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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) € uma doenca que acomete mais de 7% de todas as
gestacoes. A PE geralmente se desenvolve na segunda metade da gestacéo, sendo
caracterizada por eventos de disfuncdo endotelial e inflamacdo. H4 evidéncias do
aumento da inflamacédo sistémica durante o primeiro trimestre da gestacdo em
mulheres com PE. Respostas imunoldgicas inadequadas durante a gestacdo podem
levar a complicacdes ou até mesmo perdas gestacionais. A perda gestacional é
considerada a complicagdo mais comum na gravidez e é definida como a
interrupcdo espontanea da gestacdo. A perda de trés ou mais gestacbes
consecutivas clinicamente comprovadas em um periodo inferior a 20 semanas de
gestacdo é tradicionalmente definida como aborto espontaneo recorrente (AER).
Diversos componentes do sistema imunoldgico atuam diretamente no controle da
gestacdo, como as quimiocinas, que sado consideradas as principais determinantes
de uma resposta inflamatéria. Elas podem estar diretamente relacionadas ao
desenvolvimento da PE e outras complicacbes através da exacerbacdo dos
processos inflamatorios. O receptor de quimiocina (CCR5) é uma proteina codificada
pelo gene CCR5, e uma variante polimorfica deste receptor, resultante da delecéo
de 32 pares de bases neste gene, leva a producdo de uma isoforma com perda de
funcdo e tem sido relacionada a alteracdes das respostas inflamatérias e doencas
auto-imunes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a frequéncia da variante
polimérfica CCR5A32 em mulheres com e sem essas patologias. Na pré-eclampsia,
observamos uma frequéncia maior de portadores do alelo mutante A32 no grupo
controle quando comparada ao grupo com PE. Nossas andlises apontam o
CCR5A32 como um fator de protegao contra a pré-eclampsia, demonstrando que os
portadores do alelo A32 apresentam uma menor chance de desenvolver a doenga.
Quando investigamos o papel desta variante na ocorréncia do AER, néo
observamos diferenca estatistica nas frequéncias alélicas e genotipicas entre os
grupos estudados. Nossos dados estdo de acordo com aqueles relacionados a
influéncia étnica que demonstram uma baixa frequéncia do CCR5A32 em individuos
afro-descendentes. Acreditamos que estudos de funcionalidade do receptor CCR5

podem ser Uteis para o correto entendimento da fisiopatologia do AER.

Palavras-chave: pré-eclampsia, aborto espontaneo recorrente, polimorfismo, CCR5.
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ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a condition that affects more than 7% of all pregnancies.
PE usually develops in the second half of pregnancy and is characterized by events
of endothelial dysfunction and inflammation. There is evidence of increased systemic
inflammation during the first trimester of pregnancy in women with PE. An imbalance
in the immunological network during pregnancy can lead to complications or even
pregnancy loss. Pregnancy loss is considered the most common complication of
pregnancy and is defined as the spontaneous termination of pregnancy. The loss of
three or more consecutives pregnancies (before the 20" week of pregnancy) is
defined as Recurrent Spontaneous Abortion (RSA). Several components of the
immune system act directly in the control of pregnancy, such as chemokines, which
are considered major determinants of the inflammatory responses. They may be
directly related to the development of PE and other complications through the
exacerbation of inflammatory processes. The chemokine receptor (CCR5) is a
protein encoded by the CCR5 gene, and a polymorphic variant of this receptor,
resulting from deletion of 32 base pairs in this gene leads to the production of an
isoform with loss of function and has been linked to changes in inflammatory
responses and autoimmune diseases. The objective of this study was to evaluate the
frequency of the polymorphic variant CCR5A32 in women with and without these
pathologies. In pre-eclampsia analyses, we found a higher frequency of A32 mutant
allele in the control group compared to the group with PE. Our analyses indicate the
CCRb5A32 as a protective factor against pre-eclampsia, showing that carriers of the
A32 allele have a lower chance of developing this condition. When we investigate the
role of this variant in the occurrence of the RSA, we found no statistical difference in
allele and genotype frequencies between groups. Our data are consistent with those
related to ethnic influences that demonstrate a low frequency of CCR5A32 in African
descent individuals. We believe that studies of the CCRS5 receptor functionality may
be useful for the correct understanding of the pathophysiology of the AER.

Keywords: preeclampsia, recurrent miscarriage, polymorphism, CCR5.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Aborto Espontaneo Recorrente (AER)

O desenvolvimento de uma gestacao de sucesso depende de varios fatores
genéticos, enddcrinos e principalmente da interagdo entre os sistemas imunol6gicos
maternos e fetais. Um desequilibrio nas respostas imunoldgicas durante a gestacéo
pode favorecer o desenvolvimento de complicacdes gestacionais e em ultimo caso,
perdas gestacionais. A perda gestacional ou aborto € considerada a complicacao
mais comum na gravidez e é definida como a interrupcdo espontanea da gestacao.
O aborto recorrente primario é caracterizado por perdas consecutivas na auséncia
de uma gestacdo prévia de sucesso. O aborto recorrente secundario se refere a
abortos espontaneos que sucedem uma gestacao de sucesso (Toth et al., 2010). A
perda de trés ou mais gestacdes consecutivas clinicamente comprovadas em um
periodo inferior a 20 semanas de gestacdo é tradicionalmente definida como aborto
espontaneo recorrente (AER) (Toth et al., 2010).

A ocorréncia de AER tem consequéncias importantes, tanto em relacdo ao
impacto psicolégico em pacientes afetados, quanto ao custo para o sistema de
saude (Lalioti, 2008). Esta aflitiva condicdo ocorre principalmente no primeiro
trimestre e afeta aproximadamente 3% das mulheres em idade reprodutiva
(Carrington et al., 2005). Estima-se que aproximadamente 15% dos casais
vivenciam uma perda gestacional clinicamente reconhecida sendo que, 2%
vivenciam duas perdas gestacionais. Porém o risco tedrico para trés ou mais perdas
€ de apenas 0,34% (Kiwi, 2006). Além disso, € demonstrado que mulheres que
possuem um histérico clinico de aborto apresentam o aumento das perdas
gestacionais, sendo de até 24% apds duas perdas, 30% apos trés e 40% depois de
guatro sucessivas perdas gestacionais (Regan et al., 1989). Na maioria dos casos,
dois abortos consecutivos séo o suficiente para avaliar o paciente, particularmente
aguelas com a idade superior a 35 anos ou que possuem historico de infertilidade
(Regan et al., 1989).



