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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é uma desordem da gestacdo humana, caracterizada por hipertensdo
(pressdo arterial sistolica > 140mmHg e pressdo arterial diastolica > 90mmHg) e proteintria
(> 300mg/24horas ou > 1+ de proteina detectada no exame de urina tipo I), que ocorre apds a
20° semana de gravidez. E responsavel por 5 a 8% das complicacdes que ocorrem durante a
gravidez, sendo 10 a 18% em paises subdesenvolvidos. Alguns estudos mostram que o fator
genético é responsavel por 50% dos casos de PE. O Fator de Crescimento Transformante
Beta-1 (TGF-f1) pode contribuir para o surgimento dos sinais clinicos de PE pelo fato de
influenciar a placentagédo superficial inadequada, levar a uma disfungédo endotelial e auxiliar
no surgimento de hipertensdo e proteindria, que séo os sinais clinicos mais conhecidos dessa
patologia. Por isso, este estudo tem como objetivo investigar os polimorfismos do gene TGF-
1, posicbes -509 (C/T) e -800 (G/A), em uma populacdo brasileira, na regido de Uberaba,
Minas Gerais. Participaram desse estudo 257 mulheres, sendo 88 com PE e 169 do grupo
controle. Todas as participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e responderam a uma entrevista sobre dados clinicos e demograficos. Os
polimorfismos do gene TGF-$1, posi¢es C-509T e G-800A, foram investigados por PCR em
tempo real. Ndo houve associagcdo genotipica do polimorfismo do gene TGF-A1, posicdo C-
509T (x%=0,312; p=0,855) e alélica (x?=0,154; p=0,403) e o desenvolvimento da PE. Para o
polimorfismo do gene TGF-A1, posicdo G-800A, ndo houve associacdo entre 0s genotipos
(x?=0,744; p=0,689) e nem para a presenca do alelo polimérfico A (x?=0,394; p=0,374) e 0
desenvolvimento da PE. Na andlise de regressdo logistica, a recorréncia familiar foi
estatisticamente significativa, onde mulheres que relataram histérico familiar de PE possuem
dezessete vezes mais risco de desenvolver a doenca em relacdo a mulheres sem historico
familiar. Também foi observado que a primiparidade confere um risco de dezenove vezes de
desenvolver PE em relacdo a mulheres que possuem mais de duas gestacfes. Portanto, esse
estudo sugere que os polimorfismos avaliados ndo predispdem ao desenvolvimento da PE
nessa populacdo. Entretanto, necessita-se de mais estudos genéticos para auxiliar na
compreenséo do desenvolvimento da PE.

Palavras-chave: Pre-eclampsia, Polimorfismos Genéticos, Fator de Crescimento

Transformante Beta-1.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a human pregnancy disorder characterized by hypertension (systolic
blood pressure > 140 mmHg or diastolic blood pressure >90 mmHg) and proteinuria (> 300
mg / 24 hours or > 1+ protein detected in the urine-type | test that occurs after 20 weeks of
pregnancy. It is responsible for 5 to 8% of the complications that occur during pregnancy,
reaching 10 to 18% when compared to underdeveloped countries. Some studies show that the
genetic factor is responsible for 50% of PE cases. Transforming Growth Factor Beta-1 (TGF-
1) may contribute to the appearance of clinical signs of PE by influencing inadequate surface
placentation, leading to endothelial dysfunction and assisting in the onset of hypertension and
proteinuria, which are the most known signs of this pathology. Therefore, this study aims to
investigate TGF-B1 gene polymorphisms, positions -509 (C / T) and -800 (G / A), in a
Brazilian population, in the region of Uberaba, Minas Gerais. 257 women were included, 88
with PE and 169 from control group. All participants signed the Informed Consent Form
(TCLE) and answered an interview about clinical and demographic data. TGF-B1 gene
polymorphisms, positions C-509T and G-800A, were investigated by real-time PCR. There
was no genotypic association of TGF-B1, C-509T (x>= 0.312, p = 0.855) and allelic
polymorphism (x?= 0.154, p = 0.403) and the development of PE. In the logistic regression
analysis, family recurrence was statistically significant, where women who reported a family
history of PE had seven times the risk of developing the disease in relation to women with no
family history. . It has also been observed that first pregnancy confers an eight-fold risk of
developing PE in relation to women who have more than two pregnancies. Therefore, this
study suggests that the polymorphisms evaluated do not predispose to the development of PE
in this population. Research needs to be done to confirm the data obtained here, as well as
large-scale genome studies and functional studies.

Key-words: Preeclampsia, Genetic Polymorphisms, TGF-41.
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1 INTRODUGCAO

A Pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gestacdo humana e a segunda
principal causa de morbi-mortalidade materna, resultando em torno de 75 mil mortes
maternas/ano e, em torno de 500 mil mortes fetais e neonatais/ano devido as consequéncias da
PE (KHAN et al., 2006). E caracterizada por hipertensio apds a vigésima semana de gestacio
e proteindria (MILNE et al., 2005). Na auséncia de proteinaria pode ser confirmada através de
outros sinais e sintomas como trombocitopenia, niveis elevados de aminotransferases séricas,
edema pulmonar, distarbios cerebrais e visuais (ACHARYA et al., 2013).

A PE pode ser dividida em precoce e tardia, de acordo com a idade gestacional em que
se manifesta e, em PE leve e grave em relagdo a sintomatologia (ACOG, 2013; DHARIWAL;
LYNDE 2017).

A PE pode evoluir para a Eclampsia (E), caracterizada por uma atividade convulsiva
ténico-clonica generalizada e/ou coma, na auséncia de doencas neuroldgicas associadas
(WALKER, 2000).

Varios fatores de risco estdo associados com o desenvolvimento da PE, como por
exemplo, extremos de idade reprodutiva (<15 e >35 anos), doencas crbnicas autoimunes,
primiparidade, obesidade e histérico familiar ou pessoal de PE (NISSAISORAKARN;
SHARIF; JIM, 2016).

Diversas complicagcbes materno-fetais sdo observadas em decorréncia da PE. Para o
feto, parto prematuro e restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) séo frequentes. Dentre as
complicacBes maternas, as mais frequentes estdo associadas a lesdo de o6rgaos-alvo, como
rins, figado e sistema nervoso central (MUTTER; KARUMANCHI, 2008).

Atualmente, o desenvolvimento da PE é entendido como o resultado de interagdes
entre fatores genéticos, ambientais e imunologicos, que levam a falha na invasédo trofoblastica
normal e ao remodelamento das artérias uterinas espiraladas, resultando em disfuncédo
endotelial, infarto placentario e trombose intervilosa (PEGORARO et al., 2004; SIBAI,
2003). Esse processo conduz subsequentemente a uma hipdxia que provoca a liberacdo de
citocinas soltveis (PAULI; REPKE, 2015).

O Fator de Crescimento Transformante-Beta 1 (TGF-f1) ¢ uma citocina
multifuncional, que controla a proliferacao e diferenciacdo de varios tipos celulares, incluindo
as celulas do citotrofoblasto (CLARK; COKER, 1998; SIMPSON et al., 2002). Também
influencia o crescimento e desenvolvimento embrionarios e a apoptose das células endoteliais.

E considerado como um dos reguladores no monitoramento da quantidade de células T
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reguladoras (Tregs) FOXP3*, que desempenham um papel-chave na manutencéo da tolerancia
materna fetal. Na gestacdo normal, o nimero de células Tregs circulantes estd aumentado, o
que ndo é visto em mulheres com complicacdes durante a gestacdo, como € o caso da PE
(HSU; NANAN, 2014; LI; SHEN; TAH, 2014).

Considerando que a PE é um dos problemas mais importantes da pratica obstétrica e
de impacto epidemioldgico com altas taxas de morbi-mortalidade materno fetal, torna-se
importante analisar polimorfismos no gene TGF-f41, devido a sua natureza. Desse modo,
espera-se contribuir para o melhor entendimento do papel de fatores genéticos e dos
mecanismos moleculares envolvidos na etiologia da PE.

Assim, para avaliar o papel dos polimorfismos do gene TGF-A1 posi¢Ges C-509T e G-
800A no desenvolvimento da PE na regido de Uberaba, Minas Gerais, foram selecionadas 88
mulheres, que apresentavam PE durante a gestacdo, atendidas no Ambulatério Maria da
Gléria e/ou Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC-UFTM).
O grupo controle foi constituido por 169 mulheres, que ndo apresentavam nenhuma
intercorréncia. O DNA gendmico foi extraido pelo método de fenol-cloroférmio e as amostras
genotipadas por discriminacao alélica através de PCR em Tempo Real.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 Aspectos gerais e classificacdo da Pre-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da gravidez humana, que ocorre,
preferencialmente, na primeira gestacdo (PERACOLI; PARPINELLI, 2005).

E caracterizada por hipertensido (pressdo arterial sistolica (PAS) > 140mmHg e
pressdo arterial diastolica (PAD) > 90mmHg, aferidas em duas ocasides com intervalos de no
minimo 4 horas) e proteinuria (> 300mg/24horas ou > 1+ de proteina detectada no exame de
urina tipo 1) apds a vigésima semana de gravidez (ACOG, 2013). Em caso de auséncia de
proteindria o diagndstico pode ser feito através de exames laboratoriais que comprovem o0s
seguintes parametros: trombocitopenia (contagem de plaquetas <100.000), insuficiéncia renal
(creatinina sérica >1.1 mmg/dL ou duplicacdo da creatinina sérica na auséncia de outra
doenca renal), alteracdo da funcdo hepéatica (aumento na concentracdo de transaminases
hepéticas para duas vezes a concentracdo normal), edema pulmonar, problemas cerebrais
(convulsdes) e visuais (estocomas) (NISSAISORAKARN; SHARIF; JIM, 2016).

