UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE LICENCIATURA EM CIENCIAS BIOLOGICAS

“dq

Frequéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) rs12979860 no gene IFN-43
entre gestantes com complicacfes obstétricas infectadas pelos virus Zika e chikungunya

e repercussdes neonatais

RALDNEY RICARDO COSTA DA SILVA

RECIFE
2021



RALDNEY RICARDO COSTA DA SILVA

Frequéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) rs12979860 no gene IFN-A3
entre gestantes com complicagdes obstétricas infectadas pelos virus Zika e chikungunya

€ repe rcussdes neonatais

Monografia apresentada ao Curso de
Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas/fUFRPE
como requisito parcial para obtencdo do grau
de Licenciado em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Dra. Maria Almerice Lopes da
Silva.

Coorientadora: Dra. Maria Cynthia Braga.

RECIFE
2021



Dados I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S586f

Silva, Raldney Ricardo Costa da

Frequéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) rs12979860 no gene | FN-?3 entre gestantes com
complicagBes obstétricas infectadas pelos virus Zika e chikungunya e repercussdes neonatais / Raldney Ricardo Costada
Silva. - 2021.

33f.

Orientadora: Dra. Maria Almerice Lopes da Silva.
Coorientadora: Dra. Maria Cynthia Braga.
Inclui referéncias.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Licenciaturaem
Ciéncias Bioldgicas, Recife, 2022.

1. Polimorfismos de nucleotideo Unico. 2. Gestagdo. 3. Complicagdes obstétricas. 4. Complicagdes neonatais. 5.
Arboviroses. |. Silva, Dra. Maria Almerice Lopes da, orient. |1. Braga, Dra. Maria Cynthia, coorient. I11. Titulo

CDD 574




RALDNEY RICARDO COSTA DA SILVA

Frequéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) rs12979860 no gene IFN-43
entre gestantes com complicagdes obstétricas infectadas pelos virus Zika e chikungunya

e repercussdes neonatais

Comissdo Avaliadora:

Dra. Maria Almerice Lopes da Silva— IAM/FIOCRUZ
Orientadora

Dra. Paula Alexandra dos Santos Oliveira — IAM/FIOCRUZ
Titular 1

Ma. Marilia de Albuquerque Sena — IAM/FIOCRUZ
Titular 2

Prof. Dr. Paulo Roberto Eleutério de Souza — UFRPE
Suplente

RECIFE
2021



“As maiores conquistas desse
mundo comegaram com lapis,
papel e a vontade de mudar.”

Tempo Feio



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha mde, que muito sofridamente enfrentou dias
exaustivos como empregada doméstica e que por incontaveis vezes abdicou de sua salde e
lazer para me prover um lar, alimentacgdo, saude, felicidades e a oportunidade de ter realizado
esse curso de graduacao. Te amo, mae.

Ao meu pai, meu muito obrigado por toda dedicacdo, seus dias exaustivos como
vendedor a mim também chegaram como provisdo para ter dignidade durante essa fase de
minha vida. Te amo, pai.

A meu irmdo, minha referéncia de resiliéncia mais vivida na constru¢cdo de uma
carreira profissional e formacdo humana e a minha irma, muito obrigado por todo suporte,
carinho e incentivo, ndo poderia escolher pessoas melhores para compartilhar esse lago
afetivo.

Ao meu sobrinho icaro Gabriel, que sempre tem me encantado e despertado
sentimentos de amor que me renovam constantemente. Sou muito feliz em té-lo em minha
vida.

A minha avd, vocé tem meu eterno amor por acreditar que ao fim tudo daria certo.
Obrigado aos meus tios Ozéas e Wellington por toda ajuda no inicio desse processo, ainda
durante a época do vestibular.

Meu muito obrigado a Carlos, a Julio, a Nazareth, a Barbara e a Giovanna por terem
tornado os meus dias mais leves como companheiros de turma e verdadeiros amigos.
Agradeco por todos os momentos de refeicbes, pipocas, cafés e cervejas que juntos
compartilhamos, pois foram essenciais para suportar o caminho até aqui. Vocés sdao um
grande presente.

A Carlos (novamente), vocé foi essencial durante esses anos e por isso sou
eternamente grato por sua amizade. Muito obrigado por todo incentivo, viagens e momentos
compartilhados com muito afeto. Te amo, amigo.

A Steffane, muito obrigado por sua amizade e carinho entre dias tdo exaustivos.

A Cihelio, te agradeco por ser uma inspiracao pessoal e profissional. Sou muito grato
por termos cruzado nossos caminhos.

A Gabriel e Eduarda, obrigado pela amizade, boas conversas e cervejas.

A Profa. Jeine, meu eterno obrigado por ter me recebido no Laboratorio de Biofisica

Tedrica, Computacional e Experimental (LABTEC) da UFRPE onde me iniciei na ciéncia.



Agradeco por todas as conversas e risadas, foram essenciais para minha formagdo humana e
profissional.

A Profa. Irenilda, minha eterna gratiddo, pois realizar meus estagios na UFRJ e USP
sem Vocé, com certeza seriam mais dificeis. Obrigado por todo incentivo profissional e por ter
compartilhado comigo suas experiéncias.

A Raiza Mello, minha primeira inspiracdo docente e incentivadora na biologia,
obrigado por ter acreditado e apostado em mim. Por ter aberto as portas da sala de aula e
oportunizado umas das experiéncias mais incriveis que alguém pode ter, a de formacéo
humana. Nunca irei esquecer de suas aulas, da pessoa maravilhosa que és e de sua
contribui¢cdo em minha vida. Sou eternamente grato.

Agradeco a Daivyane por ter aberto sua vida para mim e compartilhado comigo risos,
choros e sonhos. Minha vida ndo é a mesma depois de vocé, por isso, jamais esquecerei sua
presenca. Vocé tem minha eterna admiracéo e carinho.

Agradeco a Amanda, Adriane e a Andreza pelos bons momentos que tivemos juntos
enguanto monitores de bioquimica. Eternas saudades.

Obrigado a Gabriel Lessa pela amizade recheada de incentivo, desabafamos e trocas
de conhecimento. Obrigado pelos momentos compartilhados no Rio de Janeiro e Sdo Paulo,
sempre terei vocé comigo. PCM forever.