A correta etiologia do AER é desconhecida. Trata-se de uma condi¢éo
multifatorial, da qual diversas hip6teses tém sido propostas como potenciais
mecanismos. Atualmente diversos fatores etioldgicos sdo aceitos e podem ser
divididos nos seguintes grupos: fatores anatdbmicos ou uterinos, infecciosos,
enddcrinos, hematoldgicos, imunolédgicos e genéticos (Kiwi, 2006; Von Steinburg e
Schneider, 2009; Ford et al., 2009). E descrito também que a idade materna, fatores
psicolégicos e fatores ambientais, tais como consumo de alcool, cafeina, cocaina e
tabagismo, contribuem para a ocorréncia do AER, embora dados precisos de doses
toxicas de exposicdo sejam dificeis de obter (Rai e Regan, 2006). De fato, depois da
avaliagdo das possiveis causas, aproximadamente metade dos casos de AER néo
podem ser classificados (Kiwi, 2006; Toth et al., 2010).

Os fatores genéticos sdo a causa mais comum para a ocorréncia de abortos,
sendo responsaveis por 50-70% dos casos de abortos espontaneos. Porém, em
mulheres com AER, as taxas de anomalias cromossdmicas Sdo muito menores,
alcancando 2,5 a 8%. De 3-5% dos casais que sofreram AER, um dos parceiros
apresenta um rearranjo cromossomico, mais comumente a mae (Kiwi, 2006; The
ESHRE Capri Workshop Group, 2008; Von Steinburg e Schneider, 2009). A
expressao diferencial de uma série de genes tem sido sugerida como requisito para
a manutencao de uma gestacdo saudavel. Recentemente, estudos tém investigado
possiveis genes e seus transcritos associando-os com a patogénese do AER, o que
pode ocorrer diante de uma aberrante expressao de diversos tipos de genes e
proteinas. Analises transcriptdmicas do vilo coribnico de pacientes com AER
revelaram um aumento na expressao de distintos grupos de genes, principalmente
agueles relacionados a imunossupressao, acoplamento embrionario, angiogénese e

em especial genes relacionados a apoptose (Baek et al., 2002; Choi et al., 2003).

Com relacéo aos fatores enddcrinos, muitos disturbios tém sido associados a
ocorréncia de AER: metabolismo da glicose, hormbnios da tiredide e os horménios
sexuais sdo os principais alvos de estudos. Estima-se que 20-40% das pacientes
com AER apresentam sindrome do ovario policistico quando comparadas com 10-
20% das mulheres que nao tiveram perda gestacional. O tratamento com metformina

nessas mulheres parece reduzir os riscos de AER (Kiwi, 2006).



Dentre as alteragfes imunoldgicas que ocorrem durante a gravidez, diferentes
moléculas, tipos celulares e eventos imunomodulatérios estdo envolvidos, regulando
a extensa rede de interagdes imunoldgicas. A gestacdo é uma condicao fisiologica
gue pode resultar na sobrevivéncia de um embrido semi-alogénico que possui 50%
de material genético materno e outros 50% de material genético paterno. Desta
forma, mecanismos especificos devem agir para modular o sistema imune materno,
impedindo que mulheres gravidas rejeitem seus fetos. Adicionalmente, alteracdes
nestes mecanismos podem levar a complicacdes durante a gravidez (Hviid et al.,
2006). Mulheres diagnosticadas com doencas auto-imunes conhecidas, como 0
Lapus Eritematoso Sistémico, podem apresentar mais dificuldade em manter uma
gestacdo. Abortos recorrentes acontecem em 10-40% das mulheres com essa
patologia. Além disso, a ocorréncia de AER esta associada com vasculopatia da
camada decidual. O risco de sofrer uma perda gestacional € maior quando a
paciente esta com a doenca ativa, hipertensdo, nefrite ou inadequada ativacdo do
sistema complemento (Kiwi, 2006). Atualmente, gestantes diagnosticadas com
doencas auto-imunes sdo medicadas com aspirina, heparina de baixo peso
molecular e corticoides, no intuito de aumentar o sucesso gestacional (Toth et al.,
2010). A avaliacdo imunopatolégica do local de implantacdo da placenta apdés um
aborto espontaneo recorrente muitas vezes revela inflamacdo decidual, deposicéo
de fibrina e tromboembolismo em vasos deciduais (Kwak et al., 1999). Além disso,
existem muitos relatos de que o0s processos trombéticos e a inflamacao
desempenham um papel importante no aborto espontaneo (Kwak-Kim et al., 2009;
Clark et al., 1998).

1.2 Pré-eclampsia (PE)

A pré-eclampsia € uma das complicacbes mais comuns da gestacdo e,
juntamente com outras desordens hipertensivas gestacionais, € um dos principais
contribuintes para a mortalidade materna e fetal em todo o mundo (Steegers et al.,
2010). Sua etiologia ndo esta totalmente elucidada, e afeta 5-10% de todas as
gestacBes no mundo. No Brasil, esta doenca € responsavel por mais de 7% da

mortalidade materno-fetal e a compreensdo de tal fendbmeno € de grande



importancia para o entendimento dos mecanismos imunologicos envolvidos no

periodo gestacional (Kanasaki & Kalluri, 2009).