Em relacdo ao inicio da PE o diagnoéstico pode ser classificado em precoce ou tardio
(STAFF et al., 2013). Em 80% dos casos 0 inicio é precoce e 0s sinais clinicos aparecem até a
34° semana de gestacdo, sendo responsavel pelas maiores taxas de morbi-mortalidade materna
e fetal (VON DADELSZEN; MAGEE; ROBERTS, 2003). O mecanismo envolvido é a
incompleta remodelacdo das artérias uterinas espiraladas que culminam com a invasdo
inadequada do trofoblasto, promovendo o estresse oxidativo elevado e causando hipoperfusédo
da placenta, que reduz os nutrientes enviados para o feto, que leva a restri¢cdo de crescimento
intra uterino (RCIU) (GATHIRAM; MOODLEY, 2016; STEEGERS, et al., 2010;
VALENZUELA, etal., 2011).

A PE de inicio tardio surge a partir da 342 semana de gesta¢cdo, com o aparecimento da
disfuncdo endotelial sisttmica, que é responsavel pelas manifestacdes clinicas da doenga
(VALENZUELA, et al 2011). As artérias espiraladas se apresentam com o diametro
levemente alterado, no entanto, sem modificacGes superficiais, levando, em alguns casos a
hipoperfuséo da placenta, mas com a auséncia de RCIU (HUPPERTZ, 2008; SOHLBERG, et
al., 2014).

Considerando a gravidade dos sintomas, a PE pode ser classificada em grave ou leve.
A PE grave estd associada a PAS > 160mmHg ou PAD > 110mmHg, proteintria > 5000
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mg/24 horas ou 3+ de proteina na urina tipo I. Cerca de 70% das gestantes desenvolvem leséo
de 6rgdo alvo (KNIGHT, 2007; ROJAS-SUAREZ; VIGIL DE GRACIA, 2012), com
comprometimento da funcdo renal (testes renais estdo duas vezes maior que o normal), dor
epigéstrica (no quadrante superior direita devido a distensdo da capsula do figado), disturbios
cerebrais e visuais, edema pulmonar, desprendimento placentario, trombocitopenia
(<100.000) e creatinina aumentada (1.1mg/dL). Em relacdo ao feto, ocorre um aumento na
mortalidade fetal intrauterina, com uma taxa estimada de 21 mortes a cada 1000 nascidos
vivos (DHARIWAL,; LYNDE, 2017; SIMPSON et al., 2002).

A PE leve ¢ caracterizada pela PAS > 140mmHg e PAD > 90mmHg e proteintria <
5000 mg/24horas ou uma cruz na urina tipo I. Nesse caso ndo existem evidéncias de lesdo de
orgdos-alvos, podendo ocorrer apenas uma discreta elevagdo nos niveis das transaminases
hepéticas (DHARIWAL,; LYNDE, 2017; SINGH, 2013).

A PE pode evoluir para um quadro grave, denominado Eclampsia (E), que é definido
como a ocorréncia de convulsdes tdnico-clénicas e atinge cerca de 1 a 2% das pacientes com
PE. Embora seja dificil prever essa situacdo, em 79% dos casos 0s sinais e sintomas como
cefaléia (56% dos casos), escotomas visuais (23% dos casos), dor epigastrica (17% dos
casos), hipertensdo (48% dos casos) e proteindria (38% dos casos) estardo presentes na
semana anterior ao diagnostico (KNIGHT, 2007; SIBAI, 2003). Outra complicacdo é o
desenvolvimento da Sindrome HELLP (Haemolisys, Elevated Enzymes Liver and Low
Platelets), onde ha a presenca de hemolise, elevacdo das enzimas hepéticas e plaquetopenia
(ACHARYA et al., 2013).

2.1.2 Fatores de risco para Pré-eclampsia

Fatores de risco que predispdem o surgimento de PE englobam os extremos da vida
reprodutiva, primiparidade, tempo prolongado entre as gesta¢fes, aumento do indice de massa
corporal, histéria familiar de PE, hipertensdo pré-existente, obesidade, sindrome metabdlica,
diabetes melittus, trombofilia pré-existente e tabagismo (BERRY; ATTA, 2016; DUCKITT,;
HARRINGTON, 2005; SIBAI, 2003). O risco de uma gestante desenvolver essa doenca € de
aproximadamente 3%, podendo aumentar dependendo da idade da mulher (maior de 35 anos)
e dos fatores de risco (LEE et al., 2011).

A contribui¢do paterna no desenvolvimento da doenga tambeém pode ser considerada.
A exposicdo prolongada aos antigenos paternos atraves do fluido seminal induz a tolerancia
imunoldgica ao aloenxerto fetal, protegendo esse feto de uma possivel rejei¢do e reduzindo a

probabilidade de desenvolver PE (SAFTLAS et al., 2014). Com isso, relagOes sexuais mais
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duradouras e com menor espaco de tempo conferem um papel protetor, explicado pela
tolerancia da mucosa materna aos antigenos paternos (SHARKEY et al., 2007).

Mulheres que fazem uso de anticoncepcionais de barreira tém sido associadas com
taxas crescentes de PE. Esse fato foi relatado por Hernandéz-Valencia e colaboradores (2000),
em que foram analisadas 73 gestantes com PE e 70 gestantes normais e os resultados
indicaram um risco aumentado em 2,5 vezes para o desenvolvimento da doenca, verificando a
hipotese de que a exposi¢do a antigenos paternos possui um papel protetor contra a PE.

A idade paterna também parece ser um fator de risco importante nesses casos (> 45 ou
< 25 anos) (KATSI et al., 2015). Os mecanismos quanto a esse fator de risco ainda nao foram
totalmente esclarecidos, mas sugere-se que danos prolongados ao DNA, alteracfes na
exposicdo ao espermatozoide e a senescéncia espermatica, possa produzir uma inatividade de
toda uma rede de sinais envolvidos na etiologia da PE (GARCIA-ORTIZ et al., 2011).

2.1.3 Gestacdo normal e Pré-eclampsia

A implantacdo citotrofoblastica de células endovasculares fetais no endométrio uterino
e no miométrio durante a fase de desenvolvimento embriolégico conhecido como
placentagdo, ocorre entre a 82 e 182 semanas de gestacdo. Posteriormente, os citotrofoblastos
invadem e remodelam as artérias espiraladas uterinas para que ocorra um aumento no fluxo
sanguineo e, assim, atender as demandas de oxigénio e nutrientes para o crescimento fetal
(THAN et al., 2014).

Nas placentas de gestantes com PE, por razdes ainda desconhecidas, essa invasdo
trofoblastica ocorre inadequadamente e tem como resultado, vasos tortuosos, com paredes
espessas, incompletamente remodeladas, propensas a espasmos entre a musculatura lisa. A
consequéncia para isso € a hipoxia placentaria, o estresse oxidativo e imediata hipoperfusao
fetal intermitente. A resposta da placenta é a expressdao e a secrecdo de fatores anti-
angiogeénicos e proé-inflamatdrios, que podem induzir a hipertensao sistémica e a proteinQria

(THAN et al., 2014). A placentacdo normal e em PE sdo observadas na Figura 1.
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Figura 1: Artérias uterinas maternas ap0s a invasdo por células do citotrofoblasto. A) Artérias ndo invadidas
(Né&o gravida); B) Invasdo trofoblastica reduzida, resultando na inadequada transformacdo das
artérias espiraladas (Pré-eclampsia); C) Invasdo trofoblastica normal, com a completa
remodelacdo das artérias espiraladas (Gravidez normal).

’ Nao gravida ‘ Pré-eclémpsia] ‘Gravidez normal‘

Fonte: Adaptado de Moffett King, 2002.

O fluxo interviloso, observado por volta da 72 ou 82 semanas de gestacdo, sdo canais
que ligam as artérias espiraladas e as lacunas nas paredes do blastocisto implantado
(BURTON; JAUNIAUX; WATSON, 1999). Esse fluxo inicia-se nas regides laterais do
blastocisto, enquanto que a invasdo trofoblastica e a remodelacdo das artérias espiraladas
iniciam-se no centro. Com isso, pode ocorrer 0 estresse oxidativo, levando a uma extensa
regressdo coriénica e uma placenta pequena, o que contribui para a RCIU e/ou PE precoce
(BURTON; JAUNIAUX, 2004).

A resposta excessiva ou atipica do sistema imune materno ao trofoblasto e
decidualizacdo prejudicada, séo causas relacionadas com aparecimento da PE (BROSENS, et
al., 2009; JAUNIAUX; POSTON; BURTON, 2006). Assim, torna-se a Unica doenca

caracterizada pela falha de interacdo entre dois organismos (materno-fetal) (HAIG, 1996).

2.1.4 ComplicacBGes materno-fetais na Pré-eclampsia

As gestacGes com PE podem causar complicagOes tanto para o feto quanto para a mae.
Em relacdo as complicacdes fetais, a RCIU é frequentemente observada, tendo esses recem-
nascidos em media 5% menos peso do que o esperado em uma gestacao normal. Essa reducédo

¢ ainda mais grave quando comparado com PE de inicio precoce, podendo chegar a 23%
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(ODEGARD et al., 2000). Outra consequéncia € a prematuridade, sendo responsavel pela
maioria dos casos de morbi-mortalidade neonatal e o risco de natimorto aumenta em sete
vezes em relacdo a gestacdo normotensa (DAVIES; BELL; BHATTACHARYA, 2016;
GOLDENBERG et al., 2008; HARMON et al., 2015). Esse fato pode estar relacionado com a
sindrome do desconforto respiratorio infantil, hemorragia intraventricular, sepse e displasia
broncopulmonar (SAIGAL; DOYLE, 2008).