A Milena, minha Maranhense arretada, obrigado pela reciprocidade na amizade desde
o dia que nos conhecemos. Viver o PCM na UFRJ sem vocé seria muito diferente. Adoro sua
amizade e a pessoa que vocé representa. PCM forever.

A Alana, meu eterno carinho pelos momentos compartilhados. Nunca esquecerei da
loucura que foi pedalar um dia inteiro contigo no Rio de Janeiro e quase perder meu voo por
termos esperado o pér do sol no Pdo de Aclucar. PCM forever.

A Luiza, gratiddo, pois vocé foi essencial no inicio desse processo, me apoiando e
torcendo por mim.

A Karine, obrigado pela amizade, vocé esteve presente em minha vida em um dos
momentos pessoais mais complicados e me deu forgas para continuar.

A Rodolfo, obrigado pela amizade que perdura por anos mesmo com 0s contratempos
da vida.

A Jadson, sou muito grato por sua amizade que sO cresce em afeto. Um irmé&o de outra

A lasmin, meu eterno carinho por sua amizade. Nunca irei esquecer da sua torcida por

mim no processo do vestibular e como ficou feliz por essa minha conquista.



Agradeco a todos que pude conhecer na USP e que de alguma forma me ajudaram a
crescer pessoalmente e profissionalmente. Em especial a Bruno, pelo carinho e dedicagdo em
sua amizade.

Muito obrigado a todos do curso de protebmica na FIOCRUZ do Rio de Janeiro.
Sempre terei aqueles dias comigo.

A Mellina, muito obrigado por toda cumplicidade e amizade no laboratorio, te adoro,
amiga.

A Almerice, muito obrigado por toda parceria profissional, com vocé aprendi muito
além de biologia molecular, aprendi sobre a vida. A Cynthia Braga, agradeco por todos 0s
ensinamentos cientificos e amadurecimento pessoal que pude ter com vocé.

Muito obrigado a todos vocés e a tantos outros, que nesse momento nao recordo, mas
que cruzaram minha vida e de alguma forma contribuiram para que eu chegasse até aqui

sendo quem eu sou.



DEDICATORIA

Caminhar até aqui seria muito dificil sozinho, mas felizmente eu tive a sorte de té-los.

Por isso, dedico este trabalho a vocés, mainha e painho.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Distribuicdo da frequéncia de infeccdo por ZIKV ou CHIKV recente/aguda (RT-
gPCR ou IgM) entre gestantes com complicac@es ObStEtricas. .........cvvvvvvvvvveviiiviiieiiieiennnn. 23
Tabela 2 - Comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas do SNP rs12979860 em
gestantes com complicagdes obstétricas infectadas e ndo infectadas por ZIKV e CHIKV.....24
Tabela 3 — Andlise multivariada binaria para predicdo de risco de complicacdo neonatal em

334 MAES B NEBONALOS. ... eeee e et ettt e e e e e e e e e e e e e e eeees 24



RESUMO

Infeccbes pelos virus Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV) durante a gravidez tém
sido relacionadas a resultados clinicos adversos na mée ou no feto. Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNPs), com locus em genes de resposta imunoldgica, podem estar
envolvidos na ocorréncia dessas complicaces. Dessa forma, esse estudo visou descrever a
frequéncia do SNP rs12979860 (C/T) no gene IFN-A3 entre gestantes/parturientes com
complicacdes obstétricas atribuidas ou ndo a Zika e chikungunya e avaliar as repercussoes
neonatais. Para isso, comparamos as frequéncias genotipicas e alélicas de rs12979860 entre
dois grupos de mulheres com complicacdes obstétricas: infectadas por ZIKV ou CHIKV
(n=122) e ndo-infectadas (n=212). Em seguida, relacionamos a presenca (n=167) e auséncia
(n=166) de complicacdo neonatal com a presenca de infeccdo e o SNP materno. Para
identificacdo do SNP realizamos analises de genotipagem, a partir de DNAs extraidos de
amostras de sangue, pelo kit Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA, USA). Os
ensaios foram performados por qPCR usando um sistema TagMan de sondas fluorescentes.
As diferencas entre os grupos foram analisadas por meio do teste qui-quadrado de Pearson
(X?) com nivel de significancia p<0,05. Empregamos modelos genotipicos, recessivo e
dominante para testar associacfes dos genotipos. Todos os SNPs se encontraram em
equilibrio de Hardy-Weinberg. No grupo das gestantes/parturientes infectadas, as frequéncias
dos gendtipos TT, CT e CC foram 18,9%, 40,1%, 41,0%, respectivamente. No grupo das nédo-
infectadas, esses valores foram 19,8%, 47,6%, 32,5%, respectivamente. Ndo foi observada
diferenca significativa para a associacdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas e a
aquisicdo de infeccdo por ZIKV e CHIKV entre as gestantes com complicacdes obstétricas.
Nossos resultados apontam uma associacdo entre os genétipos CT/TT maternos e o risco de
complicacdes neonatais (p= 0.010), embora a presenca de infec¢do arboviral materna néo
tenha se associado com esse desfecho (p= 0.076). Concluimos que, apesar da presenca do
SNP rs12979860 em gestantes com complicacdes obstétricas ndo ter se relacionado com a
aquisicao das infecgOes por ZIKV e CHIKYV e que a presenca de infeccdo na mée néo ter sido
relacionada ao desenvolvimento de complicagdes neonatais, o perfil CT/TT materno é um

preditor de risco para complica¢es nos neonatos.

Palavras-chave: polimorfismos de nucleotideo Unico, gestacdo, complicacBes obsteétricas,
complicagdes neonatais, arboviroses.