A PE é caracterizada, dentre outros sintomas, pela ocorréncia de hipertensao
(presséo arterial diastolica = 90 mmHg), edema e proteindria significativa (= 300 mg
em 24 horas) (Steegers et al., 2010; Vianna P et al., 2011). Além da presséo arterial
elevada, outros critérios sao utilizados para classificar a gravidade da PE, tais como:
perda progressiva da funcao renal [oliguria (< 400mL/24h) aumento da creatinina
sérica (> 1,2mg/dl)], disfuncdo hepatica, sinais de hemdlise microangiopatica e
plaquetopenia (< 100.000 células/mm3) (Freitas et al., 2006). A PE tipicamente se
desenvolve na segunda metade da gestacdo e é caracterizada por eventos de
disfuncéo endotelial e inflamacgéo. Ha evidéncia do aumento da inflamacé&o sistémica
no primeiro trimestre de gestacdo em mulheres com pré-eclampsia. Mulheres com
histérico de pré-eclampsia apresentam maior chance de reincidéncia no futuro,
especialmente se a doenca desenvolveu-se prematuramente no periodo de
gestacdo (Young et al., 2010). Por razbes desconhecidas, também ocorre um
aumento da incidéncia em mulheres primiparas (Trogstad et al., 2011). Gestantes
afrodescendentes apresentam o dobro da incidéncia da doenca relacionada a

mulheres com ascendéncia européia (Sibai et al., 2005).

Um dos mecanismos fisiopatolégicos da PE é a dificuldade em fornecer um
suprimento sanguineo adequado para a placenta, levando ao estresse oxidativo
placentario e a liberacdo excessiva de fatores placentarios na circulagdo materna.
Esses eventos desencadeiam uma resposta inflamatéria e levam a disfuncao
endotelial. A invasao trofoblastica inadequada leva a remodelacdo incompleta das
artérias uterinas espiraladas, e esta é a principal causa de isquemia placentéria, que
€ considerado um dos caminhos para o desenvolvimento da PE (LaMarca et al.,
2007; Gilbert et al., 2008). Apesar de os fatores etiologicos desta doenca ainda néo
estejam completamente esclarecidos, acredita-se no envolvimento de fatores
genéticos, imunolégicos e angiogénicos (Bdolah et al.,, 2005). Uma pesquisa
realizada no ano de 2004 com o objetivo de relatar a incidéncia de morte materna
nas principais capitais brasileiras apontou que, somente as doencas hipertensivas

especificas da gestacdo (eclampsia e pré-eclampsia) foram responsaveis por 37%



de todas as mortes obstétricas diretas (Gotlieb et al., 2004). No estado do Rio
Grande do Sul um estudo retrospectivo de 20 anos realizado no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, correlacionou 18,5% das mortes obstétricas diretas com doencas
hipertensivas (Freitas et al., 2006). A demonstracdo da producdo alterada de
citocinas e a ativacdo exacerbada de neutrdfilos em mulheres com pré-eclampsia
apoia a hipotese de que a pré-eclampsia surge a partir de uma resposta inflamatoria
generalizada materna (Steegers et al., 2010), apontando a importancia do sistema

imunologico no desenvolvimento da PE.

Estudos observacionais em humanos e estudos experimentais em animais
fornecem fortes evidéncias de que anormalidades em fatores angiogénicos
circulantes desempenham um papel patogénico na pré-eclampsia. Dentre os fatores
mais estudados, estd a proteina anti-angiogénica tirosinoquinase 1 semelhante ao
fms soluvel sFItl. A sFlt-1 € uma proteina antiangiogénica circulante, que atua por
meio da aderéncia aos dominios de ligacdo dos receptores do fator de crescimento
placentario (FCP) e do fator de crescimento do endotélio vascular (FCEV),
impedindo desta forma a interacdo com os receptores da superficie da célula
endotelial e gerando disfuncdo no endotélio. Durante a gestacao normal, os niveis
da sFlt-1 permanecem baixos até o final do segundo semestre, enquanto as
concentracbes do FCP séo elevadas, gerando consequentemente um estado pro-
angiogénico. A medida que a gestacdo avanca, os niveis da sFtl-1 aumentam
gradativamente e o equilibrio é desviado no sentido da atenuacdo do crescimento
placentario (Pré-eclampsia: Etiologia e Pratica Clinica, por Fiona Lyall, Michael
Belfort).

Alguns autores sugerem que o FCEV desempenha um importante papel na
patogenia da pré-eclampsia. Os primeiros estudos sugeriram que 0S niveis Séricos
do FCEV estavam elevados na pré-eclampsia e indicaram sua participacdo na
ativacdo das células endoteliais (Baker et al., 1995). Mais recentemente, estudos
mostraram que a expressao tanto do FCEV quanto do FCEVR estava hiporregulada
na pré-eclampsia grave (Lyall et al., 1997; Zhou et al., 2002). Isso sugere um

distarbio do desenvolvimento vascular da placenta e reforca a hipotese de que o



sistema FCEV desempenha uma importante fungdo reguladora no processo de

invasao trofoblastica (Karumanchi et al., 2014).

Os niveis de sFtl-1 aumentam no soro das mulheres em pré-eclampsia (Koga et
al.,, 2003; Maynard et al.,, 2003; Tsatsaris et al., 2003) a medida que as
concentracdes do FCP e FCEV livres circulantes diminuem, mesmo antes do inicio
da sindrome clinica (Polliotti et al., 2003; Taylor et al., 2003). Com a administracédo
da sFlt-1 exdgena em ratas prenhes, produz-se um estado semelhante a pré-
eclampsia, com hipertensdo, proteinuria e endoteliose glomerular (Maynard et al.,
2003). Desse modo, o excesso de sFlt-1 pode realmente desempenhar um
importante papel na patogenia da pré-eclampsia.

Em um estudo de corte transverso, os autores demonstraram que 0s niveis da
sFlt-1 aumentavam cerca de 5 semanas antes da pré-eclampsia (Levine et al.,
2004). Nas mulheres que depois desenvolveram pré-eclampsia de inicio precoce,
havia variagbes mais amplas dos niveis da sFlt-1 e do FCP, reforcando a
participacdo da angiogénese placentaria anormal na etiologia da PE.

Durante a gestacdo, uma outra proteina antiangiogénica, endoglina soltvel (um
co-receptor dos fatores R1 e 32, transformadores do crescimento), é liberada pela
placenta na circulagdo materna. Os niveis circulantes da endoglina soluvel
aumentam 2 a 3 meses antes do inicio da PE (Levine et al., 2006). Essa elevacao da
concentracdo da endoglina solluvel geralmente € acompanhada de um aumento da
relagdo entre sFlt-1:FCP. Considerados em conjunto, 0os niveis crescentes desses
dois indicadores s&o muito sugestivos do desenvolvimento subsequente da PE
(Levine et al., 2006; Karumanchi et al., 2014).

