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Tabela 12 - Correlagbes de Spearman entre os valores das taxas de metilagdo do DNA na regido promotora do gene IFNG e as

concentragdes de citocinas conforme 0s grupos

Aborto Primario (N = 117)

Aborto Secundario (N = 139)

Controle (N=264)

IFNy

IL1B

IL4

IL 6

IL 10

TNFa

PMR
IFNG

r=0,022
p=0,817
n=114

r=-0,084
p=0,379
n=114

r=0,073
p=0,439
n=114

r=0,056
p=0,557
n=114

r=-0,051
p=0,587
n=114

r=-0,053

p=0,573
n=114

IFNy

r=0,231
p=0,013
n=117

r=0,096
p=0,304
n=117

r=0,273
p=0,003
n=117

r=0,276
p=0,003
n=117

r=0,080
p=0,388
n=117

TNFa

r=0,080
p=0,388
n=117

r=0,144
p=0,122
n=117

r=0,336
p<0,001
n=117

r=0,295
p=0,001
n=117

r=0,314

p=0,001
n=117

PMR IFNG

r=-0,023
p=0,792
n=131

r=-0,086
p=0,331
n=131

r=0,063
p=0,477
n=131

r=0,014
p=0,870
n=131

r=-0,204
p=0,019
n=131
r=0,239

p=0,005
n=131

IFNy

r=0,172
p=0,043
n=139

r=0,126
p=0,140
n=139

r=0,275
p=0,001
n=139

r=0,125
p=0,143
n=139

r=0,114

p=0,182
n=139

TNFa

r=0,114
p=0,182
n=139

r=0,239
p=0,005
n=139

r=0,296
p<0,001
n=139

r=0,320
p<0,001
n=139

r=0,320

p<0,001
n=139

PMR IFNG

r=-0,130
p=0,036
n=260

r=-0,090
p=0,151
n=260

r=0,008
p=0,904
n=260

r=-0,002
p=0,978
n=260

r=-,0193
p=0,002
n=260

r=-0,040

p=0,521
n=260

IFNy

r=0,234
p<0,001
n=264

r=0,221
p<0,001
n=264

r=0,209
p<0,001
n=264

r=0,023
p=0,714
n=264
r=0,216
p<0,001
n=264

TNFa

r=0,216
p<0,001
n=264

r=0,333
p<0,001
n=264

r=0,321
p<0,001
n=264

r=0,495
p<0,001
n=264

r=0,199

p<0,001
n=264
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4.5.1 Associacao entre a taxa de metilagdo do DNA e as concentragées de IFNy
nos diferentes grupos

Foram avaliadas as taxas de metilacdo do DNA (PMR) no gene IFNG em
mulheres classificadas segundo tercis da concentragdo da citocina IFNy nos trés

grupos (Tabela 13), e ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos.

Tabela 13 - Comparacéo das taxas de metilacdo do DNA no gene IFNG segundo
tercis das concentragdes da citocina IFNy conforme os grupos

PMR nos grupos Grupos formados segundo os tercis de IFN
IFNy <7,00 7,00<IFNy<184,85 IFNy=184,85 p
AP 89,8 (55,7 - 121,4) 88,3 (66,6 - 160,5) 93,8 (71,8-116,6) 0,696

AS

90,2 (70,1 - 128,9) 87,6 (60,5 - 106,1) 98,6 (65,2 - 143,7) 0,339

99,6 (74,0 - 130,0) 99,3 (67,1 - 144,4) 91,5 (63,7 - 130,9) 0,325

4.6 Andlise de Curva ROC para os marcadores do processo inflamatério em
cada grupo

No modelo 1, verificou-se que a razdo TNFa/IL10 e a concentragdo de TNFa
tém discreto poder discrimatorio para a variavel dependente “ter aborto primario”
(Tabela 14). No modelo 2, as variaveis IFNy, IL1, IL4, IL6, TNFa, razdo TNFa/IL10,
razao IFNy/IL4 e razdo IFNy/IL10 tém discreto poder discriminatorio para a variavel
“ter aborto secundario” (Tabela 15). J& no modelo 3, as variaveis IFNy, IL1, IL4, IL6,
TNFa, razdo TNFa/IL10, razdo TNFo/IL4, razdo IFNy/IL4 e razdo IFNy/IL10 tém

discreto poder discrimatorio para a variavel dependente “ter aborto recorrente”
(Tabela 16).
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Tabela 14 - Area abaixo da curva ROC (modelos univariados) para os marcadores

do processo inflamatorio no grupo AP

Modelo Var. Independentes AUC (IC 95%) Sensibilidade e p
Especificidade %

1 IFNy x 10 0,555 (0,493 - 0,618) 50 e 61 0,066
2 IL1B x 10 0,538 (0,475 - 0,601) 42 e 68 0,241
3 IL4 x10 0,531 (0,467 - 0,596) 42 e 62 0,331
4 IL6 x 10 0,526 (0,428 - 0,592) 42 e 62 0,428
5 IL10x 10 0,488 (0,424 - 0,552) 38 e 68 0,424
6 TNFa x 10 0,582 (0,518 - 0,646) 48 e 72 0,011
7 Ratio TNF/IL4 x 10 0,557 (0,493 -0,621) 56 e 58 0,075
8 Ratio TNF/IL10 x 10 0,565 (0,503 -0,626) 58 e 42 0,044
9 Ratio IFN/IL4 x 10 0,540 (0,476-0,604) 56 e 52 0,211
10 Ratio IFN/IL10 x 10 0,558 (0,497-0,618) 50 e30 0,072

Tabela 15 - Area abaixo da curva ROC (modelos univariados) para os marcadores
do processo inflamatério no grupo AS