ABSTRACT

Zika (ZIKV) and chikungunya virus (CHIKV) infections during pregnancy have been
related to adverse clinical outcomes in the mother or her fetus. Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), with locus in immune response genes, may be involved in the
occurrence of these complications. Thus, this study aimed to describe the frequency of SNP
rs12979860 (C/T) in IFN-A3 gene among pregnant/parturient women with obstetric
complications attributed or not to Zika and chikungunya fever and to evaluate neonatal
repercussions. For this purpose, we compared the genotypic and allelic frequencies of
rs12979860 between two women groups with obstetric complications: infected with ZIKV or
CHIKV (n=122) and non-infected (n=212). Then, we related the presence of neonatal
complication (n=167) and absence of neonatal complication (n=166) with the presence of
maternal infection and the SNP. To identify the SNP, we performed genotyping analysis
using DNA extracted from blood samples with Wizard® Genomic DNA Purification kit
(PROMEGA, USA). Assays were accomplished by gPCR using a TagMan fluorescent probe
system. Differences between groups were analyzed using Pearson's chi-square test (X2) at a
significance level p<0.05. We employed genotypic, recessive and dominant models to test
associations of genotypes. All SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium. In the infected
pregnant women/parturients group, the frequencies of TT, CT, and CC genotypes were
18.9%, 40.1%, 41.0%, respectively. In the non-infected group, these values were 19.8%,
47.6%, 32.5%, respectively. No significant difference was observed for the association
between genotypic and allelic frequencies and the acquisition of infection by ZIKV and
CHIKYV in pregnant women with obstetric complications. Our results point to an association
between maternal CT/TT genotypes and the risk of neonatal complications (p= 0.010),
although the presence of maternal arboviral infection was not associated with this outcome
(p= 0.076). It is concluded, although the presence of SNP rs12979860 in pregnant women
with obstetric complications was not related to the acquisition of infections by ZIKV and
CHIKV and presence of infection in the mother was not related to the development of
neonatal complications, the CT/TT profile maternal is a risk predictor for complications in

neonates.

Keywords: single nucleotide polymorphisms, pregnancy, obstetric complications, neonatal
complications, arboviruses.
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1 INTRODUCAO

O termo arbovirus é um acrdnimo da expressdo de origem inglesa arthropod-borne
virus que significa virus transmitidos por artropodes. Esses patdgenos compartilham essa
caracteristica por serem transmitidos por meio de vetores artropodes hematdfagos como
carrapatos, mosquitos e flebotomineos em seus ciclos de vida (GOULD et al., 2017; KUNO;
CHANG, 2005). O emprego dessa classificacdo ndo possui valor taxondémico, sendo,
portanto, utilizada de maneira ilustrativa, referindo-se a necessidade do vetor caracteristico no
ciclo de vida do patégeno (KING et al., 2011).

Esses arbovirus possuem os mosquitos do género Aedes como principais vetores de
transmissdo para 0 homem, destacando-se a espécie Ae. aegypti que se distribui em todos os
continentes, sobretudo em paises situados nas regifes tropicais e subtropicais como o Brasil,
Argentina, Venezuela, Coldmbia, México, Senegal, india, Tailandia e Indonésia (KRAEMER
et al., 2019). Diversos sdo os fatores que se relacionam a emergéncia de arbovirus no mundo,
como mudancas climaticas, desmatamento, mobilidade humana, aumento populacional,
crescimento desordenados das cidades e precariedade de condicGes sanitarias que em conjunto
resultam no aumento da exposicdo humana a vetores (GOULD et al.,, 2017; LOPES;
NOZAMA; LINHARES et al., 2014).

Embora diversos, os arbovirus de relevancia para a saude publica se restringem as
familias Flaviviridae, Bunyaviridae, Togaviridae e Reoviridae (SUKHRALIA et al., 2019).
No Brasil, os arbovirus Zika, da familia Flaviviridae e chikungunya, da Togaviridae, foram
recentemente introduzidos no pais, sendo responsaveis por grandes epidemias na ultima
década (SIMIAO et al., 2019; LOWE et al., 2018).

1.1 Zika virus

O virus Zika (ZIKV) foi primeiramente isolado em 1947, em macaco rhesus sentinela,
febril, na floresta de Zika, em Uganda e, em seguida, em mosquitos Aedes africanus nessa
mesma floresta, em 1948 (DICK et al., 1952).

O primeiro caso de infeccdo humana por este arbovirus foi descrito na Nigéria, em
1954 (MACNAMARA, 1954). Na década subsequente, o ZIKV foi identificado na Malésia,
continente asiatico, em 1969, em mosquitos da espécie Ae. Aegypti (MARCHETTE et al.,
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1969), e em 1977 os primeiros casos humanos foram registrados na Indonésia (OLSON et al.,
1981).

Posteriormente, os casos de infec¢bes por Zika permaneceram limitadas a pequenos
surtos até 2007, quando ocorreu o primeiro grande surto na Ilha Yap, nos Estados Federados
da Micronésia (DUFFY et al., 2009). Esse surto foi seguido por epidemias em 2013 e 2014,
na Polinésia Francesa e ilhas do Pacifico (CAO-LORMEAU, 2014; MUSSO et al., 2014).
Acredita-se que a introducdo o Zika no Brasil, tenha ocorrido ja em 2013, no entanto, apenas
em 2015, as primeiras transmissdes autoctones foram notificadas (CAMPOS et al., 2015;
ZANLUCA et al., 2015).

Em 2018, mais de dois anos apés da efetiva circulacdo do Zika no Brasil, foram
registrados no pais 8.680 casos provaveis de Zika (4,2 casos/100 mil habitantes). Desses,
3.984 (45,9%) casos foram confirmados. A regido Nordeste apresentou o segundo maior
namero de casos provaveis (2.425 casos; 27,9%) (BRASIL, 2019). Em 2019, mais 10.768
casos provaveis de Zika foram registrados (5,1/100 mil habitantes) e a regido Nordeste

apresentou a maior taxa de incidéncia (9,5 casos/100 mil habitantes) no pais (BRASIL, 2020).

1.1.1 Aspectos bioldgicos e clinicos

O Zika virus (ZIKV) , assim como outros Flavivirus, possui um genoma de fita
simples de RNA de senso positivo com 10,794 kb (KUNO; CHANG, 2007) e o tem
estruturado como um unico quadro aberto de leitura (ORF), flanqueado por duas regiGes ndo
codificantes (5> NCR e 3° NCR), que codifica uma poliproteina a qual é processada por
proteases celulares e virais em trés proteinas estruturais: a proteina do capsideo (C), a
precursora da membrana (prM) e do envelope (E), além de sete proteinas ndo estruturais:
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (BARONTI et al., 2014; FAYE et al., 2014).

