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Resumo

Receptores Toll-like (TLRs) sdo reguladores da imunidade inata que podem ser
ativados apods o reconhecimento de ligantes em varias classes de patdégenos, conhecidos como
padroes moleculares associados a patogenos (PAMPs). Esses receptores estao envolvidos em
varias func¢Ges imunolégicas, como a protecdo do trato reprodutivo feminino contra patégenos
invasores e desempenham um papel importante durante os diferentes estagios da gravidez,
incluindo a implantagdo e o trabalho de parto. Esta pesquisa foi conduzida para avaliar a
frequéncia dos polimorfismos rs179008 em TLR7 e rs5743836 em TLR9 e sua associacao com
complicacdes na gravidez na presenca de patogenos infeciosos ou ndo. Foram incluidas no
estudo 455 gestantes, cujos historicos clinicos foram revisados para obter informacdes
ginecologicas e clinicas. O DNA genomico humano foi extraido a partir de tecido da placenta
de gestantes atendidas no Hospital da Universidade Federal do Rio Grande. Os genétipos dos
SNPs TLR7 e TLR9 foram estimados por polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP) e por amplificacdao por PCR de alelos especificos bidirecionais (Bi-PASA),
respectivamente. Os desfechos adversos com maior ocorréncia foram condicdao hipertensiva
(21,24%), histérico de hospitalizacdao pelo menos uma vez (35,5%) e condicdao de infeccao
(45,71%). As frequéncias genotipicas para TLR7 foram AA 63,45%, AT 20,30% ¢ TT 7,87% e
para TLR9 TT 63,78%, TC 34,69% e CC 1,53%, na populacdo total estudada. A presenca do
gendtipo TT no SNP do gene TLR7 duplica a suscetibilidade a infeccao por HVS1 (OR = 2, p
=0,05). No caso do TLR9, o genoétipo TC, confere protecdo para sofrer infeccao (OR = 0,62, p
= 0,05) e favorece a chance de ter um parto normal (OR = 1,75, p = 0,02). A combinacdo
genotipica CT / AA reduz significativamente o risco de hospitalizacao (OR = 0,4, p = 0,00).
Este estudo permitiu determinar a ocorréncia das principais alteracdoes durante a gestacao em
presenca de infeccdo ou ndo, além de avaliar e confirmar com significancia estatistica a
participacdo dos SNPs estudados dos receptores TLR7 e 9 na fisiopatologia de alguns
distirbios, o que permitiu uma contribuicdo para o conhecimento do desempenho de

receptores imunes no processo gestacional.

Apoio Financeiro: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico, Brasil.

Palavras-chave: Toll, PAMP, gravidez, infec¢Oes sexualmente transmissiveis.



Abstract

Toll-like receptors (TLRs) are regulators of innate immunity that can be activated after
recognition of bacterial and viral ligands known as molecular patterns associated with the
pathogen (PAMPs). These receptors are involved in various immune functions, such as the
protection of the female reproductive tract against invading pathogens and play an important
role during the different stages of pregnancy, including implantation and labor. This study was
conducted to evaluate the frequency of rs179008 polymorphisms in 7LR7 and rs5743836 in
TLR9 and its association with complications in pregnancy in the presence of infectious or
non-pathogenic pathogens. The study included 455 pregnant women whose clinical records
were reviewed for gynecological and clinical information. Human genomic DNA was
extracted from the placenta tissue of pregnant women attended at the Hospital of the Federal
University of Rio Grande. 7LR7 and TLR9 SNPs genotypes were estimated by restriction
fragment length polymorphism (RFLP) and PCR amplification of bidirectional specific alleles
(Bi-PASA), respectively. The most frequent adverse events were hypertensive condition
(21.24%), hospitalization history at least once (35.5%) and infection condition (45.71%). The
genotype frequencies for TLR7 were 63.45%, AT 20.30% and TT 7.87%, and for TLR9 TT
63.78%, TC 34.69% and CC 1.53%, in the total population studied. The presence of the TT
genotype in the SNP of the TLR7 gene doubles the susceptibility to HVS1 infection (OR = 2,
p = 0.05). In the case of TLR9, the TC genotype confers protection to infection (OR = 0.62, p
= 0.05) and takes advantage of the chance of having a normal delivery (OR = 1.75, p = 0.02).
The CT / AA genotypic combination significantly reduces the risk of hospitalization (OR =
0.4, p = 0.00). This study allowed to determine the occurrence of the main changes during
pregnancy in the presence of infection or not, besides to evaluate and to confirm with
statistical significance the participation of the studied SNPs of TLR7 and 9 receptors in the
pathophysiology of some disorders, which allowed a contribution to the knowledge of the

performance of immune receptors in the gestational process.
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1. Introducio

A gravidez saudavel ¢ o resultado de um sistema finamente regulado e com importante
interligacao entre as estruturas fetais e maternas. A implantagdo ¢ iniciada quando as células
do trofoblasto invadem o revestimento epitelial da superficie da decidua para fixar e invadir,
levando a inducdo da tolerancia materna, a formacdo da placenta, geragdo de citocinas pro-
inflamatoérias, rapidas mudancgas hormonais e a atividade de células imunolédgicas, as quais
sao fundamentais para a ativagdo do utero e o inicio do trabalho de parto (KELLY; KING;

CRITCHLEY, 2001).

O sucesso de uma gravidez depende do equilibrio coordenado entre o trofoblasto
invasor ¢ uma decidua materna receptiva (MOR, 2008). Além das células deciduais e das
c¢lulas endoteliais, as células imunes infiltrantes representam um importante componente

celular da decidua materna (MOR, 2008).

A gravidez comeg¢a em um ambiente pro-inflamatorio que permite a implantacao e a
placentacdo, depois muda para um estagio anti-inflamatério que permite o crescimento fetal, e
finalmente retorna a um estagio pro-inflamatério que promove o trabalho de parto e o parto,
nesses estagios destacam-se as interagdes que ocorrem entre as células trofoblésticas e o

sistema imunolégico materno (MOR, 2008).

A imunidade inata compreende células e receptores que fornecem a primeira linha de
defesa contra microrganismos invasores (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). Os agentes
patogénicos sdo reconhecidos por meio de receptores de padrao de reconhecimento (PRRs)
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Eles sdao capazes de reconhecer os diferentes
componentes microbianos conhecidos como padrdes moleculares associados a patogenos

(PAMPs) (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

Um dos principais subgrupos de PRRs sao os Toll like receptors (TLRs) (AKIRA;
UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Os TLRs sdo expressos em diferentes células, eles ndo so6
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sao expressos em cé¢lulas do sistema imunoldgico, mas também em células ndo imunes,

incluindo fibroblastos e células epiteliais(AKIRA; TAKEDA, 2004).

A expressao dos Toll like receptors no trofoblasto difere de acordo com a fase
diferencial do trofoblasto e a idade gestacional (MOR, 2008). Portanto, alguns agentes
infecciosos podem romper o ambiente imunologico receptivo criado na interface materno-
fetal e levar a complicagdes na gravidez, como corioamnionite e parto prematuro (ILIEVSKI;

HIRSCH, 2010; SCHARFE-NUGENT et al., 2012).

Os treze TLRs existentes, sao classificados de acordo com a sua localizagao celular e
os respectivos ligantes PAMP (figura 1) (RAKOFF-NAHOUM; MEDZHITOV, 2009). Os
ligantes que sao reconhecidos pelos TLRs 7 € 9, sao RNA de cadeia simples e DNA CpG nao
metilado (KOGA et al., 2014). Os PRRs também respondem a moléculas endogenas liberadas
de células mortas do hospedeiro apos estresse celular ou lesdes do tecido, conhecidas como

padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

Peptidoglycan (Gram-positive)

Lipoteichoic acids (Gram-negative) :
Lipoproteins LPS (Gram-negative) |
Lipcarabinomannan Endogenous ligands |
(Mycobacteria) :

Zymosan (yeast)
Z ' cDWM u[l']
\ -
] Y
| coneeme

Flagellin |

TLRS M) Profilin-like

/

/ (Toxoplasma gondil)
Uropathogen?

MD2

TLR4

e

|' NF-,B. IRF and |
_ MAPK signaling )

MNature Reviews | Cancer
Figura 1. Fungdes fisiologicas de receptores Toll-like. TLRs estdo envolvidos no
reconhecimento de padrdes moleculares microbianos de acordo com a sua localizagdo
celular, tanto extracelular ou intracelular.
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Apos a ligagao do receptor ao ligante, as cascatas intracelulares sao ativadas. Todos os
TLR induzem vias inflamatorias conservadas, culminando na ativacao do fator de transcricao

nuclear (NF) -KappalB3 (NF-kB) e na ativagdo da proteina-1 (AP-1) (KARIN; GRETEN, 2005).