Modelo  Var. Independentes AUC (IC 95%) Sensibilidade e p
Especificidade %

1 IFNy x 10 0,620 (0,563 - 0,679) 64 e 60 <0,001
2 IL1B x 10 0,595 (0,537 -0,653) 60 e 62 0,002
3 IL4x10 0,582 (0,522 -0,643) 42e78 0,007
4 IL6x10 0,589 (0,528 - 0,651) 44 e 76 0,003
5 IL10x 10 0,507 (0,446 - 0,568) 42 e 62 0,812
6 TNFax 10 0,619 (0,560 - 0,679) 64 e 58 <0,001
7 Ratio TNF/IL4 x 10 0,550 (0,490 -0,609) 46 e 60 0,102
8 Ratio TNF/IL10x10 0,563 (0,503 - 0,622) 64 e 60 0,039
9 Ratio IFN/IL4 x 10 0,583 (0,523 - 0,643) 70e 50 0,006
10 Ratio IFN/IL10 x 10 0,596 (0,538 - 0,654) 50 e 62 0,002
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Tabela 16 - Area abaixo da curva ROC (modelos univariados) para os marcadores
do processo inflamatério no grupo AER (AP + AS)

Modelo Var. Independentes AUC (IC 95%) Sensibilidade e p
Especificidade %

1 IFNy x 10 0,591 (0,541 - 0,640) 60 e 60 <0,001
2 IL1B x 10 0,569 (0,519 - 0,618) 50 e 64 0,007
3 IL4 x10 0,559 (0,509 - 0,609) 50 e 60 0,021
4 IL6 x 10 0,560 (0,510 - 0,610) 40e 50 0,018
5 IL10x 10 0,498 (0,448 - 0,548) 42 e 60 0,948
6 TNFa x 10 0,602 (0,553 -0,651) 54 e 62 <0,001
7 Ratio TNF/IL4 x 10 0,553 (0,504 - 0,603) 50 e 60 0,036
8 Ratio TNF/IL10 x 10 0,564 (0,514 -0,613) 48 e 58 0,012
9 Ratio IFN/IL4 x 10 0,563 (0,514 - 0,613) 42 e 66 0,013
10 Ratio IFN/IL10 x 10 0,578 (0,529 - 0,628) 48 e 60 0,002
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5. DISCUSSAO

Por volta de 15% das gestacdes clinicamente reconhecidas terminam em aborto
(Daya, 2004). Ja o aborto recorrente acomete 1% dos casais (Finan et al., 2010), e
com frequéncia as mulheres afetadas por esta condicdo apresentam mais de um
fator predisponente, além da néo identificacdo de causa em quase metade dos
casos (Matthiesen, Kalkunte e Sharma, 2012).

Tem sido proposto que durante a gestacdo, € de essencial importancia que o
sistema imunolégico materno sofra uma modulacdo em seu perfil de citocinas de
forma a garantir tolerdncia ao feto, considerado um semi-enxerto. No intuito de
entender como se estabelece esse ambiente de toler&ncia imunologica, ha anos
muitos estudos tém focado no objetivo de elucidar as particularidades, seja
estudando os componentes durante o periodo gestacional ou o0 pos-gestacional no
ambito imunolégico. Existem, no entanto, multiplas abordagens para a compreenséo
deste problema que acomete tantas mulheres em periodo fértil. Isto porque existem
muitos componentes essenciais que interagem entre si e tornam bastante complexa
a andlise. De maneira geral, sabe-se que as células CD4+ T helper diferenciam-se
em Thl, Th2, TReg e Thl7, e essa divisao funcional, bem como sua interacdo e seu
consequente estimulo ou supressdo de células NK esta bastante implicada na
ocorréncia do aborto (Bansal, 2010). As Treg estdo diminuidas na decidua e no
sangue de gestantes com historico de AER, e h& evidéncias de que a citocina IL6
tem papel chave no bloqueio do desenvolvimento da Treg (Arruvito et al., 2009). No
presente estudo, mulheres com histérico de AER apresentaram maior concentracéo
de IL6 que o grupo controle, o que também pode ser visto para as citocinas IL1,
IL4, IFNy e TNFa, e essas diferencas entre grupos também foram obtidas em estudo
gue comparou concentracdes plasmaticas de citocinas em mulheres com historia de
aborto e em mulheres gravidas sem historia prévia de aborto, independente da idade
gestacional em que as ultimas se encontravam (Calleja-Agius et al., 2012). Assim
como no presente estudo, o TNFa foi maior no grupo de aborto em comparacdo ao
de controle em um estudo recente com gestantes (Piosik et al., 2013). O papel do
TNFa no aborto se d4, muito provavelmente, por atuar em células NK, cuja ativagéo
pode levar a danos na placenta (Finan et al., 2010). Foi observado também que

mulheres com histéria de aborto ou de infertilidade apresentaram maior producdo de



58

IFNy e TNFa por linfécitos de sangue periférico que o grupo controle, mas
diferentemente do presente estudo, a producao de IL10 foi menor que o grupo
controle (Wilczynski et al., 2012). A IL10 é uma citocina com propriedades anti-
inflamatorias, pois, durante a gravidez, age inibindo células T citotoxicas, existindo
até mesmo a proposta de ser administrada para pacientes com gestacdo de alto
risco (Matthiesen, Kalkunte e Sharma, 2012).

A observacdo de que as citocinas do eixo Th2 também estdo aumentadas no
grupo de aborto em comparagdo ao controle, apesar de inicialmente contraditorio,
pode ser um indicio de que a razdo e/ou cooperacao entre as citocinas Th1/Th2 seja
mais importante que a quantidade de cada citocina propriamente dita (Wilczynski et
al., 2012), levando a crer cada vez mais que a razao entre as citocinas é crucial no

equilibrio imunologico gestacional.