Em relacdo as complicagdes maternas, a inflamacéo excessiva e a disfuncéo endotelial
causada pela PE levam ao comprometimento de 6rgaos alvo, como o sistema nervoso central
figado, rins, sistema vascular e sistema de coagulacdo (STEEGERS, 2010). Essas
complicacdes ndo ocorrem apenas durante a gestacdo. Estudos apontam que mulheres que
tiveram PE possuem um risco aumentado em 30% de desenvolver hipertensdo e 25% em
desenvolver sindrome metabdlica apds dois a trés anos de apresentarem a doenca (LYKKE;
PAIDAS; LANGHOFF-ROOS, 2009).

2.1.5 Genética da Pré-eclampsia

Quando se relaciona a PE com fatores genéticos, um pequeno grupo de familias segue
um padrdo de heranca mendeliano, consistente com uma variante monogénica deletéria rara
ou uma mutacdo com alta penetrancia. No entanto, para a populacdo em geral, essa condicao
representa uma desordem genética complexa decorrente de um resultado de numerosas
variantes comuns em loci diferentes que, quando vistos sozinhos possuem efeitos pequenos,
mas contribuem coletivamente para a suscetibilidade a doenca (REDMAN; SARGENT,
2005).

Estudos relatam que a contribuicdo genética para PE é de 50%. Para auxiliar no
entendimento de como essa doenca se desenvolve, familias suecas foram estudadas por onze
anos usando o seu registro de nascimento, onde foram obtidas informacdes sobre 244.564
gémeos. Foram relatados que 35% dos casos de PE foram atribuidas a efeitos genéticos por
parte materna e 20% atribuidos a efeitos genéticos fetais (com igual contribuicdo dos efeitos
genéticos maternos e paternos) (CNATTINGIUS et al., 2004).

A predisposicdo familiar para PE também varia de acordo com a distribuicdo
geografica, socioeconémica e racial. Mulheres que possuem parentesco de primeiro grau com
historico de PE possuem um risco aumentado em cinco vezes no desenvolvimento da doenca,
no entanto, quando o parentesco é de segundo grau, esse risco &€ de apenas duas vezes
(MARSHALL GRAVES, 1998; ROS et al., 2000).
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Genes relacionados com processos angiogénicos, como o Fator de Crescimento do
Endotélio Vascular A (VEGF A) e genes relacionados ao sistema imune como o Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina-10 (IL-10), Interleucina-6 (IL-6) surgem como
candidatos no desenvolvimento de PE (BORZYCHOWSKI et al., 2005; CHAN et al., 2002;
FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997; HARAM et al., 2014; PISSETTI et al., 2014).

O TNF-a ¢ uma citocina multifuncional que ¢ produzida durante a gestagao por células
trofoblésticas, a qual exerce uma gama de ac¢des pro-inflamatdrias (CHAN et al., 2002) e sua
liberac&o pode contribuir para a disfuncdo endotelial observada na PE (BORZYCHOWSKI et
al., 2005). O polimorfismo do gene TNF-a, posi¢do G-308A, tem sido um dos alvos de estudo
nessa doenca, pois pode influenciar o risco de RCIU grave através do aumento da producéo
de TNF-o na interface materna-fetal em mulheres com o alelo polimérfico A, o que pode
resultar na invasdo prejudicada do trofoblasto e reduzida perfusdo placentaria (MOLVAREC
et al., 2008). Alguns trabalhos ja foram realizados com esse polimorfismo em relacéo a PE, no
entanto, os resultados foram contraditérios (BOMBELL; McGUIRE, 2008; PINHEIRO et al.,
2015; VURAL et al., 2010).

A IL-10 é uma potente citocina anti-inflamatéria e um potente regulador positivo da
producdo, diferenciacdo e ativacdo de células B e na producdo de autoanticorpos que atuam
como um fator inibitério da producdo de citocinas Thl (TAGA; TOSATO, 1992). A IL-10
também desempenha funcdo no equilibrio do meio anti-inflamatério e pré-inflamatério na
interface materna-fetal, reduz a disfuncdo vascular mediada pela inflamacgéo na interface fetal
(DIDION et al., 2009) e é um inibidor da invasao do citotrofoblasto na parede uterina (ROTH;
FISHER, 1999).

A regulacdo negativa da expressdo de IL-10 tecidual pode afetar o ambiente imune
Th2 materno na interface materno-fetal (KALKUNTE et al., 2011) e a produgéo de IL-10
pode estar diminuida no tecido placentario de pacientes com PE, podendo contribuir na
inducdo de fatores vasoativos (WILCZYSKI et al., 2003). O polimorfismo G-1082A esta
localizado em um sitio de ligacdo ao fator de transcricdo desse gene, podendo afetar a
producdo desta citocina (GUZOWSKI et al., 2005; SOWMYA et al., 2014). Mulheres com o
gendtipo AA possuem um risco aumentado em 3,28 vezes em desenvolver PE, sugerindo que
o alelo polimérfico esta associado a um risco elevado (VURAL et al., 2010). Entretanto,
outros estudos ndo demonstraram associacéo entre esse polimorfismo e o desenvolvimento da
doenga (PINHEIRO et al., 2015; PISSETTI et al., 2014; VURAL et al., 2010).

A IL-6 é uma citocina secretada principalmente por granuldcitos, neutrofilos e

macrofagos e sdo os principais mediadores de resposta inflamatéria aguda. Estimula os
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linfécitos T, induz a diferenciacdo terminal dos linfocitos B e induz a producéo de células C
reativas (PAPANICOLAOU et al., 1998). A ativacdo dos neutrofilos e a superprodugédo de
citocinas pela placenta em resposta a isquemia local, provavelmente desempenharam um
papel importante no desenvolvimento de danos endoteliais associados a PE (BENYO;
MILES; CONRAD, 1997; CLARK; COKER 1998).

A IL-6 pode induzir também a sintese de prostaglandinas por tecidos intrauterinos,
sugerindo um possivel papel fisiolégico no trabalho de parto. Além disso, é considerada uma
citocina do tipo Th2, mas pode desempenhar fungdes do tipo Thl dependendo da condicdo
biolégica em que se encontra (DAHER et al., 2004). Na PE, os fagocitos das células
endoteliais fagocitam o trofoblasto necroético provocando a ativacdo dessas células endoteliais
e a posterior liberacdo de IL-6, 0 que aumenta o seu nivel sérico circulante (CHEN et al.,
2003). O polimorfismo G-174C localizado na regido promotora do gene IL-6 esta associado
com a producdo da citocina. O genétipo CC esta relacionado com niveis menores da citocina,
enquanto que o CG ou GG apresentam uma producdo normal. No entanto os resultados
encontrados entre o aumento dos niveis de IL-6 e a suscetibilidade a PE séo contraditérios
(PINHEIRO et al., 2015).

Outros genes também atuam na PE, ndo somente relacionados ao sistema
imunoldgico, mas através de processos angiogénicos, como € o caso do VEGF A. Este gene
atua na regulacdo da vasculogénese, angiogénese e permeabilidade vascular, o que induz a
proliferacdo, migracdo e formacdo de células endoteliais. No periodo gestacional esta
relacionado com a proliferacdo do trofoblasto, desenvolvimento da vasculatura embrionéria e
crescimento de células do sangue materno e fetal no Utero (FERRARA; DAVIS-SMYTH,
1997). O polimorfismo G405C desse gene esté relacionado com o aumento dos niveis séricos
de VEGF A e foi observado que o gen6tipo CC esta associado ao risco de desenvolvimento de
PE, bem como Sindrome HELLP (HARAM et al., 2014). O polimorfismo C-2578A mostrou
associacdo onde a presenca do alelo A foi mais frequente no grupo controle, sugerindo
protecéo ao desenvolvimento de PE (CUNHA et al, 2011).

2.1.6 O papel do sistema imunoldgico na gestacdo normal e com Pré-eclampsia

Inimeros mecanismos fetais, maternos e placentarios trabalham juntos para que o feto
seja protegido do reconhecimento imunologico e para que ndo ocorra a sua rejeicdo pelo
sistema imunologico materno. No periodo da placentacédo, o Utero sofre varias modificagdes.
Primeiramente ocorre a diferenciacdo do compartimento estromal do endométrio em decidua.

Em seguida, o trofoblasto viloso placentario (TVP) de origem fetal atravessa o epitélio uterino
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e invade a decidua e o terco inferior do miométrio. Finalmente, o trofoblasto se diferencia
penetrando e remodelando as artérias uterinas, substituindo o endotélio e, parcialmente a
camada muscular desses vasos. Com isso, observa-se que a gestacdo € a Unica situacdo em
que a mée e o feto coexistem pacificamente (MINCHEVA-NILSSON; BARANOQV, 2014).

O processo de invasao do trofoblasto e a remodelacdo das artérias espiraladas uterinas
durante a gestacdo normal dependem da regulacdo adequada do sistema imunoldgico materno.
Durante a invasdo do trofoblasto, a decidua, que constitui a parte materna da placenta e
reveste todo o Utero, contém um numero considerdvel de células imunes que séo necessarias
para que ocorra a migracdo adequada das células do trofoblasto (HARMON et al., 2016).

Em uma gestacdo bem-sucedida, ocorrem interacbes complexas entre o trofoblasto
fetal e as células imunes deciduais maternas, permitindo que o feto desenvolva-se no utero,
enquanto o sistema imunoldgico da mae permanece intacto. As células natural killer uterinas
(UNK), celulas dendriticas (CD), células T e macrdéfagos contribuem na modulacdo do
ambiente uterino para a sustentacdo da gestacdo. Essas células em conjunto com a placenta
fornecem um suporte hormonal, nutricional e de oxigénio para o feto, tendo um importante
papel imunomodulador (MINCHEVA-NILSSON; BARANOV, 2014).

