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RESUMO
A pré-eclampsia (PE) é uma doenca multissistémica caracteristica da gravidez que contribui
significativamente para a morbidade e mortalidade materna e neonatal. Descobertas recentes
sugerem que mudancas significativas no sistema imune estdo envolvidas em sua etiologia. Tem
sido proposto que a reducdo de células T reguladoras (Tregs) com consequente falha na
tolerdncia imunoldgica promova o aumento de citocinas pro-inflamatérias, gerando disfuncao
endotelial e estresse oxidativo. O fator de transcricio FOXP3 é fundamental para induzir a
diferenciacdo das células Tregs e polimorfismos localizados na regido promotora deste gene
podem alterar a producdo e funcdo dessas células. A IL17A é a principal citocina secretada por
celulas Th1l7 e em excesso induz inflamagdo tecidual e polimorfismos nesse gene ja foram
associados a patogénese de muitas doencas autoimunes e inflamatorias. Portanto, o objetivo do
presente trabalho foi investigar os polimorfismos rs3761549C>T, rs3761548A>C e
rs2232365A>G no gene FOXP3 e rs4711998 A>G; rs8193036 C>T e rs2275913 A>G no gene
IL17A, a expressdo dos referidos genes na PE e niveis placentarios de 1L12, TNF-a, IL10, IL6 €
IL8. Participaram desse estudo 263 mulheres, divididas em grupo de estudo (PE=89) e grupo
controle (C=174). A genotipagem das amostras foi realizada por PCR em Tempo Real. A
expressao relativa dos genes FOXP3 e IL17A foi realizada por q°PCR em 17 amostras de placenta
do grupo PE e 14 do grupo Controle. A quantificacdo das citocinas foi realizada por citometria de
fluxo. Variaveis continuas foram descritas por média + desvio padrdo e as variaveis categoricas
expressas em porcentagem. As comparacdes estatisticas entre dois grupos foram realizadas com
teste t de Student ndo pareado, teste de Mann-Whitney ou teste do qui quadrado (y2). Regressao
logistica multipla e algoritmo EM foram utilizados para avaliar os modelos de heranca e inferir
haplotipos dos polimorfismos estudados, respectivamente. Valores de p <0,05 foram
considerados significativos. Ndo houve associacdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas,
modelos de heranca e hapl6tipos dos polimorfismos investigados e a PE. Os grupos controle dos
polimorfismos rs3761548 no gene FOXP3 e rs4711998 do gene IL17A ndo estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg. Primiparidade e recorréncia familiar foram associadas ao risco de PE.
Niveis maiores de FOXP3 foram observados em mulheres com PE, principalmente PE precoce.
Os gendtipos dos polimorfismos do gene FOXP3 ndo alteram sua expressdo. Niveis elevados de
IL8 e IL6 foram observados em mulheres com PE tardia. Portanto, esse estudo conclui que ndo
ha associacdo entre os polimorfismos rs3761549C>T, rs3761548A>C e rs2232365A>G no gene
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FOXP3 e rs4711998 A>G; rs8193036 C>T e rs2275913 A>G no gene IL17A e PE. Recorréncia
familiar e primiparidade s&o consideradas fatores de risco para PE na amostra estudada. Niveis
elevados de FOXP3 estdo associados ao desenvolvimento de PE precoce. Altos niveis de IL6 e

IL8 estdo associados a PE tardia.

Palavras chave: Polimorfismo Genético, Pré-eclampsia, Células Th17, Linfocitos T reguladores.
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Resumo em lingua estrangeira
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ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a multisystemic disease specific of pregnancy, which is important
for maternal and neonatal morbidity and mortality. Recent findings suggest that significant
changes in the immune system are involved in PE pathogenesis. It has been proposed that the
reduction of regulatory T cells (Tregs) with consequent failure in immunological tolerance
promotes the increase of pro-inflammatory cytokines, generating endothelial dysfunction and
oxidative stress. FOXP3 is a critical transcription factor to induce differentiation of Tregs,
besides polymorphisms located in the promoter region of this gene can alter the production and
function of Tregs cells. IL17A is the major cytokine secreted by Th17 cells and in excess induces
tissue inflammation. Polymorphisms in FOXP3 gene have already been associated with the
pathogenesis of many autoimmune and inflammatory diseases. Therefore, we investigated
rs3761549C> T, rs3761548A> C and rs2232365A> G polymorphisms in FOXP3 gene and
rs4711998 A> G, rs8193036 C>T and rs2275913 A>G polymorphisms in IL17A gene. We also
quantified these genes and IL12, TNF-a, IL10, IL6 and IL8 levels in PE. Genotyping was
performed by Real Time PCR. The relative expression of the FOXP3 and IL17A genes was
performed by qPCR in 17 placental samples from the PE group and 14 from the Control group.
Cytokine quantification was performed by flow cytometry. Continuous variables were described
by mean + standard deviation and categorical variables were expressed by percentage.
Comparisons between both groups were performed using an unpaired Student’s t test, Mann—
Whitney U test or Chi square (3°) test as appropriate. The genetic models and haplotypes were
analyzed by SNPStat software. Significance was assumed when the statistical tests returned P-
values <0.05. A total of 263 women, study group (PE = 89) and control group (C = 174)
participated in the study. There was no association between the genotypic and allelic frequencies,
as well as the inheritance models for the polymorphisms investigated and the PE. The control
group of polymorphisms rs3761548 in the FOXP3 gene and rs4711998 of the IL17A gene were
not in Hardy-Weinberg equilibrium. There was no association between haplotypes and PE.
Primiparity and familial recurrence were associated with PE risk. The expression of FOXP3 was
statistically higher in the PE group. Statistically elevated levels of 1L8 and IL6 were observed in
women with late-onset PE. Therefore, there is no association between rs3761549C>T,
rs3761548A>C and rs2232365A> G in the FOXP3 gene and rs4711998 A>G; rs8193036 A>T
and rs2275913 A>G polymorphisms in the IL17A gene and PE. Familial recurrence and



16

primiparity are considered risk factors for PE in the sample studied. Elevated levels of FOXP3

are associated with the development of early-onset PE. High levels of IL6 and IL8 are associated

with late-onset PE.

Keywords: Preeclampsia, Th17 Cells, T-Lymphocytes, Regulatory
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1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) é definida pelo desenvolvimento de hipertensdo arterial
(>140/90mmHg) associada a proteinuria (=300 mg/24horas ou >1+ em exame com fita reagente)
apos a vigésima semana de gestacdo, em mulheres previamente normotensas (ACOG, 2013). Na
auséncia de proteindria, o diagnéstico de PE pode ser baseado na presenca de sinais e sintomas
como dor de cabeca, escotomas visuais, dor abdominal, trombocitopenia (plaquetas <
100.000/mm°), elevacdo das enzimas hepaticas (dobro do basal), insuficiéncia renal (> 1,1
mg/dL), edema pulmonar ou convulsdes (RAMOS, SASS, COSTA, 2017).

N&o ha informacbes precisas sobre sua incidéncia no mundo, mas estima-se que ocorra
em 3-5% das gestacbes (GIORDANO et al., 2014). A PE pode dar origem a um quadro grave
denominado eclampsia (E), onde ocorrem crises convulsivas tonico-clonicas generalizadas e/ou
coma. A eclampsia é comumente precedida por sintomas como cefaléia frontal/occipital, torpor,
visdo embacada, nauseas, vomito, dor no hipocondrio direito ou no epigéastrio (STEEGERS et al.,
2010). A pre-eclampsia/eclampsia (PE/E) é um fator de risco significativo para morte materna,
morte perinatal, parto prematuro e baixo peso ao nascer (BILANO et al., 2014).

A etiologia da PE ainda ndo é bem compreendida, mas doenca renal cronica, diabetes tipo
1 ou tipo 2, hipertensdo arterial cronica (HAC), primiparidade, idade >40 anos, intervalo >10
anos entre gestacoes, indice de massa corporal (IMC) pré-gravidico >35, tabagismo e histéria
familiar de PE sdo alguns fatores de risco conhecidos (NICE, 2011).

A placenta serve como uma interface proviséria entre a mée e o feto em desenvolvimento
e a ndo rejeicdo da unidade feto placentaria pelo sistema imune materno é baseada em
mecanismos complexos (CHELBI, VEITIA,VAIMAN, 2013). O equilibrio entre as células T
reguladoras (Tregs) e Th17 orquestra uma complexa rede que interage com outros tipos celulares
garantindo a tolerdncia materna especifica aos antigenos fetais e € fundamental para a
manutengdo da tolerdncia materna ao feto e o0 sucesso da gestacdo, (FIGUEIREDO,
SCHUMACHER, 2016; SANTNER-NANAN et al., 2009). Acredita-se que a quebra desse
equilibrio no inicio da gestacdo resulte em alteracdes imunoldgicas que desregulam a imunidade
sistémica e placentaria, contribuindo para a angiogénese comprometida e o desenvolvimento da
PE (CHENG, SHARMA, 2016).

Na PE, observa-se reducdo das células Tregs e elevacdo de Thl7, gerando disfuncao

endotelial e estresse oxidativo, que contribui para o desenvolvimento de inflamacdo na
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vasculatura e a producdo de citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral a (TNF-a),
interleucina (IL) 6 e IL17 (HARMON et al.,2016; SALAZAR GARCIA et al., 2018; VARGAS-
ROJAS, SOLLEIRO, SOTO, 2015).