Em mulheres maltesas com gestacdo de risco (em que houve sangramento
vaginal antes da 242 semana gestacional entre outras alteracdes), as concentracdes
séricas de citocinas IFNy, IL10 e IL6 foram semelhantes as de gravidas controle, ndo
gravidas controle e ndo gravidas com histéria de aborto, mas a razdo entre
TNFa/IL10 foi maior em néo gravidas com histéria de aborto em comparacao aos
demais grupos (gravidas controle, gravidas com risco e ndo gravidas controle). A
razdo IFNy/IL6 foi menor em ndo gravidas que abortaram e em mulheres com
gestacdo de risco em comparacdo ao controle (Calleja-Agius et al.,, 2011). A
avaliacdo das razbes séricas entre citocinas Th1/Th2 em mulheres que passaram
por fertilizacdo in vitro (FIV) mostrou que mulheres com histéria de aborto e falha na
FIV apresentaram raz6es TNFa/IL4 e IFNy/IL4 maiores que o grupo controle (FIV
seguida de gestacdo sem histéria prévia de aborto). Ou seja, mulheres com historico
de aborto apresentaram um desbalanco nos eixos Th1l/Th2 (Kalu et al., 2008),
tendendo para o eixo Thl, das citocinas pré-inflamatérias, o que vem ao encontro do
gue se encontrou no presente trabalho, em que as razdes IFNy/IL10 e IFNy/IL4

foram significativamente maiores no grupo de aborto primario.

O que se pode verificar com base nesses resultados é que a teoria inicialmente
proposta de que a predominancia de citocinas do eixo Th2 fosse responsavel pela
normalidade da gestacao (Wegmann et al., 1993b) e evidenciada em outros estudos

(Jenkins et al., 2000) talvez ndo baste para justificar as alteragcdes que vem sendo
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verificadas nos estudos recentes, e a tendéncia atual é a de que a manifestagdo do
aborto pode ser decorrente ndo s6 de concentracfes alteradas de citocinas, mas
muito provavelmente também por conta de uma desregulacdo de proporgbes de
citocinas nas etapas cruciais de implantacdo e desenvolvimento do embriédo,
contribuindo também as inter-relagbes entre essas citocinas e as células Treg e
Th17 (Wang, W. J. et al., 2010) e as células NK (De Carolis, Perricone e Perricone,
2010).

Avaliacao da taxa de metilacdo do DNA e sua relagdao com citocinas, vitaminas
e outros metabolitos

Neste estudo, foi verificada forte correlagdo entre as taxas de metilacdo do
DNA nos genes IFNG e STRATIFIN (ANEXO F). E importante salientar que, como
tais genes nao estao relacionados, e como o STRATIFIN tem sido descrito como um
gene hipermetilado, tal resultado permite inferir que 0 maior ou menor provimento de
grupamentos metil vai interferir na alteracdo da metilacdo como um todo, em todos
0s genes cuja regulacéo é influenciada pela metilacdo. Entretanto, vale ressalvar
gue estudos recentes trabalham com a dualidade do papel do acido folico, ou seja,
de ele estar associado a hipermetilacdo em alguns genes e hipometilacdo em outros.
Neste estudo, ndo houve diferenca na taxa de metilacdo nos diferentes tercis de
concentracOes séricas de IFNy, apesar de a literatura vigente considerar que a
producédo de citocinas sofre influéncia regulatéria da metilacdo do DNA (Aune et al.,
2013), (Falvo et al., 2013) (Ouyang et al., 2013). Tal contradicdo, poderia, mais uma
vez, ser explicada pela ideia de que o mais importante € a interacdo entre as
citocinas, em que a razao entre elas é definitivamente modulador da implantacéo e
da manutencdo da gestacdo. Foi verificada neste estudo correlacdo inversa
significativa entre taxa de metilacdo no gene IFNG e as citocinas IFNy e IL10 no
grupo controle, o que permite inferir que as concentracdes de citocinas, apesar de
influenciadas pela taxa de metilacdo no DNA no promotor do gene IFNG, séo
reguladas por outras modificacbes, como, por exemplo, o que foi verificado em um
recente estudo, de que modificacbes epigenéticas nas células T de memodria
parecem regular a atividade de citocinas de maneira mais enfatica que a atividade

dos promotores de genes imunologicamente relevantes (Hashimoto et al., 2013).
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Por conta da intensa sintese de DNA que ocorre na gestagdo, o aporte
adequado das vitaminas envolvidas na via de sintese do DNA é de suma
importancia na gestacdo. A cobalamina e o acido folico sdo, neste contexto,
essenciais e alteragbes em sua concentracdo, bem como a presenca de
polimorfismos em genes que codificam seus transportadores e receptores. Neste
estudo, as mulheres com AER apresentaram concentracfes séricas
significativamente maiores de folato e cobalamina com relagcdo ao grupo controle,
mas nenhuma diferenca quanto a homocisteina total plasméatica. De forma geral,
neste estudo, a taxa de metilacio do DNA foi associada inversamente a
concentracdo de vitaminas. Por todo o conhecimento da via metabdlica do folato e
suas implicacdes na metilacdo do DNA que se tem até agora, seria de se esperar
gue um aumento do suprimento deste nutriente levasse a uma elevacao nas taxas
de metilagdo do DNA, conforme verificado na literatura (Pufulete, Emery e Sanders,
2003), apesar do fato de que diferentes metodologias tém sido utilizadas, o que pode
estar relacionado aos resultados distintos encontrados nos estudos de metilacéo.
Em mulheres em pd0s-menopausa, verificou-se que baixa concentracdo de folato
levou a um quadro de hiperhomocisteinemia e hipometilacdo do DNA em linfocitos
(Jacob et al., 1998). No presente estudo, também foi encontrada uma relacéo
inversa entre concentracdo de folato e homocisteina nos grupos de aborto
secundario e controle, apesar do aumento do folato ter levado a diminuicdo na taxa
de metilacdo do DNA. Um estudo com gestantes encontrou que a taxa de metilacéo
do DNA do gene IFNG foi maior em gestantes que nado fizeram uso de
suplementacao de folato quando comparadas a gestantes que fizeram uso de acido
félico suplementar (Silva, 2010). No presente estudo, foi utilizada a mesma
metodologia de quantificacdo da metilacgdo do DNA, a gMSP deste estudo com
gestantes. Em outro estudo, em que se avaliou a taxa de metilacdo global do DNA
frente ao inicio e a retirada de suplementacdo de folato, verificou-se que apds a
insercdo da suplementacédo, ocorreu diminuicdo na metilacdo global do DNA (Crider
et al., 2011), mas uma diminuicdo ainda maior ocorreu na retirada do suplemento.
Em alguns estudos de metilacdo global, ndo foi verificada alteracdo na taxa de
metilacdo por conta do aumento de concentracao de folato (Axume et al., 2007). Em
gestantes, verificou-se uma correlagdo inversa entre folato e homocisteina, e o
aumento da concentracdo de homocisteina foi associado a uma diminuigdo da taxa