Esta via de ativacdo resulta principalmente na produgdo de citocinas € quimiocinas
inflamatoérias, na induc¢do de resposta antiviral e maturacdo de células dendriticas (KAWAI;
AKIRA, 2006). Diferentes aspectos da sinalizacdo dos TLRs tém sido utilizados como
estratégia terapéutica, como por exemplo, para acelerar e aumentar a inducao de respostas a
vacinas especificas e também vinculando os TLRs como alvos de agentes inibidores
bioldgicos ou moléculas pequenas para o tratamento de doengas (DOWLING; MANSELL,
2016; MAHEASWARI; SIVASANKAR; SUBBARAYAN, 2014).

Os polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs) em genes TLR podem deslocar o
equilibrio entre as citocinas pro- e anti-inflamatdrias, modulando o risco de infec¢do e
inflamacdo cronica. Estudos sugerem que variagdes genéticas nesses genes estdo associadas
com susceptibilidade alterada a doencas infecciosas, inflamatorias e alérgicas, e foram
encontrados para desempenhar um papel na tumorogénese (MEDVEDEYV, 2013), como se
pode ver na tabela 1. No entanto, poucas pesquisas t€ém analisado potenciais associacdes dos

polimorfismos com distirbios na gravidez.

Tabela 1. Selecao dos SNPs em genes 70!l 7 ¢ 9 associados com um maior nimero de
diferentes patologias.

TLRs Polimorfismo Associacao

- Superior carga viral e evolugdo rapida para a supressdo imunoldgica em pacientes com HIV
(OH et al., 2009).
- Infecgdo por virus da hepatite C cronica (HCV) induzida por agregados linfoides portal

7 GInllLeu (rs179008) | (ASKAR; RAMADORI; MIHM, 2010).
A32C - Aumento do risco de lupus eritematoso sistémico no sexo feminino (DOS SANTOS et al.,
2012).

- O polimorfismo foi significativamente menor propor¢ao nos pacientes com sarcoidose
comparado com individuos controle (BORDIGNON et al., 2013).

-1237T>C - O polimorfismo do gene T/ C pode ser considerado como um risco molecular para o pé
9 diabético (DF) entre pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (WIFI et al., 2017).
(rs5743836) - Aspergilose broncopulmonar alérgica (CARVALHO et al., 2008)

- Falta de papel mediador na histéria natural da infec¢do por HPV (OLIVEIRA et al., 2013).
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1.1 Papel dos TLRs na gravidez

Estudos tém avaliado a presenca e a fungdo dos TLRs ou moléculas a eles relacionadas
no trofoblasto e tecido placentario. A expressao dos TLRs no trofoblasto difere de acordo com
a fase diferencial do trofoblasto e a idade gestacional (MOR, 2008). A ativagdo de TLRs no
trofoblasto influencia o recrutamento de células imunes, a secrecdo de citocinas e a resposta

decidual a patdégenos invasores durante a gravidez (RILEY; NELSON, 2010).

Cerca de 90% de nascimentos prematuros podem ser correlacionados com a presenca
de agentes infecciosos (GOLDENBERG et al., 2008) e indugdo de respostas inflamatorias
(GOLDENBERG; HAUTH; ANDREWS, 2000a). A presenga de agentes infecciosos na
interface materno-fetal € principalmente devido a infecgdes sexualmente transmissiveis (IST),
mas também pode-se associar com infecgdes cronicas maternas. Os microrganismos podem
ter acesso a cavidade amniotica e ao feto através de dois caminhos: 1) por ascensdo pela
vagina e colo do tutero; e 2) por disseminagdo hematogénica através da placenta (infecg¢ao
transplacentaria); ambos casos t€ém sido associados com resultados adversos da gravidez e
também com prejuizos ao feto e ao neonato (AAGAARD et al.,, 2014; GONCALVES;
CHAIWORAPONGSA; ROMERO, 2002).

As infecgdes virais causadas por virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C
(HCV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV), papilomavirus humano (HPV) e virus
herpes simples (HSV) sdo complicacdes comuns da gravidez, algumas das quais tém
consequéncias bastante significativas como transmissdo vertical, que pode afetar a
longevidade e a qualidade de vida da crianca (HUNTINGTON; SHAFER, 2016). Uma reagao
em cadeia da polimerase (PCR) positiva em liquido amnidtico para acidos nucleicos de
Citomegalovirus humano(CMV) ou virus herpes simples, estd associada a uma taxa
aumentada de malformacgdes estruturais fetais, restrigdo de crescimento intra-uterino e outras
anormalidades fetais (REDDY et al., 2005) e com a perda gestacional espontanea (BUJKO et
al., 1988; GOLDENBERG; HAUTH; ANDREWS, 2000b; GRIFFITHS; BABOONIAN,
1984; ROBB et al., 1986; WENSTROM et al., 1998). Os TLRs intracelulares TLR3, TLR7/8
e TLRY sdo associados com varios virus que mostram correlacdo com resultados adversos da

gravidez como desordens hipertensivas e parto pré termo (THAXTON; NEVERS; SHARMA,
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2010). Com o conhecimento do parto como um processo mediado pela inflamacao, pode-se
comecar a entender que insultos patogénicos podem acionar a imunidade uterina ndo
programada, evidéncias em modelos animais demonstram que as vias de TLRs ativadas
devido a entrada patogénica, podem determinar a cascata imunologica de atividade celular e
de citocinas aberrantes que levam ao nascimento prematuro (ABRAHAMS et al., 2008;
ILIEVSKI; LU; HIRSCH, 2007; MURPHY et al., 2005, 2009; THAXTON; ROMERO;
SHARMA, 2009). A maioria dessas vias geralmente leva ao aumento da atividade do NF-xB
que permite a producdo de citocinas ¢ mediacdo dos niveis de progesterona (THAXTON;
NEVERS; SHARMA, 2010). Evidéncias sugerem também que a entrada viral em células
trofoblasticas induz a apoptose de trofoblasto e os eventos inflamatdrios resultantes podem

levar ao nascimento prematuro (KOI; ZHANG; PARRY, 2001).

Por outro lado independentemente da presenca de patogenos, os TLRs podem
influenciar negativamente o sucesso da gravidez. O aumento do nivel de citocinas pro-
inflamatorias no liquido amnidtico ¢ uma marca caracteristica do trabalho de parto a termo
(COX; CASEY; MACDONALD, 1997). Além disso, tem sido sugerido que complicacdes da
gravidez associadas com disfun¢do de placenta, tal como trabalho de parto prematuro, podem
ser um resultado da ativagdo de TLR (RILEY; NELSON, 2010), talvez relacionada com a sua
capacidade de induzir apoptose numa ampla variedade de células (SALAUN; ROMERO;
LEBECQUE, 2007). A apoptose placentdria ndo sé ¢ associada a inflamacdo induzida pela
infeccdo, mas também a pré-eclampsia, restricdo de crescimento intra-uterino, parto pré-termo
(ISHIHARA et al., 2002) e a hipertensdo gestacional (GH), definida como pressdo arterial
(PA) sistdlica de pelo menos 140 mm Hg e / ou PA diastolica de pelo menos 90 mm Hg em,
pelo menos, duas ocasides, apoés a 20* semana de gestagdo (PERACOLI; RUDGE;
PERACOLI, 2007). Scharfe-Nugent e colaboradores, demonstraram que o DNA fetal livre na
circulacdo materna pode ativar TLR9 e sugeriu que o DNA fetal também pode funcionar
como um "perigo sinal 'para iniciar um processo inflamatério e causar trabalho de parto
prematuro ou pré-eclampsia (SCHARFE-NUGENT et al., 2012). Esses achados implicam que
o nivel de expressao/funcdo de TLRs na placenta é controlada por patégeno per se e / ou

moléculas endogenas capazes de induzir inflamagdo, nesse senario, ¢ consideramos que os

17



1 TLRs estejam envolvidos como moléculas reguladoras em certos processos inflamatorios com

2 efeitos determinantes na gravidez.