O fator de transcricdo FOXP3 é fundamental para a diferenciacdo das células T em
células Tregs. A importancia deste subconjunto de células e o papel do FOXP3 em seu
desenvolvimento foi destacado por experimentos que identificaram mutacdes no gene FOXP3
capazes de causar uma doenca linfoproliferativa autoimune fatal, demonstrando que alteracdes
nesse gene contribuem com a desregulacdo das células Tregs (BUCKNER, ZIEGLER, 2008). As
celulas Th17 tém sido extensivamente estudadas na ultima década por serem potentes indutores
de inflamacdo tecidual. Uma das principais citocinas dessa via é a IL17A e polimorfismos nesse
gene ja foram associados a patogénese de muitas doencas autoimunes e inflamatérias (CHEN,
KOLLS, 2017).

A predisposicdo genética parece ser um importante fator etiolégico para o
desenvolvimento da PE, pois o agrupamento de casos de PE dentro de familias sugere a
contribuicdo de genes maternos, fetais e paternos no desenvolvimento da doenca (CHESLEY,
COOPER, 1986; VALENZUELA et al., 2012).

Recentemente, trabalhos vém analisando a relagdo entre genes ligados ao sistema
imunoldgico e a suscetibilidade a PE (ORLANDO et al., 2018, HORTOLANI et al., 2018). Nesse
contexto, devido a importancia no processo de tolerancia materna e manutengdo da gestacédo,
torna-se importante investigar genes relacionados as células Treg e Th1l7 na etiopatogénese da
PE. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo investigar os polimorfismos rs3761549
C>T; rs3761548 A>C e rs2232365 G>A do gene FOXP3 e rs4711998 A>G; rs8193036 C>T e
rs2275913 A>G do gene IL17A e a expressdo dos referidos genes, além de quantificar as
citocinas IL12, TNF-a, IL10, IL6 e ILS.

Participaram deste trabalho 89 mulheres com PE, diagnosticadas segundo critérios do
Colegio Americano de Obstetricia e Ginecologia (ACOG) e 174 mulheres sem intercorréncias
durante a gestagdo. Este projeto foi conduzido apds aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (CEP/UFTM) e todas as participantes assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A genotipagem das amostras e a
expressao génica foram realizadas por PCR em Tempo Real e as citocinas foram quantificadas

por citometria de fluxo.
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Embora a hipertenséo seja a principal causa de morte materna no Brasil, a escassez de
estudos genéticos sobre este tema em nossa populacdo reforca a necessidade de investigar
alteracdes polimorficas em genes de suscetibilidade para o desenvolvimento da PE. Desta forma,
0 presente estudo pretende contribuir na investigacdo da influéncia de fatores geneticos para o

desenvolvimento de PE numa populagéo brasileira.
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Desenvolvimento
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DA LITERATURA
2.1.1 Aspectos gerais da Pré-eclampsia

Desde o século V a.C, Hipocrates ja utilizava o termo “eklampsia”, que em grego
significa relampago, para descrever convulsdes repentinas que acometiam gestantes. Sintomas
semelhantes em gravidas também eram relatados em outras partes do mundo, conforme
manuscritos do mesmo periodo encontrados na india, China e Egito. No entanto, naquela época a
eclampsia ndo era considerada um distarbio especifico da gestacdo (BELL, 2010; CHESLEY,
1978). Apenas no século XVII, com o estabelecimento da obstetricia como uma especialidade
médica, ocorreu a primeira descricdo sistematica da eclampsia por Francois Mauriceau, que
observou um risco aumentado de convulsdes em mulheres primigestas, naquela época atribuidas
a anormalidades no fluxo loquial ou morte fetal intrauterina (BELL, 2010; MC MILLEN, 2003;
SPEERT, 1958).

Com o decorrer do tempo e 0s avancos na ciéncia, sintomas como dor de cabeca,
alteracdes visuais, presenca de albumina na urina, dor severa no estdmago e edema durante 0s
ultimos meses da gravidez foram associados ao desenvolvimento de convulsdes, o que resultou
no conceito de PE, pois gestantes que desenvolviam eclampsia apresentavam esses sinais
premonitdrios (BELL, 2010).

A triade classica de sinais e sintomas utilizados para diagnosticar PE era composta por
hipertensdo, edema e proteindria, mas, atualmente, o edema foi removido por tratar-se de um
achado frequente no terceiro trimestre de gravidez e a proteindria também n&o € mais um critério
fundamental para o diagnostico (FOLK, 2018). Portanto, o desenvolvimento de hipertensdo apos
a vigésima semana de gestacdo, na auséncia de proteinuria, mas acompanhada de complicacGes
hematologicas, insuficiéncia renal, insuficiéncia hepética, sintomas neurologicos e disfuncdo
utero placentaria também preenchem critérios diagnosticos para PE.

A PE ¢ considerada um distarbio heterogéneo com ampla variabilidade clinica, cujos
espectros incluem a eclampsia, definida pela presenca de crises convulsivas tonico-clénicas
generalizadas, ndo atribuidas a outras causas e a Sindrome HELLP (Haemolisys, Elevated
Enzymes Liver and Low Platelets), um acrénimo para hemolise, plaquetopenia e disfuncao
hepatica JEYABALAN, 2013; SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).
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Quanto ao inicio e gravidade dos sintomas, a PE pode ser classificada em precoce

(sintomas manifestam-se até 34 semanas de gestacdo), tardia (sintomas manifestam-se ap6s 34
semanas de gestacdo) (von DADELSZEN, MAGEE, ROBERTS, 2003), grave (PAS > 160mmHg

ou PAD > 90mmHg, trombocitopenia, disfuncdo hepatica e/ou renal, edema pulmonar e

alteracdes visuais e cerebrais) ou leve (ACOG, 2013).

Estima-se que a PE/E afete 5% das gestacdes em todo o mundo e seja responsavel por

cerca de uma a cada sete mortes maternas. Ha uma ampla variacéo regional (Fig 1) (ABALOS et

al.,2013; SAY et al., 2014), que pode ser atribuida principalmente ao acesso universal ao pré-

natal,

cuidados oportunos e o manejo adequado das gestantes nos paises desenvolvidos,

contrastando com a assisténcia pré-natal precaria, falta de acesso a cuidados hospitalares,

escassez de recursos e o0 diagndstico e tratamento inadequados de pacientes com PE/E nos paises

em desenvolvimento (GHULMIYYAH, SIBAI, 2012).

Figura 1- Paises que relataram pré-eclampsia e eclampsia, 2002-2010.
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Fonte: Organizacdo Mundial de Saude, adaptado de Abalos et al., Global and regional estimates of preeclampsia
and eclampsia: a systematic review. 2013.

Na América Latina, a incidéncia de PE é de 6% e Equador e Paraguai sao 0s paises com o

maior nimero de 6bitos maternos e perinatais em sua decorréncia (BILANO et al.,2014).
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No Brasil, a hipertensdo é uma das principais causas de morte materna e prematuridade,
no entanto acredita-se que esses dados sejam subestimados e variem de acordo com as regides do
pais. Em Minas Gerais, a PE foi a segunda causa de Obitos maternos na UGltima década
(GIORDANO et al., 2014; MARTINS et al., 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Diversos fatores de risco para o desenvolvimento da PE j& foram identificados, dentre eles
historia pessoal ou familiar da doenca ou de outros distarbios hipertensivos na gravidez,
primiparidade, gestacdo multipla, fertilizacdo in vitro, idade materna avancada (>40 anos),
diabetes preexistente, doenca renal, HAC, tabagismo e obesidade (BOKSLAG et al.,2016;
DUHIG, VANDERMOLEN, SHENNAN, 2018).

A primiparidade como fator de risco para PE é embasada na disfuncdo imunoldgica
materna. Estudos prop6em que na primeira gestacdo, o sistema imune materno ainda nao esta
adaptado aos antigenos paternos, sendo mais propenso a desenvolver a doenca. Com base nessas
observacgdes, a primeira gravidez parece fornecer uma espécie de tolerancia imunoldgica aos
antigenos paternos e reduzir a ocorréncia de PE em gestagdes subsequentes, mas essa tolerancia é
perdida se houver exposicdo a antigenos paternos distintos ou intervalo de tempo estendido entre
a primeira e a segunda gestacdo (CHENG, SHARMA, 2016). Acredita-se que multiparas
possuam baixo risco de desenvolver PE devido ao periodo prolongado de exposi¢do ao esperma
do mesmo parceiro, o que confere a elas tolerancia imunoldgica. No entanto, um longo intervalo
entre as gestacOes ou a troca de parceiro leva a perda dessa tolerdncia e nesses casos as
multiparas tém risco semelhante as primiparas de desenvolver PE (LUO et al., 2007).

Um estudo com dados da Organizacdo Mundial da Satude (OMS) sobre salude materna e
perinatal realizado na Africa, Asia e América Latina observou que idade materna inferior a 30
anos e baixa escolaridade eram caracteristicas sociodemograficas associadas ao maior risco de
PE/E, além de caracteristicas clinicas como alto indice de massa corporal (IMC), nuliparidade,
auséncia de pré-natal, HAC, diabetes gestacional, doenga cardiaca ou renal e anemia severa. J& a
realizacdo de 8 ou mais consultas de pré-natal foi considerado um fator protetor (BILANO et al.,
2014).

