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RESUMO

CUNHA, V. M. P. Polimorfismos do gene VEGF em mulheres com sindromes
hipertensivas na gestacdo. 2010. 68 f. Dissertacédo (Mestrado em Atencéo a
Saude) — Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba (MG), 2010.

As sindromes hipertensivas da gestacdo sdo consideradas um problema de saude
publica, sendo a principal causa de morbi-mortalidade materno-fetal. O Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) é um dos fatores responsaveis pela
regulacdo da implantacdo da placenta, através dos seus efeitos na remodelacao
vascular e na sobrevivéncia e invasao do trofoblasto. Polimorfismos do gene VEGF
podem ser uteis como indicadores de suscetibilidade para as sindromes
hipertensivas da gestacdo. O presente estudo objetivou identificar polimorfismos de
gene VEGF +936C/T e -2578C/A. Trata-se de um estudo transversal e quantitativo;
constituido por 120 mulheres distribuidas em quatro grupos: hipertensdo arterial
gestacional, hipertensdo arterial crénica superposta a pré-eclampsia, pré-eclampsia
e/ou eclampsia e grupo controle. A caracterizagao da amostra foi realizada mediante
entrevista pré-estruturada e complementada por dados transcritos dos prontuérios.
Para a identificacdo dos polimorfismos foi realizada extragcdo de DNA, amplificacao
das sequéncias pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com primers
especificos e a analise por Polimorfismos de Comprimentos de Fragmentos de
Restricdo (RFLP). A analise estatistica dos resultados foi realizada de forma
descritiva e inferencial. Na presente casuistica ndo foi observada associacdo do
polimorfismo do gene VEGF +936C/T com as sindromes hipertensivas da gestacao,
embora haja uma frequéncia maior do alelo T no grupo de pacientes com pré-
eclampsia. Ja, para o polimorfismo VEGF -2578C/A observa-se diferenca
significativa entre os grupos controle e pré-eclampsia, sendo o alelo A mais
frequente no controle (67%). Mais pesquisas Sa40 necessarias nesta area com uma
amostra maior e analise de outros polimorfismos.

Palavras-chave: Gestacédo. Hipertensdo. Polimorfismos. VEGF.



ABSTRACT

CUNHA, V. M. P. Polimorphisms in gene VEGF in women with hypertensive
syndromes during pregnancy. 2010. 68 f. Dissertation (Master’s degree in Health
Care) — Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba (MG), 2010.

Hypertensive syndromes during pregnancy are considered as a public health
problem, being the main cause of maternal and fetal morbimortality. Vascular
endothelial growth factor is one of the responsible factors for the regulation of the
placental implantation through its effects in the vascular remodeling and in the
survival and invasion of the trophoblast. Polimorphisms in gene VEGF can be useful
as indicators of susceptibility for the hypertensive syndromes during pregnancy. This
study aimed at identifying polimorphisms of gene VEGF +936C/T and -2578C/A. It is
a cross-sectional, quantitative study; constituted by 120 women distributed in four
groups: Gestational hypertension, superimposed preeclampsia, preeclampsia and/or
eclampsia and control group. Characterization of the sample was shown in a pre-
structured interview and complemented by data from the medical records. For the
identification of the polimorphisms it was done DNA extraction, amplification of
seqguences by Polymerase chain reaction (PCR) with specific primers and analysis by
restriction fragment length polymorphism (RFLP). Statistics analysis of the results
was done in a descriptive and inferential way. In this casuistry it was not observed
association of polymorphism of gene VEGF +936C/T with hypertensive syndromes of
pregnancy, although there is a higher frequency of the T-allele in the group of
patients with preeclampsia. However, for polymorphism VEGF -2578C/A it is
observed a significant difference between control and preeclampsia groups, being A-
allele more frequent in the control one (67%). Additional research is necessary,
showing more samples and analysis of other polimorphisms.

Key words : Pregnancy. Hypertension. Polimorphisms. VEGF.



RESUMEN

CUNHA, V. M. P. Polimorfismos del gene VEGF en mujeres con sindromes
hipertensivas del embarazo. 2010. 68 f. Disertacion (Mestrado en Atencion a la
Salud) — Universidad Federal del Triangulo Mineiro, Uberaba (MG), 2010.

Las sindromes hipertensivas del embarazo son consideradas un problema de salud
publica, siendo la principal causa de morbi-mortalidad materno-fetal. EI Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) es uno de los factores responsables por
la regulaciéon de la implantacion de la placenta, través de sus efectos en la
remodelacion vascular y en la sobrevivencia e invasiéon del trofoblasto.
Polimorfismos del gene VEGF pueden ser Utiles como indicadores de susceptibilidad
para las sindromes hipertensivas del embarazo. El presente estudio objetivo
identificar polimorfismos del gene VEGF +936C/T y -2578C/A. Se trata de un estudio
transversal y cuantitativo; constituido por 120 mujeres distribuidas en cuatro grupos:
hipertension arterial del embarazo, hipertension arterial cronica superpuesta a la pre-
eclampsia, pre-eclampsia y/o eclampsia y grupo control. La caracterizacion de la
muestra fue realizada mediante entrevista, pre-estructurada, y complementada por
datos transcriptos de los prontuarios. Para la identificacion de los polimorfismos fue
realizado extraccion de DNA, amplificacion de las secuencias por Reaccién en
Cadena de Polimerasa (PCR) con primers especificos y el andlisis por Polimorfismos
de Comprimientos de Fragmentos de Restriccion (RFLP). El andlisis estadistico de
los resultados fue realizado de forma descriptiva e inferencial. En la presente
casuistica no fue observado asociacion del polimorfismo del gene VEGF +936C/T
con las sindromes hipertensivas del embarazo, aun que haya una frecuencia mayor
del alelo T en el grupo de pacientes con pre-eclampsia. Para el polimorfismo VEGF -
2578C/A se observa diferencia significativa entre los grupos control y pre-eclampsia,
siendo el alelo A mas frecuente en el control (67%). Mas pesquisas son necesarias
en esta area con una muestra mayor y analisis de otros polimorfismos.

Palabras Clave: Embarazo. Hipertension. Polimorfismos. VEGF.
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1 INTRODUCAO

As sindromes hipertensivas representam a principal complicacéo da gravidez,
afetando 10% de todas as gestacdes. S&o consideradas um problema de saude
publica no mundo, sendo a principal causa de morbi-mortalidade materno-fetal dos
paises em desenvolvimento (PERACOLI; PARPINELLI, 2005; DULEY, 2009; JIM et
al., 2010).

Para o consenso do National High Blood Pressure Education Program
(NHBPEP) é fundamental diferenciar a hipertensdo que antecede a gravidez,
daquela que é uma condicdo especifica da mesma. Na primeira, a elevacdo da
pressao arterial € o aspecto fisiopatolégico basico da doenca, a segunda é resultado
da ma adaptacdo do organismo materno a gravidez, sendo a hipertensado apenas um
de seus achados. Em 2000, o NHBPEP classificou as manifestacdes das sindromes
hipertensivas da gestacdo como: hipertensao arterial cronica (HAC), hipertensao
gestacional (HAG), pré-eclampsia/eclampsia (PE/E) e hipertensédo arterial crbnica
superposta por pré-eclampsia (HAC+PE) (NHBPEP, 2000).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, dentre as sindromes
hipertensivas ligadas a gestacdo, a pré-eclampsia € responsavel por
aproximadamente 60 mil mortes/ano (WHO, 2005). Estudos demonstram também
gue a hipertensao arterial sistémica € a principal causa de morte obstétrica direta,
ocorrendo em 18,5% dos casos (GAIO et al., 2001).

Nos ultimos anos as pesquisas enfatizaram a patogénese dessas sindromes;
no entanto, as opgcdes de tratamento ndo apresentaram mudancas significativas.
Estudos epidemioldgicos revelam complicacdes a longo prazo da pré-eclampsia,
como danos no sistema cardiovascular e em outros 6rgdos (FUNAI et al., 2005;
BELLAMY et al., 2007; CARTY; DELLES; DOMINICZAK, 2010; JIM et al., 2010).

1.1 SINDROMES HIPERTENSIVAS

A hipertensdo crbnica na gravidez é definida como estado hipertensivo pré-
existente ou ocorrido antes da vigésima semana, e ainda presente decorridas 12

semanas do pos-parto. Com taxa de incidéncia de 5% nas gestantes, é classificada
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como leve (pressao arterial sistolica entre 140 a 159 mmHg e diastdlica < 90 a 99
mmHg) ou grave (presséo arterial = 160/100 mmHg associado a lesdo de 6rgaos
alvos) (NHBPEP, 2000; JIM et al., 2010).

A hipertensdo primaria ou essencial representa a principal causa de
hipertensdo cronica na gravidez (90%); as causas secundarias (10%) sdo as
doencas renais e as desordens enddcrinas (SIBAI, 2002).

A hipertensao arterial crbnica na gravidez esta associada a complicacbes que
causam danos materno-fetais como: descolamento de placenta, baixo peso ao
nascimento, restricAo de crescimento intrauterino, mortalidade perinatal e preé-
eclampsia superajuntada. Estimativas indicam que cerca de 10 a 20% das gravidas
com hipertenséo pré-existente desenvolvem pré-eclampsia (SIBAI, 2002; GILBERT;
YOUNG; DANIELSEN, 2007).

A pré-eclampsia é uma sindrome multissistémica especifica da gravidez,
definida clinicamente como pressdo arterial aumentada (> 140/90 mmHg) e
proteinuria que excede 300 mg/dia apds a vigésima semana de gestacédo, podendo
cursar também com edema (SAFTLAS et al., 1990; LIE et al., 1998; MURPHY;
STIRRAT, 2000).

Afeta de 6 a 8% das gravidas, dependendo das caracteristicas geograficas e
demograficas da populagdo, sendo responsavel por aproximadamente 40% de
partos prematuros (MEIS et al., 1998). Dentre as complica¢des desta doenca podem
ocorrer baixo peso, prematuridade e morte fetal; as maternas incluem faléncias renal
e hepatica, sindrome HELLP (Haemolysis, Elevated Liver enzymes and Low
Platelets), edema cerebral e até morte (KENNY; BAKER, 1999; MUTTER;
KARUMANCHI, 2007).

Os fatores de risco incluem: primiparas, multiparas com novo parceiro, pré-
eclampsia em gestacdes anteriores e idade materna (extremos do periodo
procriativo). Algumas condigBes obstétricas que aumentam a massa placentaria
como gestacao multipla e mola hidatiforme também contribuem para o maior risco de
pré-eclampsia (DUCKITT; HARRINGTON, 2005; BARTON; SIBAI, 2008; BDOLAH et
al., 2008; KOGA et al., 2009). No entanto, o tabagismo esta associado com reduzido
risco para a sindrome (XIONG et al., 2000; ENGLAND et al., 2002).

O diagnoéstico precoce e a intervencdo sao de importancia vital em reduzir a
mortalidade materna e fetal (CHAPPELL; MORGAN, 2006).

Apesar de existirem muitos estudos nessa area, a patogénese da pré-
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eclampsia é pouco compreendida. Possiveis etiologias tém sido propostas, incluindo
causas placentarias, imunoldgicas, genéticas e ambientais. HA consenso de que a
placenta tem papel central na ocorréncia dessa doenca; pesquisas sugerem que o
prejuizo na remodelacdo do fundo placentario € um defeito basico, que precede
todas as outras mudancas patolégicas na pré-eclampsia (MEEKINS et al., 1994;
YOUNG,; LEVINE; KARUMANCHI, 2010). Consequentemente, investigacbes tém
associado anormalidades vasculares com pré-eclampsia (PRASMUSINTO et al.,
2002).

A implantagcdo da placenta € um processo complexo que requer a migracao
do trofoblasto em duas fases, chamadas de “ondas de invasao do trofoblasto”: a
primeira ocorre durante a sexta e a oitava semana de gestacdo, limitando-se ao
segmento decidual das artérias espiraladas do utero. A segunda onda de invaséo
atinge a porcdo miometrial das artérias espiraladas durante a décima - sexta e a
vigésima semana de gestacdo. Nesse processo ocorre uma diferenciacdo do
fendtipo epitelial para o endotelial, conhecido como pseudovasculogénese. Como
resultado, as artérias perdem sua elasticidade e seu diametro aumenta. O baixo
fluxo € aumentado para satisfazer a demanda intensa do crescimento fetal, essa
invasdo das artérias espiraladas pelo trofoblasto é essencial par o sucesso da
gestacdo (VAZQUEZ; FORTE; TEDESCO, 2004; ROBERTS; GAMMILL, 2005).

Na pré-eclampsia a remodelacéo vascular é inadequada, provavelmente pela
invasao insuficiente do trofoblasto na segunda onda. Portanto, a dilatacdo vascular
nao ocorre nas artérias espiraladas e o fluxo sanguineo uteroplacentario esta
diminuido, levando a hipdxia placentaria local. Com isso, ha uma liberacdo de
fatores placentarios e um desequilibrio de fatores angiogénicos, causando disfungéo
endotelial que caracteriza a pré-eclampsia (LEE et al., 2007; GADONSKI;
IRIGOYEN, 2008).