O virus Zika quando infecta 0 homem, apresenta um periodo de incubagdo que varia
de 4 a 10 dias. Apenas 20-25% dos individuos apresentam infec¢des sintomaticas, que se
caracterizam por um quadro leve e autolimitado. A apresentagcdo clinica, em geral, é
inespecifica, assemelhando-se a uma sindrome gripal, incluindo febre baixa transitoria,
erupc¢édo cutanea maculopapular, artrite ou artralgia e conjuntivite ndo purulenta (BRASIL et
al., 2016, CAO-LORMEAU et al., 2014, DUFFY et al., 2009, MUSSO et al., 2014).
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1.2 Chikungunya

O virus Chikungunya (CHIKYV), provavelmente, é oriundo da Africa Oriental e
Central, onde é endémico. Em 1952, 0 CHIKYV foi isolado do soro de um paciente durante um
surto ocorrido no sul da atual Tanzania (MASON et al., 1957). Em 2004, uma epidemia de
CHIKV varreu a costa do Quénia, na Africa, e as ilhas do Oceano indico, india, Sudeste
Asiatico, além da China (NJENGA et al., 2008). Em 2007, casos autdctones foram registrados
na Italia (REZZA et al., 2007) e em 2009 na Franca (GRANDADAM et al., 2011). Nas
Américas, o virus foi introduzido pelas llhas do Caribe, em 2013 (FISCHER; STAPLES;
ERIN, 2014), e rapidamente se espalhou pela América Latina. Em 2014, os primeiros casos
de transmissdo autoctone foram relatados no Brasil, que seguiram por explosivas epidemias,
principalmente em estados da regido Nordeste (TEIXEIRA et al., 2015).

Em 2018, foram registrados 87.687 casos provaveis de chikungunya no pais (42,1
casos/100 mil habitantes). Destes, 68.962 (78,6%) foram confirmados. Neste ano, a regido
Nordeste apresentou o terceiro maior numero de casos provaveis (11.287 casos) (BRASIL,
2019). Em 2019, foram notificados 132.205 casos provaveis (62,9 casos/100 mil habitantes)
no pais e a regido Nordeste apresentou a segunda maior taxa de incidéncia, com 59,4
casos/100 mil habitantes (BRASIL, 2020).

1.2.1 Aspectos bioldgicos e clinicos

Chikungunya, familia Togaviridae, género Alphavirus, € um virus envelopado, com
simetria icosaédrica que possui um genoma de fita simples de RNA de senso positivo com
11,800 kb estruturado em dois quadros de leitura abertos (ORFs), separados por uma jun¢ao
ndo codificante, com um cap 5> 7-metilguanosina e uma cauda poli-A 3’ ndo traduzidas em
suas exterminadas. Quando traduzido, este genoma codifica uma poliproteina ndo estrutural e
uma poliproteina estrutural, que ao serem clivadas originam, respectivamente, 4 proteinas nao
estruturais: nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 e cinco proteinas estruturais: C, E3, E2, 6K e E1 (KHAN
etal., 2002; METZ; PIJMAN, 2016).

A transmissdo de CHIKYV ocorre principalmente por meio da picada de mosquitos Ae.
aegypti e Ae. albopictus (CHOMPOOSRI et al., 2016; TSETSARKIN et al., 2016), com
ampla distribuicdo no Brasil (HEINISCH et al., 2019), e ao feto, por via transplacentéaria
(LYRA et al., 2016).
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Cerca de 70% das infeccBes por CHIKYV sdo sintomaéticas e se caracterizam por causar
uma doenga febril, associada, a poliartrite e poliartralgia que afetam principalmente
tornozelos, punhos, falanges, joelhos e cotovelos (HUITS et al., 2018; SIMIAO et al., 2019) e
que podem evoluir para formas cronicas, com persisténcia das dores articulares (PAIXAO et
al., 2018).

2 Exposicdo materna a infecgbes arbovirais e riscos neonatais associados

Estima-se que cerca de 90% das gestacfes no mundo ocorrem em areas endémicas ou
epidémicas de arbovirus (incluindo ZIKV e CHIKV) e que os 10% restantes das mulheres
gravidas eventualmente podem ser expostas a esses virus devido a alta mobilidade entre
regides onde ha circulacdo desses patdgenos (CHARLIER et al., 2017). Um estudo conduzido
em Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, por Aradjo et al. (2018) demonstrou que 60% das
mulheres que participaram de um estudo de caso controle, que investigou a associagdo do
Zika com microcefalia, possuia marcadores laboratoriais de infec¢do prévia para o virus. Um
estudo conduzido por Duarte et al. (2020), na cidade de Salvador, Nordeste do Brasil,
observou uma prevaléncia de 70% de infeccdo prévia por ZIKV e cerca de 40% de infeccéo
prévia por CHIKV entre as parturientes. JACQUES et al. (2021), evidenciaram uma
prevaléncia de 16,6% de marcadores laboratoriais de infeccdo recente ou ativa por ZIKV,
CHIKV ou DENV em 780 mulheres gravidas em um estudo prospectivo em Pernambuco.
Esses dados chamam a atencdo para os elevados niveis de exposi¢do de mulheres gestantes a
infeccOes por arboviroses.

As manifestacGes clinicas devido a infeccbes por arbovirus na populacdo de gestantes
sdo usualmente similares as observadas na populacdo em geral. Porém, tem-se observado,
maior risco de desenvolverem formas clinicas severas, bem como maior risco de
complicacBes obstétricas, como parto prematuro, descolamento prematuro da placenta, pré-
eclampsia, sangramento vaginal e Obitos associados as doengas (POULIOT et al., 2010;
NITHIYANANTHAM; BADAWI, 2019; CONTOPOULOS-IOANNIDIS et al., 2018).