18



—

© 0o N o U1l B~ W N

N NN NN R B R s R R R R R, R
A W N R O ©O 0 N O U A W N —= O

N N
a U1

W N NN
S © o 3

2. Justificativa

Estudos tém mostrado que distirbios na gravidez, relacionados ou ndo com condig¢des
infecciosas, sdo mediados pela participagdo dos receptores Toll. Dessa forma, avaliar, do
ponto de vista genético, a predisposicao a doengas associadas a estes receptores ¢ importante.
Alguns aspectos do papel dos TLRs na gestacao ainda necessitam de mais estudos, como por
exemplo: 1) a modulagdo e balango dos sinais de inflamacdo necessdrios para a gravidez
normal; 2) o reconhecimento dos padrdes de lesdo celular e colaboragdo nos processos tais
como isquemia (hipoxia) e reperfusdo (reoxigenagdo) da placenta; e, 3) a interacdo com
patogenos, aumentando a susceptibilidade frente a estes ou a sua mediacao em alteragdes do
curso da gravidez. Sabe-se que mais estudos sobre a prevaléncia de IST e sua associacdo com
disturbios de gravidez na populacdo brasileira sio necessarios (KARODY et al., 2015;
KREDIET et al., 2007; LORENZ et al., 2002; REY et al., 2008). A elucidagdo desses aspectos

pode fornecer conhecimento para que estratégias terapéuticas sejam implementadas.

Baseado em um estudo transversal, apos procurar informacdes nos historicos de 455
parturientes atendidas no Centro Obstétrico do Hospital da Universidade Federal do Rio
Grande, identificou-se que as intercorréncias mais frequentes na populacao do estudo foram:
presenca de infecgdes virais, doenga hipertensiva e necessidade de hospitalizacdo pelo menos
uma vez durante o periodo gestacional. Com base nessas informacdes, quere se investigar a
possivel associagdo entre genotipos dos genes TLR7 e 9 utilizando a abordagem molecular,
com fatores maternos ¢ ambientais em mulheres brasileiras com intercorréncias na gravidez.
Foi testada a hipotese de que os polimorfismos dentro deses genes sdo um importante fator de
risco para complicagdes nas gestantes, incidindo talvez na susceptibilidade/resisténcia a

infec¢des gerando maior risco no desenvolvimento de disturbios de gravidez.

Este ¢ um estudo pioneiro no Brasil, que permitird uma avaliagdo de dois diferentes
genes TLRs como um estudo pareado e integrado em um projeto em execucdo sobre a
prevaléncia de IST em parturientes e seus neonatos, o que da ampla abrangéncia e
importancia a essa pesquisa. A partir dos resultados obtidos neste estudo com mulheres,

podera se estudar os polimorfismos dos receptores Toll-like em recém-nascidos dessa forma,
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serd também possivel avaliar o efeito que os polimorfismos t€ém em termos de alteracao da
susceptibilidade para adquirir infecgdes verticais por agentes de infec¢des virais sexualmente

transmissiveis.

A analise de polimorfismos genéticos permite identificar genes que conferem
suscetibilidade as doengas presentes. Sdo utilizados estudos de associagcdo, nos quais se
compara a frequéncia relativa das diferentes variantes, aquelas cuja funcdo pode estar
relacionada a doenga de interesse, uma série de polimorfismos entre os individuos afetados e
um grupo controle adequado (INIESTA; GUINO; MORENO, 2005), na busca por marcadores
genéticos que podem ajudar no prognostico da condi¢ao de saude e no seu potencial uso como

alvo terapéutico.

Inibidores de molécula pequena (SMls) de TLR7/8/9 também estdo sob investigacdo
em doencas associadas inflamacdo aguda ou cronica descontrolada (GAO et al., 2017). Por
exemplo, a droga antimalarica, a cloroquina (CQ) mostrou seu potencial clinico no tratamento
de sepse grave, especialmente na reducdo do risco de inducdo de sepse (YASUDA et al.,

2008).

Ainda ha uma alta taxa de mulheres que morrem por resultado de complicacdes na
gestagdo e no parto (WHO et al., 2015) e as principais causas obstétricas de mortalidade
materna s30 hemorragia, doengas hipertensivas da gravidez e sepse materna
(GULMEZOGLU et al., 2016), todas estas situa¢cdes onde os TLRs podem estar envolvidos.
Assim, o objetivo desse estudo estaria enquadrado no ambito dos objetivos estratégicos gerais
estipulados pela OMS, onde se pretende diminuir e erradicar a mortalidade materna evitavel
através da abordagem de todas as causas de mortalidade e morbidade materna e reprodutiva,
assim como avaliar e dar solu¢des a deficiéncias relacionadas ao acesso universal a saude
reprodutiva, melhorando a satide materna (WHO et al., 2015). Além disso, estes interesses
foram retomadas dentro das metas que correspondem ao objetivo trés: garantir um estilo de
vida saudavel e promover o bem-estar para todos em todas as idades, incluidos dentro dos 17

objetivos estabelecidos pela ONU para alcancar o desenvolvimento sustentavel (ONU, 2016).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar os polimorfismos dos genes TLR7 (rs179008) e 9 (rs5743836) em gestantes a
sua associacdo com presenca de agentes infeciosos e complicagdes na gestagdo em uma

populagdo do extremo sul do Brasil

3.2 Objetivos especificos

e Detectar a presenga e frequéncia dos polimorfismos dos genes 7LR7 e 9 na populagao
estudada.

e Determinar a prevaléncia de alguns distirbios da gravidez (pré-eclampsia, restricdo de
crescimento intra-uterino, parto pré-termo e na hipertensdo gestacional) e as infec¢des
causadas pelos virus HBV, HCV, HIV, HCMV, HSV-1 e HSV-2, e outras IST, de
puérperas atendidas em um Hospital Universitario no extremo sul do Brasil.

e Avaliar a possivel associagdo dos SNPs dos genes TLR7 e 9 na populagdo estudada
com susceptibilidade a infec¢des sexualmente transmissiveis.

e Avaliar a possivel associacdo dos SNPs dos genes 7LR7 e 9 na populagdo estudada

com alguma intercorréncia clinica gestacional.
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4. Métodos
4.1. Delineamento do estudo
Estudo transversal analitico observacional. Estudos analiticos objetivam descrever

distribuicao de varidveis e examinar a existéncia de associagdo entre uma exposi¢do € uma

doencga ou condigdo relacionada a saude (LIMA-COSTA; BARRETO, 2003).

4.2. Amostras

As amostras utilizadas nesse estudo foram obtidas do banco de placentas mantidas a
-80°C no laboratdrio de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina da FURG. As amostras
consistem de biopsias de placentas da face materna coletadas de voluntéarias atendidas no
Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Corréa Jr. da Universidade Federal do Rio Grande
(HU/FURG) entre 2012 a 2016. As mulheres que aceitaram participar do estudo assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido e responderam a um questiondrio
sociodemografico, O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na Area de

Satude (CEPAS) — FURG, de acordo com o parecer n°54/ 2011.

Apos da triagems de patdgenos virais nessas amostras,(etapa desenvolvida por outros
projetos do grupo), 455 amostras foram selecionadas para a extragdo do DNA, que foi
realizada a partir do kit comercial PureLink® Genomic DNA Mini Kit. O DNA da biopsia da
placenta foi extraido segundo protocolo do fabricante com modificagdo previamente descrita
na literatura (TEIXEIRA et al., 2015). O DNA proveniente das extragdes foi armazenado a
-20°C.

A fim de obter informacdes sobre a paciente, informagdes sdcio-demograficas foram
obtidas no banco de dados do Laboratorio de Biologia Molecular FAMED-FURG e
informagdes de importancia clinica e epidemiologicas, foram consultadas nos historicos das
pacientes segundo variaveis descritas nas tabelas 2 e 3 (Apéndice 1). Mulheres sem

informagdes do pré-natal, foram excluidas do estudo.
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Tabela 2. Tabela descritiva de variaveis numéricas

Variavel numérica

Variavel

Descricao

Anos de estudo

Variavel numérica referente ao nimero de anos
de estudo completos

Somatoria renda

Varidvel numérica referente ao ingresso mensal
da paciente

Idade do primeiro relacionamento
sexual

Varidvel numérica referente a idade do primeiro
relacionamento sexual da paciente

Abortos

Variavel numérica referente ao numero de
abortos auto referidos na entrevista médica

cm: centimetros

Variavel numérica referente ao comprimento do
bebé ao nascer

Idade gestacional

Variavel numérica referente ao numero de
semanas e dias de gestacao

g: gramas

Variavel numérica referente ao peso em gramas
do bebé ao nascer

Tabela 3. Tabela descritiva de variaveis categoricas

Variavel categorica

Variavel

Descricao

Nome da paciente

Nome de registro no Hospital Universitario FURG

Cor da pele

Etnia: 1 Branca 0 Ndo Branca

Idade da paciente

Idade em anos completos

Estado civil

1: Com companheiro estavel 0: Sem companheiro

Infecgao pelo HSV-1

Resultado molecular para hsvl: 1 positivo 0 negativo

Infecgao pelo HSV-2

Resultado molecular para hsv2: 1 positivo 0 negativo

Infecg¢ao pelo HCMV

Resultado molecular para HCMV: 1 positivo 0
negativo

Infecgdo pelo Herpesviridae na Placenta

Resultado molecular para HSV1 e/o HSV2 e/o
HCMV: 1 positivo 0 negativo

Condicao de hipertensdo

Registro no histérico, de ter tido uma doenga
hipertensiva durante a gravidez, definido como
pressdo arterial (PA) sistdlica de pelo menos 140 mm
Hg e / ou PA diastolica de pelo menos 90 mm Hg em,
pelo menos, duas ocasides, apos a 20* semana de