O desenvolvimento correto da decidua e da placenta no primeiro trimestre é
considerado critico para a manutencao da gestacdo. Portanto, qualquer alteracdo que ocorra na
secrecdo das glandulas uterinas, na decidualizacdo das células do estroma e na funcdo das
células uNK podem causar complicacdes graves para a gravidez, tais como a PE e RCIU
(GIULIANE et al., 2014).

As células T reguladoras (Treg) e as citocinas controlam adequadamente a funcéo das
células pré-inflamatérias para que essa invasdo ocorra de forma adequada (TILBURGS et al.,
2008). Além disso, as CD promovem um estado dominante no sistema imune através da
resposta Th2 no utero e induz na placenta a imunotolerancia da mae com o feto. O equilibrio
no numero dessas células e a producdo de fatores angiogénicos sdo importantes para uma
gestacdo saudavel e, qualquer desequilibrio nessa resposta imune local pode desencadear uma
malformacdo e a diminuicdo da vascularizacdo da placenta, sendo fatores de risco para PE e
outras complicagdes durante a gestacdo (LALA; CHAKRABORTY, 2003; REDMAN;
SARGENT, 2010; VEENSTRA; HEINEMAN; FASS, 2003).

Em comparagdo com as gestacOes normotensas, as gestacdes com PE estdo associadas
com uma resposta imune e um ambiente celular imunoldgico ativado inadequadamente. A

isquemia placentaria que decorre da invasao insuficiente do trofoblasto na PE tem levado a
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um desequilibrio na funcdo imune que leva a inflamacao cronica (CORNELIUS et al., 2013;
IRANI et al., 2010; REDMAN; SARGENT, 2010).

Acredita-se que esse desequilibrio contribua para a fisiopatologia geral associada a PE,
que inclui a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (DHILLION et al., 2012),
aumento da expressdo da endotelina-1 (ET-1) e autoanticorpos antagonistas do receptor do
tipo | de angiotensina Il (AT1-AA). Foi observada, também, uma atividade aumentada do
Fator de Crescimento Transformante Beta 1 (TGF-f1) em resposta a essa angiotensina I que
levam ao desenvolvimento de hipertensdo durante a gestacio (HARMON et al., 2016;
MORENO et al., 2008; TURKAY et al., 2008; YAYAMA et al., 2008; YOSHIJI et al., 2007).

As células Treg sdo um subconjunto especializado de linfocitos T que sdo cruciais
para mediar a tolerdncia imunolégica contra antigenos que sdo estranhos e para prevenir
respostas imunes patolégicas (ALUVIHARE; KALLIKOURDIS; BETZ, 2004; BILATE;
LAFAILLE, 2012; SAKAGUSHI et al., 2008; WING; SAKAGUSHI, 2010; WOOD;
SAKAGUSHI, 2003).

Estas células podem ser identificadas de forma facil pela expressdo de marcadores de
superficie celular CD4 e CD25 e FoxP3" (VENKATESHA et al., 2006). Durante a gestacao
normal as Treg aumentam seus niveis no inicio da gestacdo, atingem seu pico durante o
segundo trimestre e depois voltam para seu valor normal (QUINN et al., 2011). Os picos de
Treg coincidem com importantes processos como o remodelamento vascular e a invaséo do
trofoblasto, que séo cruciais para uma gestacdo saudavel. Em PE, as Treg e a secrecdo de IL-
10 e TGF-B1 estardo reduzidos, fazendo com que a estimulagdo e proliferacdo de células T
inflamatdrias ocorram sem controle (ITO et al., 2008).

A evidéncia de que a diminuicdo nos niveis de Treg contribua para PE ja foi vista em
alguns estudos, assim como em gestantes que tiveram inumeros abortos espontaneos
(SASAKI et al., 2004). Foi demonstrado que essas células estdo reduzidas na circulacdo e na
decidua de mulheres com PE e, essa diminuicdo é diretamente proporcional a sua gravidade.
(SASAKI et al., 2007).

Alguns dados publicados indicam que as citocinas maternas do tipo Th2 estdo
associadas ao sucesso da gravidez, enquanto que as citocinas maternas do tipo Thl
anormalmente elevadas sdo incompativeis com resultados de uma gestagdo normal
(BORZYCHOWSKI et al., 2005; MATTHIESENA et al., 2005; WILCZYSKI et al., 2002).
Portanto, nos primeiros dias da imunologia reprodutiva, o paradigma proposto era Th1/Th2,

guando se relacionava PE com uma gestacao normotensa (SAITO; SAKAI, 2003).



23

Entretanto, o paradigma Th1/Th2 ja foi comprovado como incompleto para explicar
completamente as mudancas funcionais e moleculares observadas durante a gravidez
normal/PE. Estudos recentes descreveram varias outras células imunoldgicas envolvidas neste
processo, expandindo o paradigma Th1/Th2 para Thl/Th2/Treg/Thl7, introduzindo Treg
como reguladores de linfécitos Th17 e outros tipos de células imunes envolvidos na tolerancia
materno-fetal (LARESGOITI-SERVITJE; GOMES-LOPES; OLSON, 2010; SAITO, 2010).

Nesse novo paradigma, as células Treg sdo responsaveis por mediarem a toleréncia
materna ao feto e a resposta Th17 induzir alterages inflamatdrias sistémicas exageradas,
disfuncdo endotelial vascular e rejeicdo ao aloenxerto fetal (CROME; WANG; LEVINGS,
2010; YANG et al., 2004). As teorias da inflamacdo crénica, da disfuncdo endotelial, da
angiogénese e da inadaptagdo do sistema imune, estdo inter-relacionadas e a diferenciagéo
desequilibrada das células Treg e Th17 pode explicar a fisiopatologia da PE, expandindo,
assim, o antigo paradigma (SAITO et al., 2010).

A citocina TGF-f1 esta relacionada com esse paradigma expandido
Th1/Th2/Th17/Treg, pois estd associada com os mecanismos das células Treg e Th17 (SAITO
etal., 2010).

2.1.7 Fator de crescimento transformante beta 1 (TGF-p1)

O TGF-B ¢ uma familia de citocinas homodiméricas e multifuncionais de 25KDa
segregadas numa forma latente por varios tipos de células, incluindo células mononucleares
de sangue periférico e células Treg (ROBERTSON et al., 2002). Influencia numerosos
processos fisioldgicos como a hematopoiese, angiogénese, inflamacdo, miogénese,
osteogénese, reparacio e remodelacdo de tecidos (MASSAGUE, 1990; RIZZINO, 1988;
ROBERTS; SPORN, 1990), modulacdo do crescimento e diferenciagdo celular e
imunorregulacdo e formacdo da matriz extracelular (BOWEN et al., 2002; MAITRA et al.,
2009). E um regulador bifuncional que tanto inibe quanto estimula a proliferacio celular e a
perturbacdo da sua sinalizagdo tem sido encontrada na patogénese de doencas do tecido
conjuntivo, fibrose e cancer (ROBERTS et al., 1981).

O gene TGF-p possui trés isoformas: TGF-f1, TGF-52 e TGF-f33, que sdo codificadas
por genes e cromossomos distintos (MASSAGUE, 1990). Com isso, os membros da familia
do TGF-4 e suas isoformas utilizam de mecanismos comuns para suas vias de sinalizacdo. Os
principais componentes para essa sinalizagdo séo as proteinas SMADSs, que transmitem o sinal
para 0 gene (MASSAGUE, 1998; MASSAGUE; WOTTON, 2000). Para que essa sinalizago
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ocorra, os ligantes de TGF-f se ligam aos receptores e incidem sobre as SMADSs para, assim,
fazer a ativacdo do gene (IMAMURA et al, 1997; NAKAO et al., 1997).

Uma das isoformas conhecidas do gene TGF-f, o0 TGF-f1, é sintetizado por plaquetas,
macrofagos, mondcitos, linfécitos, fibroblastos, células epiteliais (KATO et al., 1999) e
células dendriticas (KRZEMIEN; KNAPCZYK, 2005).

O gene TGF-p1 esta localizado no cromossomo 19913 e contém sete éxons e seis
introns (CLARK; COKER, 1998) (Figura 2). E liberado na circulagio através de um precursor
inativo contendo pro-peptideo associado a laténcia (LAP) que estdo unidos através de uma
ligacdo ndo covalente podendo ser armazenado nos granulos das plagquetas ou na superficie
celular (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000).

Figura 2 — Localiza¢do do gene TGF-B1 no cromossomo 19
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Esta citocina esta presente na forma inativa com uma meia-vida de 90 minutos no
sangue periférico, sendo que a meia-vida ativa € de apenas poucos minutos. Assim, a LAP
mascara os epitopos de TGF-41 e faz com que a sua forma ativa seja imperceptivel no sangue
e nos tecidos (MAREK et al., 2002).

As possiveis consequéncias da presenca do TGF-£7 no organismo é que ele exerce sua
influéncia em inimeros processos fisiologicos e fisiopatoldgicos, por isso sendo chamado de
uma citocina multifuncional. Sdo exemplos dessa influéncia a participacdo no
desenvolvimento fetal, o controle e diferenciacdo do crescimento celular, a inducdo da
fibrose, a supressdo do sistema imune, a angiogénese, o desenvolvimento de tumores e
processos inflamatorios (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000; GENC et al., 2010;
GRESSNER et al., 2002; KAJDANIUK et al., 2011).