Apesar desses parametros serem importantes para rastrear mulheres predispostas, cerca de
60% dos casos de PE ocorrem em mulheres nuliparas saudaveis, sem nenhum fator de risco
reconhecivel (CORREA et al., 2016).
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Embora a PE possa permanecer estavel até o parto, alguns casos evoluem rapidamente,
resultando em desfechos sérios e até fatais para a mae e/ou bebé (US PREVENTIVE SERVICES
TASK FORCE et al., 2017). Em curto prazo, a PE grave estd associada ao desenvolvimento
materno de insuficiéncia renal aguda, edema pulmonar, descolamento de placenta e acidente
vascular cerebral (AVC) (FOLK, 2018; HUTCHEON, 2011). J4 em longo prazo, a PE aumenta o
risco materno de desenvolvimento de HAC, doenca cardiaca isquémica e tromboembolismo
(GHULMIYYAH, SIBAI, 2012). Devido a esses fatores, desde 2011 a Associacdo Americana do
Coracdo incluiu a PE como um grande fator de risco para doenca cardiovascular, sendo que
mulheres com esse histérico devem ser aconselhadas no pds-parto sobre esses riscos e
encaminhadas a um cardiologista para acompanhamento (FOLK, 2018).

Em relacdo ao feto, a PE estd associada a risco de parto prematuro, restricdo de
crescimento intrauterino (RCIU) e natimorto. Além disso, estudos demonstram baixo indice de
Apgar, maior risco de convulsdes febris, encefalopatia e internacdo em unidade de terapia
intensiva neonatal em criangas nascidas apds uma gravidez complicada por PE. Essas criancas
sdo mais predispostas a desenvolver HAC, distarbios metabdlicos e epilepsia (BOKSLAG et
al.,2016; GHULMIYYAH, SIBAI, 2012; HUTCHEON, 2011).

2.1.2 Etiologia da PE

A fisiopatologia da PE ainda ndo é completamente esclarecida, mas esta claro que seu
desenvolvimento requer a presenca de placenta, pois a Unica cura conhecida até 0 momento é a
dequitacdo da mesma (CORREA et al., 2016). Os mecanismos que desencadeiam a PE sdo
complexos e envolvem a interacdo entre fatores imunoldgicos, genéticos e ambientais que levam
ao estado antiangiogénico, promovendo o estresse oxidativo e resposta inflamatoria materna
exacerbada (JEYABALAN, 2013; SIBAI, 2003).

Durante a placentacdo normal, as células citotrofoblasticas migram para a decidua e
invadem o primeiro terco do miométrio, remodelando as arteriolas espiraladas para produzir um
sistema vascular de baixa resisténcia, essencial para o feto (PHIPPS et al., 2016). Na PE, a
placentacdo é caracterizada por remodelacdo vascular anormal desses vasos, que permanecem
estreitos, resultando em hipoperfusdo placentaria e elevada resisténcia intravascular (BOKSLAG
etal., 2016).
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Com a angiogénese prejudicada, ocorrem mudangas na tensdo de oxigénio local e
alteracbes imunoldgicas no microambiente placentario, estimulando a producéo de citocinas pro-
inflamatdrias, através da ativacdo de mondcitos e neutrofilos (LARESGOITI-SERVITIE et al.,
2010; MELLEMBAKKEN et al., 2001; ODEGARD et al., 2000). A disfuncdo endotelial
acompanhada da vasoconstricdo generalizada reduz o fluxo sanguineo para multiplos érgdos,
levando a manifestacdo clinica caracteristica da PE (PHIPPS et al., 2016).

Desse modo, o surgimento e desenvolvimento da PE parecem ocorrer em duas etapas:
primeiramente ocorre a falha da invasdo trofoblastica devido a alteracdes na producdo de
citocinas imunoreguladoras e fatores angiogénicos e posteriormente ocorre a liberacdo de células
trofoblésticas necréticas e/ou apoptdticas na circulagio materna (CORREA et al., 2016;
REDMAN, SARGENT, 2010).

2.1.3 Genética da PE

A presenca de um componente genético no desenvolvimento da PE é baseada em estudos
familiares que relatam que mulheres com parentes em primeiro e segundo grau com PE possuem
maior risco desenvolver a doenga (FOLK, 2018; SKJAERVEN et al., 2005). No entanto,
identificar os genes que contribuem com o desenvolvimento da PE é uma tarefa desafiadora, pois
sua natureza poligénica e multifatorial faz com que a prevaléncia varie de acordo com
caracteristicas geogréficas, socioecondmicas e raciais (BUURMA et al., 2013).

Uma ferramenta Util em estudos genéticos, o Equilibrio de Hardy Weimberg (EHW), é
utilizado para avaliar a estrutura das populagdes, determinando o comportamento de dois alelos
em um Unico lécus genético e seus principios podem ser aplicados para detectar desde erros de
genotipagem a suscetibilidade a doencas (RYCKMAN, WILLIAMS, 2008).

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo o tipo de variante genética mais
comum e ocorrem em aproximadamente 1% da populacdo. Podem afetar a forma como um
individuo responde ao ambiente e modificar o risco para determinadas doencas, dependendo de
sua localizacdo e efeito na regulacdo génica e atividade proteica (SACHIDANANDAM et al.,
2001).

Os SNPs localizados dentro de regides codificadoras tém sido extensivamente estudados,
incluindo aqueles que causam alteragdes nos codon de aminoécidos (variantes ndo sindnimas),

que podem levar ao erro de dobramento de proteinas, deslocamento da polaridade, fosforilagcdo
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inadequada e outras consequéncias funcionais que podem resultar em desregulagéo da transcricao
génica. As variantes localizadas em regides ndo codificadoras, embora consideradas néo
funcionais, podem impactar nas sequéncias reguladoras de genes, como promotores,
intensificadores e silenciadores (CHORLEY et al., 2008). Ja os haplétipos referem-se a
combinagBes de alelos marcadores que estdo localizados préximos no mesmo cromossomo e que
tendem a ser herdados em conjunto, sendo uma ferramenta util em estudos de associagdo (LIU,
ZHANG; 2008; WEISS, CLARK; 2002). Um hapl6tipo que contenha muitas mutacdes pode
modificar o0 modo como o0s aminoacidos sdo codificados e auxiliar no entendimento do
mecanismo causador de doengas em um gene candidato (SCHAID et al., 2002; LIU, ZHANG et
al., 2008).

Nos ultimos anos, pesquisadores buscam detectar a associacdo entre determinadas regides
cromossémicas, genes, haplotipos ou SNPs e a PE, no intuito de identificar genes candidatos ou
regides genéticas de interesse (CHORLEY et al., 2008).

Uma metandlise realizada por Burma e colaboradores (2013) identificou variantes nos
genes CTLA4, F2, FV e LPL associadas a PE. Abedin e colaboradores (2018) investigaram o
gene ACE, responsavel por produzir uma enzima chave no sistema renina-angiotensina, e
encontraram associacdo entre a variante rs4343 e o risco de PE em mulheres iranianas. Um
estudo realizado na Tunisia com o0s genes Fas e FasL, que participam do processo de apoptose,
encontrou associagdo entre os polimorfismos Fas-670G e FasL 1VS2nt A124G e PE e suas
complicacdes, como a sindrome HELLP (RAGUEMA et al., 2018).

A associacdo de polimorfismos em genes relacionados com a coagulacdo, estresse
oxidativo, sistema renal e sistema imune na patogénese da PE sugere o envolvimento de
multiplas vias no desenvolvimento da doenca (CORREA et al., 2016; VALENZUELA et al.,
2012).

2.1.4 O papel do sistema imune na Pré-eclampsia

O sistema imune é responsavel por mecanismos de tolerancia que estdo envolvidos no
controle de respostas imunes inapropriadas, atraves da discriminacéo de antigenos préprios e nao
proprios (SAKAGUICHI, 2004). Na gestacdo, o sistema imunoldgico deve ser capaz de tolerar

antigenos fetais e defender o organismo materno da acéo de patdégenos (LA ROCCA et al., 2014).
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Em termos imunoldgicos, o feto é chamado de semi alogénico, pela presenca de antigenos
de origem materna e paterna (LA ROCCA et al., 2014) e embora a organizagdo anatdmica da
interface materno fetal minimize o contato imunoldgico, esta estratégia necessita de mecanismos
adicionais para ajudar o feto a evadir-se do ataque do sistema imunolégico materno (MUNN et
al., 1998). Neste sentido, os sistemas imunes inatos e adaptativos atuam em conjunto, auxiliando
na remodelacdo vascular, invasdo trofobléstica e tolerancia imunolédgica (HSU, NANAN, 2014;
TROWSDALE, BETZ, 2006).

As células T auxiliares CD4+ séo capazes de se diferenciar em linhagens especificas Thl,
Th2, Thl7 e T reguladoras (Tregs) e possuem um importante papel durante a gestagdo (LA
ROCCA et al., 2014; SAITO, 2011).