23




Variavel categdrica

Variavel

Descriciao

gestagdo: 1 Sim 0 Nao

Hipertensdo sistémica (HAS) previa

tratada (A)

Registro de ter tido HAS prévio a gravidez: 1 Sim 0
Nao

Pico Hipertensivo do fin da gestacdo (B)

Registro no historico de ter tido um pico hipertensivo
do fin da gestacdo, definido como pressao arterial (PA)
sistolica de pelo menos 140 mm Hg e / ou PA
diastolica de pelo menos 90 mm Hg em, pelo menos,
duas ocasides, apos a 20 semana de gestagdo: 1 Sim 0
Nao

Pre eclampsia (C)

Registro no histdrico de ter tido um pico hipertensivo
do fim da gestacdo, definido como pressdo arterial
(PA) sistolica de pelo menos 140 mm Hg e / ou PA
diastolica de pelo menos 90 mm Hg em, pelo menos,
duas ocasides, apos a 20" semana de gestagdo mais
proteinuria, definida como 300 mg ou mais por 24
horas: 1 Sim 0 Nao

Internagoes

Registro no historico de ter sido internada numa
institui¢do de satde durante a gravidez: 1 Sim 0 Nao

Mot Intl ITU

Registro de Motivo da internagdo, Infeccdo trato
urinario ou Bacteriuria ou pielonefrite: 1 Sim ONao

Mot Int 2 DH

Registro de Motivo da internagdo, doenga hipertensiva
durante a gravidez: 1 Sim ONao

Mot Int 3 HAS prévia

Registro de Motivo da internacao, doenga hipertensiva
durante a gravidez e ter tido HAS previa: 1 Sim ONao

Mot Int 4 Perda Liquido

Registro de Motivo da internacdo, perda de liquido: 1
Sim ONao

Mot Int5 Diabetes

Registro de Motivo da internagdo, diabetes
gestacional: 1 Sim ONao

Mot Int 6 Bolsa rota

Registro de Motivo da internacdo, bolsa rota: 1 Sim
ONao

Mot Int 7 OUTRA

Registro de Motivo da internagdo, por outra causa nao
considerada no estudo: 1 Sim ONao

Registro de Motivo da internagdo, rutura prematura de

Mot Int 8 RUPREME membrana: 1 Sim ONao
Registro de Motivo da internacdo, rutura prematura de
Mot Int 9 RUPREME < 37S membrana antes das 37 semanas de gestacdo: 1 Sim

ONdo
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Variavel categdrica

Variavel

Descriciao

Mot Int 10 TPP <37S

Registro de Motivo da internagao, trabalho de parto
antes das 37 semanas de gesta¢do: 1 Sim 0 Nao

PAG 1G 10-90%

Clasificagao do peso do bebé ao nascer de acordo com
a idade gestacional: P pequeno, A adequado ¢ G
gigante.

Pequeno para Idade gestacional

Classificacdo do peso do bebé ao nascer de acordo
com a idade gestacional P pequeno: 1 Sim 0 ndo

Adequado para Idade gestacional

Classificagao do peso do bebé ao nascer de acordo
com a idade gestacional A adequado: 1 Sim 0 ndo

Gigante para Idade gestacional

Classificagao do peso do bebé ao nascer de acordo
com a idade gestacional G gigante: 1 Sim 0 ndo

Parto a termo

Registro da idade gestacional no momento do parto,
maior ou igual a 37 semanas: 1 Sim 0 Nao

Tipo de parto vaginal

Registro do procedimento do parto vaginal: 1 Sim 0
Niao

Tipo de parto registrado

Registro do procedimento do parto: 1 vaginal 0
Cesariana com indicagdo médica 2 Cesariana a pedido

Cesariana pedido

Registro do procedimento do parto cesariana a pedido:
1 Sim 0 Nao

Condigao Infecto Herpes 1,2 ,3 +rotina

Registro de positividade em detec¢do de patdégeno ao
nivel molecular ou de rotina seroldgica:1 Sim 0 Nao

Teste de rotina

Registro de positividade em detecgdo de patdgeno ao
nivel molecular ou de rotina serologica: 1 Sim ONao

Virus da Hepatites C

Registro de positividade em deteccdo de virus da
Hepatites C na rotina serologica: 1 Sim 0 Nao

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Registro de positividade em deteccao de Virus da
Imunodeficiéncia Humana na rotina serologica: 1 Sim
ONao

Laboratério de Pesquisa de Doencgas
Venéreas

Registro de positividade em deteccdo ndo
treponemico, VDRL, que significa Venereal Disease
Research Laboratory, ¢ um exame de sangue que serve
para diagnosticar a sifilis

Anticorpos anti Virus da Hepatites B

Registro de positividade em detec¢do de anticorpos
anti Virus da Hepatites B na rotina serologica: 1 Sim
ONao

Anticorpos anti Toxoplasma Gondi

Registro de positividade em detec¢do de anticorpos
anti Toxoplasma Gondi na rotina serologica: 1 Sim
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Variavel categdrica
Variavel Descriciao
ONao
TLR 9 PCR-Bi PASA Resultado molecular do gen6tipo para TLR9
TLR 7 PCR-RFLP Resultado molecular do genotipo para TLR7 rs179008

4.3. Detecciao dos patogenos

4.3.1. Serologica
As informagdes referentes ao resultado da testagem de rotina pré-natal ou ante-natal
para HBV, HCV, e HIV, assim como de Sifilis ¢ Toxoplasma, foram obtidos através dos

historicos das pacientes no SAME-HU-FURG.

Os testes para HBV, HCV, e HIV, assim como de Sifilis sdo feitos de maneira
rotineira, mediante testes rapidos, cada vez que a mulher ¢ ingressa no HU, mesmo contando
com os resultados reportados na carteirinha de pré-natal. Para efeitos deste trabalho, foi
considerado o resultado do ultimo teste realizado, mesmo no momento prévio ao parto natural

ou cesariana.

4.3.2 Molecular

O estudo de prevaléncia de agentes de ISTs faz parte de um projeto em andamento no
laboratorio de Biologia Molecular da FAMED/FURG. As triagens para os agentes virais HSV-
1 e 2 e HCMV das amostras selecionadas para este estudo foram realizadas conforme descrito
previamente. A detecgdo de HSV-1 e 2, foram feitos com ensaios adaptados do protocolo de
Aurelius et al. (1991) e Schmutzhard et al. (2004). A detec¢do do HCMYV foi realizada de
acordo com o protocolo previaente descrito por Kumazaki et al (2002) (AURELIUS et al.,
1991; KUMAZAKI et al., 2004; SCHMUTZHARD et al., 2004).

A importancia da detec¢do desses patdgenos especificamente na placenta, ¢ que eles

formam parte do conhecido grupo de doengas infecciosas capazes de causar doenca em
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gestantes ¢ malformagdes congénitas no feto (TORCH ¢é o acr6nimo, sdo os seguintes:
Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus, e virus Herpes simples), que neste momento no

Brasil ndo estdo incluidos dentro das rotinas durante o pré-natal.

4.4 Analise dos polimorfismos dos genes TLRs

4.4.1. Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restri¢cio (PCR-RLFP)
Nesta técnica utilizam-se enzimas de restricdo que cortam o DNA em pontos
especificos, gerando fragmentos de diferentes tamanhos que sdo separados e visualizados em

forma de bandas (figura 1). A separacgao é feita por eletroforese.

PCR-RFLP

AA TT AT
203pb I —
66pb - -

Figura 2. Esquema do padrdo de corte do PCR-RFLP para o polimorfismo GInllLeu
(rs179008) do gene TLR7. Pb, pares de bases.

A andlise do polimorfismo GInllLeu (rs179008) do gene TLR7 foi realizada por
Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restrigdo (PCR-RLFP), usando os seguintes
iniciadores: F 5-TAACAACGAATAGGAAAATGC-3 e R 5-
GTTTTAGGAAACCATCTAGCC-3. A enzima de restricdo utilizada para a detec¢do do
polimorfismo foi a Xapl, o IsosquizOmeros da Apol, cujo local de reconhecimento para o

corte ¢ R * AATTY. (DOS SANTOS et al., 2012).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) serda composta por tampao de PCR 1x, 1,5

mmol de MgCl,, 0,25 mmol de mistura de dNTP, 0,25 pmol de cada um dos iniciadores, 1U
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Taq DNA Polimerase Platinum (QIAGEN Diagnostics GmbH, Hamburgo, Alemanha) e 50-

100 ng de DNA gendmico em um volume total de reacdo de 25 pL.