O gene TGF-BI estd expresso no ovario e no Utero nos periodos pré e pos-
implantagdo, principalmente em &reas submetidas a eventos morfogenéticos. Com isso,
sugere-se que essa molécula possa desempenhar um papel na funcéo reprodutiva, com efeitos
que vdo desde a migracdo de células germinativas durante a embriogénese, modulagdo da
funcdo ovariana, implantacdo e desenvolvimento embrionario, desenvolvimento placentario e
imunorregulacdo da gestacédo (GODIN; WYLIE, 1991; SHULL et al., 1994).
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O gene TGF-$1 é considerado um dos reguladores do monitoramento do numero de
células Treg FoxP3", que desempenham um importante papel na manutencéo da autoprotecéo,
respostas imunes fisiologicas e, medeiam a tolerdncia materna aos antigenos paternos do feto
(CLARK; COKER, 1998; LI; SHEN; TAN, 2014; SIMPSON et al., 2002). Além disso, na
placenta, tanto o RNA mensageiro quanto a proteina do TGF-B1 sdo detectadas durante a
gestacdo (BOWEN et al., 2002) e podem contribuir para a regulacdo da resposta imune
materna contra o aloenxerto fetal (LUDVIKSSON; SEEGERS; RESNICK, 2000; POWER et
al., 2002). O gene TGF-f1 tem o potencial de alterar o equilibrio entre o sinciciotrofoblasto e
o citotrofoblasto invasivo, do qual depende o desenvolvimento normal da gestacdo
(CANIGGIA et al., 1996; GRAHAM; LALA, 1991; LALA; CHAKRABORTY, 2003).

O TGF-p1 também esté relacionado com a inducdo e proliferacdo das células Treg e
com a inibicdo das células Th17, demonstrando, assim, que o aumento da razdo entre
Treg/Thl7 € mediado por ele (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007; CHEN et al., 2003;
TOLDI et al., 2011).

Como o TGF-g1 influencia no crescimento e desenvolvimento embrionério, na
apoptose das células endoteliais e na regulacdo da invasédo, proliferacdo e diferenciacdo do
trofoblasto, foi recentemente proposto como um gene candidato para PE, por estar
relacionado numa possivel ativacdo de uma via endotelial (CHEN et al., 2003) ou através da
regulacdo da inflamacdo sisttmica (CLARK; COKER, 1998; LI; SHEN; TAN, 2014,
SIMPSON et al., 2002; TOLDI et al., 2011).

Alguns estudos observaram que o0s niveis séricos de TGF-f1 encontram-se
aumentados na circulacdo em casos de PE (FEIZOLLAHZADEH et al., 2012; PERACOLI et
al., 2008; WANG et al., 2010). Esse aumento pode auxiliar no surgimento dos sinais clinicos
da doenca de varias formas, pois 0 TGF-A1 pode contribuir para a placentacao superficial com
inibicdo de crescimento celular (MOUSTAKA; HELDIN, 2005). Também esta envolvido no
surgimento da hipertensdo grave em PE devido ao estimulo e liberacdo de renina através de
células justaglomerulares (ANTONIPILLIAI et al., 1993) e tem a capacidade de estimular a
angiotensina 11 (BORDER; NOBLE, 1998).

Além disso, o gene TGF-f1 esté relacionado com a disfuncéo endotelial por estimular
a producdo de ET-1, que é um peptideo vasoativo e esta envolvido com a proteindria na PE,
pois causa 0 acumulo e a inibicdo da degradacdo da matriz extracelular que leva sua
deposicédo nas células renais e consequente degradacdo (DOCHERTY et al., 2002).

Um estudo feito com ratos transgénicos observou que niveis elevados de TGF-B1 na

circulacdo podem causar fibrose e perda progressiva da func¢do renal. Diante disso, 0 gene
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TGF-$1 pode contribuir para o inicio da patologia de PE, podendo afetar tanto a parte da
hipertensdo quanto a fungéo das células renais (BORDER; NOBEL, 1998).

Diante desses fatos apresentados, o gene TGF-£1 torna-se um candidato em potencial
para contribuir com o desenvolvimento de PE. Diversos estudos tém sido realizados na
tentativa de elucidar o papel dos polimorfismos desse gene e a suscetibilidade a PE (STONEK
et al, 2007). Os polimorfismos mais comumente estudados séo: C-509T (rs1800469), G-800A
(rs1800468) e 869 T/C (rs1800470) (Figura 3).

Figura 3 — Loci polimorficos do gene TGF-B1. Cada 16cus (A a G) é mostrado em relagdo ao promotor, as
setas indicam o inicio da transcricdo, os retdngulos indicam os éxons, os retangulos brancos

indicam os pré-pro-peptidios, os retdngulos pretos indicam os pré-peptideos e os retangulos
cinzentos indicam a sequéncia madura. Nas caixas sombreadas s&o indicados 0s SNPs.

G-800A C-509T ||T869C| |G915C 1553-8delC C861-20T
‘G-lﬁB’S‘A ‘C-134BT T29C | |G74C 713-8delC C788T
T2631

L10P | [R25P
A B CD EF G
L Dt - - — —
SRLINIRIN |
Exon1 2 3 45 6 7

Fonte: Tzakas et al., 2005.

Estudos demonstraram que o polimorfismo T869C esta relacionado com risco elevado
de desenvolvimento da hipertensdo, no entanto a forma como essa alteragdo afeta a forma
ativa do TGF-B1 ainda ndo foi completamente esclarecida (NIU, 2011; YAN-YAN, 2011).

Os polimorfismos G-800A e o C-509T, possuem a funcdo de regular os niveis de
expressdo da proteina e sdo capazes de desencadear alteracfes nos sitios de splicing (LOEYS
et al., 2006), devido a troca das bases dessas duas variantes no inicio da transcri¢cdo do gene
(GRAINGER et al., 1999).

Alguns estudos ja demonstram que os polimorfismos que se localizam na regido
promotora do gene TGF-A1, como sdo os casos do C-509T e G-800A, estdo relacionados com
a regulacao transcricional alterada e, assim podem influenciar na suscetibilidade a PE. Uma
das hipoteses em relacdo ao polimorfismo G-800A seria que a presenga do alelo polimorfico
interrompe um consenso de ligagdo da proteina de ligacdo ao fator de transcrigdo nuclear
CRE, que faz com que ocorra uma menor producdo de TGF-B1 total na circulagdo (SYRRIS
et al. , 1998). O polimorfismo C-509T parece estar associado a uma atividade transcricional
aumentada (LUEDECKING; SEEGERS; RESNICK 2000), elevando os niveis circulantes de
TGF-B1 (GRAINGER et al., 1999; SYRRIS et al., 1998).
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Um estudo feito na india avaliou a relacdo da PE com os polimorfismos C-509T e
T869C (DEEPTHI et al., 2015) e os dados encontrados foram conflitantes. Ja Feizollahzadeh
e colaboradores (2012) investigaram a relacéo entre os polimorfismos C-509T e G-800A com
PE em mulheres iranianas, no entanto ndo foi encontrada associacéo entre os polimorfismos
estudados e o risco de desenvolvimento de PE.

Considerando que a PE é um dos principais problemas obstétricos e de impacto
epidemioldgico com altas taxas de morbi-mortalidade fetal e que o gene TGF-BI esta
envolvido no novo paradigma da gestacdo Th1/Th2/Treg/Th17 atuando na placentagdo, no
crescimento e desenvolvimento embrionario e na regulacdo da invasdo, proliferacdo e
diferenciacéo do trofoblasto, torna-se um candidato relevante para o estudo da origem da PE.
Portanto, o estudo de polimorfismos nesse gene pode colaborar com o melhor entendimento
da doenca e de sua evolucgdo, possibilitando a identificacdo de mulheres predispostas ao

desenvolvimento de PE.
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2.2 JUSTIFICATIVA

Embora o nimero de trabalhos encontrados na literatura sobre genes e polimorfismos
referentes a Pré-eclampsia seja grande, o conhecimento que se tem a respeito da contribuicdo
de fatores genéticos no desenvolvimento dessa doenca esta longe de ser completo. Devido a
PE possuir carater multifatorial, uma das principais dificuldades na investigacdo consiste na
auséncia de uma etiologia bem definida.

O estudo com genes que estdo envolvidos com o novo paradigma da gestacdo
Th1/Th2/Th17/Treg, que atuam na placentacao, apoptose das células endoteliais, regulacdo da
invasdo, proliferacdo e diferenciacdo do trofoblasto e com a manutencdo da gestacdo sédo
importantes para auxiliar na compreenséo da etiopatogénese da PE.

O gene TGF-p1 esté relacionado com esse novo paradigma imunolégico da gestagdo,
pois esta associado com os mecanismos das células Treg FoxP3*, que promovem a tolerancia
imunoldgica materna a antigenos paternos. Além disso, esse gene contribui com a placentagédo
superficial, surgimento da hipertensdo grave e da proteindria, que sdo caracteristicas
principais dessa doenga.

Os polimorfismos C-509T e G-800A estdo relacionados com a regulacdo
transcricional alterada do gene e, assim podem influenciar na suscetibilidade a doenca. Nesse
contexto, torna-se importante avaliar a contribuicdo dos polimorfismos do gene TGF-£1 na
PE.
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivos gerais:
1- Analisar a presenca dos polimorfismos C-509T e G-800A do gene TGF-£I no

desenvolvimento da PE.

2.3.2 Objetivos especificos:
1- Investigar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos C-509T e G-800A do

gene TGF-$1, em mulheres com gestacdo normal e com PE.

2- Analisar o efeito dos fatores de risco e a presenca dos alelos polimdrficos do gene
TGF-p1 naPE.

3- Comparar a frequéncia dos haplétipos dos polimorfismos C-509T e G-800A no
gene TGF-p1.
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Caracterizacao das amostras

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, em que foram selecionadas 257 mulheres,
sendo 88 diagnosticadas com PE e 169 do grupo controle (C), das quais ndo tiveram nenhum
tipo de intercorréncia, sem histdrico de hipertensdo arterial, diabetes ou hipotireoidismo.

As mulheres foram selecionadas no Ambulatério Maria da Gléria e/ou Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC-UFTM). Mulheres que nao
possuiam informacgdes completas sobre os dados avaliados e as que apresentavam hipertensao
arterial cronica ou outras doengas cronicas foram excluidas desse trabalho.