A pré-eclampsia € somente observada em mulheres gravidas, levando a
concluséo de que a placenta é necessaria para que ocorra essa doenca. E também
verificada na gestacdo molar na qual o feto estd ausente, demonstrando-se que a
placenta € suficiente para causar esta condicdo. A morbi-mortalidade fetal resulta
exclusivamente da insuficiéncia placentaria. Estas observacbes levam a
investigacdes sobre se fatores circulantes produzidos pela placenta contribuem para
esta doenca. As placentas de mulheres com pré-eclampsia sdo mal desenvolvidas,
provavelmente devido a hipéxia (LAM; LIM; KARUMANCHI, 2005; BDOLAH et al.,
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2008; YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010).

Ha evidéncias de que a circulacdo de microfragmentos de sinciciotrofoblasto
no plasma materno estd aumentada na pré-eclampsia, com liberacdo de citocinas
inflamatorias (KNIGHT et al., 1998).

Recentemente, novas descobertas sugerem que a pré-eclampsia esta
relacionada ao desequilibrio de fatores angiogénicos circulantes, resultando em
disfuncéo endotelial. A implicacdo desta teoria é que a pré-eclampsia seria uma
doenca primaria do endotélio vascular, tendo como fatores de risco materno a
obesidade, a resisténcia a insulina, a hiperlipidemia, a hipertensdo, a doenca renal e
as trombofilias (THADHANI et al., 1999, 2004; WOLF et al.,, 2001, 2002; SAID;
DEKKER, 2003).

Tradicionalmente esta sindrome € considerada resolvida apés a dequitacéo;
contudo, a disfuncdo endotelial pode persistir anos apds o episddio, e mulheres que
tiveram a doenga apresentam risco aumentado para eventos cardiovasculares
futuros, necessitando de monitorizacdo continua a longo prazo (CHAMBERS et al.,
2001; FUNAI et al., 2005; BELLAMY et al., 2007; CARTY; DELLES; DOMINICZAK,
2010; JIM et al., 2010).

Atualmente, o desenvolvimento da pré-eclampsia € explicado como o
resultado da combinacao de fatores genéticos, nutricionais, ambientais, inflamatorios
e imunologicos que levam a uma falha da invasdo trofoblastica normal e
remodelacdo das artérias uterinas espiraladas (SIBAI, 2003; PEGORARO et al.,
2004).

Eclampsia é definida pela manifestacdo de crises convulsivas ténico-clénicas
generalizadas e/ou coma, em gestante com hipertensdo gestacional ou pré-
eclampsia, na auséncia de doencas neurologicas (WALKER, 2000). Pode ocorrer
durante a gestacéo, na evolugédo do trabalho de parto e no puerpério. E comumente
precedida pelos sinais e sintomas de eclampsia iminente, como distarbios do
sistema nervoso central (cefaleia frontal/occipital, torpor, obnubilacdo e alteracdes
de comportamento), visuais (escotomas, visdo embacada e até amaurose) e
gastricos (nauseas, vOmitos e dor no hipocondrio direito ou no epigastrio). E
responsavel por 60 a 100% das mortes maternas relacionadas a sindrome
hipertensiva da gestacdo. Mundialmente, a incidéncia de eclampsia € de 1,3 para
cada 1000 partos, com valor de 0,6%0 nos paises desenvolvidos e 4,5%0 nos paises
em desenvolvimento (DOUGLAS; REDMAN, 1994; PERACOLI; PARPINELLI, 2005).
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7

Hipertenséo arterial crbnica superposta por pré-eclampsia € caracterizada
pelo aparecimento de proteindria em mulheres com hipertensédo antes da vigésima
semana de gestacdo ou o aumento subito da presséo; como também aquelas com
hipertensdo crbnica que desenvolvem a sindrome HELLP ou cefaleia, alteracbes
visuais ou dor epigastrica. A pré-eclampsia, isolada ou superposta a hipertensao
arterial cronica, estd associada aos piores resultados maternos e perinatais das
sindromes hipertensivas (ROBERTS et al., 2003).

A hipertensédo gestacional corresponde a casos com aumento de pressao
sanguinea, sem proteindria, ap0s a vigésima semana de gravidez, retornando aos
niveis tensionais normais no poés-parto (12 semanas) (SIBAI, 2003). De etiologia
desconhecida, pode-se identificar mulheres suscetiveis ao desenvolvimento de
hipertenséo essencial a longo prazo (VILLAR et al., 2006).

A maioria dos estudos aborda somente pré-eclampsia e eclampsia devido aos
piores prognosticos; as demais sindromes hipertensivas da gestacdo sado pouco
investigadas. O conhecimento da fisiopatologia, o diagndstico precoce e a atuacao
precisa no momento adequado melhoram o progndstico materno/perinatal,
reduzindo as altas taxas de mortalidade materna, decorrentes dessas sindromes
(PERACOLI; PARPINELLI, 2005).

O progresso na prevencgao e no tratamento desta condigédo requer avancgos na
compreensao da fisiopatologia da doenca em nivel molecular (CHAPPELL;
MORGAN, 2006). A descoberta de novos biomarcadores para detectar essas
sindromes, antes do aparecimento dos sinais e sintomas clinicos, € uma proposta
promissora (CARTY; DELLES; DOMINICZAK, 2008; HERTIG; LIERE, 2010). A
Genética pode contribuir com novas opc¢des que fardo parte do arsenal terapéutico
utilizado naquele que permanece sendo um dos maiores desafios médicos atuais
(GADONSKI; IRIGOYEN, 2008).

1.2 GENETICA E SINDROMES HIPERTENSIVAS

Vérios estudos utilizando diferentes modelos genéticos e estratégias de genes
candidatos apontam para uma possivel predisposicdo familial no desenvolvimento
das sindromes hipertensivas da gestacdo, principalmente a pré-eclampsia e

eclampsia.
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Um forte componente de heranca tem sido demonstrado, embora com padrao
desconhecido (MORGAN; WARD, 1999): mulheres nascidas de maes com pré-
eclampsia possuem um risco aumentado dessa doenca na sua gestacdo; homens
nascidos de mulheres com pré-eclampsia possuem risco aumentado para serem
pais de filhos nascidos de pré-eclampsia (CHESLEY; COOPER, 1986; CARR et al.,
2005).

A genética tem um papel duplo nessa descoberta, podendo sugerir modelo de
hipoteses e usando os genes candidatos para testa-las (CHAPPELL; MORGAN,
2006). Muitos investigaram um Unico polimorfismo em um Unico gene candidato; a
minoria testou diversos genes, ou polimorfismos multiplos em um ou mais genes.

Entre os genes candidatos estdo incluidos aqueles que codificam fatores da
coagulacéo, estresse oxidativo e substancias vasoativas (WARD et al., 1993), bem
como os envolvidos na funcdo placentaria (DIZON-TOWNSON et al.,, 1996) e
citocinas inflamatoérias (CHAPPELL; MORGAN, 2006).

Alteracbes nos elementos vasoativos do sistema renina-angiotensina
poderiam possuir um papel significante na fisiopatologia da pré-eclampsia, por
exemplo, genes da angiotensina (ATG), da enzima conversora de angiotensina
(ACE) e do oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (MEDICA; KASTRIN; PETERLIN,
2007).

Uma associacdo estatisticamente significativa com pré-eclampsia foi
encontrada com os polimorfismos do gene da angiotensina (Met235Thr/AGT) tanto
no modelo genético recessivo quanto no dominante; do gene ACE (intron 16 ins-
del/ACE), considerando o modelo recessivo; e um efeito moderado para o
polimorfismo do gene eNOS (Glu298Asp/eNOS ) (MORRIS; EATON; DEKKER,
1996; MEDICA; KASTRIN; PETERLIN, 2007). Estudando o gene da
prolilcarboxipeptidase, que €é uma enzima reguladora do sistema renina-
angiotensina, observou-se que a presenca do alelo prolilcarboxipeptidase D
acompanhada por hipertensdo cronica estava associada com aumento de risco
significativo para pré-eclampsia (WANG et al., 2006).

O gene do metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) humano, localizado no
cromossomo 1p36 (SOHDA et al.,, 1997), é importante para o metabolismo da
homocisteina (POWERS et al., 1999). Estudos com o polimorfismo do gene MTHFR
677C/T e pré-eclampsia/eclampsia mostram resultados discrepantes, sugerindo

possivel fator de risco (KUPFERMINC et al., 2000) pouca ou nenhuma associacao
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significativa (PRASMUSINTO et al., 2002; PEGORARO et al., 2004; DAVALOS et
al., 2005) com pré-eclampsia/eclampsia.

Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) € uma potente citocina com ampla
atividade pro-inflamatoéria tipo Th-1. Ele é produzido por mondcitos ou macrofagos e
outros tipos de células, como células T e B, células endometriais, implantes
endometriais ectopicos e pelas vilosidades placentarias durante a gravidez. O gene
do TNF-a esta localizado no cromossomo 6p21.3 na regidao do complexo de
histocompatibilidade principal. (STONEK et al., 2007).

Variagbes polimorficas na regido promotora do gene do TNF-a sdo alvo de
diversos estudos em diferentes populacbes e mostram associacdo ou ndo com
sindromes hipertensivas da gestacdo (HEISKANEN et al.,, 2002; KAISER et al.,
2004; PFAB et al.,, 2005; SAARELA et al., 2005; CANTO-CETINA et al.,, 2007,
PAZARBASI et al., 2007).

Pesquisas para determinar a regulacdo do desenvolvimento vascular
placentario e a expressédo de fatores angiogénicos podem contribuir para o melhor
entendimento das sindromes hipertensivas da gestacdo e sua heterogeneidade,
fornecendo testes futuros para predizer ou diagnostica-las, bem como, estratégias
terapéuticas no manuseio das mesmas (YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010).

1.2.1 Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (V  EGF)

VEGF é um importante fator angiogénico, produzido por macroéfagos, linfocitos
T, células tumorais e pelo citotrofoblasto, e representa papel fundamental como
regulador na proliferacédo celular endotelial e permeabilidade vascular; contribui para
a manutencado funcional dos vasos e inibe a apoptose das células endoteliais
(FERRARA; HENZEL, 1989). A inibicdo do VEGF desregula o balanco
apoptose/proliferacao, resultando em embriogénese defeituosa e danos graves nos
tecidos maduros (KASAHARA et al., 2000).

Possui um importante papel na manutencdo da integridade da barreira de
filtracdo glomerular e sua inibicdo poderia levar a proteinaria (BDOLAH et al., 2004).
Estudos relatam que pacientes recebendo antagonistas de VEGF para o tratamento

de cancer podem desenvolver hipertensdo, proteindria e dano no endotélio
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glomerular (KABBINAVAR et al., 2003; PATEL et al., 2008).

A familia VEGF de proteinas inclui VEGF-A (VEGF), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, fator de crescimento placentario (PIGF), e seus receptores VEGFR-1/Flt-1,
VEGFR-2/KDR e VEGFR-3/Flt-4. Eles compartilham caracteristicas tipicas
estruturais, porém, apresentam atividades biologicas diferentes (FERRARA,
GERBER; LECOUTER, 2003).

O gene que codifica VEGF é altamente polimorfico, esta localizado no
cromossomo 6p21.3 e contém 14kb na regido codificante com oito éxons e sete
introns (VINCENTI et al., 1996). No minimo, 30 polimorfismos foram descritos neste
gene, sendo que alguns estdo associados com a producdo da proteina VEGF
(WATSON et al., 2000; BANYASZ et al., 2006).

VEGF € um componente da regulacdo da implantacdo da placenta através
dos seus efeitos na remodelacdo vascular e na sobrevivéncia e invasdo do
citotrofoblasto (BANYASZ et al., 2006), sendo que seus polimorfismos podem ser
Uteis como indicadores de suscetibilidade para as sindromes hipertensivas da
gestacao (SHIM et al., 2007). Baseado na predisposi¢cao genética, esta relacao pode
ser fortemente mostrada pela associacdo entre polimorfismos genéticos e aumento
de risco para o desenvolvimento dessas sindromes (CNATTINGIUS et al., 2004).

Alguns desses, tais como o VEGF +405G/C e o VEGF -2578C/A podem ter
um impacto na producédo do VEGF nas células mononucleares do sangue periférico
e em outros tecidos (SHAHBAZI et al., 2002). O alelo VEGF +405G, que é
acompanhado pela alta capacidade de producdo de VEGF, diminui o risco para pré-
eclampsia severa.

Foi observado que a progressdo da pré-eclampsia pode ser
acelerada/modificada na presenca dos polimorfismos VEGF -2578C/A e +936C/T
que predispbem a baixa capacidade de producéo de VEGF (PAPAZOGLOU et al.,
2004; BANYASZ et al., 2006; SHIM et al., 2007). Os gendtipos do VEGF -460T/T e
+405C/C apresentam aumento de risco para o desenvolvimento da sindrome HELLP
(NAGY et al., 2008). Alguns estudos demonstraram concentracao reduzida de VEGF
circulante em mulheres com pré-eclampsia (MAYNARD et al., 2003; LEVINE et al.,
2004).

VEGF como regulador essencial da angiogénese embrionaria, possui também
um papel central na patogénese de complicacbes perinatais. Foi analisado se os

polimorfismos genéticos do VEGF estdo associados com o risco de nascimentos
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prematuros ou morbidades perinatais. Como conclusao, os resultados sugeriram que
o polimorfismo VEGF +405G/C poderia estar associado com alto risco de
nascimentos pré-termos e que VEGF -2578C/A poderia participar no
desenvolvimento de complicacbes perinatais como enterocolite necrosante e
faléncia renal aguda (BANYASZ et al., 2006). Observaram também que o
polimorfismo do gene VEGF -1154G/A esta associado a abortos recorrentes
idiopaticos e o VEGF +936C/T associado com partos prematuros espontaneos
(PAPAZOGLOU et al., 2004).