Quando as infecgdes ocorrem durante a gravidez, ha a possibilidade de transmissdo
vertical com comprometendo da saude fetal e neonatal. Nesse contexto, a microcefalia
neonatal € uma das alteracfes do sistema nervoso central mais severas que estdo associadas a
infecdo congénita por Zika (TEIXEIRA et al., 2016). Também, perdas gestacionais precoces

(abortos espontaneos) e morte fetal intrauterina foram descritas em algumas coortes de
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gravidas com infeccdo por Zika (SARNO et al., 2016; BUATHONG et al., 2015; BRASIL et
al., 2016). A transmissdo materno-fetal de CHIKV pode resultar em mortes fetais
(GERARDIN et al., 2014), mas também, entre nascidos vivos, relata-se manifestaces graves,
como meningoencefalite e coagulacdo intravascular, exigindo hospitalizacdo neonatal
prolongada e cuidados intensivos (LENGLET et al., 2006; GERARDIN et al., 2016;
TOURET et al., 2006). Relata-se ainda, parto prematuro, sofrimento fetal e sequelas

neuroldgicas (disfuncao cognitiva, motora e / ou oftalmoldgicas (FERREIRA et al., 2021).

3 Fatores genéticos do hospedeiro

Classicamente, concebe-se 0s genes como segmentos de DNA que codificam um
produto funcional, polipeptidio ou RNA, e que sdo constituidos por uma regido promotora,
uma sequéncia codificante de RNA e um finalizador. Essas unidades funcionais se situam em
locais especificos dentro dos cromossomos, 0s quais sdo chamados de locus. Quando um
locus possui uma variacdo que origina dois ou mais alelos que ocorrem com frequéncia
superior a 1% na populacdo em geral, diz-se que ele apresenta um polimorfismo genético
(MCINNES et al, 2016).

O tipo mais comum de polimorfismo é resultado da substituicdo de um nucleotideo
por outro, geralmente em decorréncia de mutagdes pontuais como as transices e
transversdes, sendo denominado de polimorfismo de Unico nucleotideo (SNP) (KAHL et al.,
2005). Os SNPs sdo amplamente distribuidos no genoma e estdo presentes em regides
codificadoras e ndo codificadoras. Nesse sentido, a localizagdo do polimorfismo e o tipo de
substituicdo que o origina se relacionam diretamente com seus efeitos na genética individual.
Isso pois, quando ocorrem em segmentos codificantes, algumas trocas ndo alteram a
sequéncia de aminoacidos da proteina codificada (sinbnimas), enquanto outras alteram a
sequéncia (ndo sinbnimas), podendo resultar em impactos na expressédo e funcdo do produto
génico (KAHL et al., 2005).

A diversidade genética é o que individualiza cada pessoa e esta na base dos fatores que
se envolvem na patogénese e gravidade de doencas infecciosas humanas e, nesse contexto, 0s
polimorfismos de nucleotideo Unico tém sido relacionados aos resultados de infeccOes
arbovirais (KETKAR et al., 2019).
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3.1 Interferon IFN-43 e 0 SNP rs12979860

Os interferons (IFNs) sdo uma familia de citocinas induziveis secretadas pelas células
do hospedeiro em resposta a patdgenos, especialmente virus. Eles estdo estabelecidos como
componentes da imunidade inata e atuam regulando a resposta imunolédgica (SADLER,;
WILLIAMS, 2008).

A familia dos interferons (IFNs) estava dividida em IFNs do tipo | e tipo Il até 2003,
guando novos membros foram detectados, e passaram a compor o grupo dos IFNs do tipo 11l
ou lambda (IFN-A). Codificados por genes agrupados no cromossomo 19 humano, os IFN-As
foram nomeados como: IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-28B) (KOTENKO et
al., 2003; SHEPPARD et al., 2003). Contudo, em 2013, o resultado de estudos da regido em
torno do gene IFN-A3 revelaram a existéncia de um novo IFN-A, denominado IFN-A4. Ele
abriga uma variante de dinucleotideo (ss469415590, TT ou AG), em que o alelo TT leva a
uma mudan¢a de quadro inativando o gene e o alelo AG resulta em um gene funcional.
(PROKUNINA-OLSSON et al., 2013). Assim, ap6s uma década de relatados, a familia de
interferons lambda passou a ser composta por 4 genes (IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3 e IFN-A4).

Os IFN-X sdo expressos a partir do reconhecimento de padrées moleculares associados
aos patdgenos (PAMPSs) por receptores de reconhecimento padrdo (PPRs). O principal dos
receptores sdo os semelhantes a RIG-1 que detectam RNA viral e interagem com as proteinas
de sinalizacdo antiviral mitocondrial (MAVS), resultando na ativacdo de fatores de
transcricdo NF-kB e fatores reguladores de interferons (IRFs), que induzem a expressao de
IFN do tipo 111 e do tipo I (HEMANN; GAL; SAVAN et al., 2017).

Apos liberados, os IFN-A sinalizam através do receptor heterodimérico de superficie
celular (IFNLR) composto pelas subunidades IFN-AR1 e IL-10R2 (KOTENKO et al., 2003;
SHEPPARD et al., 2003). Seu envolvimento com 0s receptores resulta na ativacao da cascata
de sinalizacdo JAK-STAT que ao fim promovem a transcri¢cdo de uma ampla variedade de
genes estimulados por interferons (ISGs) que podem amplificar o sinal de IFNs e induzir um
estado antiviral nas células de forma autdcrina e paracrina (HEMANN; GAL; SAVAN et al.,
2017).

Dentre as vias efetoras antivirais, destacam-se a via da ribonuclease L. mediada por 2 ’,
5'-oligoadenilato-sintetase (OAS), que degrada RNAs mensageiros virais € a via da proteina
quinase R (PKR), que fosforila e inativa o fator de iniciacdo peptidico elF2 envolvido na
traducdo do RNA mensageiro viral (SADLER; WILLIAMS, 2008). Interferons lambda s&o
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importantes em diversas infecgdes virais que incluem virus da hepatite C (HCV), hepatite B
(HBV), virus influenza, norovirus, rinovirus, virus sincicial respiratério (RSV), virus da
coriomeningite linfocitica (LCMV), rotavirus e virus do Nilo Ocidental (WNV)
(SYEDBASHA; EGLI, 2017).