Foram coletados 10 mL de sangue periférico de cada participante, por venopunc¢ao, em
tubos de coleta a vacuo e estéril (BD Vacutainer®), com EDTA. Os tubos foram levados
diretamente para o Laboratorio de Citogenética e Genética Molecular Humana da Disciplina
de Genética da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM), onde o material foi

processado e armazenado em freezer.

2.4.2 Lise celular e Extracdo de DNA

Para a obtencdo da camada leucocitaria, 0 sangue de todas as participantes foi
colocado em tubos cénicos de 50mL. Em seguida adicionou-se a solucdo de lise celular
(solugdo A - TE 20:5; Tris HCI 1M; EDTA 0,5M pH=8,0) até completar 30mL. As amostras
foram agitadas em vortex e centrifugadas a 3500 rotacdes por minuto (rpm) por 15 minutos a
10°C. Os sobrenadantes foram desprezados e o procedimento foi repetido trés vezes até a
obtencdo da camada leucocitéria livre de hemacias. O pellet de leucécitos foi armazenado
com TE 20:5 para posterior extracdo do DNA genémico pelo método de fenol cloroférmio
(SAMBROOK, FRITSCH, MANIATIS, 1989).

Nas amostras que estavam armazenadas no freezer foi acrescentado 250uL de solucéo
C e foram incubadas em banho maria a 56°C por 3 horas ou 37°C por 24 horas ou até a
completa dissolucdo do pellet. Os reagentes utilizados na preparacdo da solugdo B e C sdo

apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1: Reagentes para a preparacdo da solucdo B(1x) e Solugdo C

Solugdo B (estoque 1x) Solucéo C

EDTA 0,5M IMI Solugdo B 125UI
NaCl, 500uL SDS 10% 62.5Ul
Tris-HCI 1M (pH 8,0) 500ulL Agua ultrapura 62.5U1
Agua ultrapura 48mL Proteinase K 0.001g

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Apds essa etapa, acrescentou-se 1mL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)
e 0s tubos foram agitados por 15 minutos e centrifugados a 3.500 rotagfes por minuto (rpm)
por 15minutos. Apos essa centrifugacdo, a fase superior mais clara foi recolhida e transferida
para um tubo de 15mL. Em seguida, adicionou-se 1mL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1) e o tubo foi agitado lentamente por aproximadamente 15 minutos. Foi novamente
centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos, recolhida a fase superior em outro tubo de 15mL e
acrescentado 40uL de acetato de sddio 0,2M. O DNA foi precipitado com 2mL de etanol
100% gelado. O DNA precipitado foi transferido para um microtubo de 2mL com etanol 70%
e 0s tubos centrifugados por 10 minutos, a 15000 rpm. Desprezou-se 0 sobrenadante e 0s
tubos ficaram secando overnight. Quando os tubos estavam secos, 0 DNA foi ressuspendido
com TE 20:1.

2.4.3 Genotipagem das amostras

Para a genotipagem dos polimorfismos propostos, C-509T e G-800A, do gene TGF-
1, foi utilizado as sondas da TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems,
EUA), de acordo com as recomendagfes do fabricante. As sondas e os iniciadores foram
desenhados pela Applied Biosystems (AB) (ID dos ensaios: C _ 8708473 10;
C__ 8708474 20). Durante o processo de genotipagem, o alelo selvagem observado foi
marcado com a sonda FAM e o alelo mutante com a sonda VIC.

As reagdes de PCR foram feitas nas seguintes condi¢es: 10ng de DNA, 1,5uL de
TagMan Universal Master Mix (AB) (2x), 0,1uL de sonda (10x) e agua ultrapura para um
volume final de 5mL. Todas as reacfes tiveram um controle negativo. As reac6es foram feitas
no aparelho StepOnePlus (AB), com os ciclos programados da seguinte maneira: 95°C por

10 minutos e 40 ciclos de amplificagdo, com 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Em
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cada ciclo o aparelho analisou a fluorescéncia emitida dos alelos selvagem e mutante,

marcados como FAM e VIC em tempo real.

2.4.4 Andlise Estatistica

Para as varidveis quantitativas, utilizaram-se medidas de posicdo e centralidade
(média) e medidas de dispersao e variabilidade (desvio padréo).

As variaveis categoricas foram analisadas através do software SPSS (IBM, Armonk,
NY, USA). Para comparar as distribuicdes das frequéncias alélicas e genotipicas entre os
grupos (grupo de estudo e grupo controle) e para verificar se as distribuicdes genotipicas
seguiam o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi utilizado o teste de Qui-Quadrado (x?).
O poder estatistico apresentou 80% para deteccdo de associagdo, utilizando o software G
POWER 3.1.

Para a analise do modelo de heranca e dos hapl6tipos foi utilizado o programa

SNPStat (disponivel em: <http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats web>). O modelo de

heranca, os efeitos dos polimorfismos foram avaliados por: 1- Codominancia (homozigoto
tipo selvagem x heterozigético x homozigoto polimérfico); 2-Dominancia (homozigoto tipo
selvagem x heterozig6tico + homozigoto polimdrfico); 3- Recessivo (homozigoto polimdrfico
X homozigoto tipo selvagem + heterozigético) e 4- Sobredominancia (homozigoto tipo
selvagem + homozigoto polimérfico x heterozigoto). O modelo de haplotipo do gene TGF-41
foi inferido usando o programa SNPStats, verificando a frequéncia populacional estimada.

O modelo de regressdo logistica maltipla foi utilizado para determinar o efeito das
variaveis analisadas e o desenvolvido da PE. Os modelos incluiram os seguintes dados: habito
tabagista (referéncia: ndo fumante), historico familiar de PE (referéncia: ndo), primiparidade
(referéncia: ndo), presenca do alelo polimorfico T e A (referéncia: ndo). Os resultados do
modelo de regressdo logistica foram apresentados em Odds Ratio (OR) e intervalos de
confianca de 95% (1C-95%). O nivel de significancia considerado foi de 5% (p< 0,05).

2.2.5 Aspectos éticos

Para a coleta de dados sociodemograficos e clinicos, as participantes foram
entrevistadas em situacdo de privacidade, ocasido em que foram obtidas informacdes relativas
a idade, pressdo arterial sistémica, histérico familiar de PE e tabagismo (Apéndice A).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM) (Projeto aprovado pelo CEP/UFTM protocolo n® CAAE
44460115.1.0000.5154) (Anexo A). O estudo foi explicado para todas as participantes e o
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi assinado por elas (Apéndices B, C,
DeE)
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Caracterizacdo da amostra

O grupo de estudo foi constituido por 257 mulheres, sendo 88 mulheres com PE e 169
do grupo C, atendidas no Ambulatério Maria da Gléria e/ou HC-UFTM, na regido de
Uberaba, Minas Gerais. O grupo C foi constituido por mulheres que nao tiveram nenhuma
intercorréncia durante a gestacdo e sem historico de hipertensao arterial.

Os dados sociodemograficos e clinicos coletados durante a entrevista podem ser vistos

na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteriza¢do sociodemografica e clinica das participantes do estudo. Uberaba, 2017.

Dados Pré-eclampsia Controles
Idade Materna Média (anos) 275+6,6 31,8+78
Numero de gestacBes 2,1+118 28+13
PAS média (mmHg) 1554 + 22,4 1143+ 11,6
PAD média (mmHg) 102,6 + 14,6 75,6 £13,6
Tabagismo (%) 12,5% 14,2%
Histérico familiar de PE (%) 27,3% 5,3%

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.
PAS= Pressao Arterial Sistolica
PAD= Pressdo Arterial Diastélica

Observa-se que a idade média materna, nimero de gestacdes e tabagismo foram
maiores no grupo controle. No entanto, a historia familiar de PE foi mais frequente no grupo

de estudo.

2.5.2 Polimorfismo do gene TGF-#1, posicdo C-509T

Para o polimorfismo C-509T, foram analisadas 240 mulheres, sendo 82 (34,2%) do
grupo PE e 158 (65,8%) controle.

A Tabela 2 mostra as frequencias genotipicas e alelicas do polimorfismo C-509T do
gene TGF-f1 dos grupos de estudo e controle. A frequéncia genotipica ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (x>=0,744; p=0,689).

O grupo de estudo e o grupo controle, encontram-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg

(EHW) (PE: %?=0,10 e p=0,75; C: x>= 0,24 e p=0,62).
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Tabela 2 — Distribuicéo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo C-509T no gene TGF-51,
em mulheres com PE e grupo controle. Uberaba, MG-2017.

PE n (%) Controle n (%) XZ P
Genotipos
CcC 28 (34,1) 58 (36,7)
CT 41 (50,0) 73 (46,2) 0,312 0,855
TT 13 (15,9) 27 (17,1)
Frequéncia Alélica
C 0,6 0,6
T 0,4 0,4

Fonte: Elaborada pela autora, 2017

Considerando a presenca do alelo polimorfico T, ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo com PE e o grupo C (x?=0,154; p=0,403; OR
(95%) 1C=1,119 (0,639-1,957).

2.5.3 Polimorfismo do gene TGF-g1, posicdo G-800A

Para o polimorfismo G-800A, foram analisadas 257 mulheres, sendo 88 (34,16%)
amostras do grupo PE e 169 (65,83%) do grupo C e foram genotipadas por PCR-Tempo Real.

A Tabela 2 mostra as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo G-800A do
gene TGF-p1 nos grupos de estudo e controle. A frequéncia genotipica ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (y>=0,744; p=0,689).

Tanto para o grupo de estudo como controle, encontram-se em EHW (PE: 2= 0,048 e
p=0,82; C: = 3,12 e p=0,82).