Ha uma teoria provocativa de que mulheres com historia de pré-eclampsia
tém um balanco antiangiogénico residual e podem ser protegidas do crescimento de
tumores soOlidos que usam VEGF e outros fatores angiogénicos para

neovascularizacao, crescimento tumoral e metastase (VATTEN et al., 2002).

1.3 JUSTIFICATIVA

Considerando que as sindromes hipertensivas da gestacdo sdo um dos
problemas mais importantes da pratica obstétrica e de impacto epidemiol6gico com
altas taxas de morbi-mortalidade materno-fetal, torna-se importante analisar 0s
polimorfismos do gene VEGF nas posi¢des -2578C/A e +936C/T, em nossa regiao, e
assim contribuir para o melhor entendimento da condicdo e de sua evolucéo,
permitindo um acompanhamento mais direcionado das gestantes, bem como a
possibilidade da identificacdo de portadoras e riscos de desenvolver essas
sindromes. O gene do VEGF foi selecionado por apresentar caracteristicas

sugestivas de associacdo com sindromes hipertensivas na gestacao.
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2 OBJETIVO

Identificar polimorfismos do gene VEGF nas posi¢cdes -2578C/A e +936C/T

em mulheres com gestacdo normal e com sindromes hipertensivas na gestacao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo seccional (transversal) e quantitativo.

3.2 AMOSTRA

Foram estudadas 88 mulheres, com idade igual ou superior a 18 anos, que
apresentaram sindromes hipertensivas durante a gestacao, atendidas no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM), apds a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

O grupo controle foi constituido por 32 mulheres que apresentaram duas ou
mais gestacdes sem intercorréncias, com filhos normais, apés a assinatura do TCLE
(ANEXO B).

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Mulheres com as mesmas condic¢des clinicas e idade inferior a 18 anos, bem
como aquelas que ndo possuiam informacdes completas sobre os dados avaliados;
do grupo controle foram excluidas as mulheres que apresentaram sindromes

hipertensivas e outras complicacgdes.

3.4 COLETA DE SANGUE

Foram coletados 8mL de sangue periférico, por venopuncdo, em tubos (BD
Vacutainer™) contendo EDTA. Esta coleta foi realizada por profissional habilitado e
o material foi utilizado para extracdo de DNA. Os tubos foram transportados
diretamente para o Laboratorio de Citogenética e Genética Molecular Humana da
Disciplina de Genética do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e Naturais da UFTM.

A caracterizagdo da amostra foi realizada mediante entrevista pré-estruturada
com o0s sujeitos da pesquisa e complementada por dados transcritos dos prontuarios
(APENDICE A).



26

3.5 ANALISE MOLECULAR
3.5.1 Extracdo de DNA

Em um tubo cbnico de 50 mL foram colocados 8mL de sangue total e
adicionada solucéo de lise celular (solu¢cdo de TE 20:5 — Tris HCI 1M, EDTA 0,5M
pH=8,0, H,O milli Q) até completar 30 mL. Em seguida, foi feita centrifugacdo a
3500rpm por 15 minutos a 10C. O sobrenadante foi d esprezado e o procedimento
repetido por trés vezes até obtencdo de um pellet de leucdcitos livre de hemacias, o
qual foi transferido para microtubo de 2mL para posterior extracao do DNA.

A extracdo do DNA, a partir do pellet de leucdcitos, foi realizada pelo método
de fenol/cloroférmio, acrescentando 10uL da solucdo de proteinase K (20mg/mL) e
25uL de SDS 10%; as amostras foram incubadas em banho-maria a 56C, overnight,
até dissolucdo completa do pellet. Em seguida foram acrescentados 400uL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e o tubo foi centrifugado a 15000rpm por
dois minutos a 4C. A fase superior foi recolhida, com o cuidado para que a camada
branca (camada proteica) ndo fosse recolhida. Acrescentou-se fenol:cloroformio
(24:1) e o tubo foi novamente centrifugado a 15000rpm por dois minutos a 4<T.
Novamente a fase superior foi recolhida e acrescentou-se 800uL de etanol 100% e
40uL de acetato de sodio 0,2M. Foi realizada mais uma centrifugacdo a 15000rpm
por 20 minutos, acrescentado 1 mL de etanol 70% e o material foi misturado por
inversdo. A Ultima centrifugacdo foi realizada a 15000rpm por dez minutos; o
sobrenadante foi desprezado e o microtubo permaneceu secando overnight. O DNA

foi ressuspendido em 200uL de NaOH 8mM e armazenado a -20<C.

3.5.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) - Polimo rfismos de

Comprimentos de Fragmentos de Restricdo (RFLP)

* Amplificacdo das sequéncias
As amostras de DNA gendmico foram submetidas a PCR, utilizando-se pares
de primers especificos para o segmento de interesse. Para o gene VEGF +936C/T a
sequéncia sense 5- AAGGAAGAGGAGACTCTGCGCAGAGC - 3’ e anti-sense 5'-
AAATGTATGTATGTGGGTGGGTGTGTCTACAGG-3'. Para o gene VEGF -2578C/A
foi 5- GGGCCTTAGGACACCATACC-3' e 5- TGCCCCAGGGAACAAAGT-3,
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respectivamente. A amplificagdo do produto de PCR das amostras foi visualizada
por meio de eletroforese em gel de agarose 3% e coloracéo pelo GelRed (Biotium®).

* Analise por RFLP

Os produtos da PCR foram submetidos a digestdo por enzimas de restricdo
especificas para cada polimorfismo em estudo: VEGF +936C/T pela enzima Nialll
(BioLabs®) e VEGF -2578C/A pela enzima Bglll (BioLabs®). Em relagdo ao
polimorfismo +936C/T para o alelo C formou-se um fragmento de 208 pb e parao T,
122 e 86 pb. J4 para o0 -2578C/A, o alelo C, 267pb e 0 A 208 e 60pb.

O produto de digestdo foi aplicado em gel de poliacrilamida 10% e os
fragmentos descritos foram separados em eletroforese, corados pela prata e as
imagens foram obtidas pelo Sistema de Captura de Imagens (L-PIX®). A analise foi

feita através do tamanho dos fragmentos de restricao.

3.6 PROCESSAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram compilados no software Excel® 4.0, utilizando sua planilha
eletrdnica para armazenamento. A analise estatistica dos resultados foi realizada de
forma descritiva e inferencial. Para variaveis quantitativas utilizou-se medidas de
posicdo ou centralidade (média) e medidas de dispersédo e variabilidade (desvio
padrdo). As variaveis categoricas foram analisadas através do software StatView®
empregando-se frequéncias relativas, bem como analise de associacdo em tabelas
de contingéncias X? (qui-quadrado). Os valores foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05.

3.7 ASPECTOS ETICOS

Foram considerados os aspectos éticos apontados na resolu¢do 196/96 do
Conselho Nacional de Saude, sobre pesquisa envolvendo seres humanos,
incorporando sob a otica do individuo e da coletividade os quatros referenciais
basicos da bioética: autonomia, ndo maledicéncia, beneficéncia e justica, visando
também, assegurar os deveres e 0s direitos que dizem respeito a comunidade

cientifica, aos sujeitos da pesquisa e ao Estado (CNS, 1996).
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM —
Protocolo CEP n° 1115-08 (ANEXO C).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra de estudo foi composta por 120 mulheres divididas em quatro
grupos de acordo com os critérios de classificacdo do NHBPEP (2000): 1) HAG:
pacientes portadoras de hipertensdo arterial gestacional 2) HAC+PE: pacientes
portadoras de hipertensédo crbnica superposta a pré-eclampsia 3) PE/E: pacientes

portadoras de pré-eclampsia/eclampsia e 4) C: grupo controle.

. 17%

27%

A Hipertenséo gestacional

y) #9 Pré-eclampsia + Hipertensédo
arterial cronica

B Pré-eclampsia/eclampsia

Grupo controle

44%

Grafico 1- Frequéncia dos grupos de estudo e controle na amostra estudada.

O grupo 1 (HAG) foi composto por 20 mulheres (27%), com idade média de
28,546,64 anos. No que se refere a etnia, oito (40%) eram negras e 12 (60%) néo
negras, sendo a maioria nao tabagista: 17 (85%). A média de gestacoes foi de 3,25+
2,61, sendo sete (35%) primiparas. Todas as mulheres (100%) estavam fazendo ou
fizeram pré-natal. Nao houve relatos de doengas cronicas, etilismo, uso de drogas
ou gestagcdo multipla. Na amostra, sete (35%) tinham histéria de aborto.

A maioria das gestantes: nove (45%) realizou o exame de proteinuria, com
meédia de 105,37 mg/24horas (minimo de 82 mg/24h e maximo de 297 mg/24h); no
entanto,11 (55%) nao fizeram o exame devido ao fato de o parto ocorrer no mesmo
periodo, porém, elas realizaram analise qualitativa da urina através do exame tipo |.

A média da pressao arterial sistélica foi de 155mmHg (minima de 100mmHg e
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maxima 230mmHg) e da diastélica 101lmmHg (minima de 80mmHg e maxima
150mmHg).

A maioria das gestacdes encerrou-se por partos cesarianos e apenas cinco
(28%) por partos vaginais. Ao que se refere a idade gestacional no momento do
parto, duas (17%) estavam com menos de 34 semanas, trés (33%) entre 34 a 37
semanas e 13 (50%) com mais de 37 semanas. A média do indice de APGAR de
primeiro minuto de vida dos recém-nascidos foi de 7,3 pontos (minimo de 0 e
maximo de 10 pontos) e do quinto minuto de 8,5 pontos (minimo de 0 e maximo de
10 pontos); ainda, um (5%) era natimorto. A média do peso dos recém-nascidos foi
de 3.072g+706g. Foram encaminhados ao alojamento conjunto 14 (70%) dos recém-
nascidos, trés (15%) foram internados na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal
(UTI-NEO) ou Bercério, um (5%) foi a 6bito e dois (10%) ainda ndo nasceram.

O grupo 2 (HAC+PE) foi composto por 14 mulheres (12%) com idade média
de 33+6,8 anos. No que se refere a etnia, quatro (28,6%) eram negras e dez (71,4%)
nao negras, sendo a maioria ndo tabagista: 13 (93%). A média de gestacdes foi de
2,5+ 1,2, sendo trés (21%) primiparas. Todas as mulheres (100%) estavam fazendo
ou fizeram pré-natal, sendo que uma (7%) estava com gestacdo mdultipla. Ndo houve
histérico de etilismo e uso de drogas. Na amostra, duas (14%) tinham histéria de
aborto e 14 (100%) relataram possuir alguma doenca cronica.

Todas as 14 gestantes (100%) realizaram o exame de proteinuria, com média
de 767 mg/24horas (minimo de 312 mg/24h e maximo de 5009 mg/24h). A média da
pressao arterial sistolica foi de 149mmHg (minima de 100mmHg e méxima 180
mmHg) e da diastdlica 96 mmHg (minima de 70mmHg e méaxima 120mmHg).

Todas as gestacdes encerraram-se por partos cesarianos, 14 (100%). Ao que
se refere a idade gestacional no momento do parto, seis (43%) estavam entre 34 a
37 semanas e oito (57%) mais que 37 semanas. A média do indice de APGAR de
primeiro minuto de vida dos recém-nascidos foi de 8,7 pontos (minimo de 8 e
maximo de 9 pontos) e do quinto minuto de 9,4 pontos (minimo de 9 e maximo de 10
pontos). A média do peso dos recém-nascidos foi de 3.122+695g. Foram
encaminhados ao alojamento conjunto oito (57%) dos recém-nascidos e seis (43%)
foram internados na UTI-NEO ou no Bercério.

O grupo 3 (PE/E) foi composto por 54 (44% da amostra) pacientes portadoras
de pré-eclampsia/eclampsia com idade média de 26,8+6,4 anos. No que se refere a

etnia, sete (13%) eram negras e 47(87%) ndo negras. A média de gestacdes entre
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as mulheres do grupo foi de 1,9+1,2, sendo que 25 (46%) eram primiparas, 48 (89%)
nao tabagistas e quatro (7%) possuem alguma doenca crbnica. Todas as mulheres
(100%) fizeram ou estavam fazendo pré-natal. Nao houve relato de etilismo, uso de
drogas ou gestacdo multipla. Na amostra, 12 (22%) tinham historia de aborto.

A maioria das gestantes, 46 (85%), realizou o0 exame de proteindria, com
média de 1965 mg/24horas (minimo de 310 mg/24h e maximo de 7315 mg/24h); no
entanto, oito (15%) nao fizeram o exame devido ao fato de o parto ocorrer no
mesmo periodo, porém, elas realizaram analise qualitativa da urina através do
exame tipo I, tendo como resultados: uma (13%) ++/4+, seis (74%) +++/4+ e uma
(13%) ++++/4+. A média da pressao arterial sistélica foi de 157mmHg (minima de
100mmHg e maxima 210mmHg) e da diastolica 105mmHg (minima de 70mmHg e
maxima 140mmHg). Dentre algumas complicacdes maternas ocorreram, em sete
mulheres (13%) a sindrome HELLP, em trés (6%) iminéncia de eclampsia e duas
(4%) evoluiram para eclampsia.