Dois aspectos se mostram relevantes para a compreensédo do papel de IFN-As diante de
doencas infecciosas. O primeiro se refere a distribuicdo de receptores em células e tecidos
infectados e o0 segundo esta relacionado a polimorfismos de nucleotideo Unico dentro e perto
dos genes que codificam IFN-As e seus receptores.

Nesse sentido, IL-10R2 é uma subunidade do receptor altamente expressa nos tecidos
e compartilhada para a sinalizagdo por membros da familia de IL-10 (MOSSER et al., 2008).
Contrariamente, a expressdo de IFNAR1 é mais restrita a células epiteliais, subconjuntos de
células mieloides e neurais. Esta expressdo limitada provavelmente explica a importancia dos
interferons lambda em mucosas e barreira hematoenceféalica (LAZEAR; NICE; DIAMOND et
al., 2015; LEE; BALDRIDGE et al., 2017).

A funcdo dos genes IFN-A e sua capacidade de regular a imunidade natural é também
impactada por polimorfismos de nucleotideo Unico. Dentre os SNPs dessa regido génica, o
rs12979860 (C/T) proximo ao gene IFN-43, tem sido foco de muitos estudos, apds recentes
trabalhos de associacdo de genoma (GWAS) o identificarem como um importante marcador
associado a depuracdo espontanea do HCV (THOMAS et al., 2009; RAUCH et al., 2010).
Isso pois rs12979860 tem se relacionado a baixa producdo da IFN-A3 e progressdo de
infeccBes virais (TANAKA et al., 2009; HONDA et al., 2014; RALLON et al., 2012).

Nesse sentido, a IL-28 tem se mostrado um importante mediador de respostas
antivirais uma vez que possui um importante polimorfismo que afeta sua expresséo,
comprometendo o estabelecimento da resposta imunolégica IFN-13. Considerando que
gestantes se constituem como um grupo vulneravel as infeccdes arbovirais, admite-se que a
ocorréncia de complicacdes na gestacdo e neonatais podem estar associados a presenca do

polimorfismo.
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2 OBJETIVO
2.1 Geral

Descrever a frequéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico rs12979860 (C/T) no
gene IFN-A3 entre gestantes/parturientes com complicagdes obstétricas infectadas ou ndo pelo
virus Zika e chikungunya e repercussdes neonatais.

2.2 Especificos

e Determinar 0s gendtipos as amostras de DNA extraidas para 0 SNP rs12979860 (C/T)
no gene IFN-43;

e Comparar as frequéncias do SNP rs12979860 (C/T) no gene IFN-13 entre
gestantes/parturientes com complicacBes obstétricas atribuidas ou ndo a infecgdes por
Zika e chikungunya;

e Comparar os desfechos neonatais diante da presenca do SNP rs12979860 (C/T) no
gene IFN-A3 de gestantes/parturientes com complicacdes obstétricas atribuidas ou néo

a Zika e chikungunya.

3METODOLOGIA
3.1 Delineamento do estudo

Estudo descritivo e analitico, por meio da realizacdo de ensaios laboratoriais in vitro
em banco de DNA bem caracterizado de mulheres com complicacdes obstétricas infectadas e
ndo infectadas pelo ZIKV e CHIKYV, para a descri¢do e comparacao da frequéncia da variante
polimérfica rs12979860 (C/T) no IFN-A3.

A pesquisa teve todos os procedimentos experimentais aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Fiocruz Pernambuco (CAAE: 19404519.3.0000.5190) e integrou o
projeto ancora “Complicagdes maternas € neonatais associadas as arboviroses (Zika,
chikungunya e dengue) em uma maternidade de referéncia no Nordeste do Brasil: um estudo
de coorte seccional”, aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ e IMIP (CAEE:
73121517.0.0000.5190), a partir do qual se originaram as amostras bioldgicas.

Todo financiamento necessario ao desenvolvimento da proposta foi aprovado no edital
do CNPq (400775/2019-0).
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3.2 Grupos de estudo

A fim de avaliar a relacdo entre os perfis genéticos das gestantes com complicacdes

obstétricas e a aquisi¢cdo de infeccdo por ZIKV e CHIKV, foram formados 0s grupos:

Grupo 1. Gestantes/parturientes com complicacfes obstétricas e presenca de marcador
de infeccdo recente/aguda por ZIKV e CHIKV (n = 122).

Grupo 2. Gestantes/parturientes com complicacGes obstétricas e auséncia de marcador
de infeccdo recente/aguda por arbovirus (ZIKV e CHIKV) durante a gestacdo (n = 212).

A fim de avaliar o risco entre o perfil genético das mées com complicacOes
obstétricas, infectadas e ndo infectadas, e o desenvolvimento de complicacBes neonatais, as
condicdes dos neonatos foram rastreadas, de modo a compor 0s seguintes grupos:

Grupo 1. Neonatos saudaveis (n= 166)

Grupo 2. Neonatos com complica¢fes neonatais (n= 167).

3.3 Definicéo de caso

Os procedimentos laboratoriais para diagnostico da infeccdo aguda/recente por
arboviroses (dengue, Zika e Chikungunya) nas gestantes foram descritos previamente
(JACQUES et al., 2021). A infeccdo ativa por arbovirus foi definida pela deteccdo do RNA
viral pela técnica qRT-PCR para DENV, ZIKA ou CHIKV usando ensaio Trioplex e
confirmadas posteriormente por QRT-PCR especifico para virus interno. A soroconverséo de
IgM ou 1gG (negativa na primeira amostra e positiva na segunda amostra) ou um aumento de
guatro vezes nos titulos de anticorpos neutralizantes especificos de virus entre amostras
pareadas foi igualmente definida com infeccdo ativa por arbovirus.