de metilagcdo global na placenta (Park et al., 2005), mas foi encontrada
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hipermetilacdo do DNA no gene ERa em uma maior concentragdo de homocisteina
em pacientes com ateromatose (Huang, Zhi e Wang, 2009). No presente estudo, a
concentracdo de homocisteina ndo apresentou relacdo significativa com a taxa de

metilacdo do DNA nos grupos aborto primario e no controle.

Este € um dos primeiros estudos em que se observam caracteristicas séricas
do ambiente imunolégico em mulheres com histdria de aborto recorrente com a
abordagem de razbes entre as citocinas com atividades conhecidamente
antagoOnicas e sua relacdo com taxas de metilacdo do DNA. Mesmo necessitando de
estudos posteriores que venham a elucidar o papel ndo s6 das concentracdes ideais
das citocinas para que se desenvolva uma gestacdo adequada, a importancia do
presente trabalho foi o de propor um olhar mais dindmico em uma tentativa inicial de
investigar as concentracbes e razdes de citocinas em nivel sérico, 0 que, sem
duvida, podera, em alguns anos, trazer novos marcadores imunolégicos, com uma
técnica menos invasiva que a avaliacdo in situ do aborto. Apesar das limitacbes
deste trabalho quanto ao uso de acido folico pelas mulheres do grupo estudo, esses
resultados séo inéditos no assunto e abrem caminho para abordagens futuras para

auxiliar na prética clinica da prevencéo desta importante condicdo patologica.
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. CONCLUSOES

N&o houve diferenca na taxa de metilacdo do DNA na regido promotora do
gene IFNG entre os grupos aborto recorrente primario, aborto recorrente
secundario e controle.

O TNFa estd aumentado nos dois grupos de aborto quando comparados ao
grupo controle

Apenas no grupo controle a taxa de metilagdo do DNA no gene IFNG foi
correlacionada inversamente as concentracfes de folato sérico e citocina
IFNy

Foi observada correlacédo inversa significativa entre a taxa de metilacdo do
DNA na regido promotora do gene IFNG e a concentragdo sérica da citocina
IL10 no grupo controle e no grupo de aborto secundario.
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Anexo A - Parecer CAPPesq HC

b
Diretoria Clinica

PARECER

PROTOCOLO DE PESQUISA N°: 1232/07 . Data de entrada: 14/12/2007
Data sessdo: 02/02/2011

TITULO DA PESQUISA: FATORES GENETICOS E BIOQUIMICOS ASSOCIADOS AO

ABORTO ESPONTANEO RECORRENTE - METABOLISMO DA HOMOCISTEINA,
FOLATO, COBALAMINA E VITAMINA B6é
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Mario Henrique Burlacchinil de Carvalho

PESQUISADOR (A) EXECUTANTE: Débora de Lima Robi
DEPARTAMENTO: Obstetricia e Ginecologia

CONSIDERACOES DO RELATOR APROVADAS PELO PLENARIO: -

Trata-se do relatorio parcial do projeto que teve como objetivo estudar os
fatores genéticos e bioquimicos ‘associados ao aborto espont@neo

recorrente-metabolismo da homocisteina, folato, cobalamina e vitamina Bé.
O projeto ndo foi concluido por problemas de retardo na liberacdo de
verbas, assim como no recrutamento de mulheres para a pesquisa , tanto do
grupo controle como do estudado. Até a presente data os resultados
obitidos foram relatados e estdo aprovados. Por outro lado os pesquisadores
solicitam a continuidade do projeto com a inclusdo de um novo TCLE.
Solicitamos que o TCLE seja reformulado lembrando que os sujeitos da
pesquisa sao leigos na drea de pesquisa médica e necessitam de maior
simplicicdade no vocabuldrio. Devolvido para atender a solicitacoes do

relator.

[CONCLUSRO Devolver para atender as solicitacoes.

ENVIAR A CONEP SIM () NAO (X)
INFORME A AREA TEMATICA:

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO

SSRESPosrAsAs PENDENCIAS, Coordenador
NOEVERAO SER APRESENTADAS Comissdo de Etica para Andlise de
PRAZO DE 60 DIAS. Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Comissao de Efica para Andlise de Projetos de Pesqusa do HCFMUSP e da FMUSP.
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de $ao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar- CEP 05430 010 - 5Go Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 OH 3069643) rumcls 16, l7 |B e 20 fax: OH 3069 6492 ramal 26
e-mail : coppesg@hcne!.usp.br / secrelariacop g oppesa e
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Secretaria Municipal de Saude

Secretaria Municlpal da Saude
Comité de Etica em Pesquisa
CEP/SMS

S3o Paulo, 21 de maio de 2008.
PARECER N° 0120/08 - CEP/SMS
CAAE: 0127.0.162.018-07

% Projeto de Pesquisa: “FATORES GENETICOS E BIOQUIMICOS ASSOCIADOS AO ABORTO
ESPONTANEO RECORRENTE ~ METABOLISMO DA HOMOCISTEINA, FOLATO, COBALAMI-

NA E VITAMINA B6”

*

2o

!