As condi¢des de PCR foram como segue: desnaturacgao inicial a 95°C por 5 minutos,
desnaturagdo intermediaria a 95° por 30 segundos, anelamento a 52,7° por 30 segundos,
extensdo intermedidria a 72° por 30 segundos e extensdo final a 72°C por 7 minutos, em um
total de 35 ciclos e resfriamento at¢ 10 °C em Termociclador Mastercycler Nexus Gradient

(Eppendorf).

As condicdes de digestdo, foram as seguentes: aliquotas de 7 uL do produto da PCR
foram coletadas e digeridas com 1 U de enzima de restrigdo Xapl em 25 uL. de volume de

reagdo de acordo com as instrugdes do fabricante (Thermo Scientific™).

A eficiéncia da PCR e a andlise do tamanho do fragmento apés a digestdo foram
realizadas por eletroforese em gel de agarose 2%, visualizados Diamond (Diamond™ Nucleic

Acid Dye - Promega) e por luz UV em sistema de fotodocumentacio EDAS Kodak.

4.4.2. PCR de alelos especificos bidirecionais (Bi-PASA)- TLR9

Amplificacdo por PCR de alelos especificos bidirecional (Bi-PASA) foi desenvolvida
para distinguir entre homozigotos e heterozigotos em uma reagdo de PCR (figura 3) (LIU et
al., 1997). Na Bi-PASA, um dos alelos ¢ amplificado por uma reacdo da PCR de alelos
especificos em uma dire¢do, enquanto o segundo alelo é amplificado por uma reacdo da PCR
de alelos especificos na direcao oposta. Sdo necessarios dois iniciadores especificos externos
(P e Q) e dois especificos do alelo interno (M e W). Nos heterozigotos, trés segmentos sao
amplificados: um segmento de tamanho MQ resultante de um alelo, outro segmento de
tamanho PW resultante do segundo alelo e um segmento combinado de tamanho PQ. Nos
homozigotos, o segmento PQ e os segmentos MQ ou PW amplificam. Os dois iniciadores
internos (M e W) contém uma regido complementar relativamente curta e uma cauda 5" rica
em G-nucleotido de 10 nucledtidos. Os primers internos "trocam" de amplificacdo de baixa
eficiéncia para alta eficiéncia quando o DNA genomico ¢é substituido por DNA modelo

amplificado anteriormente (QIAN et al., 2015).
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PCR

Possible PCR Segments

PQ wildtype

PQ mutant

X
b v
L
PB wildtype
s
.
@ AQ mutant
e T
L
Agarose gel electrophoresis
Homozygote Homozygote Heterozygotes
Wildtype Mutant

PQ
Mutant Allele AQ
Wildtype Allele PB

Figura 3. Esquema de Bi-PASA. Os quatro primers (P, Q, A e B) sdo representados por setas.
X representa a mudanga de sequéncia em relagdo ao outro alelo. Linhas onduladas nos
primers internos representam as sequéncias de cauda 5' ndo complementares.
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A andlise do polimorfismo T-1237C (rs5743836) do gene 7LR9Y foi realizada por
amplificacdo por PCR de alelos especificos bidireccionais (figura 2), Bi-PASA, sendo os
iniciadores primarios como segue: P, 5-TCATTCAGCCTTCACTCAGA-3; Q, 5-
CACATTCAGCCCCTAGAGGG-3; M, 5-ggcggcggggGTGCTGTTCCCTCTGCCTGA-3 ¢
W, 5-gggccggggg ATGAGACTTGGGGGAGTTTC-3 (CARVALHO et al., 2007).

PCR-BIPASA

CCTT CT
— — 412pb
— — zgspb

Figura 4. Esquema do padrdo de corte do PCR-BiPASA para o polimorfismo -1237T/C do
gene TLRY. Pb, pares de bases.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi composta por tampdo de PCR 1x, 1,5
mmol de MgCl,, 0,25 mmol de mistura de dNTP, 0,45 pmol do iniciador P (iniciador externo

para a frente), 0,4 pmol do iniciador Q (iniciador externo reverso), 0,05 pmol do iniciador W
(iniciador interno selvagem) e 0,1 pmol do iniciador M (iniciador mutante interno), 1U Taq
DNA Polimerase Platinum (QIAGEN Diagnostics GmbH, Hamburgo, Alemanha) e 50-100 ng

de DNA gendmico em um volume total de reagao de 20 pL.

As condigdes de PCR foi como segue: desnaturagdo inicial a 95°C por 10 minutos,
desnaturacdo intermediaria a 94° por 15 segundos, anelamento a 57° por 30 segundos,
extensdo intermediaria a 65° por 45 segundos e extensdo final a 72°C por 2 minutos, em um
total de 37 ciclos e resfriamento até 10 °C em Termociclador Mastercycler Nexus Gradient

(Eppendorf).

A eficiéncia da PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose 2%, Brometo de
Etidio e visualizados por luz UV em sistema de fotodocumentagdo EDAS Kodak apos

banhado em brometo de etidio (10 mg / mL).
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4.5. Analise dos resultados

As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas por contagem direta. O
equilibrio de Hardy-Weinberg, foi calculado para o grupo controle, o que afirma que, em uma
populacdo mendeliana, dentro de determinadas condigdes, as frequéncias alélicas
permanecerdo constantes ao passar das geracdes, No caso mais simples de um unico locus
com dois alelos A e a com frequéncias alélicas p e q, respectivamente, o principio de H-W
prediz que a frequéncia genotipica para o homozigoto AA sera p?, para o heterozigoto Aa sera

2pq e os outros homozigotos aa sera de g>.

A significancia estatistica das diferencas de freqiiéncia alélica entre os grupos foi
estimada pelo teste de X* Mantel-Haenszel usando tabelas de contingéncia 2x2. O risco
relativo com os respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95%) foi calculado como odds

ratios (OR).

Como cada individuo possui um par de alelos, o risco associado a cada genotipo pode
depender do numero de copias de C, o que permite definir varios modelos de heranca: o
modelo dominante. Supde que uma unica copia de C ¢ suficiente para modificar o risco e que
ser portadora de 2 coOpias modifica-a na mesma magnitude; isto ¢é, heterozigotos TC e
homozigotos CC t€ém o mesmo risco, ou modelo recessivo. Assume que 2 copias de C sdo
necessarias para modificar o risco; portanto, heterozigotos CT e homozigotos do alelo TT
mais frequente apresentam o mesmo risco, ou modelo codominante. E o mais geral. Cada
genotipo fornece um risco de doenga diferente e ndo aditivo. Heterozigotos (He) e variantes
homozigotes (Va) sdo comparados separadamente dos homozigotos do alelo mais frequente

(INIESTA; GUINO; MORENO, 2005).

Todos os célculos estatisticos foram concluidos com ambiente de software para
computacdo estatistica e graficos R (versdo 3.5.2). Para investigar os efeitos dos genes
estudados, os modelos de heranca de SNPs se encaixam (codominantes, dominantes e
recessivos) para genoétipos no desfecho gestacional, foi utilizado o modelo de regressao

logistica multipla para binarios, valores Z foram calculados por usando o teste de Wald.5.
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7. Conclusoes

Este trabalho ¢ o primeiro estudo complexo em dois importantes SNPs dos genes
TLRs7 e 9 que desempenham papéis criticos na gravidez e varias complica¢des da gravidez,
além de incluir também a detec¢do molecular do virus do herpes na placenta, sendo um
trabalho de dados emparelhados. Descrevendo-se epidemio logicamente a ocorréncia das
principais alteracdoes durante a gestagao presentes no grupo de estudo e evidenciando a
presenca de comorbidades, principalmente relacionadas com a presencga de infecg¢ao pelo virus

da herpes na placenta.

Foi sugerido que o TLR7 est4 envolvido no reconhecimento da infec¢do pelo HSV-1,
como um sensor em células imunes para infecg¢do viral (LI et al., 2006). O gendtipo TT do
rs79008, duplica significativamente (OR = 2,23) a suscetibilidade a infec¢ao pelo HVSI,
considerando que o alelo da variante T ¢ responsdvel por codificar uma proteina
funcionalmente comprometida (ASKAR; RAMADORI; MIHM, 2010), nossos resultados sao
compativeis com a ideia de que, na presenca do duplo mutante, o risco de infeccao por HSV1

aumenta.