A infeccdo recente por ZIKV, DENV ou CHIKV foi definida pela detecgdo de
imunoglobulina M (IgM) especifica na primeira amostra ou nas amostras pareadas. As
infeccbes por ZIKV foram confirmadas pelo método da soroneutralizagcdo por reducdo de
placas (PRNT). Infec¢bes duplas foram definidas como evidéncia de infec¢do (concomitante

ou sequencial) com mais de um virus por PCR ou teste de IgM.
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Os neonatos foram considerados saudadveis quando apresentaram peso ao nascer
superior a 25009 e gestacdo de 37 semanas ou mais; peso ao nascer entre 10° a 90° percentis
de acordo com graficos de crescimento intrauterino; pontuacdes normais de Apgar sem
necessidade de reanimacao ao nascimento; medidas antropométricas sem alteracdo (de acordo
com o0 sexo e idade gestacional ao nascimento); nenhuma doenca pds-natal durante a
internacdo hospitalar, como sepse, ictericia, hipoglicemia, policitemia, dentre outras e
nenhuma alteracdo neuroldgica, no sistema respiratdrio, gastrointestinal, cardiovascular,
geniturinario, muscular e esquelético ou malformacdo congénita. Aqueles considerados
complicados, apresentaram ao menos uma alteragdo dos componentes mencionados
(CLOHERTY et al., 2005).

3.4 Procedimentos laboratoriais

3.4.1 Extracdo de DNA e montagem do banco de DNA genémico

Para extracdo do DNA genomico foram utilizados 300 pL de sangue total periférico de
cada participante. Utilizamos o kit Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA, USA),
conforme orientacdes do fabricante, e as amostras foram armazenadas a -80 °C até o

processamento.

3.4.2 Avaliacdo da qualidade e quantidade de DNA extraido

A quantidade e a pureza do DNA genémico foram determinadas por densidade Optica
em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). Buscou-se extragdes com uma razéo
de absorbancia 260/280 de aproximadamente 1,8, valor usualmente aceito para amostras de
DNA, indicando integridade dos &cidos nucleicos extraidos e pureza da amostra em relacédo

contaminacgdo por reagentes e proteinas (SCIENTIFIC, 2010)
3.4.3 Genotipagem
Para deteccdo da variante polimorfica rs12979860 utilizamos a tecnologia de reacdo

em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR), usando um sistema TagMan®, que

consiste no uso de sondas marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente para
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serem complementares & cadeia de oligonucleotideos do gene alvo. A reacdo de PCR em
tempo real foi realizada no QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, EUA).

3.5 Analises estatisticas

Para avaliar a associacdo entre os perfis alélicos e genotipicos foram realizadas
comparagOes entre os grupos caso (infectadas) e controle (ndo infectadas) utilizando os
programas Stata, versdo 15 (StataCorp., CollegeStation, Estados Unidos) e GraphPadPrism,
versdo 7.0a. As frequéncias das variantes genéticas foram comparadas pelo teste Qui-
quadrado de Person (X?). As frequéncias alélicas foram estimadas pelo método da contagem
génica. O teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar se a distribuicdo genotipica esta de
acordo com a hipétese do equilibrio de Hardy-Weinberg. As diferencas foram consideradas
significativas para valores de p< 0,05. Os achados significativos na analise univariada foram
confirmados em analise multivariada ajustando-se 0 OR (Odds Ratio) por possiveis fatores de
confuséo.

Para testar associacOes entre as frequéncias genotipicas e o risco de infeccdo viral
empregamos trés modelos de analise genética: o gendtipo (TT vs. CT vs. CC), recessivo (TT
vs. CT/CC) e dominante (TT/CT vs. CC) e a frequéncia alélica foi testada pelo modelo alélico
T vs. C.
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4 RESULTADOS

Foram selecionadas para esse estudo 334 gestantes com complicacGes obstétricas.
Dessas, 212 mulheres ndo estavam infectadas por arbovirus (RT-qPCR ou IgM negativos) e
122 apresentaram marcadores laboratoriais de infeccdo recente/aguda pelo ZIKV ou CHIKV

(RT-gqPCR ou IgM positivos), conforme descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo da frequéncia de infecgéo por ZIKV ou CHIKV recente/aguda (RT-
gPCR ou IgM) entre gestantes com complicacdes obstétricas.

Total de Infeccéo arboviral

amostras sim N0
n (%) n (%)
ZIKV CHIKV ZIKV + CHIKV

334 51 (15.2) 67 (20.1) 4 (1.2%) 212 (63,5)

Total 122 212

As frequéncias genéticas do polimorfismo de nucleotideo unico rs12979860 (C/T) no
gene IFN-13 materno estdo descritas na Tabela 2. As frequéncias genotipicas estudadas se
encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg. No grupo das gestantes infectadas, as
frequéncias dos genotipos TT, CT e CC foram 18.9%, 40.1%, 41.0%, respectivamente. No
grupo das ndo-infectadas, esses valores foram 19.8%, 47.6%, 32.5%, respectivamente.

Nas analises comparativas, independente do modelo genético empregado, néo
constatamos diferencas estatisticas significativas entre as proporc@es alélicas e genotipicas de
IFN-13 maternos com complicacdes obstétricas infectadas e ndo infectadas por ZIKV e
CHIKV.

Verificamos o risco associado entre o desenvolvimento de complicagbes neonatais
com a presenca de infeccdo materna e o perfil genético das mulheres, independe de infecgéo,
mediante uma analise multivariada binaria, conforme consta na tabela 3. Identificados que a
presenca de infeccdo arboviral ndo esteve relacionada com o desenvolvimento de
complicagdes neonatais (p=0.076). No entanto, o fato de as mulheres possuirem uma variante

(CT/TT) no gene IFN-A3 prediz o risco de complica¢des nos neonatos (p= 0.010).
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Tabela 2 - Comparacéo das frequéncias genotipicas e alélicas do SNP rs12979860 em

gestantes com complicacdes obstétricas infectadas e ndo infectadas por ZIKV e CHIKV

Nao Modelos
SNP Infectadas ) . p-valor*
infectadas genéticos
IFN-43
n=122 (%) n=212 (%)
rs12979860
TT vs. CT vs. 0.286
TT 23 (18,9) 42 (19,8)
CcC
Genotipos
CT 49 (40,1) 101 (47,6)  TTvs. CT/CC 0.125
CcC 50 (41,0) 69 (32,5) TT/CT vs. CC 0.886
T 95 (38,9) 185 (43,6)
Alelos TvsC 0.254
C 149 (61,1) 239 (56,4)

*Qui-quadrado de Person (X?).