Farmacéuticas da USP

oo

o

s Ppatrocinadores: FAPESP e CNPq

11 - Sumario Geral do Protocolo

» Pesquisador Responsavel: Elvira Maria Guerra Shinohara
. Instituicdo: Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias

+ Area Temaética Especial: Genética Humana

Estima-se que cerca de 1 a 2% das mulheres apresenta abortos recorrentes durante a ida-
de reprodutiva e que em cerca de 50% ou mais dos casos ndo tem sido possivel identificar as

causas especificas. Concentragdes eleva

das de homocisteina total (tHcy) foram associadas ao

maior risco e mutacoes em genes de enzimas chave do metabolismo da homocisteina, bem
como em genes de proteinas relacionadas ao metabolismo da cobalamina (transcobalamina
11) e do folato (transportador de folato reduzido e enzima carboxi glutamato peptidase 1I) po-
dem ser a causa da elevacdo das concentracdes de tHcy.

» Os objetivos do presente estudo sdo:
. Determinar o risco de ter abortos espontaneos recorrentes segundo 0S genotipos para 0S
polimorfismos MTHFR C677T e A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, TC2 C776G e A76G,
RFC1 ABOG e GCP2 (C1561T) e também nas combinagdes de genétipos para os polimor=

fismos estudados;

. Avaliar se existe diferenca entre a
nico, cobalamina e folato em mul

controle;

s médias das concentracdes de tHcy, 4cido metilmalo-
heres com histéria de abortos recorrentes € no grupo

o Avaliar se existe a associagdo entre polimorfismos MTHFR (C677T e A1298C), MTR
(A2756G), MTRR (A66G), TC2 (C776G e A76G), RCF1 (A8OG) e GCP2 (C1561T) com al-
teragoes nas concentracdes das vitaminas (B6, cobalamina (B12) e folato e dos metabo-

litos tHcy e MMA;

« avaliar quais séo 0s fatores genéticos € bioquimicos para o aborto recorrente na popula-

o estudada

« determinar a taxa de metilacdo do DNA nas amostras de dois grupos de mulheres.

0 estudo sera do tipo caso-controle, Serdo estudadas 371 mulheres, ndo gravidas, com
histéria de trés ou mais abortos espontaneos consecutivos com menos de 20 semanas,
provenientes do Ambulatério de Obstetricia da Clinica Obstétrica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP. Serdo também estudadas 371 mulheres saudaveis pa-
readas segundo idade e grupo étnico, que ndo tenham tido histéria de abortos espontaneos
e tenham tido pelo menos duas gestagdes normais (de termo), provenientes do Centro de
Satide Escola Butantd e Centro de Saide do Rio Pequeno. Serdo avaliados o hemograma, in-
dice da massa corpérea, as concentracoes séricas de cobalamina, folato (sérico e eritrocita-
rio), vitamina B6, homocisteina total (tHcy), 4cido metilmalénico (MMA). Também sera de-
terminado o fator anti-ntcleo (FAN), anti-DNA, anticardiolipina, anti-fosfolipides. :

Rua General Jardim, 36 / terreo -S30 Paulo - CEP' 01223-010 Telefone: (11) 33972504 - e-mail: smscep@gmail.com
homepage: http://portal.prefeitura.sp.gov.br/secretarias/saude/cepsms
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A taxa de metilagdo na regido promotora dos genes serd realizada por PCR em tempo real.
As genotipagens para os polimorfismos MTHFR (C677T e A1298C), MTR (A2756G), MTRR
(A66G), TC2 (C776G e A76G), RCF1(A80G) e GCP2 (C1561T) sera determinado por PCR-
RFLP.

Sera aplicado um questiondrio a cada mulher para obtengdo das seguintes informacdes: i-
dade, dados sdcio-econdmicos (escolaridade, renda per capita e ocupagdo), antecedentes
obstétricos, uso de medicamentos, uso de bebidas alcodlicas, fumo.

Serdo colhidos, das veias periféricas, 30 ml de sangue das mulheres em jejum, uma Unica
vez, por profissionais da salde treinados. Serdo utilizados materiais descartaveis para a cole-
ta. Outro procedimento do estudo é a avaliagdo antropométrica. Para tanto as mulheres serdo
pesadas e medidas. )

As mulheres com histéria de aborto serdo submetidas também aos seguintes exames no
Hospital das Clinicas da FMUSP (rotina ambulatorial):
o Determinacdo da fungdo tiroidiana através da dosagem de T3, T4 e TSH.
Dosagem da glicemia em jejum
Realizagdo da histerossalpingografia e ultrassom pélvica.
Determinagdo de Clamydia na secrecdo cérvico-uterina.
Sorologia para detecgdo de sifilis, toxoplasmose e citomegalovirus.
. Determinag&o do caribtipo
As mulheres serdo informadas sobre os objetivos do projeto e consultadas sobre a vontade
de participar da pesquisa. Sendo favoraveis, assinardo o Termo de Consentimento Livre e Es-
clarecido.
>  Os critérios de inclusdo das mulheres participantes sio:

* 'Para o grupo de estudo: histéria de trés ou mais abortos esponténeos consecutivos com
menos de 20 semanas e ser proveniente do Ambulatério de Obstetricia da Clinica Obsté-
trica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP;

» Para o grupo controle: ser saudavel; néo ter historia de abortos esponténeos; ter tido pelo
menos duas gestacdes normais (de termo) e serem provenientes do Centro Satide Escola
do Butantd e do Centro de Salde do Rio Pequeno de S3o Paulo. Serdo selecionadas de
maneira pareada segundo as idades e grupos étnicos.