A maioria das gestacdes (45 - 85%) encerrou-se por partos cesarianos e
apenas oito (15%) por partos vaginais. Ao que se refere a idade gestacional no
momento do parto, 19 (36%) estavam com menos de 34 semanas, 19 (36%) entre
34 a 37 semanas e 15 (29%) mais que 37 semanas. A média do indice de APGAR
de primeiro minuto de vida dos recém-nascidos foi de 7,8 pontos (minimo de 0 e
maximo de 10 pontos) e do quinto minuto de 8,8 pontos (minimo de 0 e maximo de
10 pontos); ainda, dois (5,6%) eram natimortos. A média do peso dos recém-
nascidos foi de 2157+944g. Foram encaminhados ao alojamento conjunto, 21 (39%)
dos recém-nascidos, 30 (55%) foram internados na UTI-NEO ou no Bercario, dois
(4%) foram a Obito e um (2%) ainda ndo nasceu. Neste grupo, 40 (74%) mulheres
referiram historia familiar de hipertensdo e/ou hipertensdo na gestacdo e as demais
14 (26%) desconhecem a informacédo ou ndo houve casos na familia. Os relatos de
hipertenséo especifica na gestagcéo foram de 29 (54%).

O grupo 4 (C) foi constituido por 32 mulheres (27% da amostra) que

apresentaram duas ou mais gestacdes sem intercorréncias, com filhos saudaveis.
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4.2 POLIMORFISMO DO GENE VEGF POSICAO +936C/T

O DNA gendmico, para o polimorfismo do gene VEGF +936C/T, foi
amplificado com o primer especifico, em todas as amostras e tendo como produto,

fragmento de 208 pb (Figura 1).

& ' § o~ i |
el R R | 208pb

Figura 1- Gel de agarose 3% com os produtos de
PCR para o polimorfismo do VEGF +936
C/T. Peso Molecular (PM)= 25 pb.
Amostras 1 a 10 todas pertencentes ao
grupo de estudo.

As amostras 32, 34, 36, 39, 41, 72, 78, 80 e 92 foram excluidas da andlise
devido a ndo amplificacao do DNA. As 111 amostras amplificadas foram submetidas
a digestao pela enzima Nlalll, por trés horas a 37°C, seguida de eletroforese em gel
de poliacrilamida 10%. A frequéncia dos gendtipos nesta amostra foram: C/C 79
(71%), C/T 28 (25%) e T/T 4 (4%) e esta representada no Gréfico 2.
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Gréfico 2- Frequéncia dos genotipos do polimorfismo
VEGF +936C/T na amostra.
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A Figura 2 mostra o produto de PCR ap0s a digestao pela enzima de restricdo
Nlalll em gel de poliacrilamida a 10%. Os individuos com genotipos C/C apresentam
uma banda com fragmentos de 208 pb, os C/T com trés bandas e fragmentos de
208, 122 e 86 pb, os T/T com duas bandas de fragmentos de 122 e 86 pb.

62 54 M

65 66 67 PM 68 69 70 ND
b e e bmo e
o uuu:;-duud 208pb
H cc - 122pb
T =l

Figura 2- Gel de poliacrilamida 10% com os produtos de PCR
(208pb), do polimorfismo VEGF +936C/T, digeridos pela
enzima de restricdo Nlalll, mostrando os genotipos T/T,
C/T e CC. Peso Molecular (PM)=25pb; produto né&o
digerido (ND).

As frequéncias dos gendtipos C/C, C/T e T/T do polimorfismo do gene VEGF
+936C/T nos grupos de estudo e do controle sdo mostradas na Tabela 1 e no

Gréfico 3. As diferencas néo foram estatisticamente significativas (x?=4,8; p=0,56).
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Grafico 3- Frequéncia dos gendtipos nos grupos de estudo e controle, do
polimorfismo VEGF +936C/T. Hipertensdo arterial gestacional
(HAG); hipertensdo arterial crénica superposta a pré-eclampsia
(HAC+PE); pré-eclampsia/eclampsia (PE/E); grupo controle (C).
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Tabela 1- Frequéncia dos genodtipos nos grupos de estudo e controle, do

polimorfismo VEGF +936C/T. Uberaba, 2010.

Genotipos
Condicao C/C CIT TIT Total
N % N % % N %

HAG 12 15 6 21 25 19 17
HAC+PE 11 14 1 4 0 12 11
PE/E 34 43 16 57 50 52 47
C 22 28 5 18 25 28 25
Total 79 71,2 28 25,2 3,6 111 100
X°=4,8; p=0,56

HAG=Hipertensao arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial cronica superposta a pré-

eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia; C=grupo controle.

As frequéncias dos gendtipos C/C, C/T e T/T do polimorfismo do gene VEGF

+936C/T das sindromes hipertensivas da gestacdo e do grupo controle séo

mostradas na Tabela 2. As diferencas ndo foram estatisticamente significativas

(x°=1,09; p=0,58).

Tabela 2- Frequéncia dos genotipos nos grupos com sindromes hipertensivas da
gestacao e controle, do polimorfismo VEGF +936C/T. Uberaba, 2010.

Genotipos
Condicao C/C C/T TT Total
N % N % % N %
SHG 57 72 23 82 75 83 75
C 22 28 5 18 25 28 25
Total 79 71,2 28 25,2 3,6 111 100
x?=1,09; p=0,58

SHG=Sindromes hipertensivas da gestagdo; C=grupo controle.
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Considerando a presenga ou ndo do alelo T, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (x°=4,6; p=0,19), apesar de uma incidéncia maior nas
portadoras de PE/E (56%) (Tabela 3).

Em relagédo a presenca ou ndo do alelo T, analisando as SHG em conjunto e
0 grupo controle, observa-se uma frequéncia maior nas portadoras de SHG (81%),
embora néo tenha diferenca estatisticamente significativa (x*=0,99; p=0,31) (Tabela
4).

As frequéncias dos gendtipos C/C, C/T e T/T do polimorfismo do gene VEGF
+936C/T nos grupos de estudo sao mostradas na Tabela 5. As diferengas n&o foram
estatisticamente significativas (x*=3,6; p=0,47).

Considerando a presenga ou ndo do alelo T, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (x*=3,5; p=0,17), apesar de uma frequéncia maior nas
portadoras de PE/E (69%) (Tabela 6).

Tabela 3- Frequéncia do alelo T do polimorfismo do gene VEGF +936
C/T nos grupos de estudo e controle. Uberaba, 2010.

Genotipos
Condicao C/TT cC Total
N % N % N %

HAG 7 22 12 15 19 17
HAC+PE 1 3 11 14 12 11
PE/E 18 56 34 43 52 47
C 6 19 22 28 28 25
Total 32 28,8 79 71,2 111 100

X*=4,6; p=0,19
HAG=Hipertensdo arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial crénica
superposta a pré-eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia; C=grupo controle.
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Tabela 4- Frequéncia do alelo T do polimorfismo do gene VEGF +936
C/T nos grupos com sindromes hipertensivas da gestacao e
controle. Uberaba, 2010.

Genotipos
. C /1T CC Total
Condicao
N % N % N %

SHG 26 81 57 72 83 75
C 6 19 22 28 28 25
Total 32 28,8 79 71,2 111 100
x?=0,99; p=0,31

SHG=Sindromes hipertensivas da gestagéo; C= grupo controle.

Tabela 5 - Frequéncia dos genotipos nos grupos de estudo, do polimorfismo VEGF
+936C/T. Uberaba, 2010.

Gendtipos
_ C/IC CIT TIT Total
Condicao
N % N % N % N %

HAG 12 21 6 26 1 33 19 23
HAC+PE 11 19 1 4 0 0 12 14
PE/E 34 60 16 70 2 67 52 63
Total 57 68,7 23 27,7 3 3,6 83 100
x%=3,6; p=0,47

HAG=Hipertensado arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial cronica superposta a pré-
eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia.
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Tabela 6- Frequéncia do alelo T do polimorfismo do gene VEGF +936C/T nos
grupos de estudo. Uberaba, 2010.

Gendtipos
. C /T CC Total
Condicao
N % N % N %
HAG 7 27 12 21 19 23
HAC+PE 1 4 11 19 12 14
PE/E 18 69 34 60 52 63
Total 26 31,3 57 68,7 83 100
x?=3,5; p=0,17

HAG=Hipertensdo arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial crbnica
superposta a pré-eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia.

Cada grupo de estudo foi avaliado separadamente em relagdo ao controle e
para este polimorfismo ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa (Tabela
7).

Tabela 7 — Resultados das andlises estatisticas entre cada grupo de estudo e o
controle, considerando o polimorfismo do gene VEGF +936C/T.
Uberaba, 2010.

CONDIGAO X° p
HAG x C 1,36 0,51 ns
HAG x C (presenca do alelo T) 1,34 0,25 ns
HAC+PE x C 1,11 0,57 ns
HAC+PE x C (presenca do alelo T) 0,99 0,32 ns
PE/ExC 1,61 0,45 ns
PE/E x C (presenca do alelo T) 1,51 0,22 ns

HAG=Hipertensao arterial gestacional; HAC+PE= hipertenséo arterial cronica superposta a pré-
eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia; C= grupo controle; ns= nao significativo.
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4.3 POLIMORFISMO DO GENE VEGF POSICAO -2578C/A

O DNA gendmico, para o polimorfismo do gene VEGF -2578C/A, foi
amplificado com o primer especifico em todas as amostras e tendo como produto,

fragmento de 267 pb (Figura 3).

Figura 3- Gel de agarose 3% com os produtos de PCR para o
polimorfismo do VEGF -2578C/A. Peso Molecular
(PM)= 25 pb. Amostras 45 a 54, todas pertencentes ao
grupo de estudo.

As amostras 32, 34, 36, 39, 41, 66, 72, 80, 92 e 94 foram excluidas da analise
devido a ndo amplificacdo do DNA. Os genétipos encontrados nas 110 mulheres
foram: C/C 51 (46%), C/A 45 (41%) e A/A 14 (13%) (Grafico 4).

gBcc
BCA
mAA

Gréafico 4- Frequéncia dos genotipos do polimorfismo VEGF -2578C/A
na amostra.

O polimorfismo do VEGF -2578C/A foi comparado entre os individuos do
grupo de estudo e do controle. A figura 4 mostra o produto de PCR apds a digestao
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pela enzima de restricdo Bglll em gel de poliacrilamida a 10%. Os individuos com
genotipos C/C apresentam uma banda com fragmentos de 267 pb, os C/A com trés
bandas e fragmentos de 267, 208 e 60 pb, os A/A com duas bandas de fragmentos
de 208 e 60 pb.

267pb
208pb

60pb

Figura 4- Gel de poliacrilamida 10% com os produtos de PCR
(267pb), do polimorfismo VEGF -2578 C/A, digeridos pela
enzima de restricdo Bglll, mostrando os gendtipos A/A, C/A
e C/C. Peso Molecular (PM)=25pb; produto néo
digerido (ND).

As frequéncias dos genotipos C/C, C/A e A/A do polimorfismo do gene VEGF
-2578C/A nos grupos de estudo e do controle sdo mostradas na Tabela 8. As
diferencas ndo foram estatisticamente significativas (x°=8,2; p=0,2).

As frequéncias dos genotipos C/C, C/A e A/A do polimorfismo do gene VEGF
-2578C/A das sindromes hipertensivas da gestacdo e do grupo controle sdo
mostradas na Tabela 9. As diferencas ndo foram estatisticamente significativas
(x?=5,05; p=0,08).

Considerando a presenca ou ndo do alelo A, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (x°=7,2; p=0,65), apesar de uma frequéncia maior no
grupo de PE/E (37%) (Tabela 10).

Em relacédo a presenca ou nao do alelo A, analisando as SHG em conjunto e
0 grupo controle, observa-se uma frequéncia maior no grupo das SHG (69%),
embora ndo tenha diferenca estatisticamente significativa (x*=2,4; p=0,11) (Tabela
11).
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Tabela 8- Frequéncia dos genoétipos nos grupos de estudo e controle, do
polimorfismo VEGF-2578 C/A. Uberaba, 2010.

Genotipos
_ CIC C/A A/A Total

Condicao

N % N % N % N %
HAG 7 14 8 18 4 29 19 17
HAC+PE 5 10 5 11 2 14 12 11
PE/E 30 59 16 35,5 6 43 52 47
C 9 17 16 35,5 2 14 27 25
Total 51 46,3 45 41 14 12,7 110 100
x°=8,2; p=0,2

HAG=Hipertensado arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial cronica superposta a pré-
eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia; C=grupo controle.

Tabela 9- Frequéncia dos gendtipos nos grupos com sindromes hipertensivas da
gestacao e controle, do polimorfismo VEGF -2578C/A. Uberaba, 2010.

Gendtipos
. C/C C/A A/A Total
Condicao
N % N % N % N %

SHG 42 82 29 64 12 86 83 75
C 9 18 16 36 2 14 27 25
Total 51 46,3 45 41 14 12,7 110 100
x?=5,05; p=0,08

SHG= Sindromes hipertensivas da gestacao; C= grupo controle.
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Tabela 10- Frequéncia do alelo A do polimorfismo do gene VEGF -2578C/A
nos grupos de estudo e controle. Uberaba, 2010.