1.3 Moléculas de sinalizagcédo do sistema imune

Os componentes do sistema imunolégico participam ativamente da regulagédo da
gestacdo. Dentre estes componentes, as citocinas sdo um grupo diverso de
proteinas que atuam como mediadoras entre células. As citocinas estdo envolvidas
em diversos processos celulares, tais como os relacionados com a imunidade e
inflamacé&o, incluindo a imunidade inata, o recrutamento celular e ativacdo e

expressao de moléculas de adeséo (Steinke et al., 2006). Além disso, elas estado



envolvidas no controle de respostas imunolégicas relacionadas com a tolerancia do

feto semi-alogénico durante a gestacéo (Agachan et al., 2010).

As quimiocinas (citocinas quimiotaticas) sdo um grupo especifico de citocinas
gue estdo envolvidas no direcionamento celular. As quimiocinas sdo consideradas
0s principais determinantes da resposta inflamatéria e sua acdo se d4 através da
ligacdo aos receptores de quimiocinas (CCR). Os CCR sdo moléculas que
apresentam sete dominios transmembrana, que se ligam a proteina G para
transducdo de sinal e sdo considerados como 0s principais determinantes da
resposta inflamatoria precoce (Steinke et al., 2006) (Figura 1). As regides dos
receptores localizadas no exterior da célula se ligam as quimiocinas e as regides
localizadas no interior celular acoplam toda a maquinaria sinalizadora necessaria

para induzir a resposta celular.
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Figura 1 - estrutura e sequéncia de aminoacidos da molécula CCR5, com os sete
dominios transmembrana, trés alcas intracelulares e trés alcas extracelulares
(McNicholl et al., 1997).

O CCR5 é um membro da classe de receptores de quimiocina CC, presente
principalmente nas células do sistema imunologico, tais como os macréfagos e
linfécitos T. Este receptor desempenha um papel importante na migracao dessas

células para os locais de inflamagdo. Tem sido mostrado que as quimiocinas



desempenham um papel chave na regulacdo de respostas imunes importantes na
patogénese das doencas autoimunes e hipersensibilidade (Steinke et al., 2006). O
gene que codifica 0 CCR5 (CKR5) esta localizado na regido p21.3 do cromossomo
humano 3, formando um conjunto com outros genes dos receptores de quimiocinas
(Vargas et al., 2006). O CCR5A32 (rs333) é uma variante alélica cuja delegao de 32
pares de base na regido codificadora do gene resulta em uma proteina truncada que
ndo vai para a superficie celular (Liu et al., 1996). A delecdo pode ser identificada
facilmente através de PCR convencional e visualizacdo em gel de agarose (Figura
2). Inicialmente descrito como um co-receptor para a infec¢do do virus HIV-1, esta
variante ja foi associada a varias condicfes inflamatorias (ver Vargas et al., para

uma revisao).

Figura 2 - eletroforese em gel de agarose dos fragmentos amplificados de CCR5.
Os produtos do PCR foram revelados em gel de agarose 3%. Linha 1 representa o
fragmento heterozigoto CCR5/A32; linha 2, o homozigoto mutante A32/A32 com a
delecdo de 32 pares de bases e na linha 3, 0 homozigoto CCR5/CCR5. O M indica o
marcador molecular de 100 pares de bases.

Individuos homozigotos para o alelo CCR5A32 ndo conseguem expressar

uma proteina funcional e, como resultado, ela ndo é expressa na membrana celular.



Heterozigotos para este alelo expressam menos moléculas receptoras funcionais

gue o homozigoto do tipo selvagem (Wegmann et al., 1993).

Cerca de 20% dos europeus ocidentais carregam esta mutacdo, o que € raro ou
ausente em outros grupos étnicos (Stephens, et al., 1998; Majumder and Dey,
2001). Isto sugere que a mutagdo CCR5A32 foi fortemente selecionada durante a
histéria da Europa. Alguns pesquisadores propuseram que as epidemias de peste
negra que varreram a Europa durante a ldade Média foram as responsaveis. No
entanto, experiéncias recentes em ratos sugerem que a Yersinia pestis, a causadora
da praga, pode infectar as células de mamiferos através de outros meios (Elvin, et
al., 2004; Mecsas, et al., 2004; Galvani, A. P.and Slatkin, M., 2003). Desta forma,
alguns cientistas propuseram que a variola, que é causada pelo virus da variola,
teria sido o agente de selecdo que historicamente levou a proliferacdo de portadores
da mutacdo CCR5A32 na Europa (Galvani, A. P. and Slatkin, M., 2003). Esta
mutacdo genética mostra tracos geograficos fortes: enquanto supostamente ausente
entre africanos, amerindios e asiaticos do leste, encontra-se em até 18% em certas

populacdes do norte da Eurasia (Novembre J et al., 2005).

Nosso estudo propde a caracterizacdo imunogenética de mulheres com AER e
PE através da andlise de uma variante do receptor de quimiocina CCR5 que esta

potencialmente envolvido nas respostas imunolégicas durante a gestacao.
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Dear Sir,

We read with interest the manuscript by Gurdol et al. [1]
that suggested a protective effect of the CCR5A32 poly-
morphic variant of the CCRS5 gene in inflammation asso-
ciated to pre-eclampsia (PE) in Turkish women. The
CCR5A32 allelic variant was observed in a lower fre-
quency among pre-eclamptic women as compared to con-
trols, and therefore the authors suggested that its presence
conferred protection against this disease. As it is well-estab-
lished, chemokines are chemotactic cytokines involved in
several cellular processes including innate immunity, cellu-
lar recruitment, cell activation, induction of adhesion mol-
ecules expression and inflammation [2]. Chemokine recep-
tors (CCR) are members of the G protein-coupled receptors
and present seven transmembrane domains, being con-
sidered as important determinants of early inflammatory
responses [2]. Different works already evaluated the asso-
ciation of CCR genes polymorphisms as well as cytokine
levels and the inflammatory state and pathogenesis of pre-
eclampsia [3, 4]. CCRS5 is a member of the CC chemokine
receptors mainly expressed in immune system cells, such
as macrophages and T lymphocytes. CCRS5 plays an impor-
tant role in migration of immune cells to inflammatory
sites. It has been shown that chemokines are essential for
the regulation of immune responses, being crucial in patho-
genesis of both autoimmune and hypersensitivity-based
diseases [2]. The gene encoding CCRS (CKR)) is located
on the p21.3 region of the human chromosome 3, forming
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a cluster with other chemokine receptor genes [5]. The
CCR5A32 (rs333) is an allelic variant of which 32 bp were
deleted in the coding region resulting in a nonfunctional
receptor. First described as a co-receptor for HIV-1 virus
infection, this variant was also associated to several inflam-
matory conditions (see Vargas et al. for a review). Homozy-
gous individuals for CCR5A32 do not express a functional
protein, while heterozygous may express low amounts of
the functional receptor when compared to the wild-type
homozygous individuals.