A implantacdo do embrido e invasdo no endométrio nas primeiras semanas de gestacao é
caracterizada por uma reacgdo pro-inflamatéria, com predominio do perfil Thl. A medida que a
gravidez progride, ha um rapido crescimento e desenvolvimento fetal, representado por um
ambiente anti-inflamatorio e predominio de citocinas do tipo Th2, onde IL10 ativa a expressdo de
HLA-G em trofoblastos e mondcitos na interface materno fetal, protegendo o feto da rejeicdo. Ao
final da gestacdo ocorre uma reversao no perfil imunolégico, com novamente predominancia do
estado pro-inflamatdrio, necessario para o trabalho parto, com a contracdo do Utero e expulsdo do
feto e da placenta (JIANJUN et al., 2010; MOR et al., 2011).

Um ambiente Th1 forte é prejudicial para a gravidez, pois inibe a invasdo do trofoblasto,
estimula a apoptose de células trofoblasticas e aumenta a atividade macrofagica, resultando na
producdo e ativacdo de fatores nocivos ao embrido que interrompem o suprimento sanguineo para
a placenta em desenvolvimento (VEENSTRA van NIEUWENHOVEN, HEINEMAN, FAAS,
2003).

Novas descobertas sugerem a ocorréncia de alteracBes significativas na resposta imune
durante a PE, sugerindo o compartilhamento de caracteristicas exibidas em distarbios autoimunes
(LAMARCA et al., 2016).

O aumento generalizado de citocinas pro-inflamatérias em placentas de gestantes com PE
foi demonstrado em estudos que observaram elevados niveis de IL2 e IL18, que direcionam o
balanco da reatividade imunoldgica para um fendtipo Thl (HUANG et al., 2005; TRANQUILLI,
CORRADETTI, GIANNUBILO, 2008). Especula-se que o predominio do fenotipo Thl na PE
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envolva células natural killers (NK) e citocinas como o interferon-y (IFN-y), 1L12, IL8, TNF-a,
IL6 e TGF-p (CORNELIUS, 2018; GELDENHUYS et al., 2018).

A resposta Thl € induzida por IL12, que estimula a liberacdo de IFN-y por NK. O excesso
de IFN-y promove feedback negativo nas células Th2, suprimindo a producdo de citocinas anti-
inflamatérias como IL4 e IL10. Além disso, I1L12 e IFN-y inibem a angiogénese
(GELDENHUYS et al.,, 2018). TNF-a, IL2, IL12, IL18 e IFN-y tém sido relatados como
indutores de apoptose de trofoblastos e 0 TNF-o também parece ativar células endoteliais e
induzir dano no endotélio glomerular (CORNELIUS, 2018). J& a IL6, uma citocina
multifuncional que participa da resposta de fase aguda, colabora com a proliferacdo, invasdo e
diferenciacdo trofoblastica, modulando eventos anti e pro-inflamatérios e trata-se de um
importante marcador de disfungdo endotelial observado nas artérias de mulheres com PE (XIE et
al., 2011).

No entanto, apenas o predominio do fenétipo Th1l observado na interface materno fetal
ndo é suficiente para explicar as alteracdes imunoldgicas observadas na PE. Nesse contexto,
estudos recentes expandiram a dicotomia Th1/Th2 e incluiram as células Th17 e Tregs para tentar
explicar essas alteracfes. As células Treg sdo um subconjunto de células T efetoras que
participam da supressdo de respostas autoimunes, auxiliando na manutencdo da tolerancia
imunoldgica materna ao feto, enquanto as células Thl7 promovem inflamacdo e rejeicao
(LAMARCA et al., 2016).

Desse modo, vem sendo proposto que a fisiopatologia da PE esteja relacionada a
diferenciacdo desequilibrada entre células Tregs e Th17, com reducdo de Tregs e consequente
falha na tolerancia imunoldgica e aumento das células Th17, com producdo excessiva de
citocinas pré-inflamatérias, como a IL17 (Fig.2) (HOSSEINI et al., 2018).
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Figura 2 - Papel das células Th17 e Tregs na pré-eclampsia. A) Diferenciacdo das células Treg e Thl7. B)
Funcéo Funcao das células Treg e Th17 na pré-eclampsia.
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Fonte: Adaptado de Hosseini et al., 2018. Regulatory T and T helper 17 cells: Their roles in preeclampsia.

2.1.5 Células T reguladoras e FOXP3 na Pré-eclampsia

As células Tregs suprimem a producdo de moléculas pré-inflamatérias e a atividade de
células B e consequente producdo de imunoglobulinas, inibindo a fungéo citotoxica das células
NK. Os mecanismos moleculares que induzem essas atividades supressoras ndo séo
completamente compreendidos, mas acredita-se que a producdo de citocinas imunorreguladoras
como IL10 e TGF-p possa colaborar com esse processo (GELDENHUYS et al., 2018).

Durante a gestacdo, as celulas Tregs desempenham um importante papel mediando a
tolerancia imunolodgica aos antigenos fetais e suprimindo a inflamagdo excessiva. Em gestacGes
saudaveis, niveis elevados de Treg sdo observados desde o inicio, com um pico no segundo
trimestre e posterior reducdo ao final da gestacdo (LAMARCA et al., 2016).

Na PE, observa-se reducédo de Tregs, com consequente diminui¢do na producédo de IL10 e

TGF-B, o que estimula a producdo de citocinas inflamatdrias, tais como TNF-a, IL6 ¢ IL17, que
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contribuem para a disfuncdo endotelial, estresse oxidativo e o aumento da pressdo arterial
(LAMARCA et al., 2016).

FOXP3 € um importante fator de transcricdo para o bom desenvolvimento e funcao das
células Treg (CAMPBELL, 2015). Sua importancia na diferenciacdo e manutencdo das atividades
supressoras das células Treg foram descobertas a partir de estudos que identificaram e associaram
mutacBes no gene que codifica FOXP3 com a sindrome IPEX (Immune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked), uma sindrome autoimune sistémica fatal
caracterizada por diabetes, tireoidite, anemia hemolitica, sindrome de hiper IgE, dermatite
esfoliativa, esplenomegalia e linfadenopatia (BENNETT et al., 2001; GAMBINERI et al., 2003).

O gene que codifica FOXP3 esta localizado no brago curto do cromossomo X (Xp11.23)
(Fig.3) e é constituido por 11 éxons, codificando uma proteina com 431 aminoacidos e peso
molecular de 47.25kD (BENNETT et al., 2001).

Figura 3 — Localizacdo cromossémica do gene FOXP3.
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O inicio e a manutengdo da transcricdo de FOXP3 dependem de sequéncias nao
codificadoras conservadas (CNS), que servem como locais de ligacdo para outros fatores de
transcricdo. Além disso, FOXP3 pode funcionar tanto como um repressor quanto como um
transativador, orquestrando a transcri¢do de acordo com as propriedades imunossupressoras das
células Treg e também através de varias proteinas de ligacdo ao RNA, regulando a expressédo
génica através de mecanismos pds-transcricionais (BACCHETTA, BARZAGHI, RONCAROLO,
2018; LU, BARBI, PAN, 2017).

Mais de 70 variantes genéticas no gene FOXP3 ja foram descritas, dentre elas os
polimorfismos rs3761548 C>A, rs3761549 C>T e rs2232365 G>A, que estdo localizados na
regido promotora e podem alterar quantitativamente ou funcionalmente a producgéo desse fator de
transcricdo, levando a uma disfuncdo de células Treg (MISHRA et al., 2018). Esses
polimorfismos ja foram associados ao risco de abortos recorrentes (SHEHJAR et al., 2018),
cancer de mama (TIAN et al., 2018) e doenca de Graves (ZIDAN et al., 2018).
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A reducdo de Tregs na periferia e decidua de mulheres com PE ocasiona 0 aumento da
apoptose de células trofiblasticas e invasdo superficial do trofoblasto na decidua (CORNELIUS,
2018). Essa reducao parece ser proporcional a gravidade da doenca, onde mulheres com PE grave
de inicio precoce possuem reducdo significativa de células Tregs em comparacdo as pacientes
com PE leve de inicio tardio (HU et al., 2008; QUINN et al., 2011; RIBEIRO et al., 2017).

Devido ao grande nimero de estudos que relatam a diminuicéo de Tregs e suas atividades
regulatérias na PE, o papel dessas células na contribuicdo da fisiopatologia desta doenca deve ser
considerado. Desse modo, estudos que buscam compreender o papel do gene FOXP3 e seus
polimorfismos no desenvolvimento da PE em diversas populagdes tém sido realizados, no entanto
o0s resultados séo controversos (JAHAN et al., 2013; METZ et al., 2012; NOROUZIAN et al.,
2016; RIBEIRO et al., 2017).

Metz e colaboradores (2012) analisaram sete SNPs (rs12843496, rs6609857, rs2294020,
rs2280883, rs2232367, rs3761547 e rs4824747) previamente avaliados em desordens
autoimunes, em 120 mulheres diagnosticadas com PE e 120 controles e ndo encontraram
associacdo entre essas variantes genéticas e PE. Ja estudos iranianos e chineses encontraram
associacdo entre os polimorfismos rs4824747 e rs5902434 com a PE, respectivamente (CHEN et
al., 2013; NOROUZIAN et al.,2016).