Genotipos
_ C_/AA CC Total
Condicao
N % N % N %

HAG 12 20 7 14 19 17
HAC+PE 7 12 5 10 12 11
PE/E 22 37 30 59 52 47
C 18 31 9 17 27 25
Total 59 53,6 51 46,4 110 100

)(2=7,2; p=0,65 ; HAG=Hipertensado arterial gestacional; HAC+PE= hipertens&o arterial
cronica superposta a pré-eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia; C=grupo controle.

Tabela 11- Frequéncia do alelo A do polimorfismo do gene VEGF -
2578C/A nos grupos com sindromes hipertensivas da gestacao
e controle. Uberaba, 2010.

Gendtipos
_ C_/AA cC Total

Condicao

N % N % N %
SHG 41 69 42 82 83 75
C 18 31 9 18 27 25
Total 59 53,6 51 46,4 110 100
X*=2,4; p=0,11

SHG= Sindromes hipertensivas da gestacdo; C= grupo controle.

As frequéncias dos gendtipos C/C, C/A e A/A do polimorfismo do gene VEGF
-2578C/A nos grupos de estudo sdo mostradas na Tabela 12. As diferencas néo

foram estatisticamente significativas (x°=3; p=0,55).
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Considerando a presenga ou nao do alelo A, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (x°=2,9; p=0,2), apesar de uma incidéncia maior no
grupo de PE/E (54%), conforme Tabela 13.

Tabela 12- Frequéncia dos gendtipos nos grupos de estudo, do polimorfismo VEGF-
2578 C/A. Uberaba, 2010.

Genotipos
Condicao C/IC CIA A/A Total
N % N % N % N %
HAG 7 17 8 27 4 33 19 23
HAC+PE 5 12 5 17 2 17 12 14
PE/E 30 71 16 56 6 50 52 63
Total 42 50,6 29 35 12 14,4 83 100

x?=3; p=0,55
HAG=Hipertensado arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial cronica superposta a pré-
eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia.

Tabela 13- Frequéncia do alelo A do polimorfismo do gene VEGF -2578C/A
nos grupos de estudo. Uberaba, 2010.

Gendtipos
Condicao C_/AA cC Total
N % N % N %
HAG 12 29 7 17 19 23
HAC+PE 7 17 5 12 12 14
PE/E 22 54 30 71 52 63
Total 41 100 42 100 83 100

X°=2,9; p=0,2
HAG=Hipertensdo arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial crbnica
superposta a pré-eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia.
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Cada grupo de estudo foi avaliado separadamente em relagdo ao controle,
sendo que para o polimorfismo -2578C/A néo foi encontrado diferenca estatistica
significativa para a hipertensdo arterial gestacional e para a hipertensdo crénica
superposta a pré-eclampsia. No entanto, encontrou-se diferenca significativa entre
0S grupos da pré-eclampsia e controle, no que se refere a distribuicdo dos genétipos
e a presenca do alelo A (Tabela 14). O grupo controle apresentou percentual maior

(67%) para a presenca do alelo A em relacdo ao grupo de pré-eclampsia (42%).

Tabela 14- Resultados das analises estatisticas entre cada grupo de estudo e o
controle, considerando o polimorfismo do gene VEGF -2578C/A.
Uberaba, 2010.

CONDICAO NG p
HAG x C 2,26 0,32 ns
HAG x C (presenca do alelo A) 0,06 0,80 ns
HAC+PE x C 1,33 0,51 ns
HAC+PE x C (presenca do alelo A) 0,25 0,61 ns
PE/ExC 5,99 0,04* s
PE/E x C (presenca do alelo A) 4,22 0,04* S

HAG=Hipertensdo arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial crbnica superposta a pré-
eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia; C= grupo controle; ns= nao significativo; s=significativo.

4.4 COMBINACAO GENOTIPICA

Analisando a combinacdo genotipica dos polimorfismos do gene VEGF
+936C/A e VEGF -2578C/A e comparando os grupos de estudo e controle, néo
houve diferenca estatisticamente significativa (x°=18,3; p=0,79) (Tabela 15).
Entretanto, observa-se uma frequéncia maior da combinacdo CCCA na amostra
(33%). Considerando os grupos de SHG e controle separadamente, a combinacao
mais frequente foi respectivamente: CCCC (31%) e CCCA (50%) (Tabela 16).
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Tabela 15- Frequéncia da combinacao genotipica dos polimorfismos VEGF +936C/T

e -2578C/A entre individuos dos grupos de estudo e do controle. Uberaba, 2010.

Combinacéo Condicao
Genotipica HAG HAC+PE PE/E C Total
VEGF

0, 0, 0, 0, 0,
1636/-2578 N o N o N o N o N %
CCAA 2 105 2 17 4 8 2 8 10 9
CCCA 6 32 5 42 12 23 13 50 36 33
Ccccc 4 21 4 33 18 34 6 23 32 29
CTAA 1 5 0 0 2 4 0 0 3 3
CTCA 2 105 O 0 3 6 1 4 6 6
CTCC 3 16 1 8 11 212 3 11 18 16
TTAA 1 5 0 0 0 0 0 0 1 1
TTCA 0 0 0 0 1 2 1 4 2 2
TTCC 0 0 0 0 1 2 0 0 1 1
Total 19 174 12 11 52 477 26 239 109 100
x?=18,3; p=0,79

HAG=Hipertensado arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial cronica superposta a pré-
eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia; C=grupo controle.
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Tabela 16- Frequéncia da combinacéo genotipica dos polimorfismos VEGF +936C/T
e -2578C/A entre mulheres com sindromes hipertensivas e controle.
Uberaba, 2010.

Combinacao Condicao

Genotipica C Total
CCAA 8 10 2 8 10 9
CCCA 23 28 13 50 36 33
CCCC 26 31 6 23 32 29
CTAA 3 4 0 0 3 3
CTCA 5 6 1 4 6 6
CTCC 15 18 3 11 18 16
TTAA 1 1 0 0 1 1
TTCA 1 1 1 4 2 2
TTCC 1 1 0 0 1 1
Total 83 76 26 24 109 100
X?=6,5; p=0,59

SHG= Sindromes hipertensivas da gestacdo; C= grupo controle.

Analisando a combinacdo genotipica dos polimorfismos do gene VEGF

+936C/A e VEGF -2578C/A e comparando os grupos de estudo, ndo houve

diferenca estatisticamente significativa (x°=10,5; p=0,8). Entretanto, observa-se uma

frequéncia maior da combinacdo CCCC na amostra (31%). Considerando os grupos

de SHG (HAG, HAC+PE e PE/E), a combinac&o mais frequente foi respectivamente:
CCCA (31%), CCCA (42%) e CCCC(34%), conforme Tabela 17.
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Tabela 17- Frequéncia da combinacao genotipica dos polimorfismos VEGF +936C/T
e -2578C/A nos individuos do grupo de estudo. Uberaba, 2010.

Combinacao Condigao

Genotipica HAG HAC+PE PE/E Total
VEGF

+936/-2578 N % N % N % N %

CCAA 2 11 2 17 4 8 8 10
CCCA 6 31 5 42 12 23 23 28
CCCC 4 21 4 33 18 34 26 31
CTAA 1 5 0 0 2 4 3 4
CTCA 2 11 0 0 3 6 S 6
CTCC 3 16 1 8 11 21 15 18
TTAA 1 5 0 0 0 0 1 1
TTCA 0 0 0 0 1 2 1 1
TTCC 0 0 0 0 1 2 1 1
Total 19 23 12 14,4 52 62,6 83 100

x?=10,5; p=0,8

HAG=Hipertensao arterial gestacional; HAC+PE= hipertensdo arterial cronica superposta a pré-
eclampsia; PE/E =pré-eclampsia/eclampsia.
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5 DISCUSSAO

O VEGF é um importante fator angiogénico e representa papel fundamental
como regulador na proliferacdo celular endotelial e permeabilidade vascular. O gene
que codifica 0 VEGF é altamente polimorfico e seus polimorfismos funcionais podem
ser Uteis como indicadores de suscetibilidade para as sindromes hipertensivas da
gestacado (SHIM et al., 2007).

Polimorfismos funcionais possuem um efeito na regulacdo da expressao do
gene, podendo influenciar nas diferencas individuais da suscetibilidade e gravidade
da doenca, e atuam sozinhos ou em conjunto com outros polimorfismos (JIN et al.,
2005). Segundo alguns autores, a expressao do gene VEGF esta aumentada na pré-
eclampsia (LYALL et al., 1997; GEVA et al., 2002; ZHOU et al., 2002). Alguns
estudos sugerem uma forte relacdo entre variantes polimérficas do gene VEGF e
sindromes hipertensivas gestacionais, no entanto, outros mostram resultados
discrepantes.

No presente estudo foram analisadas as frequéncias das variantes
polimérficas do gene VEGF nas posi¢cdes +936C/T e -2578C/A em portadoras de
sindromes hipertensivas da gestacao e grupo controle.

Considerando os trés genotipos (C/C, C/T e T/T) do gene VEGF +936C/T, ndo
foi observada diferenca estatisticamente significativa. Contudo, o gendtipo C/C
apresentou maior frequéncia na amostra (71%). Resultados semelhantes foram
observados em um estudo realizado com mulheres gregas, sendo 42 mulheres com
pré-eclampsia e 73 do grupo controle. Entretanto, em um estudo na Coréia verificou-
se que o genotipo C/C esteve mais presente no grupo controle (209 mulheres) e na
pré-eclampsia (110 pacientes), com diferenca estatisticamente significativa (SHIM et
al., 2007). No presente estudo o grupo controle é pequeno, ndo permitindo, assim,
verificar resultados estatisticamente significativos.

Em relacdo a presenca do alelo T observou-se uma maior frequéncia no
grupo das pacientes com pré-eclampsia (56%), mas essa diferenca nédo foi
estatisticamente significativa. Dois estudos encontraram incidéncia maior do alelo T
no grupo de pacientes com pré-eclampsia em relacdo ao controle; no entanto, um
apresentou diferenca estatisticamente significativa (SHIM et al., 2007) e o outro néo
(PAPAZOGLOU et al., 2004).
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Considerando os trés genotipos (C/C, C/A e A/A) do gene VEGF -2578C/A,
nao houve diferenca estatisticamente significativa, sendo que o C/C apresentou
maior frequéncia na amostra total (46%). Analisando 0s grupos separadamente
observou-se frequéncias diferentes: C/A na HAG; C/C e C/A na HAC+PE; C/C na
PE+E; e C/A no C. Banyasz et al. (2006) encontraram resultados semelhantes em
um estudo realizado na Hungria com 84 primiparas com pré-eclampsia grave e 96
primiparas saudaveis.

Ja em um estudo realizado com mulheres brasileiras (SANDRIM et al., 2009),
constituido de trés grupos: HAG (101 pacientes), PE (94 pacientes) e controle (108
pacientes) observou-se uma incidéncia maior do gendtipo C/A na amostra.
Considerando os grupos HAG, PE e Controle evidenciou-se maior frequéncia nos
genatipos C/A, C/A e C/C, respectivamente; e Papazoglou et al. (2004) encontraram
uma frequéncia maior do gendtipo C/A nos grupos controle e de pré-eclampsia;
ambos sem diferengca estatisticamente significativa. Apesar dos resultados do
presente trabalho ndo mostrarem, também, diferenca estatistica significativa entre a
frequéncia genotipica dos grupos, os genotipos observados diferem dos encontrados
por esses autores. Considerando que as sindromes hipertensivas da gestacdo é
uma doenca complexa e varios fatores podem estar envolvidos para o seu
desenvolvimento, a correlacdo da expressdo do gene VEGF com o0s gendtipos
poderia auxiliar no entendimento dessa condi¢éo clinica.

Em relacdo a presenca do alelo A notou-se uma maior frequéncia no grupo
das pacientes com pré-eclampsia (37%), quando foram analisados grupo controle
em relacdo as sindromes hipertensivas da gestacdo em conjunto, mas a diferenca
nao foi significativa. No entanto, avaliando separadamente os grupos de estudo em
relacdo ao controle, observa-se diferenca significativa entre pré-eclampsia e
controle, sendo que a presenca do alelo A foi significativamente mais frequente no
grupo controle (67%). Apesar de Nagy et al. (2008) observarem, em sindrome
HELLP, também a presenca do alelo A mais frequente no grupo controle, a
diferenca nao foi significativa. Dados contraditorios foram encontrados por Sandrim
et al. (2009), em que a presenca do alelo A foi mais frequente nas pacientes com
hipertenséo gestacional, porém a diferenca nao foi significativa.

Considerando apenas 0s grupos com sindromes hipertensivas da gestacao,
os trés gendtipos (C/C, C/T e T/T) do VEGF +936 C/T, ndo houve também diferenca

estatisticamente significativa. Contudo, o C/C apresentou maior frequéncia (68,7%).
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No que se refere a presenca do alelo T, a maior frequéncia foi no grupo de pré-
eclampsia (69%).

Avaliando os trés genotipos (C/C, C/A e A/A) do VEGF -2578C/A, no grupo de
estudo, ndo houve diferenca significativa. Contudo, o C/C apresentou maior
frequéncia (50,6%). No que se refere a presenca do alelo A, a maior incidéncia foi no
grupo de pré-eclampsia (54%), resultados diferentes dos observados por Sandrim et
al. (2009).