Pre-eclampsia, for instance, is one of the most common
pregnancy complications and along with other hyperten-
sive disorders, is a major contributor to maternal mortal-
ity worldwide [6]. Despite its severity, the etiology of PE
is not fully elucidated, affecting 5-10 % of all pregnan-
cies globally. In Brazil, this disease accounts for more than
7 % of maternal-fetal mortality. Thus, the understanding
of such phenomenon is of great importance to elucidate
the immunological mechanisms involved during the gesta-
tional period. PE is characterized, among others symptoms,
by the occurrence of hypertension (diastolic blood pres-
sure of >90 mm Hg), edema and substantial proteinuria
(=300 mg in 24 h) at or after 20 weeks of gestation [6, 7].
Furthermore, PE is characterized by events of endothelial
dysfunction and excessive inflammation, mainly in the first
trimester of pregnancy [6]. One of the pathophysiologi-
cal mechanisms of PE is a failure to develop an adequate
blood supply to the placenta, leading to placental oxidative
stress and excessive release of placental factors in mater-
nal circulation. In addition, an inadequate trophoblast inva-
sion results in an incomplete remodeling of uterine spiral
arteries, being the main cause of placental ischemia in PE
[8, 9]. It is known that genetic factors play a role in pre-
eclampsia. Also, an immune unbalance in pre-eclampsia
has been reported. Altered cytokine production and marked

@ Springer



Arch Gynecol Obstet

Table 1 CCRS genotype frequencies in pre-eclamptic and control
groups, considering CCR5A32 carriers

Table 2 Multiple binary logistic regression for the effect of the pres-
ence of the CCR5A32 allele and demographic characteristics in the
development of pre-eclampsia

Genotypes Pre-eclampsia (n) Control (n) P value
(freq) (freq) Variables B (SE)° QOdds ratio (CI 95 %)
CCRS5/CCRS 144 (0.93) 124 (0.86)  0.047 Carrier of CCRSA32 —1.073 (0.539) 0.342 (0.119-0.984)*
CCR5/A32 and A32/A32 11 (0.07)* 20 (0.14)* Ethnicity 0.486 (0.318) 1.626 (0.873-3.031)
Number of individuals 155 144 Age 0.007 (0.020) 1.007 (0.968-1.047)
Systemi s 2.163 (0.490 8.696 (3.330-22.706)°
Chi-square test was used to compare the CCR5 genotype frequencies }l];,g:;ltzgzgﬁug ( ) ( )
between pre-eclamptic and control groups 8
Weight 0.430 (0.324) 1.537 (0.815-2.90)

2 Pearson x> = 3.76; df = 1

neutrophil activation in pre-eclamptic women supports the
hypothesis that pre-eclampsia arises from an exacerbated
maternal inflammatory response [6].

In the present work, we assessed the frequency of the
CCR5A32 polymorphic variant in Brazilian women who
developed, or not, PE. We genotyped a total of 299 preg-
nant women, of which 155 developed PE. The presence of
the mutant delta 32 allele was evaluated by PCR amplifica-
tion. Concerning the Brazilian population, one of the most
interesting characteristics of this group is its heterogene-
ity and high levels of miscegenation. Emigration of indi-
viduals from different countries and continents with diverse
ethnic backgrounds has contributed to the establishment
of the genetic pool presented in the contemporary Bra-
zilian population [5]. We observed that the control group
presented a higher frequency of carriers of the A32 allele
when compared to pre-eclamptic women (0.14 versus 0.07,
P = 0.047) (Table 1). Multiple binary logistic regression
analysis was used to calculate the effects of the investigated
polymorphism, ethnicity, age, hypertension and weight on
PE development. Our analysis identified CCRA32 as a
factor of protection against PE. Carriers of the A32 allele
presented a lower chance of developing pre-eclampsia (OR
0.342, 95 % CI10.119-0.984, P = 0.047). We also observed
that Brazilian women who developed hypertension pre-
sented a high risk of developing PE (OR 8.696, 95 % CI
3.330-22.706, P < 0.001) (Table 2).

As previously stated, the studies of Gurdol et al. also
approached the role of the CCR5A32 polymorphism in the
pathogenesis of pre-eclampsia. The authors compared 74
pre-eclamptic subjects and 128 healthy controls to evaluate
the frequency of the A32 allele. As a result, they observed
that the polymorphic variant CCR5SA32 was less common
in pre-eclamptic women as compared to controls, and its
presence appeared to confer protection against this dis-
ease. Our findings are in accordance to the data obtained
by Gurdol et al., reinforcing the suggestion that there is
a possible protective effect of the polymorphic variant
CCR5A32 against pre-eclampsia, even despite the ethnic
differences among the studied groups. We hypothesized
that immune cells expressing the truncated CCRS5 receptor

@ Springer

The preeclampsia sample was coded as 1 and the control sample as 0
(reference category)

PE group n = 155; control group n = 144
Statistical significant values: * P = 0.047 and ® P < 0.001