No caso do TLR9 (rs5743836), a presenca do alelo C variante, em sua configuragdo
heterozigdtica ou homozigodtica, diminui a chance de sofrer infec¢do pelos agentes
patogénicos considerados neste estudo, principalmente HSV2 ¢ HCMV. Infecgdes por HSV-2
podem estimular a produ¢do de IFN-a em células dendriticas plasmocitoides (pDCs) (MA;
HE, 2014). O TLR9 foi determinado para induzir a expressdao do TNF-a 1h apds a infeccao
pelo HCMV (YEW; CARSTEN; HARRISON, 2010). Essa tendéncia de diminuir o risco de
infec¢ao também foi confirmada pela presenca do alelo C, reduzindo o risco de hospitalizagao
por infecg¢@o do trato urindrio em pacientes com cor da pele branca. O TLR9 ¢ um receptor
intracelular que reconhece motivos CpG hipometilados, que s3o abundantes no DNA de
origem bacteriana, viral ou sintética (PACHATHUNDIKANDI et al., 2015). A andlise da
sequéncia promotora do gene de TLR9 mostrou que o transporte do alelo variante "C" -1237

cria um potencial local de ligacdo a NF-kappaB que teoricamente aumentaria a actividade
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transcricional do gene (NG et al., 2010). Nesse sentido, ¢ consonante com nossos resultados, a
presenca do alelo C, em codominancia ou modelo recessivo, aumenta a expressao de TLRY e,

portanto, poderia conferir maior prote¢do a infecgao.

A presenga do genotipo TT para TLR7 aumentou 3 vezes mais o risco de sofrer algum
disturbio de hipertensdo durante a gestacdo em mulheres com histéria de hipertensdo arterial
sistémica, sindrome hipertensiva caracterizada por ativagdo excessiva do sistema imunoldgico
materno, inflamagdo e disfuncao endotelial. TLR7 tem sido associado com alta expressdao em
mulheres com pré-eclampsia (CHATTERIJEE et al., 2012). O alelo variante T ¢ responsavel
por codificar uma proteina funcionalmente comprometida (ASKAR; RAMADORI; MIHM,

2010), sugerimos que serdo necessarios mais estudos para esclarecer essa associacgao.

A presenca do alelo C no TLR9 (sugerindo aumento da atividade transcricional do
gene), em condi¢cdo homozigdtica ou heterozigética, parece aumentar a chance de parto
natural ou vaginal. O TLR9 provoca inflamagdo em resposta ao DNA fetal e tem sido
proposto como um mecanismo para a perda fetal no parto prematuro (CRAWFORD, 2013).
As expressoes dos genes TLRY foram significativamente superexpressas em pacientes de
aborto espontaneo (KANG et al., 2015). Nossos resultados no TLR9 sugerem que a super
expressdo desse receptor pode estar envolvida no controle e equilibrio de citocinas pro-

inflamatorias, favorecendo o sucesso da gravidez.

Os SNPs avaliados (rs179008, rs5743836) mostraram participagdo na ocorréncia de
morbidades durante a gestacdo, validando nossa hipdtese de que essas variantes estdo ligadas
ao risco de ocorréncia de sofrer complicacdes infecciosas e ndo infecciosas durante a
gravidez. No entanto, consideramos importante aprofundar mais no estudo da triade, infeccao

placentaria, polimorfismos nos genes TLR e alteragdes na gravidez.

Como principal perspectiva futura, seria melhorar os modelos de regressdo, talvez se
ajustando com outros ou um maior niumero de variaveis, a fim de tornar o poder preditivo
deste estudo mais robusto, e também aprofundar mais no estudo do uso potencial de agonistas

ou antagonistas destes receptores no tratamento de algumas alteracdes durante a gravidez.
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1 8. Apéndice 1: Instrumento para coleta de dados.

Prevaléncia de distiirbios de gravidez en gestantes atendidas no Hospital Universitario (HU-FURG) do Rio
Grande — RS, estudo de fatores genéticos de risco associados.

Nome :

GRAVIDEZ E DOENCAS DO SEXO

86 Quantos partos vocé teve (parto normal mais cesarea)? _____
87 Resultado da deteccao positivo de DNA para:
a. Treponema pallidum (1) Sim (2) N&do (3) Nao feito
b. Neisseria gonorrhoeae (1) Sim (2) Ndo (3) Ndo feito
c. Chlamydia trachomatis (1) Sim (2) Nao (3) Nao feito
d. Trichomonas vaginalis (1) Sim (2) Nao (3) Nao feito
88 Resultado da deteccao de DNA de algum agente de IST
(1) Sim (2) Ndo (10) Dado ndo disponivél
89 Normotensas:
Mulheres normotensas antes da gravidez e antes de 20 semanas de gestacao
(1) Sim, tratado (2) Sim, ndo tratado (3) Ndo (9) Nédo lembro (10) Dado ndo disponivél

90 Hipertensao gestacional:

Definido como pressdo arterial (PA) sistélica de pelo menos 140 mm Hg e / ou PA diastolica de pelo menos 90 mm
Hg em pelo menos duas ocasides, ap6s a 20 semana de gestagdo.

(1) Sim, tratado (2) Sim, ndo tratado (3) Nao (9) Néo lembro (10) Dado nao disponivél
PAS:
PAD:
91 Proteinuria:
Defined as 300 mg or more per 24-hour period
(1) Sim (2) Sim, tratado (3) Ndo (4) Nao feito (5) Sim, ndo tratado (10) Dado ndo disponivél
Proteinuria valor:
92 Pré-eclampsia:
Defined as gestational hypertension plus proteinuria
(1) Sim, tratado (2) Sim, ndo tratado (3) Ndo (4) Ndo feito (10) Dado ndo disponivél
(5) creatinuria
(6) Relacgdo proteintirua/creatinuria
93 Internacoes hospitalares :

(1) Sim, Qual motivo? (2) Nao
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N

94 Testes obstétricos de rotina Anormal, ultrassom : () RCIU, () Oligidramnio ( ) Dopller:

(1) Sim, Qual?

(2) Nao

Otro:

95 Restricdo de crescimento intrauterino

(1) Sim (2) Nao (10) Dado nao disponivél

96 Tamanho Recém-nascido:

(1) Normal (2) Anormal
97 Baixo peso
(1) Sim (2) Nao

98 Parto a termo (> 37 sem):
(1) Sim (2) Nao
99 . Idade Gestacional:
(1) Idade Gestacional DUM sem

(10) Dado nao disponivél

(10) Dado nao disponivél

dias

sem dias

(2) Idade Gestacional ECO (de quando)

(3) Idade gestacional capurro sem

dias

100 Tipo de parto:
(1) vaginal (2) vaginal + forceps
(10) Dado nao disponivél

(3) cesariana : qual a indicagdao, motivo :

101 Selecao dos distintos blocos
(1) BlocoI (2)BlocoII

102 Testagem de Rotina:

HCV (1) Positivo (2) Negativo (3) Nao feito
HIV (1) Positivo (2) Negativo (3) Ndo feito

HBsAg

Outro, Qual?:

(10) Dado nao disponivél

(1) Positivo (2) Negativo (3) Nao feito
(1) Positivo (2) Negativo
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9. Apéndice 2: padronizacao do polimorfismo do gene TLR7
Resultado da padronizag@o do polimorfismo do gen 7LR7 por PCR-RFLP.

1. Confirmacao “in silico”:

A Uk WN -

>Produto de 368pb a partir da sequéncia de amostra do modelo linear TLR7.

AACAACGAATAGGAAAATGCTGCTTCTACCCTCTCGAAAGCTATTTTGCTAAAGAGCTAAGATGCTAAAAGCTAAATATGTAACT
8  AAATAGTTGCAAATCTCAGTAACTGACAAATACAGTCATGGGGTTGGGGATGCTGTTTAGACAGCTGAAAATAAGACCTGAATT
9  GTTTATTTTTAAAATGTTGCAAAAGAGAGGCAGCAAATGGGAATTTTTAATTCTGATTCTTGGTATGTTTTAGAACAATGATTTGT

10  TCTTTCTTATACTTTCAGGTGTTTCCAATGTGGACACTGAAGAGAC (A/T)AATTCTTATCCTTTTTAACATAATCCTAATTTCCAAA

11 CTCCTTGGGGCTAGATGGTTTCCTAAAAC

~

12 Sequéncia de corte enzima Apol

5...RAATTY...3

5 YTTAAR. ..¥
13 2. Confirmag¢ao molecular:
14
15
16
17
18 368pb
19
20
21
22
23
24
25
26  Figura 2a: Foto de Gel do PCR-RFLP do gen TLR7, em gel de agarose 2%, visualizados com
27 Diamond™ Nucleic Acid Dye, por luz UV. AA: gendtipo homozigoto, AT: genotipo
28 heterocigotico. Pb, pares de bases.
29
30
31 e o Ry H e B TSt I R S S AR L :::!:::?3;:;@:5!?!!:!::!
32 ;‘\ |
33 A
34
35
36
37
38
39
40
41 Figura 2b: Electroferograma de sequenciamento do gen 7LR7, obtido em Applied
42 Biosystems™ 3130/3130xl Genetic Analyzer. A: genétipo homozigoto, B: gendtipo
43  heterocigotico.