Tabela 3 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo G-800A no gene TGF-A1, em
mulheres com PE e grupo controle. Uberaba, MG-2017.

PE n (%) Controle n (%) X2 P
Gendtipo
AA 0 (0) 1(0,6)
GA 4 (4,5) 10 (6,0) 0,744 0,689
GG 84 (95,5) 158 (93,4)
Frequéncia alélica
G 0,98 0,96
A 0,02 0,04

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Considerando a presenca do alelo polimorfico A, ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo com PE e o grupo C (¢?=0,394; p=0,374; OR
(95%) 1C= 0,688 (0,212-2,227)).
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2.5.4 Associacdo dos polimorfismos C-509T e G-800A do gene TGF-£1, com Pre-
Eclampsia

As Tabelas 4 e 5 apresentam as analises de associacdo dos dois polimorfismos
avaliados nesse estudo pelo programa SNPStat. Foram analisadas 257 mulheres, 88 com PE e
169 controles. N&o foi observada associacdo entre os polimorfismos C-509T e G-800A do

gene TGF-$1 e os modelos de heranca estudados.

Tabela 4- Analise de associagdo do polimorfismo C-509T com PE, ajustado para a idade. Uberaba, MG-2017.

Modelo Gendtipo Caso n(%) Controle n(%) OR (1C=95%) P

C/C 28 (34,6%) 56 (34,4%) 1,00

Codominancia CIT 40 (49,4%) 72 (46,8%) 0,90 (0,50-1,63) 0,93
TIT 13 (16,1%) 26 (16,9) 1,00 (0,45-2,24)

Dominancia c/c 28 (34,6%) 56 (36,4%) 1,00
CIT-TIT 53 (65,4%) 98 (63,6%) 0,92 (0,53-1,62) 0,78

Recessivo C/C-CIT 68 (84%) 128 (83,1%) 1,00 0,87
TIT 13 (16,1%) 26 (16,9%) 1,06 (0,51-2,20)

Sobredominancia  C/C-T/T 41 (50,60%) 82 (53,2%) 1,00 0,70
CIT 40 (49,4%) 72 (46,8%) 0,90 (0,53-1,54)

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Tabela 5- Andlise de associagdo do polimorfismo G-800A com PE, ajustado para a idade. Uberaba, MG-2017.

Modelo Genotipo Caso n(%) Controle n(%) OR (IC=95%) p

GIG 84 (95,5%) 158 (93,5) 1,00

Codominancia G/A 4 (4,5%) 10 (5,9%) 1,33 (0,40-4,37) 0,59
A/A 0 (0,%) 1 (0,6%) NA (0,00-NA)

Dominéncia GIG 84 (95,5%) 158 (93.5%) 1,00 0,52
G/IA-AIA 4 (4,5%) 11 (6,5%) 1,46 (0,45-4,73)

Recessivo G/IG-G/A 88 (100%) 168 (99,4%) 1,00 0,36
A/A 0 (0,0%) 1 (0,6%) NA (0,00-NA)

Sobredominancia G/G-A/A 84 (95,5%) 159 (94,1%) 1,00 0,64
G/A 4 (4,5%) 10 (5,9%) 1,32 (0,40-4,34)

Fonte: Elaborada pela autora, 2017

2.5.5 Anélise do haplétipo do gene TGF-gI para os polimorfismos C-509T e G-
800A

A Tabela 6 apresenta os haplotipos para os polimorfismos C-509T e G-800A do gene
TGF-$1. Néo foi observado associacdo dos haplotipos dos polimorfismos analisados entre os

grupos estudados.
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Tabela 6- Prevaléncia dos haplétipos dos polimorfismos C-509T e G-800A do gene TGF-f1 das
mulheres com Pré-eclampsia PE e Controles (C). Uberaba, MG-2017.

Haplétipo Grupo PE Grupo C OR (IC-95%) p
G-C 0.569 0.560 1,00 -
G-T 0.408 0.404 1,01 (0,68 — 1,50) 0,95
A-C 0.022 0.035 1,54 (0,50 — 4,73) 0,46
A-T 0 0 - -

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianca
Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

2.5.6 Regressdo Logistica

A andlise de regressdo logistica foi feita entre os grupos PE e C para 0s seguintes
pardmetros: tabagismo, primiparidade, recorréncia familiar e presenca dos alelos polimorficos
T e A. Os resultados encontrados sdo observados na Tabela 7.

Tabela 7-Analise da regressao logistica entre os grupos PE e C. Uberaba, MG-2017.

Variavel analisada PE C Odd Ratio IC (95%) p
n(%) n(%)

Tabagismo

Sim 10 (12.2) 23 (14.8) 1.82 0.318-0.680 0.496

Né&o 72 (87.8) 132 (85.2)

Historico familiar

Sim 22 (26.8) 9 (5.8) 17.76 1,984-4.354 <0.0001

Né&o 60 (73.2) 146 (94.2)

Primiparidade

Sim 30 (36.6) 11 (7.1) 19.32 2.163-5.311 <0.0001

Né&o 52 (63.4) 144 (92.9)

Polimorfismos

C-509T

CcC 29 (35.4) 56 (36.1) 2.25 0.147-0.432 0.665

CT-TT 53 (64.6) 99 (63.9)

G-800A

GG 78 (95.1) 144 (92.9) 2,13 0.674-0.924 0.355

GA-AA 4 (4.9) 11 (7.1)

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianga
Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Na analise da regresséo logistica entre os grupos de PE e C, a recorréncia familiar e a

primiparidade foram estatisticamente significativos (p<0,01).
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2.6 DISCUSSAO

Diante do novo paradigma imunoldgico proposto para PE, Thl/Th2/Th17/Tregs,
acredita-se que o desequilibrio entre as células Thl7 e Treg seja essencial para o
desenvolvimento da inflamacéo sistémica materna nessas pacientes (TOLDI et al., 2011), pois
as células Treg induzem intolerancia imunologia (SAKAGUCHI et al., 2008) enquanto que as
células Th17 induzem inflamacdo e rejeicdo ao aloenxerto fetal (TOLDI et al., 2011). Na
busca por entender os mecanismos que levam ao desenvolvimento de PE, o gene TGF-41
parece ter um papel promissor, pois além de estar relacionado com este novo paradigma, seus
niveis séricos circulantes estdo aumentados no sangue de mulheres com PE, podendo
contribuir para seus sinais clinicos (FEIZOLLAHZADEH et al., 2012).

Estudos tem buscado associacéo entre polimorfismos deste gene e o desenvolvimento
da doenca em diferentes populacdes. No presente trabalho, foram estudados os polimorfismos
C-509T e G-800A do gene TGF-A1 e a associacdo com a PE, em uma populacéo brasileira.

O polimorfismo C-509T, localizado na regido promotora do gene TGF-S1, esta
associado com uma atividade transcricional aumentada (LUEDECKING; SEEGERS;
RESNICK, 2000).

O presente estudo ndo encontrou associacao entre o polimorfismo C-509T do gene
TGF-p1 e o desenvolvimento da PE. Esse resultado é semelhante a um estudo realizado no Ird
(FEIZOLLAHZADEH et al., 2012), que analisou 282 mulheres, sendo 142 do grupo de PE e
140 controles e ndo observaram associagdo entre o polimorfismo C-509T e PE. Ressalta-se
gue embora o presente trabalho tenha analisado um numero inferior de mulheres com essa
doenca, os resultados sdo semelhantes.

Feizollahzadeh e colaboradores (2012) observaram o gen6tipo CC mais frequente nas
mulheres com PE e que possuiam niveis séricos de TGF-$/ mais elevados, no entanto os
resultados ndo foram estatisticamente significativos. Diferentemente, o presente trabalho teve
0 genotipo CT mais frequente em todos os grupos, no entanto ndo foi possivel analisar o0s
niveis sericos de TGF-f1, pois a dosagem desta citocina ndo foi realizada.

Um estudo realizado por Deepthi e colaboradores (2015), com 469 mulheres indianas,
sendo 239 com PE e 230 controles, observou que a frequéncia genotipica do polimorfismo C-
509T diferiu significativamente entre o grupo PE, quando subdividido em grave e leve, sendo
observado 0 genotipo heterozigoto CT mais frequente no grupo de PE grave. Embora o
presente trabalho ndo tenha realizado essa subdivisdo em grave e leve, 0 genotipo

heterozigoto foi mais frequente tanto no grupo de estudo quanto no grupo controle.
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Em relacdo ao polimorfismo G-800A do gene TGF-f1, também nédo foi encontrada
associacao entre as frequéncias genotipicas e alélicas e o desenvolvimento de PE.

Nossos resultados sdo semelhantes aos encontrados por Feizollahzadeh e
colaboradores (2012) e Aguilar-Duran e colaboradores (2014), que também ndo observaram
associacdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo G-800A e a
suscetibilidade a doenca. Outro ponto em comum entre o0 presente estudo e os trabalhos
realizados foi a baixa frequéncia do alelo A em todos os grupos analisados. No presente
trabalho, o alelo polimorfico A foi observado apenas no grupo controle.

O polimorfismo G-800A causa reducdo na atividade transcricional do gene TGF-1,
(SYRRIS et al. , 1998). Isso ocorre devido ao fato desse polimorfismo estar localizado dentro
de uma sequéncia especifica reconhecida pelo fator de transcricdo CREB, que é uma proteina
de ligacdo ao elemento de resposta ao AMP-ciclico (WISNIEWSKI et al., 2009).