Tabela 3 — Andlise multivariada binaria para predicao de risco de complicacdo neonatal em
334 maes de neonatos.

p-valor OR (I1C 95%)
Gestantes com
) 0.076 1.510 (0.957-2.381)
Arboviroses
IFN-13
0.010 1.828 (1.155-2.892)
(CT/TT)

5 DISCUSSAO

Esse trabalho trata do primeiro estudo que descreveu as frequéncias genotipicas da
variante polimorfica rs12979860 em IFN-A3 entre gestantes com complicagdes obstétricas
infectadas por ZIKV e CHIKYV, residentes em Pernambuco, regido endémica do Nordeste
brasileiro, e relacionou a presenca do SNP materno com o risco de desenvolvimento de
complicacdes neonatais.

Demonstramos que a proporgdo do genoétipo heterozigoto CT (44.9%) entre mulheres

com complicagdes obstétricas, independente do status de infec¢do arboviral, foi maior em
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relacdo aos genotipos CC (35.6%) e TT (19.5%). Os estudos envolvendo gravidas e o
marcador rs12979860 sdo escassos e limitados em relacdo ao tamanho das amostras
analisadas. No Cairo, Egito, 52 gestantes tiveram seus genoétipos determinados para
rs12979860 e a prevaléncia observada foi de 53.8% mulheres com CC, 37.7% com CT e
13.5% com o TT (HASHEM et al., 2017). Um outro estudo conduzido com 34 gravidas em
Columbus, EUA, mostrou proporcdes de 41.0% para CC, 47,0% para CT e 12% para TT
(HONEGGER et al., 2016). Esses resultados assemelham-se aos do nosso estudo. O gendtipo
CT em nossa amostra e na estudada em Columbus por Honegger et al. (2016) tendem a ser
mais frequentes em comparagdo aos individuos do Cairo descritos por Hashem et al. (2017) e
o TT é o menos prevalente entre as populacdes, independente da regido.

A baixa presenca do gendtipo TT nas gestantes com complicacdes obstétricas do nosso
estudo é uma caracteristica que se relaciona com demais individuos brasileiros, devido a
descendéncia africana que a populagdo nacional apresenta (THOMAS et al., 2009), como se
observa em um estudo conduzido com 949 homens e mulheres do Sudeste e Nordeste do
Brasil, que descreveu uma propor¢do de 36.9% para CC, 49.1% para CT e 14.0% para TT
(R1ZZO et al., 2016). Em outro estudo, 66 individuos do Rio de Janeiro, regido Sudeste
brasileira, tiveram seus genotipos determinados e o mais prevalente foi 0 CT com 44.0%,
seguido por CC com 32.0% e TT 24.0% (RAMOS et al., 2012).

N&o foi observada diferenca significativa para a associagdo entre as frequéncias
genotipicas e alélicas e a aquisicdo de infeccdo por ZIKV e CHIKV entre as gestantes.
Reconhecemos que o tamanho da amostra com que trabalhamos € relativamente pequeno e
isso pode resultar em um menor poder para detectar diferencas menores nas frequéncias
genotipicas do marcador e o desfecho analisado. Ademais, compreendemos que a auséncia de
um grupo de comparagdo composto por mulheres sem complicacdes obstétricas infectadas por
ZIKV e CHIKYV limitou as analises, impossibilitando elucidar a relagdo entre 0 SNP materno
e o desenvolvimento de complicagdes obstétricas.

Nossos resultados também apontam uma possivel associacdo entre 0s genotipos
CT/TT maternos e o risco de complicacdes neonatais (p= 0.010). Isso pode acontecer pela
efetividade da reposta imune desenvolvida pelas gestantes em decorréncia da presenca do
perfil CT/TT, que pode estar relacionada ao menor controle da infeccdo e ser a causa de
efeitos adversos na salde neonatal. Pois, outros estudos evidenciam que esses alelos menores
(CT/TT) estdo associados a baixa expressdo de IFN-13 (TANAKA et al., 2009; HONDA et

al., 2014; RALLON et al., 2012) e com a progressdo de diversas infeccbes virais
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(SYEDBASHA; EGLI et al., 2017). Pacientes com HCV, por exemplo, tem tido o gendtipo
CC associado ao controle da infeccdo (TANAKA et al.,, 2009; THOMAS et al., 2009;
RAUCH et al., 2010). Ou seja, o alelo C tem se mostrado relacionado a melhores respostas
imunes, possivelmente devido a alteracdes nos niveis de expressdo de ISGs resultando em
impacto na sinalizagdo imune inata pelo comprometimento de mecanismos efetores virais,
com possiveis reflexos na satde do recém-nascido.

Isso pois, a suscetibilidade reduzida a infec¢do por ZIKV, por exemplo, pode resultar
de perfis imunes inatos distintos, incluindo a producéo de IFN-1 (BAYER et al., 2016). Uma
vez que IFN-11 e 3, exerce efeitos antivirais contra 0 ZIKV em tecidos maternos néo
placentarios e placentarios (JAGGER et al., 2017). Dessa forma, sdo necessarios estudos que
melhor avaliem a relacdo entre a presenca do SNP rs12979860 em mulheres infectadas por
Zika e chikungunya e o desenvolvimento de complicacbes neonatais, bem como os

mecanismos efetores imunes que possam estar se relacionando dinamica dos eventos.

6 CONCLUSAO

Concluimos que a frequéncias genotipicas do polimorfismo de nucleotideo Unico
rs12979860 entre gestantes com complicagdes obstétricas ndo se correlacionam com a
aquisicdo de infeccGes por Zika e chikungunya.

Também, que a presenca de infeccdo arboviral ndo esteve relacionada ao
desenvolvimento de complicacdes no neonato. Contudo, o perfil CT/TT materno se mostrou
como um preditor do risco para tais complicagdes.

Reconhecemos que a auséncia de um grupo de comparagdo composto por mulheres
sem complicacBes obstétricas infectadas por Zika e chikungunya é uma importante limitacdo
de nosso estudo, tornando-se necessario a realizacdo de novos trabalhos com esses grupos de
comparacdo a fim de analisar a associacdo entre o perfil genético, infeccdo arboviral e

complicagdes obstétricas.
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