203pb
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66pb
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18
19

21
22

23
24

25

26

27
28
29

30
31

32

34
35
36
37

10. Apéndice 3: padroniza¢ao do polimorfismo do gene 7LR9
Resultado da padronizag@o do polimorfismo do gene 7LR9 por PCR-Bi-PASA.

1.Confirmacgao “in silico”:

>Produto de 644 pb a partir da sequéncia de amostra do modelo linear TLR9, base 57 até base
700 (Q - P).

CACATTCAGCCCCTAGAGGGAACTGTTCAAACCTAAGTCACACTAGGTCCCTCCTCTGCTCAGACCCCTCCCTGGCTGACTCTG
GAGTCAAAGCCACAGTCCACAGATGGCCAACAAGGCCCTATGGGACCTGCCACCCGCTGTTCCCCTGAGTGCTCTCCAGGCCC
ACTGGCCTGCTTGCAGTTGACTGTGTAGCCCCTGGGCATTCTCCTGCCTCAGGGCCTTGGGATGTGCTGTTCCCTCTGCCTGAA
AACTCCCCCAAGTCTCATATGACCCCTCCTTTGCCTCCATTATGTCTCTGCTCCCATGTCACCCTCTCAACAGGGCCATCCAGCCT
TCTTACAAACCTCCCACCCCAGATCTGGCACTCCTGAGCTCCTTTGCCTGGTCTATGTTTCTCTTTGTCCTAACATTTTTTAACTG
CTAGCACACCGGATCATTGATCTTTCATGGTTTATTGTATATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGTCAGCTTCTTAAGGGCAGTGAT
CTTTTATCTGCATCCCCAGGATCCAGTACAGTGCCCAGCACATAGTAAGTGCTTGATATCTGCTGAATTATGTACACCCAGCAGTC
AGCTCTGGGCAGGCACAGAGAGGGTATTTCTGAGTGAAGGCTGAATGA

Resultados dos produtos de PCR primers W-P:
>Produto de 414 pb a partir da sequéncia de amostra do modelo linear TLR9, base 287 até

base 700 (W - P).

GTGCTGTTCCCTCTGCCTGAAAACTCCCCCAAGTCTCATATGACCCCTCCTTTGCCTCCATTATGTCTCTGCTCCCATGTCACCCT
CTCAACAGGGCCATCCAGCCTTCTTACAAACCTCCCACCCCAGATCTGGCACTCCTGAGCTCCTTTGCCTGGTCTATGTTTCTCT
TTGTCCTAACATTTTTTAACTGCTAGCACACCGGATCATTGATCTTTCATGGTTTATTGTATATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGT
CAGCTTCTTAAGGGCAGTGATCTTTTATCTGCATCCCCAGGATCCAGTACAGTGCCCAGCACATAGTAAGTGCTTGATATCTGCT
GAATTATGTACACCCAGCAGTCAGCTCTGGGCAGGCACAGAGAGGGTATTTCTGAGTGAAGGCTGAATGA

Resultados dos produtos de PCR primers Q-M:

>Produto de 269 pb a partir da sequéncia de amostra do modelo linear TLRY, base 57 até base

325 (Q - M).

CACATTCAGCCCCTAGAGGGAACTGTTCAAACCTAAGTCACACTAGGTCCCTCCTCTGCTCAGACCCCTCCCTGGCTGACTCTG
GAGTCAAAGCCACAGTCCACAGATGGCCAACAAGGCCCTATGGGACCTGCCACCCGCTGTTCCCCTGAGTGCTCTCCAGGCCC
ACTGGCCTGCTTGCAGTTGACTGTGTAGCCCCTGGGCATTCTCCTGCCTCAGGGCCTTGGGATGTGCTGTTCCCTCTGCCTGAA

AACTCCCCCAAGTCTAT.

2. Confirmacao molecular:

Aa AA aa 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 3a: Foto de Gel do PCR-BiPASA do fragmento do gen 7LR9, em gel de agarose 2%,
em brometo de etidio visualizados por luz UV. AA: gendtipo homozigoto, Aa: genotipo
heterocigdtico, aa: genotipo mutante heterocigotos. Pb, pares de bases.
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Figura 3b: Electroferograma de sequenciamento do fragmento do gen 7LR9, obtido em

Applied Biosystems™ 3130/3130x] Genetic Analyzer. A: gendtipo homozigoto, B: genotipo
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11. Apéndice 4: cédigo R de um arquivo “.Rmd”

O seguinte ¢ o codigo R de um arquivo “.Rmd”, usado para gerar os resultados de regressao

logistica para o gen TLRY modelo dominante, como exemplo.

title: "Analysis from genetic SNP's data"
author: "Karen Yumaira Sanchez Luquez"
date: "February 1, 2019"
output:
html_document:
df_print: paged
toc: yes

" {r setup, include=FALSE}
knitr::opts_chunk$set(echo = TRUE)

Load packages

" {r message=FALSE}
library("pegas")
library("knitr™")

# Genotypic and allelics frequencies

"7 {r message=FALSE}
dna<-read.csv("k_data_rd.csv") #read the data
X <- as.loci(dna, allele.sep = "/", col.loci
loci format

3:4) #convert dataframe to

summary(x) #view allele and genotype frequencies of all data

# Logistic regressions

##Heritage ***dominant*** model

###Recodification of genotypes for mach the logistic regression with the

heritage model

o A{r}

dnak<-dna

#dominant model for TLR9 SNP
#conditions for dominant model

dnak$tlr9<-as.character(dnak$tlr9) #back to character

dnak$tlr9[which(dnak$tlr9=="T/T")]<- O #new priority heritage order
dnak$tlr9[which(dnak$tlr9=="C/T")]<- 1 #new priority heritage order
dnak$tlr9[which(dnak$tlr9=="C/C")]<- 1 #new priority heritage order

dnak$tlr9<-as.factor(dnak$tlr9) #back to factor

#for TLR7 SNP

dnak$tlr7<-as.character(dnak$tlr7) #back to character
dnak$tlr7[which(dnak$tlr7=="A/A")]<- O #new priority heritage order
dnak$tlr7[which(dnak$tlr7=="T/A")]<- 1 #new priority heritage order

46



dnak$tlr7[which(dnak$tlr7=="T/T")]<- 1 #new priority heritage order
dnak$tlr7<-as.factor(dnak$tlr7) #back to factor

###Code and results for *dominant* heritage model for TLR9 genotype

O AU A WN -

"7 {r eval=TRUE}
dd<-1list()

tab<-1list()
outl<-1list()
oute<-list()
outcome_1<-1ist()
outcome_0<-1list()
formula<-1list()
modelo_glm<-1list()
logist_reg_mod<-1list()
heritage_model<-1list()
genotype<-1list()
model_asig<-list()
coeff<-1list()
odd<-1list()
p_value<-1list()
p_model<-1list()
result<-list()

for (i in 7:ncol(dnak)){

#frequencies

dd[[i]]<-data.frame(exposure=dnak[,i], outcome=dnak$tlr9)
tab[[i]]<-round(((table(dd[[1]])[,2:3]/sum(table(dd[[i]])[,2:3]))*100),1)
tab[[i]]<-tab[[i]][2:1, 2:1]

outd[[i]]<-tab[[i]][1,1]

out®[[i]]<-tab[[i]][1, 2]

#Dominant model for *TLR9*

formula[[i]]<-as.formula(paste(colnames(dnak[i]),"~ tlr9"))
modelo_glm [[1i]] <- glm(formula[[i]], data

family = "binomial")

print(paste(colnames(dnak[i])," ~ TLR9"))
print(summary(modelo_glm[[i]]))#va bien
logist_reg_mod[[i]]<-c(paste(colnames(dnak[i])," ~ tlr9o"),"","")
heritage_model[[i]]<-c("Dominant™",6"",6 "")
outcome_1[[i]]<-c(outi[[i]],"","™)
outcome_O[[i]]<-c(outO[[i]],"","™)
genotype[[i]]<-c("T/T","C/T","C/C")
model_asig[[i]]<-c(0,1,1) #change with the heritage model
coeff[[1i]]<-c(round(modelo_glm[[i]]$coefficients[[1]],3),
round(modelo_glm[[i]]$coefficients[[2]],3),
odd[[i]]<-c(round(exp(modelo_glm[[i]]$coefficients[[1]]),3),
round(exp(modelo_glm[[i]]$coefficients[[2]]),3),"")
p_value[[1i]] <- c(round(summary(modelo_glm[[i]])[213][[2]1]1[,4]1[[1]1],4),
round(summary(modelo_glm[[i]])[13][[1]]1[,41[[2]1,4),"")