» Serdo critérios de exclusdo:

s gravidez;

» uso de medicamentos contendo acido folico, vitamina B12 e vitamina B6, ou de medica-
mentos que podem interferir no ciclo folato como metotrexate, fenitoina, carbamazepina,
trimetropina, pirimetamina, colestiramina, barbituricos, difenilidantoina e sulfonamida;

* ser portadoras de neoplasias e hipertensdo arterial.

III - Consideragdes

N&o é projeto multicéntrico.

A Folha de Rosto esté corretamente preenchida. Os curriculos do pesquisador responsavel e
dos colaboradores estéo de acordo com a proposta da pesquisa. O .orcamento e o cronograma
da pesquisa estdo adequados.

N&o haverd envio de material biolégico para o exterior. O projeto prevé a formacio de ban-
co de material biol6gico e foi adequado a RES 347/05 CNS. A metodologia é adequada aos
objetivos e apresenta desconforto minimo as participantes, referente a coleta do sangue e aos
demais exames para diagnéstico diferencial,

Rua General Jardim, 36 / terreo -S&0 Paulo - CEP 01223-010 Telefone: (11) 33972504 - e-mail: smscep@gmail.com
homepage: http://portal.prefeitura.sp.gov.br/secretarias/saude/cepsms
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O melhor entendimento dos fatores determinantes de abortos pode colaborar para aprimo-
rar o tratamento da disfuncéio, trazendo assim beneficio as mulheres que apresentam O pro-
blema.

Os direitos fundamentais das participantes referente 4 informagdo, recusa e desisténcia ino-
cuos, de continuidade ‘do atendimento, de privacidade e de acesso ao pesquisador e ao CEP
estio garantidos no TCLE.

0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) esta redigido na forma de convite a
participacdo no estudo, é conciso e objetivo & sua linguagem ¢é adequada ao nivel socio-
cultural dos sujeitos de pesquisa.

Ha identificacdo dos riscos € desconfortos esperados e explicitagdo das garantias referidas
no item IV. 1 da Res. CNS 196/96. Permite a saida do sujeito de pesquisa da experimentagao,

sem prejuizo de seus cuidados. Estd garantido as voluntdrias o direito aos resultados dos e-

_ xames que seréo enviados para os locais de atendimento da participante e ficardo arquivadas

no prontuario de cada uma. Foi elaborado um TCLE para mulheres que participaréo do grupo
controle e outro para mulheres do grupo em estudo.
O TCLE também informa a possibilidade de armazenamento do DNA das participantes para
futuras pesquisas.
» Este projeto néo precisa ser enviado para analise da CONEP.

1I1. Parecer do CEP: Projeto APROVADO

Como procedimento adotado por este Comité de Etica-em Pesquisa, solicitamos a inclusdo, no

Termo de Consentimento Livre € Esclarecido do seguinte: qualquer questdo, duvida, esclareci-
mento ou rgclamagéo sobre os aspectos €ticos dessa pesquisa, favor entrar em contato com:

Comité de Etica em Pesquisas da Secretaria Municipal da Satide de Sdo Paulo - Rua General

Jardim, 36 - 2° andar - Telefone: 3218-4043 - e-mail: mg@p_[gf_ej:u[iép_.gg_\hb.[

Lembramos que este parecer nado basta para que seu estudo possa se realizar na unidade de

satide, é necessaria também a permissao da autoridade administrativa.

Salientamos os seguintes aspectos a serem considerados pelo pesquisador:

1. O sujeito da pesquisa tem a liberdade de récusar-se a participar ou de retirar seu consenti-
mento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma ou sem prejuizo ao seu cui-
dado (Res. CNS 196/96 - item IV.1f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
livre e esclarecido, na integra por ele assinado (item 1V.2.d)

2. O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo .aprovado. E-
ventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. O
relatério final deve ser apresentado ao CEP, logo que o estudo estiver concluido.

Atenciosamente,

ol €0 o—tSa—
Profa. Dra. Iara Coelho Zito Guerriero
Coordenadora

' Comité de Etica em Pesquisa da
Secretaria Municipal da Satde - CEP/SMS

)

Rua General Jardim, 36 / terreo -S50 Paula - CEP 01223-010 Telefone: (11) 33972504 - e-mail: smscep@gmail.com
homepage: http://portal.prefeltura.sp.gov.br/secretarlas/saude/cepsms 5
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Anexo C - Parecer Comité de Etica - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesquisa

Parecer CEP/FCF/129/2011
Protocolo CEP/FCF/451
CAAE -0127.0.162.018-07

. Titulo do Projeto: “Fatores genéticos e bioquimicos associados ao aborto
espontaneo recorrente — Metabolismo da homocisteina, folato, cobalamina e
vitamina B6; hemostasia e processo inflamatorio” (Protocolo CEP/FCF/451).

Il. Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Elvira Maria Guerra Shinohara.

. Equipe:
a. mestrandos: Kelma Cordeiro da Silva Giusti Robson José Lazaro; Juliano
Felix Bertinato e Nathalia Sierra Monteiro.
b. alunos de iniciacdo cientifica: Fernanda Midori Seino; Jéssica Carrilho Britto;
Silvana Henrique Cavalcante; Marina Boacnin; Guilherme Wataru Gomes e
Mario Guilherme Lamberti.

IV. Situacdo: Protocolo aprovado em 24/09/2007.
_AlteracGes aprovadas em: 29 de outubro de 2007, 11 de fevereiro de
2008 e 07 de fevereiro de 2011.

Sao Paulo, 31 de agosto de 2011.

Gebloy f S

Profa. Dra. Cristina Helena dos Reis Serra
Vice-Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
FCF/USP

Av. PrdUneuPru&u,n'm Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone: 3091-3622, Fone / Fax: (11) 3081-3677 - e-mail: cepfcf@usp.br
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Anexo D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Grupo Controle
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Fatores genéticos e bioquimicos associados ao aborto espontaneo recorrente -
Metabolismo da homocisteina, folato, cobalamina e vitamina B6; hemostasia e processo inflamatorio.