O gene TGF-p1 tem o potencial de alterar o equilibrio entre o sinciciotrofoblasto e o
citotrofoblasto invasivo, do qual depende o desenvolvimento normal da gestacdo
(CANIGGIA et al., 1996; GRAHAM; LALA, 1991; LALA et al., 2003). A baixa frequéncia
do alelo polimérfico A observada na populacdo pode estar relacionada a reducao dos niveis
circulantes de TGF-B1, que provavelmente levam a sérios danos ao organismo, como a
interferéncia em mecanismos angiogénicos vitais para o desenvolvimento da gestacdo normal.
Portanto, pode-se pensar que a implantacdo fetal e a placentacédo ficariam prejudicadas.

Os polimorfismos C-509T e G-800A do gene TGF-A/ também foram estudados em
outras condicdes ginecoldgicas e obstétricas, como na Sindrome do Ovario Policistico (SOP),
abortos de repeticdo e endometriose, pois esta expresso no ovario e utero, podendo influenciar
numerosos processos fisiopatoldgicos envolvidos com o sistema reprodutor feminino
(AMANI et al., 2004; HSIEH et al., 2005; YANG et al., 2015).

Yang e colaboradores (2015) compararam 328 mulheres chinesas com SOP e 358
mulheres do grupo controle e ndo encontraram associacdo entre o polimorfismo C-509T do
gene TGF-S1 e SOP. J& Amani e colaboradores (2004), analisaram 111 mulheres iranianas
com abortos de repeticdo e 110 mulheres do grupo controle e ndo encontraram associacao
entre os polimorfismos do gene TGF-1, posi¢des C-509T e G-800A.

Hsieh e colaboradores (2005) compararam 150 mulheres taiwanesas com
endometriose e 159 mulheres sem endometriose para o polimorfismo C-509T do gene TGF-
p1 e observaram que tanto o genotipo TT quanto o alelo T conferiam maior suscetibilidade a

endometriose.
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No presente trabalho nédo foi encontrada associacéo entre o teste de modelo de heranca
(codominancia, dominancia, recessividade e sobredominancia) e o polimorfismo C-509T do
gene TGF-SI. Nossos resultados diferem dos encontrados por Deepthi e colaboradores
(2015), que analisou o polimorfismo C-509T do gene TGF-AI, com uma amostra de 469
mulheres indianas, sendo 239 do grupo com PE e 230 controles. Esses autores demonstraram
associacdo entre o0 modelo sobredominante e observaram que o gendétipo TT predispbe a PE,
enquanto o geno6tipo CT parece ter um efeito protetor em relacdo ao desenvolvimento dessa
doenca. Esses resultados podem ter sido encontrados devido a amostra ser maior em relagdo
ao presente estudo e pela populacdo iraniana ser geneticamente homogénea, 0 que ndo € o
caso da populacao brasileira.

Para o polimorfismo G-800A do gene TGF-£7 ndo foram encontrados dados relativos
a andlise de modelos de heranca que pudessem ser relacionados com os resultados obtidos no
presente estudo. Mesmo esse estudo sendo pioneiro nesse tipo de andlise, ndo foi encontrado
associacdo estatisticamente significativa entre o modelo de heranca e a suscetibilidade a PE.

No presente estudo ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a
frequéncia dos haplétipos dos polimorfismos do gene TGF-A1, C-509T e G-800A e a PE.

O termo haplétipo pode ser definido como a combinacdo de alelos de multiplos loci
localizados no mesmo cromossomo homdélogo e podem ser herdados juntos (GRIFFITHS et
al., 2013). Os hapldtipos surgem como um atributo intrinseco da variacdo genética
populacional (CLARK, 2004), além disso, as analises baseadas nesses haplétipos podem
apresentar melhores resultados para verificar a suscetibilidade de doencas, como a PE, por
maultiplos alelos quando comparados com a analise de apenas um SNP (MORRIS, KAPLAN,
2002).

Aguilar-Duran e colaboradores (2013) em um estudo mexicano analisaram 0s
haplotipos de trés polimorfismos do gene TGF-£1, C-509T, G-800A e T869C e, nesse caso,
foi encontrado um desequilibrio de ligacdo moderado. O hapldtipo mais frequente foi
800G/509C/869C, no entanto esse resultado néo foi associado com o desenvolvimento de PE.
Ja no trabalho feito por Jahan e colaboradores (2016), foi relatada uma associagédo
significativa entre os hapldtipos T-T e C-C dos polimorfismos C-509T e T869C do gene
TGF-p1, em relagio a mulheres com PE do sul da india.

O estudo feito por Deepthi e colaboradores (2015) analisaram os haplotipos dos
polimorfismos C869T e C-509T e a predisposi¢do ao desenvolvimento de PE e encontraram
que os haplotipos C-C e T-T estdo associados a suscetibilidade aumentada para essa doenca.

Os dois polimorfismos estudados sdo funcionais. O C-509T afeta a expressdo do TGF-41 por
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estar localizado na regido promotora e o polimorfismo C869T, localizado no éxon 1,
influencia na secrecdo do TGF-B1, podendo causar elevagdo dos niveis séricos circulantes,
sendo prejudicial a gestagdo normal. Ressalta-se que ndo existem trabalhos na literatura que
relacionem apenas os dois polimorfismos estudados no presente trabalho e o desenvolvimento
de PE.

A anélise de regressdo logistica observou que mulheres com historia familiar de PE
possuiam um risco aumentado em dezessete vezes de desenvolver a doenga quando
comparadas com mulheres sem recorréncia familiar. Esses resultados estdo de acordo com
estudos realizados na Noruega e no Reino Unido onde filhas de mulheres que tiveram PE
apresentaram duas vezes mais risco de desenvolver essa doenca quando comparadas com
mulheres sem histérico familiar. O estudo ainda observou que mulheres ndo nascidas de uma
gestacdo com PE, mas que relatavam histérico familiar dessa doenga possuiam um risco
maior em relacdo as mulheres sem historico familiar (AYORINDE, BHATTACHARYA,
2017; SKJAERVEN et al., 2005).

A presenca de um componente hereditario no desenvolvimento de PE também foi
observado por Mitze e colaboradores (2007), demonstrando que 25 a 31% das filhas de
mulheres que tiveram PE desenvolvem essa patologia em sua gestacdo. Chattingius e
colaboradores (2004) sugeriram que 67% da suscetibilidade a PE é causada por fatores
genéticos, enquanto 32% sdo de fatores diversos, reforcando a natureza multifatorial da PE.

A andlise de regressdo logistica também demonstrou que mulheres primiparas
apresentaram um risco aumentado em dezenove vezes de desenvolver PE quando comparadas
as mulheres com mais de duas gestacOes. Esses resultados estdo de acordo com o estudo
realizado por Khader e colaboradores (2017), com mulheres da Jordania selecionadas entre
2011 e 2012, onde foi observado um risco aumentado em duas vezes em desenvolver PE na
primeira gestacdo do que em gestacdes posteriores.

Hernandez-Dias e colaboradores (2009) também demonstraram que mulheres
multiparas sem histdria de PE tinham apenas 1% de risco de desenvolver a doenca, enquanto
mulheres com PE em uma ou duas gestacdes consecutivas apresentaram de 15 a 30% de risco
de recorréncia, respectivamente. Esses dados reforcam a teoria de que a PE é uma doenca de
primeira gestacao.

O risco aumentado de desenvolver PE na primeira gestacdo pode ser explicado pela
imaturidade do sistema imunologico materno. O aumento da PE em primiparas pode ser
justificado pela diminuicdo do tempo de exposicdo aos antigenos paternos, assim, 0

desenvolvimento da tolerancia imunoldgica necessaria ao aloenxerto fetal fica prejudicado,
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ocorrendo a rejeicao e, com isso, a suscetibilidade a PE torna-se aumentada (HERNANDEZ-
DIAS et al., 2000; SAFTLAS et al., 2014). Fato que ndo € visto a partir da segunda gestacéo,
pois as mulheres ja estdo expostas aos antigenos dos seus parceiros por um espaco de tempo
mais longo e a protecdo ao feto torna-se eficaz, reduzindo os casos de PE (SHARKEY et al.,
2007).

O tabagismo também foi analisado na regressdo logistica, no entanto, ndo foi
associado ao risco de desenvolver PE. O tabagismo materno durante a gestacdo é conhecido
por aumentar o risco de baixo peso ao nascimento e prematuridade, que sdo fatores
encontrados na doenca (ZETTERSTROM et al., 2007). O estudo realizado por Mattsson e
colaboradores (2015), com mulheres da Suécia, esta de acordo com o presente estudo, pois
ndo encontraram associagao entre o tabagismo e as manifestacGes clinicas da PE.

Sabe-se que a PE é um transtorno complexo, com gravidade clinica variada, portanto é
esperado que diversos genes estejam envolvidos nos mecanismos que contribuem para o
desenvolvimento dessa doenca.

Trata-se do primeiro estudo que busca avaliar a contribuicdo dos polimorfismos C-
509T e G-800A, do gene TGF-p1 e o desenvolvimento de PE em uma populagéo brasileira.
Embora ndo tenha sido encontrada associacao entre os polimorfismos e o desenvolvimento de
PE, deve-se considerar o fato da populacéo ser heterogénea, o que nao acorre com populagdes
vistas em outros estudos, como em mulheres do Reino Unido ou iranianas.

Portanto, sdo necessarios mais estudos desse tipo com o intuito de avaliar o papel dos
polimorfismos genéticos e a PE, para que assim se possa ter um melhor entendimento da
doenca e descobrir possiveis biomarcadores moleculares que auxiliem no diagnostico precoce

dessas mulheres.
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3 CONCLUSAO

N&o ha associacao entre os polimorfismos C-509T e G-800A do gene TGF-4/ e PE na
casuistica estudada.

N&o ha associacdo entre as frequéncias dos haplotipos e os modelos de heranca
testados e a suscetibilidade a PE.

H& associacdo entre a recorréncia familiar, com aumento de dezessete vezes, e a

primiparidade, com aumento de dezenove vezes no risco de desenvolver PE.
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