Essa variabilidade de resultados demonstra a necessidade de explorar de modo mais
detalhado o gene FOXP3 e suas variantes, bem como citocinas relacionadas com o perfil Treg e a

suscetibilidade materna a PE.

2.1.6 Células Th17 e IL17A na Pré-eclampsia

Os linfécitos Thl7 sdo um tipo de linfécitos T CD4+, cujo receptor retindide nuclear
(RORC) e o regulador chave na diferenciagdo dessa linhagem. A descoberta desse subconjunto
de linfécitos T levantou a hipotese de um perfil de predominio Th1/Th2 sobre Thl7/Treg em
condicGes inflamatdrias cronicas, onde a hiper-regulacdo da imunidade via Th17 pode contribuir
para o desenvolvimento e progressdo de doencas autoimunes, inflamatorias crénicas, reacdes de
rejeicdo ao enxerto, além de perturbacbes aleérgicas. Da mesma forma, deficiéncia de celulas
Th17 pode levar a infecgdes virais, bacterianas ou fungicas recorrentes (ANNUNZIATO et al.,
2008; BETTELI et al., 2007; CURTIS et al., 2009).
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Durante a gestacdo, as células Thl7 sdo encontradas no sangue periférico e em maior
quantidade na decidua, colaborando com a implantacdo e placentacdo (CORNELIUS;
LAMARCA, 2014) e os niveis de IL17A encontram-se elevados no primeiro e terceiro trimestres,
favorecendo o estabelecimento da gravidez e o trabalho de parto, respectivamente (TOLDI et al.,
2011). A hipdtese de que esta citocina esteja envolvida na patogénese da PE é baseada em
estudos com camundongos, que mostraram que essa molécula promove hipertensdo induzida pela
Angiotensina 1l (Ang-Il), sugerindo um papel no recrutamento de leucdcitos durante o
remodelamento vascular hipertensivo (MADHUR et al., 2010). Além disso, niveis elevados de
IL17A j& foram observados em gestantes com PE, mas o mecanismo envolvido ainda ndo é bem
compreendido (SAITO et al., 2011).

A IL17 é a principal citocina secretada pelas células Thl7 e pertence a uma familia
composta por seis citocinas: IL17A, IL17B, IL17C, IL17D, IL17E (IL25) e IL17F. A IL17A é 0
membro prot6tipo e inicia vias de sinalizacdo que induzem a proliferacdo, recrutamento, ativacdo
e migracdo de neutréfilos (CORNELIUS, LAMARCA, 2014; REYNOLDS et al., 2010).

O gene que codifica a IL17A esté localizado no brago curto do cromossomo 6 (6p12.1)
(Fig.4) e é constituido por 5 éxons, codificando uma proteina com 155 aminoécidos e peso
molecular de 17.50kD (CHENG et al., 2015).

Figura 4 — Localizacdo cromoss6mica do gene IL17A
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Fonte: Extraido de: www.genecards.com

Os polimorfismos rs2275913 G>A, rs8193036 C>T e rs4711998 A>G estdo localizados
na regidao promotora do gene IL17A e podem modular a forma como o gene é expresso. O
polimorfismo rs2275913 G>A, também conhecido como G-197A, esta localizado dentro de um
motivo de ligagdo para o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), um regulador critico da
expressédo de IL17A. Este SNP pode alterar a transcrigdo génica, elevando os niveis circulantes de
IL17A, como demonstrado em estudos com varios tipos de tumores, incluindo cancer gastrico
(MOSELEY et al., 2003; NAJAFI et al., 2014; ZHANG et al., 2008).

Esses polimorfismos vém sendo amplamente estudados em diversas patologias, no

entanto os resultados sdo controversos. Um estudo realizado na Colémbia com 1.171 individuos
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encontrou associacao entre o polimorfismo rs8193036 e suscetibilidade & doenca de Chagas e
desenvolvimento de cardiomiopatia cronica (LEON RODRIGUEZ et al., 2015). O mesmo
polimorfismo também foi associado ao aumento do risco de obesidade central e sindrome
metabolica no modelo sobredominante em individuos mexicanos com doenga arterial coronariana
prematura (VARGAS-ALARCON et al., 2015). O polimorfismo rs2275913 foi associado ao
risco de cancer gastrico no modelo dominante, num estudo Chinés com 1.121 individuos (ZHOU
et al., 2016). Por outro lado, Senhaji e colaboradores (2016) investigaram diversos polimorfismos
em genes que codificam mediadores inflamatorios em 510 individuos no Marrocos, dentre eles 0s
polimorfismos rs4711998, rs8193036 e rs2275913 no gene IL17A e ndo encontraram associagao
entre esses polimorfismos e doenca de Crohn, colite ulcerativa e doenca inflamatoria intestinal.
Embora polimorfismos no gene IL17A e as células Thl7 possam estar envolvidas na
suscetibilidade a PE, a literatura disponivel sobre esse assunto é escassa, reforcando a

necessidade de estudos com essa tematica.

2.2 JUSTIFICATIVA

Embora existam na literatura inimeros trabalhos referentes a genes e polimorfismos
envolvidos na PE, o conhecimento que se tem a respeito da contribuicdo dos fatores genéticos no
desenvolvimento dessa doenca estd longe de ser completo. A patofisiologia da PE ainda ndo é
conhecida, o que dificulta o desenvolvimento de novos tratamentos e formas de prevencao.

A compreensdo dos mecanismos moleculares e a influéncia de fatores genéticos e
imunoldgicos envolvidos na PE podem auxiliar na identificacdo de marcadores que possam ser
uteis na a deteccdo precoce de mulheres predispostas ao desenvolvimento desta condicdo. A
descoberta de biomarcadores genémicos e/ou protedbmicos especificos que detectem a disfungéo
placentaria precocemente abrird um novo caminho para a previsdo de pacientes suscetiveis a
desenvolver PE, garantindo uma vigilancia pré-natal eficaz e focada, com a possibilidade de
intervengdes oportunas serem instaladas na tentativa de minimizar a morbidade e mortalidade
materna e fetal. Desse modo, estudos com genes e citocinas envolvidas no balango pré e anti-
inflamatorio que atuam na placentacdo e garantem a tolerdncia materna ao feto e
consequentemente manutencdo da gestacdo sdo importantes para auxiliar na compreensdo da

etiopatogénese da PE.
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2.3 OBJETIVOS

23.1

Objetivos gerais
Avaliar a expressdo e os polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 C>A e rs22323665

A>G no gene FOXP3 e rs2275913 G>A, rs8193036 C>T e rs4711998 A>G no gene IL17A e os
niveis de IL12, TNF-a, IL10, IL6 e IL8 em mulheres com PE.

2.3.2 Objetivos especificos

1.

Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs3761549 C>T,
rs3761548 C>A e rs22323665 A>G do gene FOXP3 e rs2275913 G>A, rs8193036 C>T e

rs4711998 A>G no gene IL17A em mulheres com gestacdo normal e com PE.

Determinar os modelos de heranga dos polimorfismos dos genes FOXP3 e IL17A com a
suscetibilidade a PE.

Determinar a contribuicdo de haplétipos dos polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548
C>A e rs22323665 A>G do gene FOXP3 e rs2275913 G>A, rs8193036 C>T e rs4711998
A>G no gene IL17A no desenvolvimento da PE.

Determinar o efeito do tabagismo, recorréncia familiar, primiparidade e presenca dos

alelos polimérficos dos genes FOXP3 e IL17A no desenvolvimento da PE.

Determinar a expressdo dos genes FOXP3 e IL17A no tecido placentério de mulheres com

gestacdo normal e com PE.

Determinar a expressdo dos genes FOXP3 e IL17A no tecido placentario de mulheres com

PE precoce e tardia.

Comparar 0s genotipos dos polimorfismos investigados com a expressao génica.

Dosar os niveis placentarios das citocinas 1L12, TNF-a, IL10, IL6 ¢ IL8 em gestantes

saudaveis e com PE.
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2.4 METODOLOGIA

2.4.1 Consideracdes éticas

Esta pesquisa foi conduzida ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade  Federal do  Tridngulo  Mineiro (UFTM) (CEP /UFTM-CAAE
44460115.1.0000.5154) (Anexo 1). Todas as participantes deste trabalho assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndices I, 11, 111 e 1V).

2.4.2 Critérios de incluséo

Foram incluidas no grupo de estudo apenas mulheres com diagnostico de PE que seguiam
os critérios estabelecidos pelo ACOG (2013), ou seja: elevagdo da pressdo arterial > 140x90
mmHg em duas medidas com intervalo de pelo menos 4 horas, ap6s a 20* semana de gestacao,
em mulheres previamente normotensas; proteintria >300 mg/24h ou 1+ na urina tipo I. Na
auséncia de proteinaria, achados como trombocitopenia, elevacdo de enzimas hepaticas,
insuficiéncia renal, edema pulmonar e sintomas visuais ou cerebrais foram considerados para o
diagnostico de PE.

Participaram desse estudo apenas mulheres sem histdrico de hipertensdo arterial crénica,
hipotireoidismo, diabetes mellitus, diabetes gestacional, doengas infectocontagiosas, doencas

autoimunes, gestacdo multipla e abortos recorrentes.