Apesar de nado ter encontrado associacao significativa entre o polimorfismo
VEGF na posi¢do +936C/T com as sindromes hipertensivas da gestacdo, o estudo
continua; sera aumentado o tamanho da amostra tanto das mulheres com a
sindrome como do grupo controle. Em estudos de associacdo genética € necessario
considerar algumas falhas, como possiveis vieses na selecdo dos participantes,
desconhecimento da funcdo do gene e a necessidade de grandes amostras. Mesmo
assim, resultados negativos devem ser considerados, bem como a realizacdo de
metanalises para validacdo dos achados (TRAINA et al., 2010).

Neste estudo observa-se que a distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo
VEGF na posigéo -2578C/A foi significativamente diferente entre mulheres com pré-
eclampsia e as do grupo controle, sendo a presenca do alelo A mais frequente no
grupo controle, sugerindo a possibilidade da portadora do alelo A apresentar menor
suscetibilidade para o desenvolvimento de pré-eclampsia. E possivel que o nimero
reduzido do grupo controle esteja influenciando nestes resultados, que podem ser
modificados ap6s o0 aumento da amostra.

O objetivo da identificacdo dos mecanismos fisiopatoldégicos das sindromes
hipertensivas da gestacdo visa a estratégias futuras para a prevencdo e o
tratamento dessas condicbes (CHAPPELL; MORGAN, 2006). Portanto, a
composicdo de uma amostra maior, mais homogénea e utlizando outros
polimorfismos contribuirdo para uma melhor compreensdo dos fatores genéticos
envolvidos nessas sindromes.

Considerando que as sindromes hipertensivas da gestacdo sdo um problema
de salde publica, a identificacdo de polimorfismos genéticos associados a
suscetibilidade para essa condicéo clinica, possibilitara um cuidado diferenciado as
gestantes. Consequentemente, as complicacbes serdo menores para o bindmio

mae-filho, contribuindo para a reducédo da morbi-mortalidade materno-fetal.
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6 CONCLUSAO

Na presente casuistica ndo ha associacdo do polimorfismo do gene VEGF
+936C/T com as sindromes hipertensivas da gestacdo, embora haja uma frequéncia
maior do alelo T no grupo de pacientes com pré-eclampsia.

Para o polimorfismo do gene VEGF -2578C/A observa-se diferenca
significativa entre os grupos controle e pré-eclampsia, sendo que o alelo A
apresentou percentual maior (67%) no controle.

Mais pesquisas sao necessarias nesta area com uma amostra maior e analise

de outros polimorfismos.



51

REFERENCIAS

BANYASZ, I. et al. Genetic polymorphisms of vascular endothelial growth factor in
severe pré-eclampsia. Mol. Hum. Reprod. , Oxford, v. 12, n. 4, p. 233-236, 2006.

BARTON, J. R.; SIBAI, B. M. Prediction and prevention of recurrent preeclampsia.
Obstet. Gyneco |., New York, v. 112, n. 2, pt. 1, p. 359-72, 2008.

BDOLAH, Y. et al. Circulating angiogenic proteins in trisomy 13. Am. J. Obstet.
Gynecol ., St. Louis, v. 194, n. 1, p. 239-45, 2004.

BDOLAH, Y. et al. Twin pregnancy and the risk of preeclampsia: bigger placenta or
relative ischemia? Am. J. Obstet. Gynecol ., St. Louis, v.198, n. 4, p. 428.e1-428.€6,
2008.

BELLAMY, L. et al. Pre-eclampsia and risk of cardiovascular disease and cancer in
later life: systematic review and meta-analysis. BMJ, London, v. 335, n. 7627, p. 974,
2007.

CANTO-CETINA, T. et al. Analysis of C-850T and G-308A polymorphisms of the
tumor necrosis factor-alpha gene in Maya-Mestizo women with preeclampsia.
Hypertens. Pregnancy , New York, v. 26, n. 3, p. 283-91, 2007.

CARR, D. B. et al. A sister’s risk: family history as a predictor of preeclampsia. Am.
J. Obstet. Gynaecol. , Bristol, v. 193, n. 3S, p. 965-72, 2005.

CARTY, D. M.; DELLES, C.; DOMINICZAK, A. F. Novel biomarkers for predicting
preeclampsia. Trends Cardiovasc. Med. , New York, v. 18, n. 5, p. 186-94, 2008.

. Preeclampsia and future maternal health. J. Hypertens. , London, v. 28, n.
7, p. 1349-55, 2010.

CHAMBERS, J. C. et al. Association of maternal endothelial dysfunction with
preeclampsia. JAMA, Chicago, v. 285, n. 12, p. 1607-12, 2001.

CHAPPELL, S.; MORGAN, L. Searching for genetic clues to the causes of pre-
eclampsia. Clin. Sci. , London, v. 110, n. 4, p. 443-58, 2006.

CHESLEY, L. C.; COOPER, D. W. Genetics of hypertension in pregnancy: possible
single gene control of pre-eclampsia and eclampsia in the descendants of eclamptic
women. Br. J. Obstet. Gynaecol. , Oxford, v. 93, n. 9, p. 898-908, 1986.

CNATTINGIUS, S. et al. Maternal and fetal genetic factors account for most of
familial aggregation of pre-eclampsia: a population-based Swedish cohort study. Am.
J. Med. Genet. A., Oxford, v. 130A, n. 4, p. 365-71, 2004.



52

DAVALOS, I. P. et al. Methylenetetrahydrofolate reductase C677T polymorphism and
Factor V Leiden variant in Mexican women with preeclampsia/eclampsia. Blood
Cells Mol. Dis., La Jolla, v. 35, n. 1, p. 66-9, 2005.

DIZON-TOWNSON, D. S. et al. The factor V Leiden mutation may predispose
women to severe preeclampsia. Am. J. Obstet. Gynecol ., St. Louis, v. 175, n. 4, pt.
1, p. 902-5, 1996.

DOUGLAS, K. A.; REDMAN, C. W. Eclampsia in the United Kingdom. BMJ, London,
v. 309, n. 6966, p. 1395-400, 1994.

DUCKITT, H.; HARRINGTON, D. Risk factors for pre-eclampsia at antenatal booking:
systematic review of controlled studies. Br. Med. J ., London, v. 330, n. 7491, p. 549-
50, 2005.

DULEY, L. The global impact of pre-eclampsia and eclampsia. Semin. Perinatol. ,
New York, v. 33, n. 3, p. 130-7, 20009.

ENGLAND, L. J. et al. Smoking before pregnancy and risk of gestational hypertension
and preeclampsia. Am. J. Obstet. Gynecol ., St. Louis, v. 186, n. 5, p. 1035-40, 2002.

FERRARA, N.; HENZEL, W. J. Pituitary follicular cells secrete a novel heparin-
binding growth factor specific for vascular endothelial cells. Biochem. Biophys.
Res. Commun ., New York, v. 161, n. 2, p. 851-8, 1989.

FERRARA, N.; GERBER, H. P.; LECOUTER, J. The biology of VEGF and its
recepstors. Nat. Med., New York, v. 9, n. 6, p. 669-76, 2003.

FUNAI, E. F. et al. Long-term mortality after pre-eclampsia. Epidemiology ,
Cambridge, v. 16, n. 2, p. 206-15, 2005.

GADONSKI, G.; IRIGOYEN, M. C. C. Aspectos fisioldgicos da hipertensao arterial na
gravidez. Hipertensao , Sao Paulo, v. 11, n. 1, p. 4-8, 2008.

GAIO, D. S. et al. Hypertensive disorders in pregnancy: frequency and associated
factors in a cohort of Brazilian women. Hypertens. Pregnancy, New York, v. 20, n.
3, p. 269-81, 2001.

GEVA, E. et al. Human placental vascular development: vasculogenic and
angiogenic (branching and nonbranching) transformation is regulated by vascular
endothelial growth factor-A, angiopoietin-1, and angiopoietin-2. J. Clin. Endocrinol.
Metab., Springfield, v. 87, n. 9, p. 4213-24, 2002.

GILBERT, W. M.; YOUNG, A. L.; DANIELSEN, B. Pregnancy outcomes in women
with chronic hypertension: a population-based study. J. Reprod. Med ., Chicago, v.
52, n. 11, p. 1046-51, 2007.

HEISKANEN, J. et al. Polymorphism in the Tumor Necrosis Factor-a Gene in Women
with Preeclampsia. J. Assist. Reprod. Genet. , New York, v. 19, n. 5, p. 220-3, 2002.



53

HERTIG, A.; LIERE, P. New markers in preeclampsia. Clin. Chim. Acta, Amsterdam, v.
411, n. 21-22, p. 1591-5, 2010.

JIM, B. et al. Hypertension in pregnancy: a comprehensive update. Cardiol. Rev. ,
Baltimore, v. 18, n. 4, p. 178-89, 2010.

JIN, Q. et al. Vascular endothelial growth factor polymorphisms in relation to breast
cancer development and prognosis. Clin. Cancer Res. , Denville, v. 11, n. 10, p.
3647-53, 2005.

KABBINAVAR, F. et al. Phase II, randomized trial comparing bevacizumab plus
fluorouracil (FU)/leucovorin (LV) with FU/LV alone in patients with metastatic
colorectal cancer. J. Clin. Oncol. , New York, v. 21, n. 1, p. 60-5, 2003.

KAISER, T. et al. Association of the TNF2 allele with eclampsia. Gynecol. Obstet.
Invest ., New York, v. 57, n. 4, p. 204-9, 2004.

KASAHARA, Y. et al. Inhibition of VEGF receptors causes lung cell apoptosis and
emphysema. J. Clin. Invest ., New Haven, v. 106, n. 11, p. 1311-9, 2000.

KENNY, L.; BAKER, P. N. Maternal pathophysiology in pre-eclampsia. Baillieres
Best Pract. Res. Clin. Obstet. Gynaecol. , London, v. 13, n. 1, p. 59-75, 1999.

KNIGHT, M. et al. Shedding of syncytiotrophoblast microvilli into the maternal
circulation in pre-eclamptic pregnancies. Br. J. Obstet. Gynaecol ., London, v. 105,
n. 6, p. 632-40, 1998.

KOGA, K. et al. Elevated serum soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt1) level in
women with hydatidiform mole. Fertil. Steril ., New York, v. 94, n. 1, p. 305-8, 2009.

KUPFERMINC, M. J. et al. Severe preeclampsia and high frequency of genetic
thrombophilic mutations. Obstet. Gynecol ., New York, v. 96, n. 1, p. 45-9, 2000.

LAM, C.; LIM, K. H.; KARUMANCHI, S. A. Circulating angiogenic factors in the
pathogenesis and prediction of preeclampsia. Hypertension , Dallas, v. 46, n. 5, p.
1077-85, 2005.

LEE, E. S. et al. The levels of circulating vascular endothelial growth factor and
soluble FLT-1 in pregnancies complicated by preeclampsia. J. Korean Med. Sci. ,
Seoul, v. 22, n. 1, p. 94-8, 2007.

LEVINE, R. J. et al. Circulating angiogenic factors and the risk of preeclampsia. N.
Engl. J. Med. , Boston, v. 350, n. 7, p. 672-83, 2004.

LIE, R. T. et al. Fetal and maternal contributions to risk of pre-eclampsia: population
based study. BMJ, London, v. 316, n. 7141, p. 1343-7, 1998.

LYALL, F. et al. Suppression of serum vascular endothelial growth factor
iImmunoreactivity in normal pregnancy and in pre-eclampsia. Br. J. Obstet.
Gynaecol. , London, v. 104, n. 2, p. 223-8, 1997.



54

MAYNARD, S. E. et al. Excess placental soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt1)
may contribute to endothelial dysfunction, hypertension, and proteinuria in
preeclampsia. J. Clin. Invest. , New Haven, v. 111, n. 5, p. 649-58, 2003.

MEDICA, |.; KASTRIN, A.; PETERLIN, B. Genetic polymorphisms in vasoactive
genes and preeclampsia: a meta-analysis. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol.
Amsterdam, v. 131, n. 2, p. 115-26, 2007.

MEEKINS, J. W. et al. A study of placental bed spiral arteries and trophoblast
invasion in normal and severe pre-eclamptic pregnancies. Br. J. Obstet. Gynaecol .,
London, v. 101, n. 8, p. 669-74, 1994.

MEIS, P. J. et al. The preterm prediction study: risk factors for indicated preterm
births: Maternal-Fetal Medicine Units Network of the National Institute of Child Health
and Human Development. Am. J. Obstet. Gynecol ., St. Louis, v. 178, n. 3, p. 562-7,
1998.

MORGAN, T.; WARD, K. New insights into the genetics of preeclampsia. Semin.
Perinatol ., New York, v. 23, n. 1, p. 14-23, 1999.

MORRIS, N. H.; EATON, B. M.; DEKKER, G. Nitric oxide, the endothelium,
pregnancy and pre-eclampsia. Br. J. Obstet. Gynaecol. , London, v. 1996, n. 1, p. 4-
15, 1996.

MURPHY, D. J.; STIRRAT, G. M. Mortality and morbidity associated with early-onset
preeclampsia. Hypertens. Pregnancy , New York, v. 19, n. 2, p. 221-31, 2000.

MUTTER, W. P.; KARUMANCHI, S. A. Molecular Mechanisms of Preeclampsia.
Microvasc. Res. , New York, v. 75, n. 1, p. 1-8, 2007.

NAGY, B. et al. Vascular endothelial growth factor (VEGF) polymorphisms in HELLP
syndrome patients determined by quantitative real-time PCR and melting curve
analyses. Clin. Chim. Acta , Amsterdam, v. 389, n. 1-2, p. 126-31, 2008.