GRUPO CONTROLE

Dados de identificagdo do sujeito da pesquisa

Nome do paciente:

Documento de identidade N2:

Data de nascimento: / /

Endereco: Ne. apto:

Bairro: Cidade:

CEP: Telefone:

Prezada senhora,

Meu nome é Elvira M Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S3o Paulo (FCF/USP), e estou convidando-a a participar do projeto de pesquisa no qual estou
avaliando os efeitos de alteragdes no DNA (material genético) e no sangue de mulheres que tiveram trés ou
mais abortos consecutivos (chamadas de grupo estudo). Também serd estudado nesse projeto, um grupo de
mulheres que ndo tiveram histéria de abortos e que tenham tido pelo menos duas gesta¢cdes normais e que
tenham até 45 anos (chamado de grupo controle). Esta pesquisa esta sendo realizada na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP e conta com a colaboragdo deste Centro de Saude. Para avaliar as possiveis causas de
abortos serdo realizados testes genéticos (DNA) e testes de laboratdrio para verificar a presenga de altera¢des

no DNA e no seu sangue.

Se vocé aceitar participar do estudo, precisarei do seu consentimento e de amostras de sangue que
serdo coletadas no Ambulatdrio de Obstetricia, 52 andar (Bloco 3) do prédio dos Ambulatérios do HC ou em
nosso laboratério na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (Cidade Universitaria). Sera feita uma Unica coleta de
30 mL de sangue para a realizagdo de exames que poderdo, possivelmente, esclarecer as causas de abortos
recorrentes. Com esses exames serao avaliadas: a funcdo dos rins, do figado, algumas vitaminas (acido fdlico,
cobalamina) e algumas citocinas (TNF alfa, IFN gama, IL1, IL6, IL10 e proteina C-reativa), e a normalidade do
DNA, relativa a gestacdo. O risco desse projeto € minimo. A coleta de sangue podera formar uma mancha roxa

(hematoma) no local da picada da agulha.
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Para estudar seu DNA, serdo realizados alguns testes que avaliardo a reagdo (metilagdo do DNA) e as
diferengas do DNA de cada individuo (polimorfismos) nos genes MTHFR, MTR, MTRR, TC2, RFC1 e GCP2, cujos
produtos (proteinas ou enzimas) estdo relacionados com alteragbes nas concentragdes de homocisteina no
sangue, uma vez que concentragcles elevadas de homocisteina foram associadas a vérios abortos e nos genes
MTHFD1, CBS, THBM, TFPI, SERPINC1, PROC, TAFI, PAI1, FV, no gene da protrombina e no gene da cadeia beta
do fibrinogénio, cujos produtos (proteinas ou enzimas) estdo relacionados a formagdo e destruicdo de
codgulos.A sua amostra de DNA serd armazenada no Laboratério de Biologia Molecular Aplicado a Hematologia
da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e sera mantida em banco de materiais bioldgicos sem a identificagdo
de seu nome, pois sera utilizado cddigo para a identificagdo, e a amostra podera ser utilizada para pesquisas
futuras sobre a causa de abortos recorrentes. Se isso ocorrer, o novo projeto serd submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) e ent3o, vocé serd consultada a respeito. Vocé ndo receberd qualquer pagamento por
sua participagdo, portanto, a sua participagdo neste estudo é voluntdria. Os resultados dos exames realizados
no sangue serdo enviados ao Centro de Saude e serdo colocados no seu prontudrio para acompanhamento de
seu médico. Caso seja de seu interesse, disponibilizarei os resultados dos testes genéticos no final da pesquisa,

que vai durar dois anos.

Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo, sem penalidade ou
perda dos beneficios a que vocé tem direito e seu tratamento médico no Centro de Saude ndo serd afetado.
Caso vocé desista de participar da pesquisa, podera solicitar a retirada de seus dados genéticos do banco de

materiais bioldgicos do Laboratdrio de Hematologia da FCF/USP, onde serdo guardados.

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais e somente serdo revelados a
terceiros se vocé autorizar previamente. Sua identidade serd mantida em segredo, quando os resultados deste
estudo forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados em temas de aulas e debates.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento das causas de abortos
espontaneos recorrentes, podendo auxiliar na mudanca de conduta durante o pré-natal.

Caso vocé tenha alguma duvida em relagdo a esta pesquisa, ou se tiver alguma lesdo ou doenca
relacionada a pesquisa, vocé poderd entrar em contato com a Prof.2. Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-

3785) ou com os pesquisadores Kelma Cordeiro da Silva e Robson José Lazaro (tel: 3091-3785).

Eu, declaro que, apds bem esclarecida pelo

pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito, voluntariamente, em participar desta Pesquisa.

Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras? ( )SIM ( ) NAO

Vocé quer receber os resultados dos testes genéticos? ( )SIM ( ) NAO

Sdo Paulo, de de 200
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Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)

Assinatura da Testemunha

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 13 — Cidade
Universitdria — CEP: 05508-900 — S3o Paulo — SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail: cepfcf@usp.br ou o Comité de
Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal da Satide, Rua General Jardim, 36 22 andar, fone 3218-4043, e-mail:

smscep@prefeitura.sp.gov.br

Uma cdpia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd fornecida para vocé pelo pesquisador.

Anexo E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Grupo Aborto
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Fatores genéticos e bioquimicos associados ao aborto espontaneo recorrente -

Metabolismo da homocisteina, folato, cobalamina e vitamina B6; hemostasia e processo inflamatério.