2.4.3 Casuistica

Trata-se de um estudo do tipo caso controle, composto por 263 mulheres atendidas pelo
servico de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas da UFTM entre julho de 2015 a
setembro de 2017.

O grupo de estudo foi composto por 89 mulheres diagnosticadas com PE e o grupo
controle foi constituido por 174 mulheres sem comorbidades. Para a avaliacdo da expressédo dos
genes FOXP3 e IL17A e dosagem das citocinas IL12, TNF-a, IL10, IL6 ¢ IL8 foram obtidas 31
amostras de placentas, sendo 17 do grupo de estudo (PE) e 14 do grupo controle. Dentre as
amostras de placenta do grupo PE, 10 foram diagnosticadas com PE precoce (PEP) e 7 com PE
tardia (PET). A idade gestacional média foi 27,7 semanas para o grupo PEP e 34,5 semanas para

0 grupo PET.
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Dados como pressdo arterial, nimero de consultas pré-natais, idade gestacional e exames
laboratoriais foram obtidos através dos prontudrios médicos. As participantes desse trabalho
responderam a uma entrevista (Apéndice V), onde foram coletados dados como histérico familiar

de PE, uso de alcool, drogas e/ou tabaco durante a gestacao.

2.4.4 Coleta de sangue periférico e lise de células

Todas as participantes foram submetidas a coleta de 10 mL de sangue total, por
venopuncao, em tubos de coleta a véacuo estéril (BD Vacutainer®), com EDTA. Os tubos foram
levados diretamente para o laboratério da Disciplina de Genética Humana da UFTM onde o
material foi processado e armazenado.

Para a lise de células, o sangue de todas as participantes foi colocado em tubos conicos de
50 mL, onde foi adicionado Tris EDTA (TE) 20:5 (Tris HCI 1M; EDTA 0,5M pH=8,0) até
completar 30 mL. As amostras foram agitadas em vortex e posteriormente centrifugadas a 1.870
g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram desprezados e o procedimento repetido trés
vezes até a obtencdo da camada leucocitaria livre de eritrocitos. A camada leucocitaria obtida foi
transferida para um microtubo de 2 mL, onde foi adicionado 1 mL de TE 20:5 para o

armazenamento da amostra em freezer a -20°C para posterior extragdo do DNA genémico.

2.4.5 Extracgao de DNA Genomico

A extracdo do DNA gendémico foi realizada pelo método de fenol cloroférmio (SAMBROOK
et al., 1989). As amostras armazenadas foram transferidas para tubos conicos de 15 mL, onde foi
acrescentada 250uL de solucdo de B (Quadrol) em cada tubo. Todas as amostras foram
incubadas por 12 horas em banho Maria a 37°C para completa dissolu¢do da camada leucocitaria.

Quadro 1 — Reagentes para as SolucGes A e B

Solucdo A (estogue 2X) Solugéo B

EDTA 20mM Solucdo A 0.5x
NaCl 20mM SDS 5%
Tris-HCI (pH 8,0). 20mM Proteinase K 1mg/mL

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Ap0s a incubacdo, foram adicionados 1mL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1)
e os tubos agitados lentamente por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a

1.870 g por 15 minutos, a 4°C e a fase superior retirada e transferida para tubos coénicos de 15mL,
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onde foi acrescentado 1mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Todas as amostras foram
novamente agitadas por 15 minutos e centrifugadas a 1.870 g por 15 minutos. A fase superior foi
recolhida em tubos de 15 mL, onde foram acrescentados 40 pL de acetato de sédio 0,2M e 5 mL
de etanol absoluto gelado. Os tubos foram fechados e misturados por inversao para a precipitacéo
do DNA. Posteriormente, 0 DNA precipitado foi transferido para microtubos de 2mL contendo 1
mL de etanol 70% e os microtubos foram centrifugados a 21.460 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o microtubo colocado para secar por 24 horas. Ap0s a secagem, 0
DNA foi solubilizado em 200 pL de TE 20:1 e todas as amostras foram quantificadas através de
leitura de absorbancia dptica a 260nm em espectrofotdmetro (OPTIZEN POP/ MECASYS®). A
integridade do DNA foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1%.

2.4.6 Genotipagem das amostras

A genotipagem das amostras para os polimorfismos rs3761549 C>T; rs3761548 A>C e
rs2232365 G>A do gene FOXP3 e rs4711998 A>G; rs8193036 C>T e rs2275913 A>G do gene
IL17A foi realizada através da técnica de discriminacao alélica por PCR em Tempo Real, com a
utilizacdo de sondas de hidrolise TagMan (ThermoFisher Scientific) (Quadro 2). As reacdes de
PCR continham 10 ng de DNA, 1,5 pL de TagMan Universal Master Mix (2X), 0,1 ul de
iniciadores e sondas (10X) e &gua ultrapura suficiente para um volume final de 5 pL, incluindo os
controles negativos adequados em todos os ensaios. As reacOes foram realizadas no aparelho
StepOnePlus (Applied Biosystems™), sob as seguintes condi¢fes: 95°C por 10 minutos e 40
ciclos de amplificacdo (95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto). Para cada ciclo, o software

determinou o sinal fluorescente a partir das sondas marcadas com VIC ou FAM.

Quadro 2 — Identificacdo dos ensaios utilizados para os polimorfismos rs3761549 C>T; rs3761548 A>C e rs2232365
G>A do gene FOXP3 e rs4711998 A>G; rs8193036 C>T e rs2275913 A>G do gene IL17A.

Gene Polimorfismo Ndmero do ensaio
rs3761549 C/T C 27058744 10
FOXP3 rs3761548 A/C C 27476877 10
rs2232365 G/A C 15942641 10
rs4711998 A/G C_ 1799586 20
IL17A rs8193036 C/T C 1799585 10
rs2275913 A/G C 15879983 10

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.



https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__27058744_10?CID=&ICID=&subtype=#_blank
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__27476877_10?CID=&ICID=&subtype=#_blank
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__15942641_10?CID=&ICID=&subtype=#_blank
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___1799586_20?CID=&ICID=&subtype=#_blank
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___1799585_10?CID=&ICID=&subtype=#_blank
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__15879983_10?CID=&ICID=&subtype=#_blank
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2.4.7 Coleta de tecido placentario e extracdo de RNA

Imediatamente apds a dequitacdo da placenta, foram coletados fragmentos de
aproximadamente 0,5 cm?® da face materna (decidua basal), que foram acondicionados em
microtubos de 2 mL contendo 500 pL de solucdo estabilizadora de RNA (RNAlater®, Invitrogen)
para a conservagdo das amostras e posterior extracdo do RNA.

Para a extracdo de RNA, foram utilizadas aproximadamente 30 mg de cada amostra de
placenta, previamente armazenadas em RNAlater® (Invitrogen). A extracdo do RNA total foi
realizada utilizando o kit SV Total RNA Isolation System (Promega), seguindo as orienta¢cdes do
fabricante.

As amostras foram fragmentadas e colocadas em microtubos contendo 175 pL do tampéo
de lise para a quebra das membranas celulares, desagregacdo das proteinas e liberacdo do
material genético. Em seguida, foram adicionados 350 pL de tampdo de diluicdo de RNA aos
tubos e as amostras homogeneizadas por inversdo. O material foi incubado em banho Maria a 70°
C durante 3 minutos e posteriormente centrifugado por 10 minutos a 12.000 g a 4°C.

Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos, onde foram adicionados 200 pL de
etanol 95%. O material foi homogeneizado e transferido para o conjunto de coluna e tubo de
coleta e centrifugado a 12.000 g por um minuto. O liquido presente nos tubos de coleta foi
descartado e em seguida foram adicionados 600 pL de solucdo de lavagem aos conjuntos de
colunas e esse material foi entdo novamente centrifugado por 1 minuto a 12.000 g. Apos a
centrifugacdo, o liquido presente nos tubos de coleta foi descartado e adicionou-se 50 pL de
solucdo de incubacdo diretamente na membrana de cada coluna. O material foi incubado por 15
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 pL de solucdo de parada
nas colunas e o material centrifugado a 12.000 g por 1 minuto.

Posteriormente, foram adicionados 600 pL de solucdo de lavagem e os tubos novamente
centrifugados a 12.000 g por um minuto. O liquido presente nos tubos de coleta foi descartado,
sendo adicionados 250 pL de solucdo de lavagem. Os tubos foram centrifugados por dois
minutos a 12.000 g e as colunas foram entdo transferidas para tubos de eluicdo, onde foram
adicionados 100 pL de agua livre de nucleases as membranas. Os tubos foram centrifugados a
12.000 g por um minuto e as colunas foram descartadas, permanecendo apenas 0 RNA total

recolhido nos tubos de eluicao.
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O RNA total obtido foi quantificado por espectrofotometria através do aparelho

NanoDrop® ND-2000 (ThermoScientific) e posteriormente estocado em freezer -80°C.

2.4.8 Sintese do DNA complementar (cCDNA)

As reacdes de transcricdo reversa para obtencdo do cDNA foram realizadas utilizando o
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Para cada reacgdo foram utilizados 10 pL de RNA (100 ng/pL), 4,2 pL de agua DEPC, 2
puL de tampdo de transcricdo reversa (10X), 2 pL de iniciadores (10X), 1 uL de transcriptase
reversa (50 U/uL) e 0,8 uL de dNTPs (100mM), totalizando o volume final de 20 pL por
amostra.