NHBPEP. Report of National High Blood Pressure Education Program Working
Group on High Blood Pressure in Pregnancy. Am. J. Obstet. Gynecol. , St. Louis, V.
1833, n. 1, p. S1-S22, 2000.

PAPAZOGLOU, D. et al. Vascular endothelial growth factor gene polymorphisms and
pre-eclampsia. Mol. Hum. Reprod. , Oxford, v. 10, n. 5, p. 321-4, 2004.

PATEL, T. V. et al. A preeclampsia-like syndrome characterized by reversible
hypertension and proteinuria induced by the multitargeted kinase inhibitors sunitinib
and sorafenib. J. Natl. Cancer Inst., Bethesda, v. 100, n. 4, p. 282-4, 2008.

PAZARBAZI, A. et al. Polymorphisms in the Tumor Necrosis Factor- alpha Gene in
Turkish Women with Pre-eclampsia and Eclampsia. Acta Med . Okaiama, v. 61, n. 3,
p. 153-60, 2007.



55

PEGORARO, R. J. et al. Methylenetetrahydrofolate reductase gene polymorfisms in
black South Africans and the association with pre-eclampsia. Acta Obstet. Gynecol.
Scand., Lund, v. 83, n. 5, p. 449-54, 2004.

PERACOLI, J. C.; PARPINELLI, M. A. Sindromes hipertensivas da gestacao:
identificacdo de casos graves. Rev. Bras. Ginecol. Obstet ., S&o Paulo, v. 27, n. 10,
p. 627-34, 2005.

PFAB, T. et al. Impact of genes related to immune tolerance and inflammation
(tumour necrosis factor—alpha, interleukin-6) on blood pressure, protein excretion and
oedema in pregnancy. J. Hypertens. , London, v. 23, n. 12, p. 2187-91, 2005.

POWERS, R. W. et al. Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism, folate,
and susceptibility to pre-eclampsia. J. Soc. Gynecol. Investig ., New York, v. 6, n. 2,
p. 74-9, 1999.

PRASMUSINTO, D. et al. The methylenetetrahydrofolate reductase 677C— T
polymorphism and pre-eclampsia in two populations. Obstet. Gynecol. , New York, v.
99, n. 6, p. 1085-92, 2002.

ROBERTS, J. M. et al. Summary of the NHLBI Working Group on Research on
Hypertension During Pregnancy. Hypertens. Pregnancy , New York, v. 22, n. 2, p.
109-27, 2003.

ROBERTS, J. M.; GAMMILL, H. S. Preeclampsia: recent insights. Hypertension ,
Dallas, v. 46, n. 6, p. 1243-9, 2005.

SAARELA, T. et al. Tumour necrosis factor-a gene haplotype is associated with pre-
eclampsia. Mol. Hum. Reprod., Oxford, v. 11, n. 6, p. 437-40, 2005.

SAFTLAS, A. F. et al. Epidemiology of preeclampsia and eclampsia in the United
States, 1979-1986. Am. J. Obstet. Gynecol ., St. Louis, v. 163, n. 2, p. 460-5, 1990.

SAID, J.; DEKKER, G. Pre-eclampsia and thrombophilia. Best Pract. Res. Clin.
Obstet. Gynaecol ., Amsterdam, v. 17, n. 3, p. 441-58, 2003.

SANDRIM, V. C. et al. Vascular endothelial growth factor genotypes and haplotypes
are associated with pre-eclampsia but not with gestational hypertension. Mol. Hum.
Reprod. , Oxford, v. 15, n. 2, p. 115-20, 2009.

SHAHBAZI, M. et al. Vascular endothelial growth factor gene polymorphisms are
associated with acute renal allograft rejection. J. Am. Soc. Nephrol. , Baltimore, v.
13, n. 1, p. 260-4, 2002.

SHIM, J. Y. et al. Vascular endothelial growth factor gene +936 C/T polymorphism is
associated with preeclampsia in Korean women. Am. J. Obstet. Gynecol ., St. Louis,
v. 197, n. 3, p. 271-274, 2007.

SIBAI, B. M. Chronic hypertension in pregnancy. Obstet. Gynecol ., New York, v.
100, n. 2, p. 369-77, 2002.



56

SIBAI, B. M. Diagnosis and management of gestational hypertension and preeclampsia.
Obstet. Gynecol. , New York, v. 102, n. 1, p. 181-92, 2003.

SOHDA, S. et al. Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism and pre-
eclampsia. J. Med. Genet., London, v. 34, n. 6, p. 525-6, 1997.

STONEK, F. et al. A tumor necrosis Factor-a promoter Polimorphism and pregnancy
complications: results of a prospective cohort study in 1652 pregnant women.
Reprod. Sci. , Thousand Oaks, v. 14, n. 5, p. 425-9, 2007.

THADHANI, R. et al. High body mass index and hypercholesterolemia: risk of
hypertensive disorders of pregnancy. Obstet. Gynecol ., New York, v. 94, n. 4, p.
543-50, 1999.

THADHANI, R. et al. First trimester placental growth factor and soluble fms-like
tyrosine kinase 1 and risk for preeclampsia. J. Clin. Endocrinol. Metab ., Springfield,
v. 89, n. 2, p. 770-5, 2004.

TRAINA, E. et al. Polimorfismo do gene dos receptores de progesterona e o aborto
espontaneo de repeticdo. Rev. Bras. Ginecol. Obstet. , Sdo Paulo, v. 12, n. 5, p.
229-33, 2010.

VATTEN, L. J. et al. Pre-eclampsia in pregnancy and subsequent risk for breast
cancer. Br. J. Cancer , London, v. 87, n. 9, p. 971-3, 2002.

VAZQUEZ, M. L.; FORTE, W. C. N. ; TEDESCO, J. J. A. Quantificag&o das
populacdes e subpopulacdes de linfocitos em gestantes com pré-eclampsia. Rev.
Bras. Ginecol. Obstet. , S&o Paulo, v. 26, n. 8, p. 619-24, 2004.

VILLAR, J. et al. Preeclampsia, gestational hypertension and intrauterine growth
restriction, related or independent conditions? Am. J. Obstet. Gynecol., St. Louis, v.
194, n. 4, p. 921-931, 2006.

VINCENTI, V. et al. Assignment of the vascular endothelial growth factor gene to
human chromosome 6p21.3. Circulation , Dallas, v. 93, n. 8, p. 1493-5, 1996.

XIONG, X. et al. Maternal smoking and preeclampsia. J. Reprod. Med ., Chicago, v.
45,n. 9, p. 727-32, 2000.

YOUNG, B. C.; LEVINE, R. J.; KARUMANCHI, S. A. Pathogenesis of preeclampsia.
Annu. Rev. Pathol. , Palo Alto, v. 5, p. 173-92, 2010.

WALKER, J. J. Pre-eclampsia. Lancet, London, v. 356, n. 9237, p. 1260-65, 2000.

WANG, L. et al. Prolylcarboxypeptidase gene, chronic hypertension, and risk of
preeclampsia. Obstet. Gynecol ., New York, v. 195, n. 1, p. 162-71, 2006.

WARD, K. et al. A molecular variant of angiotensinogen associated with
preeclampsia. Nat. Genet., New York, v. 4, n. 1, p. 59-61, 1993.



57

WATSON, C. J. et al. Identification of polymorphisms within the vascular endothelial
growth factor (VEGF) gene: correlation with variation in VEGF protein production.
Cytokine , Philadelphia, v. 12, n. 8, p. 1232-5, 2000.

WOLF, M. et al. Obesity and preeclampsia: the potential role of inflammation.
Obstet. Gynecol ., New York, v. 98, n. 5, pt. 1, p. 757-62, 2001.

WOLF, M. et al. First trimester insulin resistance and subsequent preeclampsia: a
prospective study. J. Clin. Endocrinol. Metab ., Springfield, v. 87, n. 4, p. 1563-8,
2002.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. World Health Report 2005 : make every mother
and child count. 2005. Disponivel em: <http: //www.who.int/whr/2005/em/index.html>.
Acesso em: 11 jan. 2008.

ZHOU, Y. et al. Vascular endothelial growth factor ligands and receptors that
regulate human cytotrophoblast survival are dysregulated in severe preeclampsia
and hemolysis, elevated liver enzymes, and low platelets syndrome. Am. J. Pathol. ,
Philadelphia, v. 160, n. 4, p. 1405-23, 2002.



58

ANEXO A

ly\
UV

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

Disciplina de Genética — DCB
Praca Manoel Terra, 330 — 38 015-050 — Uberabaad/@erais.
Fone:34 — 3318 5434 — e-maijknética@dcb.uftm.edu.br

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O
(Para o grupo estudado)

TERMO DE ESCLARECIMENTO

TITULO DO PROJETO: “Polimorfismos do gene VEGF em mulheres com

sindromes hipertensivas na gestacao

Vocé tem ou teve pressdo alta na gestacdo, doenca ainda ndo muito
esclarecida quanto sua causa, e esta sendo convidada a participar do estudo:
“Polimorfismos do gene VEGF em mulheres com sindromes hipertensivas na
gestacdo”. Os avancos na area da saude ocorrem através de estudos como este,
por isso a sua participagdo € importante. O objetivo desta pesquisa € identificar um
gene alterado que causa pressdo alta na gestacdo e caso vocé participe, sera
necessario fazer exame de sangue. Nao sera feito nenhum procedimento que lhe
traga risco a sua vida. Vocé podera ter algum desconforto quando receber uma
picada para colher o sangue do seu brago.

Vocé podera obter todas as informagfes que quiser e podera se recusar a
participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem
prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé néo recebera
qualquer valor em dinheiro e ndo terd qualquer despesa relacionada a realizacdo da
pesquisa. Seu nome nao aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé

serd identificada com um nimero.
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Praca Manoel Terra, 330 — 38 015-050 — Uberabaas/Gerais.
Fone:34 — 3318 5434 — e-maijknética@dcb.uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

TITULO DO PROJETO: “Polimorfismos do gene VEGF em mulheres com

sindromes hipertensivas na gestacao”

Eu, , li e/ou ouvi

0 esclarecimento acima e compreendi para que serve o0 estudo e qual procedimento
a que serei submetida. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do
estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer
momento, sem justificar minha decisdo e que isso nao afetard meu tratamento. Sei
gue meu nome nao sera divulgado, que nao terei despesas e ndo receberei dinheiro

por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, ............. [ Lo,
Assinatura da voluntéria Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador

orientador

Telefone de contato dos pesquisadores:

Em caso de davida em relacdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité Etica

em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.



60

ANEXO B

ly\
UV

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

Disciplina de Genética — DCB
Praca Manoel Terra, 330 — 38 015-050 — Uberabaas/Gerais.
Fone:34 — 3318 5434 — e-maijknética@dcb.uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para o grupo controle)

TITULO DO PROJETO: “Polimorfismos do gene VEGF em mulheres com

sindromes hipertensivas na gestacao”

Estamos estudando pressao alta na gestacdo, doenca ainda ndo muito
esclarecida quanto a sua causa. Nessa pesquisa € necessario comparar os dados
com um grupo controle. Como vocé teve ou tem uma gestacdo normal esta sendo
convidada a patrticipar do grupo controle do estudo: “Polimorfismos do gene VEGF
em mulheres com sindromes hipertensivas na gestacdo”. Os avancos na area da
saude ocorrem através de estudos como este, por iSSO a sua participacdo €
importante. O objetivo desta pesquisa é identificar um gene alterado que causa
pressdo alta na gestacdo e caso vocé participe, sera necessario fazer exame de
sangue. Nao sera feito nenhum procedimento que lhe traga risco a sua vida. Vocé
podera ter algum desconforto quando receber uma picada para colher o sangue do
seu brago.

Vocé podera obter todas as informacdes que quiser e podera ndo participar
da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participagdo no estudo, vocé néo recebera qualquer valor em
dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a
realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome néo
aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificada com um

ndmero.
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Disciplina de Genética — DCB
Praca Manoel Terra, 330 — 38 015-050 — Uberabaas/Gerais.
Fone:34 — 3318 5434 — e-maijknética@dcb.uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

TITULO DO PROJETO: Polimorfismos do gene VEGF em mulheres com sindromes

hipertensivas na gestacao.

Eu, , li elou ouvi

0 esclarecimento acima e compreendi para que serve o0 estudo e qual procedimento
a que serei submetida. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do
estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer
momento, sem justificar minha decisdo e que isso nao afetard meu tratamento. Sei
gue meu nome nao sera divulgado, que nao terei despesas e ndo receberei dinheiro

por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, ............. [ Leviiiiiiaannnn,
Assinatura da voluntaria Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador

orientador

Telefone de contato dos pesquisadores:

Em caso de davida em relacdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité Etica

em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.
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MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

IDENTIFICACAO .
TITULO DO PROJETO: IDENTIFICACAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES VEGF E TNF-au EM
MULHERES COM SINDROMES HIPERTENSIVAS NA GESTACAO.
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL : PROFA. DRA. MARLY APARECIDA SPADOTTO BALARIN i

|
|

INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 24/03/2008
PROTOCOLO CEP/UFTM: 1115 - J

SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS

Identificar polimorfismos do gene VEGF -2578 C/A, +936 C/T e +405 G/C em mulheres com gestagéo
normal e com sindromes hipertensivas.