Subset(dnak, tlrg!znn),



p_model[[i]]<-c(round(anova(modelo_glm[[i]], test = "Chisq")
$ Pr(>Chi) [2],3),"","")
result[[i]]<-data.frame(logist_reg_mod[[i]], heritage_model[[i]],
outcome_1[[1i]], outcome_0O[[i]], genotype[[i]], model_asig[[i]], coeff[[i]],
odd[[1]], p_value[[i]], p_model[[i]])
names(result[[i]])<-c("log_mod","herit_mod",
"outcome=1", "outcome=0", "genotype", "mod_asig", "coeff", "odd",
"p_Value", "p_mOd")
print(kable(result[[i]]))

print("
_Il)
print("")
print("")
kable(do.call(rbind.data.frame, result), caption = "Summary table for

dominant heritage model of TLR9 SNP's")

###Code and results for *dominant* heritage model for TLR9 adjust to skin
color

""" {r eval=TRUE}
dd<-1list()

tab<-1list()
outl<-list()
oute<-list()
outcome_1<-1list()
outcome_0<-1list()
formula<-1list()
modelo_glm<-1list()
logist_reg_mod<-1list()
heritage_model<-1list()
ind_var<-1list()
genotype<-1list()
model_asig<-list()
coeff<-1list()
odd<-1list()
p_value<-1list()
p_model<-1list()
result<-list()

for (i in 7:ncol(dnak)){

#frequencies

dd[[i]]<-data.frame(exposure=dnak[,1i], outcome=dnak$tlr9)
tab[[i]]<-round(((table(dd[[i]])[,2:3]/sum(table(dd[[i]])[,2:3]))*100),1)
tab[[i]]<-tab[[i]][2:1, 2:1]

outl[[i]]<-tab[[i]1]1[1,1]

outO[[i]]<-tab[[i]1]1[1, 2]

#Dominant model for *TLR9* SNP's ajusted for skin color

formula[[i]]<-as.formula(paste(colnames(dnak[i]), "~ tlr9 + cor"))
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modelo_glm [[i]] <- glm(formula[[i]], data = subset(dnak, tlr9!=""),
family = "binomial")

print(paste(colnames(dnak[i])," ~ TLR9 + cor"))

print(summary(modelo_glm[[i]]))#va bien

logist_reg_mod[[i]]<-c(paste(colnames(dnak[i])," ~ tlr9 + cor™),6"", "", "")

heritage_model[[i]]<_C(HDominantn,nn,nn,nn)

OUtCOme_l[[i]]<_C(out1[[i]],uu,uu,uu)
outcome_O[[i]]<-c(out®[[i]],"","","™)

ind_var[[i]]<-c("TLR9","","" vSkin color")
genotype[[i]]<-c("T/T","c/T","c/C","")

model _asig[[i]]<-c(0,1,1,1) #change with the heritage model
coeff[[i]]<-c(round(modelo_glm[[i]]$coefficients[[1]],3),
round(modelo_glm[[i]]$coefficients[[2]],3),"",

$coefficients[[3]],3))

round(modelo_glm[[i]]

odd[[i]]<-c(round(exp(modelo_glm[[i]]$coefficients[[1]]),3),
round(exp(modelo_glm[[i]]$coefficients[[2]]),3), "",
round(exp(modelo_glm[[i]]$coefficients[[3]]),3))

p_value[[i]] <- c(round(summary(modelo_glm[[i]])[13]1[[1]11[,4]1[[1]11,4),

round(summary(modelo_gIm[[i]])[23]1[[21]1[,41[[2]11,4),"",
round(summary(modelo_glm[[i]])[23]1[[2]1]1[,41[[3]11,4))
p_model[[i]]<-c(round(anova(modelo_glm[[i]],

$‘Pr(>Chi)‘[2],3),"","","")

test = "Chisqg")

result[[i]]<-data.frame(logist_reg_mod[[i]], heritage_model[[i]],
outcome_1[[1i]], outcome_O[[i]],ind_var[[i]], genotype[[i]],

model_asig[[i]], coeff[[i]], odd[[i]], p_value[[i]]

names(result[[i]])<-

+p_model[[i]])

c("log_mod","herit_mod", "outcome=1", "outcome=0", "var", '"genotype",
"mOd_aSig", ”COEff", "Odd”, II, llp_modll)
print(kable(result[[i]]))
print("
—ll)
print("")
print("")
}
kable(do.call(rbind.data.frame, result), caption = "Summary table for

dominant heritage model of TLR9 SNP's adjusted to skin color")

###Code and results for *dominant* heritage model for TLR9 adjust to infect

herpes placent

""" {r eval=TRUE}
dd<-1list()

tab<-1list()
outl<-1list()
oute<-list()
outcome_1<-1ist()
outcome_0<-1list()
formula<-1list()
modelo_glm<-1list()
logist_reg_mod<-1list()
heritage_model<-1list()
ind_var<-1list()
genotype<-list()
model_asig<-list()
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coeff<-1list()
odd<-1list()
p_value<-1list()
p_model<-1list()
result<-list()

for (i in c(7:9,11:23)){

#frequencies

dd[[i]]<-data.frame(exposure=dnak[,1i], outcome=dnak$tlr9)
tab[[i]]<-round(((table(dd[[i]])[,2:3]/sum(table(dd[[i]])[,2:3]))*100),1)
tab[[i]]<-tab[[i]][2:1, 2:1]

outl[[i]]<-tab[[i]]1[1,1]

outO[[i]]<-tab[[i]1]1[1, 2]

#Dominant model for *TLR9* SNP's ajusted for infec herpes placent

formula[[i]]<-as.formula(paste(colnames(dnak[i]),"~ tlr9 +
inf_her_plac"))
modelo_glm [[i]] <- glm(formula[[i]], data = subset(dnak, tlr9!=""),

family = "binomial")
print(paste(colnames(dnak[i])," ~ TLR9 + inf_her_plac"))
print(summary(modelo_glm[[i]]))#va bien
logist_reg_mod[[i]]<-c(paste(colnames(dnak[i])," ~ tlr9 +

1nf_her_placll), IIII, IIII, IIII)
heritage_model[[i]]<-c("Dominant", 6 "", "" "™)
outcome_1[[i]]<-c(outi[[i]]1,"","","™)
outcome_O[[i]]<-c(out®O[[i]],"","","™)
ind_var[[i]]<-c("TLRO","", "", "Infect herpes placenta")
genotype[[i]]<-c("T/T","C/T", "C/C","")
model_asig[[i]]<-c(0,1,1,1) #change with the heritage model
coeff[[1i]]<-c(round(modelo_glm[[i]]$coefficients[[1]],3),

round(modelo_glm[[i]]$coefficients[[2]],3),"", round(modelo_glm[[1i]]

$coefficients[[3]],3))
odd[[i]]<-c(round(exp(modelo_glm[[i]]$coefficients[[1]]),3),
round(exp(modelo_glm[[i]]$coefficients[[2]]),3), "",
round(exp(modelo_glm[[i]]$coefficients[[3]]),3))
p_value[[i]] <- c(round(summary(modelo_gIm[[i]])[23]1[[2]1]1L[,41[[1]11,4),
round(summary(modelo_glm[[i]])[13][[1]]1[,4]1[[2]],4),"",
round(summary(modelo_glm[[i]])[23]1[[2]1]1[,4]1[[3]11,4))
p_model[[i]]<-c(round(anova(modelo_glm[[i]], test = "Chisq")

$‘Pr(>Chl)‘ [2],3), IIII, IIII, IIII)
result[[i]]<-data.frame(logist_reg_mod[[i]], heritage_model[[i]],

outcome_1[[1i]], outcome_O[[i]], ind_var[[i]], genotype[[i]],

model_asig[[i]], coeff[[i]], odd[[i]], p_value[[i]] ,p_model[[i]])
names(result[[i]])<-
c("log_mod","herit_mod", "outcome=1", "outcome=0", "var", '"genotype",

"mod_asig", "coeff", "odd", "p_value","p_mod")
print(kable(result[[i]]))

print("

—ll)
print("")
print("")
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1
2 kable(do.call(rbind.data.frame, result), caption = "Summary table for
3 dominant heritage model of TLR9 SNP's adjusted to infect herpes placent")
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