A transcrigdo reversa das amostras foi realizada no termociclador Mastercycler®Nexus
Gradient (Eppendorf®), nas seguintes condicdes: 25° C durante 10 minutos, 37° C durante 120
minutos e 85° C a 5 minutos. Ao final, as amostras de cDNA foram armazenadas a -20 °C para

posterior utilizagdo.

2.4.9 Expressao génica

A expressdo dos genes FOXP3 e IL17A foi avaliada pela técnica de PCR em tempo real,
utilizando o equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems™). O gene de referéncia ACTB foi
utilizado como controle enddgeno. Os ensaios contendo primers e sondas especificas para 0s
genes FOXP3, IL17A e ACTB foram pré-desenhados pela Applied Biosystems (Hs01085834 m1,
Hs00174383_m1, Hs01060665 g1, respectivamente). O volume final das reacdes foi de 10 puL e
continham 5 pL de TagMan Universal Mastermix (2X) (Applied Biosystems), 4,5 uL de cDNA

(100 ng) e 0,5 puL de TagMan® Gene Expression Assays (20X). Os controles negativos
apropriados foram utilizados. O experimento foi realizado sob as seguintes condi¢des de PCR:
50°C por 5 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de amplificacao de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto.

Para a quantificacdo relativa (RQ) dos genes FOXP3 e IL17A, foi utilizado o método 2
AAC(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), onde o ciclo limiar (Ct) é o ciclo no qual o nivel de
fluorescéncia atinge quantidade suficiente para detec¢do da amostra. As formulas utilizadas para

2—AACt

obteng&o do valor de séo descritas abaixo:

ACt (PE) = Ct (FOXP3 ou IL17A) — Ct (ACTB)


https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01085834_m1?CID=&ICID=&subtype=#_blank
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ACt (controle) = Ct (FOXP3 ou IL17A) — Ct (ACTB)
AACt = ACt (PE) - ACt (controle)

Raz4o de expressdo = 2744

2.4.10 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo

A citocinas IL12, TNF-a, IL10, IL6 e IL8 foram dosadas por citometria de fluxo através
da técnica Cytometric Bead Array (CBA) (BD BIOSCIENCES, EUA) a partir do sobrenadante
do triturado placentario conforme instrucbes do fabricante. As amostras e citocinas
recombinantes foram incubadas com microesferas com distintas intensidades de fluorescéncia
conjugadas com anticorpos de captura especificos para cada citocina. Posteriormente foram
adicionados anticorpos especificos para cada citocina conjugados com ficoeritrina. Apds o
periodo de incubacdo, as microesferas foram lavadas com solucdo apropriada e analisadas no
citbmetro FACSCalibur (BD BIOSCIENCES) com auxilio do software Cell Quest (BD
BIOSCIENCES). As microesferas foram separadas de acordo com a intensidade de fluorescéncia
especifica emitida para cada citocina a 660 nm. As citocinas conjugadas a cada microesfera
foram quantificada de acordo com a intensidade de fluorescéncia emitida a 585 nm. O software
FCAP Array 2.0 (SoftFlow-EUA) foi utilizado para analisar os dados adquiridos e as
concentragdes das citocinas calculada a partir de curva padréo.

2.4.11 Anélise estatistica

Variaveis continuas foram descritas por média + desvio padrdo e as varidveis categoricas
foram expressas através de porcentagem. Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e as comparagfes estatisticas entre dois grupos foram
realizadas com emprego do teste de t Student (para dados paramétricos) ou Mann-Whitney (para
dados ndo paramétricos). Comparag@es entre trés ou mais grupos foram realizada atraves do teste
de Kruskal Wallis. Para variaveis qualitativas, as comparagdes estatisticas foram realizadas
através do teste de Qui-Quadrado (xz). As analises referentes a expressao génica foram realizadas
a partir da Raz&o de expressdo (244°").

Para avaliar o risco dos polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e rs2232365
G>A do gene FOXP3 e rs4711998 A>G, rs8193036 C>T e rs2275913 A>G do gene IL17A

contribuirem com a PE, foi realizada a andlise de regressao logistica multipla, através do
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programa SNPStat (disponivel em: <http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats web>). Nessa

andlise, foram utilizados os seguintes modelos de heranca: Codominante (homozigoto selvagem x
heterozigoto x homozigoto polimorfico); Dominante (homozigoto selvagem X heterozigoto +
homozigoto polimorfico); Recessivo (homozigoto polimérfico x homozigoto selvagem +
heterozigoto). O programa SNPStats também foi utilizado para inferir os haplétipos dos genes
FOXP3 e IL17A, a partir da frequéncia populacional estimada.

Para verificar a associacdo dos fatores de risco tabagismo, primiparidade, histérico
familiar de PE e a presenca dos alelos polimérficos com a PE, foi utilizado o modelo de regresséao
logistica multipla, através do programa StatsDirect. Os resultados foram apresentados em Odds
Ratio (OR), que indica a chance de determinado acontecimento num estudo caso controle, com
intervalo de confianca (IC) de 95%.

O poder estatistico apresentou 99,5% para a deteccdo de associacgdo, utilizando o software

G POWER 3.1. A significancia estatistica foi definida como p< 0,05.

2.5 RESULTADOS

2.5.1 Caracterizacdo da amostra

Participaram desse estudo 263 mulheres, divididas em dois grupos: Grupo de estudo (PE)
e Grupo Controle (C). O grupo PE foi constituido por 89 mulheres e o grupo C por 174.

As médias da idade materna, idade gestacional e peso dos recém-nascidos foram
significativamente menores no grupo PE (27,1 anos, 34,2 semanas e 2111,27 gramas,
respectivamente). A media da pressdo arterial sistolica e diastolica foi estatisticamente maior no
grupo PE (155,8 e 103,3 mmHg respectivamente). O numero de mulheres primigestas e o
namero de mulheres com historia familiar de PE também foram significativamente maiores no
grupo PE (40,4% e 30,3% respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo da amostra

Variavel Cn=174 PE n=89 p
Idade materna (média£DP, anos) 31,6+-7,8 27,1+-6,4 <0,001
Idade Gestacional (médiatDP, semanas) 39,1+-1,3 34,2+-3,5 <0,001
Peso do recém-nascido (médiaxDP, gramas) 3293,8+-480,2 2111,27+-855,5 <0,001

PAS (média+DP, mmHg) 114,2+-10,4 155,8+-22,7 <0,001
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PAD (média+DP, mmHg) 75,1+-10,3 103,3+-14,9 <0,001
Primigesta, n (%) 26 (14,9)% 36 (40,4%) <0,001
Histéria familiar de PE, n (%) 15 (8,6%) 27 (30,3%) <0,001

DP: Desvio padrdo, PAS: Pressdo Arterial Sistolica, PAD: Pressdo Arterial Diastolica, mmHg: milimetros de
mercUrio. Variaveis quantitativas comparadas pelo teste de Mann-Whitney. Variaveis qualitativas: Qui-quadrado.
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

2.5.2 Andlise dos polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e rs2232365 A>G no
FOXP3

Para os polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e rs2232365 A>G no gene
FOXP3 foram analisadas 261 (172 C e 89 PE), 263 (174 C e 89 PE) e 260 (172 C e 88 PE)
amostras, respectivamente.

As frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548
A>C e rs2232365 A>G no gene FOXP3 sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2— Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e
rs2232365 A>G no gene FOXP3. Uberaba, MG-2018.

Polimorfismo Controle n (%) PE n (%) X2 p
rs3761549
cC 143 (83,1) 73 (82)
CT 27 (15,7) 16 (18) 1,23 0,54
TT 2(1,2) 0 (0)
rs3761548
AA 9(5,3) 4 (4,5)
AC 86 (50,9) 40 (44,9) 1,08 0,58
CC 74 (43,8) 45 (50,6)
rs2232365
GG 66 (38,4) 29 (33)
AG 77 (44,8) 43 (48,8) 0,74 0,69
AA 29 (16,8) 16 (18,2)
Frequéncia alélica
rs3761549
C 313 (0,91) 162 (0,91)
T 31 (0,09) 16 (0,09)
rs3761548
A 104 (0,31) 48 (0,27)
C 234 (0,69) 130 (0,73)
rs2232365
A 135 (0,39) 75 (0,43)
G 209 (0,61) 101 (0,57)

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias genotipicas

e 0s grupos para os polimorfismos investigados (x°=1,23; 1,08; 0,74; p=0,54; 0,58 e 0,69). Os
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grupos PE e controle dos polimorfismos rs3761549 C>T e rs2232365 A>G estdo em EHW (PE:
XZ: 0,87 € 0,0001 e p=0,35 € 0,99; C: XZ: 0,31 e 0,64 e p=0,57 e 0,42 respectivamente). O grupo
controle do polimorfismo rs3761548 A>C n&o estd em EHW (PE: °= 1,77 e p=0,18; C: °= 6,39
e p=0,01).

A andlise de regressdo logistica multipla ndo demonstrou diferenca estatisticamente
significativa para os polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e rs2232365 A>G do gene

FOXP3 em nenhum dos modelos de heranca avaliados (Tabela 3).