¢ B = Beta coefficient shows which of the independent variables
(CCR5A32 carriage, ethnicity, age, hypertension and weight) have an
effect on pre-eclampsia development (dependent variable)

cannot properly migrate to the maternal-fetal interface,
therefore do not favoring an exacerbated inflammatory
response. It is important to point out that exacerbated
inflammatory responses were already associated to failure
in embryo implantation and even to fetus rejection. In this
way, the immune modulation of pregnancy could be regu-
lated through to a more tolerant state, impairing the estab-
lishment of the pathological inflammatory profile charac-
teristic of pre-eclampsia. In conclusion, our data reinforce
the important role of CCRS5 gene polymorphisms in the
development of pre-eclampsia, and suggest that this effect
occurs independently of the ethnic background. Moreover,
the evaluation of genetic variants involved in the develop-
ment of inflammatory responses, in distinct human popula-
tions, could help in the understanding of the factors associ-
ated to pre-eclampsia.
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Abstract

An imbalance in the immunological network during pregnancy could lead to
complications or even pregnancy loss. Recurrent Spontaneous Abortion (RSA) is
defined as the loss of three or more pregnancies (before the 20" week of pregnancy)
without the occurrence of a successful gestation in the same period. Pregnancy loss
occurs mainly in the first quarter of pregnancy, affecting approximately 3% of women
at reproductive age. Different immune modulators are engaged in the maintenance of
the semi-allogeneic fetus during pregnancy Among them is the cell recruitment to
inflammation sites by chemokines and its receptors. An exacerbated inflammatory
profile during pregnancy could be dangerous. In the present work, we evaluated the
frequency of the CCR5A32 polymorphic variant and its potential relationship with
RSA. We assessed the frequency of the CCR5A32 polymorphic variant in 284
Brazilian pregnant women, of which 126 developed recurrent spontaneous abortion
(RSA). The genotypic and allelic frequencies did not deviate from Hardy-Weinberg
expectations. Regarding genotypic frequencies, no statistical difference was
observed between control and RSA groups (genotypic frequencies of 0.90, 0.08 and
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0.007 for women with RSA and 0.85, 0.13 and 0.01 for women without RSA,
respectively for CCR5/CCR5, CCR5/A32 and A32/A32 genotypes. Evaluating the
allelic frequency of the CCR5A32 allele, no statistical difference was observed
between the studied groups (0.05 in RSA patients versus 0.07 in control subjects).
Homozygous for the A32 allele were found only among euro-descendants
individuals. We suggest that the CCR5A32 polymorphic variant does not influence
the occurrence of pregnancy loss. However, considering the multifactorial causes of
RSA, we do not rule out the importance of CCR5A32 polymorphic variant in the
occurrence of recurrent abortion. We believe that studies of the CCR5 receptor
functionality may be useful for understanding the development of this pathology.
Further investigations of this variant in a larger population sample would be of great

value.

Introduction

The development of a successful pregnancy depends on several factors related to
the interaction between the maternal/fetal immune systems. An imbalance in the
immunological network during pregnancy can lead to complications or even
pregnancy loss. Pregnancy loss is considered the most common complication of
pregnancy and is defined as the spontaneous termination of pregnancy. Primary
recurrent miscarriage is characterized by consecutive losses without previous
pregnancy successfully completed. Secondary recurrent miscarriage refers to
miscarriages that occur after a successful pregnancy (Toth et al., 2010). The loss of
three or more continuous pregnancies (before the 20" week of pregnancy) is defined
as Recurrent Spontaneous Abortion (RSA). This condition occurs mainly in the first
quarter of pregnancy, affecting approximately 3% of women at reproductive age
(Carrington et al., 2005). It is estimated that almost 15% of couples experience a
clinically recognized pregnancy loss, while 2% experience two pregnancy losses,
being the theoretical risk for three or more losses of only 0.34% (Kiwi, 2006).
Furthermore, it is demonstrated that women with a history of clinical abortion present
increased indexes of pregnancy loss, reaching up to 24% after two losses, 30% after
three and 40% after four successive pregnancy losses (Regan et al.,, 1989).

Nowadays, two consecutive abortions are sufficient to classify the patient in a RSA
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group, particularly those with more than 35 years old and who have a history of
infertility.

RSA is a multifactorial condition although its etiology is unknown. Several
mechanisms are proposed as potential causes of RSA. Currently some etiologic
factors are described as being involved in RSA: anatomical or uterine factors,
infectious factors, endocrine, haematological, immunological and genetic variants
(Kiwi, 2006; von Steinburg and Schneider, 2009; Ford et al., 2009.). Despite the
above cited factors, maternal age, psychological state, alcohol and/or caffeine
consumption, the use of cocaine and smoking habits contribute to the occurrence of
the RSA. However, precise data on doses of toxic exposure are difficult to obtain (Rai
and Regan, 2006). In fact, after assessing the possible causes of RSA,
approximately half of the cases remain still unclassified (Kiwi, 2006; Toth et al.,
2010). With the advancement of genomic medicine, several genes whose expression
is required for the maintenance of a healthy pregnancy have been identified. In
addition, recent studies have highlighted the role of certain genes, as well as the role
of its transcripts, in the pathogenesis of RSA (Giannubilo et al., 2012; Toth et al.,
2010; Rai et al., 2006). Transcriptomic analysis of chorionic villi from patients with
RSA demonstrated an increased expression of distinct sets of genes related to
immunosuppression, embryonic engagement, angiogenesis and apoptosis (Baek et
al., 2002; Choi et al., 2003).

Different immune modulators are engaged in the maintenance of the semi-
allogeneic fetus during pregnancy (Agachan et al., 2010). Among them, cytokines act
in diverse cellular processes and play a role in inflammation control during innate
immunity, cell recruitment, activation, and expression of adhesion molecules
(Wegmann et al.,, 1993, Steinke et al., 2006). Specific groups of chemotactic
cytokines, called chemokines, are involved in cell recruitment to inflammation sites.
Chemokines are considered major determinants of the inflammatory responses by
binding to “chemokine receptors” (CCR). These receptors are molecules with seven
transmembrane domains, considered the main determinants of the early
inflammatory response (Steinke et al., 2006). The chemokine receptor five (CCR5) is
a member of the CC chemokine receptors and is present in immune cells such as

macrophages and T lymphocytes. CCR5 coordinates the migration of these cells to
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inflammatory sites. Chemokines also play a role in the regulation of immune
responses, in the pathogenesis of autoimmune diseases and hypersensitivity
(Steinke et al., 2006). The gene encoding the CCR5 (CKR5) is located in the p21.3
region of the human chromosome 3. The CCR5A32 (rs333) is an allelic variant
presenting a 32 base pair deletion in the coding region of the CCR5 gene. This 32
base pair deletion results in a truncated protein unable to perform the role of a
chemokine receptor. Initially described as a natural genetic protection factor against
HIV-1 infection, this polymorphic variant has been associated with several
inflammatory conditions (see Vargas et al., for a review). A previous study from our
group suggested that this allelic variant plays an important role in the development of
preeclampsia (Telini et al., 2014). It is important to point out that although CCR5A32
homozygous individuals do not express a functional protein at the cell surface,
consequently leading to a lack of this receptor, heterozygous individuals maintain
gene expression, but present lower levels of the molecule at the cell surface as

compared to wild-type homozygous individuals.