GRUPO DE ESTUDO

Dados de identificacdo do sujeito da pesquisa

Nome da mulher:

Documento de identidade N9:

Data de nascimento: / /

Endereco: Ne, apto:

Bairro: Cidade:

CEP: Telefone:
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Duragdo da pesquisa: dois anos
Prezada senhora,

Meu nome é Elvira M. Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S3o Paulo (FCF/USP), e estou convidando-a a participar do projeto de pesquisa que estou
desenvolvendo com a equipe de médicos do Ambulatério de Obstetricia da Clinica Obstétrica que estdo
fazendo seu atendimento no Hospital das Clinicas da USP (HC/USP). A pesquisa estd sendo realizada em
colaboragdo com pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. Nesta pesquisa serdo
incluidas mulheres que tiveram trés ou mais abortos espontaneos consecutivos e que tenham até 45 anos (este
grupo serd chamado de grupo estudo) e serdo estudadas também, mulheres que ndo tem histéria de abortos
(chamado de grupo controle). Para avaliar as possiveis causas de abortos serdo realizados testes genéticos
(DNA) e testes de laboratério para verificar a presenca de alteragbes no DNA (material genético) e no seu

sangue e suas associagc”)es com os abortos recorrentes.

Se vocé aceitar participar do estudo, precisarei do seu consentimento e de amostras de sangue que
serdo coletadas no Ambulatério de Obstetricia, 52 andar (Bloco 3) do prédio dos Ambulatdrios do HC. Sera feita
uma unica coleta de 30 mL de sangue para a realizagdo de exames que poderdo, possivelmente, esclarecer as
causas de abortos recorrentes. Com esses exames serao avaliadas: a fun¢do dos rins, do figado, algumas
vitaminas (acido félico, cobalamina) e algumas citocinas (TNF alfa, IFN gama, IL1, IL6, IL10 e proteina C-reativa),
e a normalidade do DNA, relativa a gesta¢ao.O risco desse projeto é minimo. A coleta de sangue podera formar

uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha.

Para estudar seu DNA, serdo realizados alguns testes que avaliardo a reagdo (metilagdo do DNA) e as
diferencas do DNA de cada individuo (polimorfismos) nos genes MTHFR, MTR, MTRR, TC2, RFC1 e GCP2, cujos
produtos (proteinas ou enzimas) estdo relacionados com alteragdes nas concentragdes de homocisteina no
sangue, uma vez que concentracdes elevadas de homocisteina foram associadas a vdrios abortos e nos genes
MTHFD1, CBS, THBM, TFPI, SERPINC1, PROC, TAFI, PAI1, FV, no gene da protrombina e no gene da cadeia beta
do fibrinogénio, cujos produtos (proteinas ou enzimas) estdo relacionados a formacdo e destruicdo de
coadgulos. A sua amostra de DNA serd armazenada no Laboratério de Biologia Molecular Aplicado a
Hematologia da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e serd mantida em banco de materiais biolégicos sem a
identificacdo de seu nome, pois sera utilizado cédigo para a identificacdo, e a amostra podera ser utilizada para
pesquisa futura sobre a causa de abortos recorrentes. Se isso ocorrer, o novo projeto sera submetido ao

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e ent3o, vocé sera consultada a respeito.

Vocé ndo receberd qualquer pagamento por sua participacdo, portanto, a sua participacdo neste
estudo é voluntdria. Os resultados dos exames realizados no sangue serdo enviados ao Ambulatério de
Obstetricia da Clinica Obstetricia do Hospital das Clinicas e serdo colocados no seu prontuario para
acompanhamento de seu médico. Caso seja de seu interesse, disponibilizarei os resultados dos testes genéticos

no final da pesquisa, que vai durar dois anos.
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Vocé pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo, sem penalidade ou
perda dos beneficios a que vocé tem direito e seu tratamento médico no Hospital das Clinicas da USP ndo serd
afetado. Caso vocé desista de participar da pesquisa, poderd solicitar a retirada de seus dados genéticos do

banco de dados do Laboratério de Hematologia da FCF/USP, onde serdo guardados.

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo confidenciais e somente serdo revelados a
terceiros se vocé autorizar previamente. Sua identidade serd mantida em segredo, quando os resultados deste
estudo forem publicados em artigos de revistas cientificas ou forem apresentados em temas de aulas e debates.

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderdo colaborar no entendimento das causas de abortos
espontaneos recorrentes, podendo auxiliar na mudanca de conduta durante o pré-natal.

Caso vocé tenha alguma duvida em relagdo a esta pesquisa, ou se tiver alguma lesdo ou doenga
relacionada a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a Prof.2 Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-3785)
ou com os pesquisadores, Kelma Cordeiro da Silva e Robson José Lazaro (tel: 3091-3785) ou com o Dr. Mario

Henrique Burlacchini de Carvalho da Divisdo de Obstetricia do HC/USP (tel.: 3069-6380 ou 3069-6209).

Eu, declaro que, apds bem esclarecida pelo

pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito, voluntariamente, em participar desta Pesquisa.

Vocé autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras? ___ SIM ___ NAO
Vocé quer saber os resultados dos testes genéticos? __SIM _ NAO

Séo Paulo, de de 200
Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome legivel)

Assinatura da Testemunha

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 13 — Cidade

Universitdria — CEP: 05508-900 — S3o Paulo — SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail: cepfcf@usp.br ou o Comité de
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Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal da Satde, Rua General Jardim, 36 22 andar, fone 3218-4043, e-mail:

smscep@prefeitura.sp.gov.br

Uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd fornecida para vocé pelo pesquisador

Anexo F

Correlacdo entre as taxas de metilacdo nos genes IFN e SFN nos grupos AP, AS e Controle

PMR IFN AP PMR IFN AS PMR IFN Controle

PMR SFN AP r= 0,895
p<0,001
N=117
PMR SFN AS r= 0,883
p<0,001
N=139
PMR SFN r= 0,805
Controle

p<0,001
N=264