2 - Identificar polimorfismos do promotor do gene TNF alfa em mulheres com gestagdo normal e com
sindromes hipertensivas.

2. JUSTIFICATIVA

As sindromes hipertensivas s3o doengas responsaveis por 6 a 8% das complicagdes gestacionais (NHBPEP,
2000). No Brasil é considerado um problema de saude publica, sendo a principal causa de morbi-mortalidade
materna e fetal (PERACOLIL; PARPINELLI, 2005).

Para o consenso do National High Blood Pressure Education Program (NHBPEP) é fundamental diferenciar
a hipertensdo que antecede a gravidez, daquela que é uma condigfio especifica da mesma. Na primeira, a
elevagdo da pressdio arterial é o aspecto fisiopatoldgico basico da doenga, a segunda € resultado da ma
adaptagdo do organismo materno a gravidez, sendo a hipertensdo apenas um de seus achados. Em 2000, o
NHBPEP classificou as manifestagdes das sindromes hipertensivas da gestagdio, como: hipertensio arterial
cronica, hipertensdo gestacional, pré-eclampsia/ecldmpsia e hipertensio arterial crénica superposta por pré-
eclampsia (NHBPEP, 2000).

A maioria dos estudos aborda somente pré-eclampsia e eclampsia devido aos piores progndsticos, as demais
sindromes hipertensivas da gestagdo séo pouco investigadas. O conhecimento da fisiopatologia, o diagnéstico
precoce e a atuag#o precisa no momento adequado melhoram o progndstico materno/perinatal, reduzindo as
altas taxas de mortalidade materna, decorrentes dessas sindromes (PERACOLI; PARPINELLI, 2005).

Apesar de muitos estudos nessa area, a patogénese da pré-eclampsia é mal compreendida. Pesquisas sugerem
que essa doenga estd relacionada ao desequilibrio de fatores angiogénicos circulantes, resultando em
disfungéo endotelial, infarto placentério e trombose intervilosa. Portanto, pode ser considerada uma doenga
primaria do endotélio vascular e apresenta como fatores de risco materno a obesidade, a resisténcia a insulina,
hiperlipidemia, hipertensdo, doenga renal e trombofilias (MORGAN; WARD, 1999, SAID; DEKKER, 2003;
THADHANI et al., 2004, 1999; WOLF et al., 2001, 2002).

Considerando que as sindromes hipertensivas da gestagdo sdo um dos problemas mais importantes da pratica
obstétrica e de impacto epidemioldgico com altas taxas de morbi-mortalidade materno-fetal torna-se
importante analisar esses polimorfismos em nossa regifo e assim contribuir para o melhor entendimento da
condigdo e de sua evoluggo.

3. DESCRICAQO E CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Serdio estudadas 60 mulheres que apresentaram ou apresentam sindromes hipertensivas durante a gestagéo,
atendidas no Ambulatério Maria da Gléria e/ou Hospital Escola da UFTM.

O grupo controle sera constituido por 60 mulheres que apresentaram gestagdo sem intercorréncias (sindromes
hipertensivas).

4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Mulheres com idade inferior a 18 anos.

Praga Dr. Thomaz Ulhda, 380 (Prédio do Colégio Nossa Senhora das Dores) — 2° andar — Abadia — Cep: 38025-050
Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854
E-mail: cep@prodepe.uftm.edu.br
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5. ADEQUACAO DA METODOLOGIA
COLETA DE SANGUE PERIFERICQ
Apés a aprovagdo do projeto pelo comité de €tica em pesquisa com seres humanos da uftm, o estudo serd
explicado & paciente e solicitado sua anuéncia e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
serdo coletadas de cada mulher 10 ml de sangue periférico em tubos de coleta & vacuo estéril, com edta. os
tubos serdo transportados diretamente para o laboratério de citogenética e genética molecular humana da
disciplina de genética - dcb da ufim. o material genético dos individuos ser4 utilizado Unica e exclusivamente
para a realizagdo deste projeto.
ANALISE MOLECULAR
1. LISE DE CELULAS
A massa de hemadcias e leucdcitos serd submetida a lise osmdtica. O material sera transferido para um tubo
conico de 50mL. Em seguida, ser4 centrifugado a 1500 rpm, durante 10 minutos para a retirada do plasma.
Entdo, o tampdo de lise TE 20:5 (TRIS-EDTA), composto por Tris-HCl 1M e EDTA 0,5M, pH 8,0 sera
acrescentado até completar o volume para 45mL. As amostras serdio submetidas a uma agitagdo em vortex para
que as hemacias sejam lisadas mais facilmente. O passo seguinte seré a centrifugagfo a 4000 rpm, durante 15
minutos, a temperatura ambiente. Ao final de cada centrifugagdo, o sobrenadante rico em lisado de hemacias
serd desprezado e o volume sera completado para 45mL com o tampdo TE 20:5. Os procedimentos serdio
repetidos até que se obtenha um sedimento de leucécitos o mais livre possivel de hemacias. Esse sedimento
sera transferido para um microtubo Bio free de 2mL (SARSTEDT), livre de enzimas, como DNAses e
RNAses, que possam comprometer o0 DNA a ser extraido. Sera adicionado, ainda, 1mL de tampdo TE 20:5 e
as amostras serdo centrifugadas a 14000rpm. O sobrenadante sera desprezado e as amostras armazenadas a -
20°C para posterior extragdo de DNA gendmico.

EXTRACAQ DE DNA GENOMICO PELO METODO DO FENOL-CLOROFORMIO
Ao sedimento armazenado, serdo adicionados 200uL de SDS (dodecil sulfato de sédio) 10% e 65uL de
proteinase K (20pg/mL). As amostras serdo incubadas overnight a temperatura ambiente. No dia seguinte, as
amostras serdo agitadas em vortex até o deslocamento do sedimento. Serdo adicionados 1900pL de acetato de
sédio e a mistura sera homogeneizada por meio de inversdo suave. O fenol-cloroférmio-alcool-isoamilico
25:24:1 sera acrescentado em um volume de SmL. Haverd a homogeneizagdo em agitador orbital por 20
minutos. Em seguida, centrifugacdio a 3000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. O DNA solubilizado
encontrar-se-a no sobrenadante (fase aquosa) e sera retirado com o auxilio de uma pipeta. Sera, entdo,
transferido para outro tubo tipo EPPENDORF de 2,0mL, onde serd precipitado com etanol 100%. Havera
novamente uma centrifugagdo a 4500xg por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante serd
desprezado e a amostra sera lavada por trés vezes com etanol 70%. Em seguida, o DNA ser4 solubilizado em
300uL de hidroxido de sédio (NaOH) 8mM. Para verificar se o0 DNA extraido possui boa qualidade, uma
eletroforese em gel de agarose 1% serd realizada. Em seguida, as amostras serfio estocadas em freezer a -20°C.
3. PCR (REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE) —-RFLP (POLIMORFISMOS DE COMPRIMENTOQS
DE FRAGMENTOS DE RESTRICAQ)
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Para avaliag8io da presenga dos polimorfismos sera realizada a PCR, com utilizagdo de primers especificos,
seguida pela anélise de restri¢do, com utilizagdo de enzima de restrigdo apropriada. Os primers e enzimas de
restricdo utilizados serfo:

“Primer” Seqiiéncia (5°-3”) Tn (°C) | Enzimas

VEGF +405 G/C | F-5’- CCGACGGCTTGGGGAGATTG-3’ 60°C BsmF1
R-5’- CGGCGGTCACCCCCAAAAG-3’

VEGF +936 C/T |F-5’- AAGGAAGAGGAGACTCTGCGCAGAGC -3’ 62°C NLalll
R- 5°- TAAATGTATGTATGTGGGTGGGTGTGTCTACAGG-3’
VEGF —-2578 C/A | F-5’- GGGCCTTAGGACACCATACC-3’ 57°C Bglll
R-5’- TGCCCCAGGGAACAAAGT-3’
TNF-a -308 F- 5 AGG CAATAG GTT TTG AGG GCC AT 3’ 54°C Ncol
R- 5’ TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG 3’
ANALISE DOS RESULTADOS

A investigag@o molecular sera realizada pela analise do tamanho dos fragmentos em gel de poliacrilamida.
ANALISE ESTATISTICA
A analise dos resultados sera realizada de forma descritiva.
6. ADEQUAGAO DAS CONDICOES
A infra-estrutura do laboratério de Genética da UFTM conta com. 2 capelas de fluxo laminar, 1
fotomicroscépio, 1 invertomicroscépio, 1 microscépio de fluorescéncia, 8 microscopios de luz, estufa para
cultura, centrifugas, centrifuga refrigerada, freezer, freezer -70°C, banho-maria, estufa de secagem e
esterilizagdo, autoclave, sistema de purificagdo de dgua por osmose reversa, pHmetro, termociclador, cubas de
eletrof(?rese vertical e horizontal, fonte de eletroforese.
7: ANALISE DE RISCOS E BENEFICIOS
O tnico desconforto serd a picada da agulha para coleta de sangue, imprescindivel para a pesquisa. Para que
ndo ocorra perda de confidencialidade, os individuos serdo identificados por letras e nameros, mantendo assim
sigilo e privacidade.
8. RETORNO DE BENEFICIOS PARA O SUJEITO E/OU PARA A COMUNIDADE
Considerando que as sindromes hipertensivas da gestag@io sdo um problema importante da pratica obstétrica e
de impacto epidemiolégico com altas taxas de morbi-mortalidade materno/fetal, a identificagdo de
polimorfismos moleculares associados a essas enfermidades permitird um acompanhamento mais direcionado,
bem como a possibilidade da identificagdo de portadoras e riscos de desenvolver essas sindromes.
9. JUSTIFICATIVA DE SUSPENSAOQ TERAPEUTICA (“Wash out”) — Néo pertinente.
10. JUSTIFICATIVA DO USO DE PLACEBO — Nio pertinente.
11. ORCAMENTO FINANCEIRO DETALHADO DA PESQUISA
Contrapartida:
O laboratdrio tem infra-estrutura para o desenvolvimento do projeto, conforme detalhado no item J.
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Material de consumo: dNTP, primers, agarose, enzimas de restri¢do, taq polimerase, reagentes em geral
.................................................................. R$ 15.000,00

Material de uso de bancadad.ssnmsmissamasssessssisi R$ 5.000,00

Valor TOtal ..ot et ceeeeneaneeaea R$ 20.000,00

12. FORMA E VALOR DA REMUNERACAO DO PESQUISADOR

O pesquisador ndo terd remuneragio além daquela referente ao cargo de professor da UFTM.

13. ADEQUAGAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO E FORMA DE OBTE-LO

O termo de consentimento livre e esclarecido serd obtido apds esclarecimentos a respeito dos objetivos da
pesquisa e forma de obtengfo das amostras, por um dos pesquisadores participantes do projeto.

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO — O protocolo foi adequado para atender as determinagdes da
Resolugdo CNS 196/96.

15. COMENTARIOS DO RELATOR, FRENTE A RESOLUCAO CNS 196/96 E COMPLEMENTARES

PARECER DO CEP : Aprovado
(O relatério anual ou final devera ser encaminhadq um ano ap6s o inicio do processo).
DATA DA REUNJXO: 180472008
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INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS: FORMULARIO

POLIMORFISMOS DO GENE VEGF EM MULHERES COM SINDROMES
HIPERTENSIVAS NA GESTACAO

RG.: RGENETICA:
Data: [/ |

| — Identificagcao

Nome:

Data de nascimento: __ / /|  Idade: Cor:  ()Negra ()N&o negra
Natural de:

Procedéncia:
Situacéo conjugal:
Grupo sanguineo:

Conjuge:
Data de nascimento: __ / /|  Idade: Cor: ()Negra ()N&o negra
Natural de:

Procedéncia:

Grupo sanguineo:

Escolaridade Propésito Coénjuge Ocupacéao Proposito Conjuge

Endereco:
CEP
Telefones:

Il - Informacdes complementares



Exames laboratoriais:
Série vermelha:
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Série branca:

Plaquetas:

Proteindria:

Outros exames:

Pressao arterial:

Pulso:

Diagndstico:

()Hipertenséao arterial gestacional
()Pré-eclampsia/eclampsia

()Hipertenséao arterial crbnica superposta por pré-eclampsia

Il - Anamnese

A) Histéria clinica:

B) Paridade: G P AE AP

C) Dados da gravidez atual:

Pré-natal: sim () néo() namero de consultas:

Gestacao multipla: sim() ndo ()

Medicacdes na gestacao

Medicacdes no hospital

Parto: () normal () cesarea

Idade gestacional no parto: DUM us

Peso do Rn ao nascer RCIU:  sim ()

ndo()
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APGAR: 1°minuto 5° minuto de vida

Destino do Rn:  ()Alojamento Conjunto () Bercario/UTI-Pediatrico () Obito

IV- Heredograma

V- Antecedentes familiais

Recorréncia familial de hipertenséo.

VI - Antecedentes pessoais

* Femininos: () ndn () doenca crénica

() exposicao frequente a radiacdo por motivos profissionais ou outros
() uso cronico de bebida alcodlica () tabagismo () uso de drogas
() antecedentes pessoais de hipertenséo

() outros

* Masculinos: ()ndn () doenca cronica

() exposicao frequente a radiacdo por motivos profissionais ou outros
() uso croénico de bebida alcodlica () tabagismo () uso de drogas
() antecedentes pessoais de hipertenséo

() outros

VII- Resumo dos achados:
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