Women with a history of RSA exhibit high levels of psychological stress, fear and
anxiety related to pregnancy. These distress conditions during pregnancy seem to
favor the occurrence of complications at birth. Our group have previously alerted for
the risk of distress conditions and pregnancy complications (Vianna et al., 2011).
Furthermore, depression was strictly associated with high indexes of spontaneous
abortions (Sugiura- Ogasawara et al., 2002; Fertl et al.,, 2009). To date, despite
therapeutic interventions currently offered, the RSA rate does not lower from 2% (von
Steinburg and Schneider, 2009). Immunological unbalance is one of the most
accepted causes of RSA, although most of the theories involving the immunological
system have not fulfilled the criteria for causality. Existing data regarding the impact
of immunological compounds in RSA development are still limited and controversial.
Some studies highlight the exacerbation of inflammation in the last stages of
pregnancy. A persistent and uncontrolled inflammatory response during pregnancy
can impair the development of the placenta, also affecting maternal health (Kwak-
Kim et al., 2009). Theories developed so far do not provide us enough information to
explain the complex network of immune interactions around the placenta. Thus, it is

of great importance to understand the immunological features of RSA. In the present
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work, we evaluated the frequency of the CCR5A32 polymorphic variant and its
potential relationship with RSA.

Materials and Methods

We assessed the frequency of the CCR5A32 polymorphic variant in 284
Brazilian pregnant women, 126 of which who developed recurrent spontaneous
abortion (RSA). CCR5 genotyping was performed by PCR using specific primers
(CCRb5a 5-GGTCTTCATTACACCTGC-3' and CCR5b 5'-
AGGATTCCCGAGTAGCAGATG-3') under the following conditions: 1 pl of DNA (0.2-
0.5 pg), 2.5 pl of 10X buffer containing 30 mM MgClz, 0.2 pul Tag DNA polymerase
(CENBIOT 5 U/ul), and 10 mM dNTP and 10 pmol of each primer (total reaction
volume 25 pl). Each sample was subjected to 40 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at
60°C and 1 min at 72°C. The PCR product was subjected to electrophoresis on a 3%
agarose gel containing ethidium bromide and was visualized by UV irradiation
(described in Chies & Hutz, 2003). Amplification of the wild type allele generates a
137-bp fragment while the CCR5 A 32 allele generates a 105-bp fragment.

Results

The genotypic and allelic frequencies did not deviate from Hardy-Weinberg
expectations. Regarding genotypic frequencies, no statistical difference was
observed between control and RSA groups (genotypic frequencies of 0.90, 0.08 and
0.007 for women with RSA and 0.85, 0.13 and 0.01 for women without RSA,
respectively for CCR5/CCR5, CCRS5/A32 and A32/A32 genotypes — Table 1).
Evaluating the allelic frequency of CCR5A32, no statistical difference was observed
between the studied groups (0.05 in RSA patients versus 0.07 in control subjects).
Homozygous for the A32 allele were found only among euro-descendants
individuals. Our data are in accordance with those reported in literature that

demonstrated a low frequency of the A32 allele in afro-derived subjects.
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Discussion

Here we evaluated the frequency of the CCR5A32 polymorphic variant and its
potential relationship with RSA in Brazilian women. Considering the lack of difference
between the studied groups, our data do not support a role for the CCR5A32

polymorphic variant in the occurrence of pregnancy loss.

Our group and others have already demonstrated the importance of the
CCR5A32 on pregnancy complications such as preeclampsia. The polymorphic
variant CCR5A32 was less common in preeclamptic women as compared to controls
and its presence appeared to confer protection against this disease (Telini et al.,
2014; Gurdol et al., 2013). In this sense, the evaluation of genetic variants involved in
the regulation of inflammatory responses in different human populations can help in
the understanding of pregnancy complications, such as RSA. Giannubilo et al.,
(2012) by analyzing the expression of inflammatory cytokines in women with
recurrent spontaneous abortion, identified an abnormal pattern of inflammatory
cytokines in the maternal-fetal interface of these patients. There is a continuing
interest in elucidating the modulatory role of cytokines during pregnancy as well as its
receptors action. For this, it is of great importance the understanding of the genetic
alterations that regulate these inflammatory compounds. In addition, many
autoimmune conditions seem to be associated with RSA. The presence of maternal
systemic inflammatory conditions, such as active subclinical or autoimmune diseases
and metabolic disorders can interfere with the cytokine balance during the early
pregnancy. Consequently, a chronic inflammatory state could be induced at the site
of implantation, resulting in pregnancy loss or implantation failure (Kwak-Kim et al.,
2009). RSA has multiple etiologies and more than half of identified cases remain
unexplained. Women with RSA often demonstrate common exacerbated

inflammatory immune responses involving both innate and adaptive systems.

Considering the multifactorial causes of RSA, we do not rule out the importance
of CCR5A32 polymorphic variant in the occurrence of recurrent abortion. We believe
that studies of the CCR5 receptor functionality may be useful for understanding the
development of this pathology. One of the most interesting characteristics of our

study group is the heterogeneity and high degree of miscegenation of the Brazilian
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population. The immigration of individuals from different countries and continents with
different ethnic backgrounds contributed to the establishment of the genetic pool
present in the Brazilian population (Vargas et al.,, 2006). Therefore, further
investigations of this variant in a larger sample and in individuals from different

human groups, with distinct ethnic backgrounds, would be of great value.
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293 Table

Table 1. CCR5 genotype frequencies in pre-eclamptic and control groups, considering CCRA32 carriers.

Genotypes AER (n) Control (n}) Pvalue
(freq) (freq) 0.439
CCRS/CCRS 114 (0.90) 135 (0.85)
CCR5/A32 11 {0.08) 21(0.13)
A32/A32 1(0.007) 2 (0.01)
Mumber of individuals 126 158

Chi-square test was used to compare the CCr5 genotype frequencies between AER and control groups.
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4. DISCUSSAO GERAL

No presente trabalho, avaliamos a frequéncia da variante polimorfica
CCR5A32 em mulheres brasileiras que desenvolveram ou n&o duas complicacdes
gestacionais: a pré-eclampsia e o aborto espontaneo recorrente. O sucesso
gestacional depende de varios fatores relacionados principalmente com a interacéao
dos sistemas imunes materno e fetal. A perda gestacional € considerada a
complicacdo mais comum na gravidez e é definida como a interrupcdo espontanea
da gestacdo. Com relacdo a pré-eclampsia, ela € uma das complicacdes mais
comuns da gravidez e, juntamente com outras desordens hipertensivas gestacionais,
€ um dos principais contribuintes para a mortalidade materna em todo o mundo
(Steegers et al., 2010).

Tratando-se da populacdo brasileira, uma das caracteristicas mais
interessantes do nosso grupo de estudo € a sua heterogeneidade e o alto nivel de
miscigenacgdo. A imigracdo de individuos de diferentes paises e continentes com
diferentes fundos étnicos contribuiu para o estabelecimento do pool genético
presente na populacdo brasileira (Vargas et al.,, 2006). Neste estudo foram
genotipadas 299 mulheres gravidas, das quais 155 desenvolveram pré-eclampsia e
284 mulheres, das quais 126 sofreram abortos de repeticéo.

Nas andlises realizadas com a pré-eclampsia, nés observamos uma
frequéncia maior de portadores do alelo mutante A32 no grupo controle em relacéo
ao grupo de mulheres com PE. Nossas analises identificaram o CCR5A32 como um
fator de protecao contra a pré-eclampsia. As portadoras do alelo A32 apresentaram
uma menor chance de desenvolver a doenca. Também identificamos que as
brasileiras hipertensivas apresentaram um risco elevado de desenvolver a pré-
eclampsia. Nossos dados estdo de acordo com estudos anteriores. Nossa hipétese
€ de que as células do sistema imune que expressam o receptor CCR5 nao
funcional sé&o incapazes de migrar apropriadamente a interface materno-fetal, desta
forma desfavorecendo uma resposta inflamatéria exacerbada. E importante ressaltar
gue a resposta inflamatoria exacerbada ja foi anteriormente associada a falha de
implantacdo do embrido e a rejeicdo do feto. Nossos dados reforcam a importancia
do papel do polimorfismo no gene do CCR5 no desenvolvimento da pré-eclampsia, e

sugere que esse efeito ocorre independente do fundo étnico. Como visto na
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literatura, a producdo alterada de citocinas e a ativagdo exacerbada de neutréfilos
em mulheres com pré-eclampsia apoia a hipétese de que a pré-eclampsia surge a
partir de uma resposta inflamatéria generalizada materna (Steegers et al., 2010).

Na avaliacdo do aborto espontaneo recorrente, ndo observamos diferenca
estatistica significativa nas frequéncias alélicas e genotipicas entre as pacientes com
AER e o grupo controle. A frequéncia do alelo A32 entre as pacientes com AER foi
de 0.05 enquanto que nos controles foi de 0.07. Homozigotos para o alelo A32 foram
encontrados apenas entre individuos eurodescendentes em nossa amostra,
reforcando a questdo étnica relacionada a presenca do alelo A32. Nosso dados
sugerem que, no caso do aborto recorrente, o0 CCR5A32 parece néo influenciar a
ocorréncia das perdas gestacionais, mesmo que esteja relacionado a outras

complicacBes, como a pré-eclampsia.

Giannubilo et al., (2012) através da analise da expressdo de citocinas
inflamatorias em mulheres com aborto espontaneo recorrente, identificou um padrao
anormal de citocinas inflamatorias na interface materno-fetal das pacientes. Muitas
condicbes auto-imunes parecem estar associadas com AER. A presenca de
condi¢Bes inflamatorias sistémicas maternas, como doengas auto-imunes ativas ou
subclinicas e doencas metabdlicas podem interferir com o balanco de citocinas
durante o inicio da gravidez. Consequentemente, um estado inflamatorio crénico &
induzido no local de implantacdo, o que resulta em perdas gestacionais ou falhas de
implantacdo (Kwak-Kim et al., 2009). O AER tem mudltiplas etiologias; no entanto,
mais da metade dos casos identificados permanecem sem explicacdo. As mulheres
com AER frequentemente desenvolvem respostas imunoldgicas inflamatdrias

comuns que envolvem ambos os sistemas imune, inato e adaptativo.

Considerando as causas multifatoriais do AER, n&o descartamos a
importancia da variante polimérfica CCR5A32 na ocorréncia do aborto recorrente e
acreditamos que estudos de funcionalidade do receptor CCR5 podem ser Uteis para
o entendimento do desenvolvimento dessa patologia. Sugerimos que a investigagao

dessa variante em uma amostra populacional maior seria de grande valia.

Diversos estudos anteriores suportam nossa hipétese de que ambas as

complicagBes gestacionais, pré-eclampsia e aborto espontaneo recorrente surgem a
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partir de uma série de fatores, mas principalmente a partir de uma resposta
inflamatdria materna. Desta forma, ha um interesse continuo em elucidar os papéis
imunorregulatérios das citocinas durante a gestacdo. Estudos relacionados aos
receptores de citocinas tem sido de grande importancia para a elucidacdo de tais
mecanismos. Além disso, a avaliagdo de variantes genéticas envolvidas no
desenvolvimento de respostas inflamatérias em populacdes humanas com diferentes
backgrounds genéticos pode auxiliar no entendimento dos fatores que estdo

associados a estas complicacfes gestacionais.
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