Tabela 3 — Modelos de heranca dos polimorfismos rs3761549 C>T; rs3761548 A>C e rs2232365 G>A do gene
FOXP3 nos grupos Controle e PE. Uberaba, 2018.

Modelo Genédtipo  Controle n (%) PE n (%) OR (95%IC) p
rs3761549
c/C 143 (83,1) 73 (82) 1,00
Codominante CIT 27 (15,7) 16 (18) 0,78 (0,38-1,60) 0,29
TIT 2(12) 0 (0) -
Dominante c/C 143 (83,1) 73 (82) 1,00
CIT-TIT 29 (16,9) 16 (18) 0,85 (0,42-1,72) 0,66
Recessivo C/C-CIT 170 (98,8) 89 (100) 1,00
TIT 2(1,2) 0 (0) - 0,16
rs3761548
c/C 74 (43,8) 45 (50,6) 1,00
Codominante A/C 86(50,9) 40 (44,9) 1,33 (0,77-2,31) 0,59
AIA 9(5,3) 4 (4,5) 1,22 (0,34-4,38)
Dominante C/IC 7(12,5) 25 (15,1) 1,00
A/C-AIA 49 (87,5) 141 (84,9) 2,45 (0,87-6,91) 0,31
Recessivo CIC-A/C 160 (94,7) 85 (95,5) 1,00
AIA 9(5,3) 4 (4,5) 1,06 (0,30-3,69) 0,93
rs2232365
G/IG 66 (38,4) 29 (33,3) 1,00
Codominante AlG 77 (44,8) 43 (48,9) 0,79 (0,43-1,43) 0,68
A/A 29 (16,9) 16 (18,2) 0,76 (0,35-1,66)
Dominante G/G 66 (38,4) 29 (33) 1,00
A/G-A/A 106 (61,6) 59 (67) 0,78 (0,44-1,37) 0,38
Recessivo GIG-AIG 143 (83,1) 72 (81,8) 1,00
A/A 29 (16,9) 16 (18,2) 0,87 (0,43-1,75) 0,69

OR: odds ratio, IC (intervalo de confianca). Regressdo logistica maltipla.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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2.5.3 Anélise dos polimorfismos rs4711998 A>G; rs8193036 C>T e rs2275913 A>G do gene
IL17A

Para os polimorfismos rs4711998 A>G; rs8193036 C>T e rs2275913 A>G no gene IL17A
foram analisadas 260 (173 C e 87 PE), 259 (171 C e 88 PE) e 263 (174 C e 89 PE) amostras,
respectivamente.

As frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos rs4711998 A>G; rs8193036
C>T e rs2275913 A>G no gene IL17A sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs3761549 C>T; rs3761548 A>C e
rs2232365 G>A no gene IL17A. Uberaba, 2018.

Polimorfismo Controle n (%) PE n (%) X2 p
rs4711998
GG 79 (45,7) 39 (44,8)
AG 66 (38,1) 35 (40,2) 0,13 0,93
AA 28 (16,2) 13 (15)
rs8193036
TT 104 (60,8) 47 (53,4)
CT 59 (34,5) 31(35,2) 3,02 0,22
CC 8 (4,7) 10 (11,4)
rs2275913
GG 99 (56,9) 59 (66,3)
AG 65 (37,3) 28 (31,5) 3,02 0,22
AA 10 (5,8) 2(2,2)
Frequéncia alélica
rs4711998
A 122 (0,35) 61 (0,35)
G 224 (0,65) 113 (0,65)
rs8193036
C 75 (0,22) 51 (0,29)
T 267 (0,78) 125 (0,71)
rs2275913
A 85 (0,24) 32(0,18)
G 263 (0,76) 146 (0,82)

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias genotipicas
e 0s grupos para os polimorfismos investigados (x°=0,13; 3,02 e 3,02; p=0,93; 0,22 e 0,22
respectivamente). Os grupos PE e controle dos polimorfismos rs8193036 C>T e rs2275913 A>G
no gene IL17A estdo em EHW (PE: ¥°= 1,83 e 0,40 e p=0,18 e 0,53; C: %°= 0,01 e 0,02 e p=0,92
e 0,88, respectivamente). O grupo controle do polimorfismo rs4711998 A>G nao esta em EHW

(PE: %= 1,18 e p=0,28; C: ¥°= 4,67 e p=0,03).
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A andlise de regressdo logistica multipla ndo demonstrou diferenca estatisticamente
significativa para os polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e rs2232365 A>G do gene

IL17A em nenhum dos modelos de heranca avaliados (Tabela 5).

Tabela 5 — Modelos de heranca dos polimorfismos rs4711998 A>G; rs8193036 C>T e rs2275913 A>G do gene
IL17A nos grupos Controle e PE. Uberaba, 2018.

Modelo Gendtipo Controle n (%) PE n (%) OR (95%IC) p
rs4711998
G/G 79 (45,7) 39 (44,8) 1,00
Codominante AIG 66 (38,1) 35 (40,2) 0,86 (0,48-1,55) 0,80
A/A 28 (16,2) 13 (14,9) 1,10 (0,50-2,44)
Dominante G/G 79 (45,7) 39 (44,8) 1,00
A/G-A/A 94 (54,3) 48 (55,2) 0,92 (0,54-1,59) 0,78
Recessivo GI/G-AIG 145 (83,8) 74 (85,1) 1,00
A/A 28 (16,2) 13 (14,9) 1,18 (0,56-2,49) 0,66
rs8193036
TIT 104 (60,8) 47 (53,4) 1,00
Codominante CIT 59 (34,5) 31 (35,2) 0,82 (0,46-1,46) 0,31
C/C 8 (4,7) 10 (11,4) 0,46 (0,16-1,29)
Dominante TIT 104 (60,8) 47 (53,4) 1,00
CIT-C/IC 67 (39,2) 41 (46,6) 0,73 (0,43-1,26) 0,26
Recessivo TIT-CIT 163 (95,3) 78 (88,6) 1,00
CIC 8 (4,7) 10 (11,4) 0,50 (0,18-1,35) 0,17
rs2275913
G/G 99 (56,9) 59 (66,3) 1.00
Codominante AIG 65 (37,4) 28 (31,5) 1,31 (0,74-2,32) 0,34
A/A 10 (5,8) 2 (2,2) 2,55 (0,52-12,49)
Dominante G/G 99 (56,9) 59 (66,3) 1,00
A/G-AIA 75 (43,1) 30 (33,7) 1,40 (0,80-2,43) 0,23
Recessivo GI/G-AIG 164 (94,2) 87 (97,8) 1,00
A/A 10 (5,8) 2 (2,2 2,31(0,48-11,17) 0,26

OR: odds ratio; IC (intervalo de confianca). Regressao logistica multipla.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

2.5.4 Analise dos haplétipos dos genes FOXP3 e IL17A
Os haplotipos para os polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e rs2232365 G>A
do gene FOXP3 e rs4711998 A>G, rs8193036 C>T e rs2275913 A>G do gene IL17A séo
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apresentados na Tabela 6. Ndo foi observada associagdo entre nenhum dos hapl6tipos dos

polimorfismos investigados e o risco de desenvolvimento de PE.

Tabela 6 - Hapl6tipos dos genes FOXP3 e IL17A. Uberaba, 2018.

Gene Haplétipo Controle PE OR (1C-95%) p

FOXP3 C-C-A 0,32 0,32 1,00 ---
C-C-G 0,30 0,31 0,83 (0,48-1,45) 0,52
C-A-G 0,21 0,20 1,15 (0,63-2,08) 0,66
C-A-A 0,05 0,06 0,57 (0,02-1,07) 0,32
T-C-G 0,05 0,05 0,89 (0,32-2,47) 0,83
T-C-A 0,006 0,03 0,11 (0,01-1,05) 0,05

IL17A G-T-G 0,43 0,42 1,00
A-T-G 0,17 0,16 1,05 (0,52 — 2,14) 0,89
G-T-A 0,10 0,09 1,03 (0,37 — 2,84) 0,95
A-C-G 0,08 0,13 0,63 (0,31 -1,29) 0,2
G-C-G 0,05 0,09 0,69 (0,28 - 1,69) 0,41
A-T-A 0,06 0,02 2,34 (0,34 — 15,89) 0,39
G-C-A 0,04 0,03 1,33 (0,36 — 4,95) 0,67
A-C-A 0,02 0,02, 1,13 (0,25 - 5,05) 0,88

OR: Odds Ratio, IC (intervalo de confianca). Algoritmo EM.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

2.5.5 Analise dos fatores de risco para desenvolvimento de PE

Fatores como tabagismo, histérico familiar de PE, primiparidade e a presenca dos alelos
polimorficos rs3761549T; rs3761548C e rs2232365A do gene FOXP3 e rs4711998G;
rs8193036T e rs2275913G do gene IL17A foram utilizados na analise de regressdo logistica

maultipla para determinar o risco de desenvolvimento de PE (Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliagdo dos fatores de risco para o desenvolvimento de PE.

Variavel analisada Odds Ratio IC (95%) p

Tabagismo 0,82 0,32- 2,07 0,67
Histérico familiar 8,41 3,41-20,72 <0,01
Primiparidade 5,05 2,12-11,99 <0,01
rs3761549 T 0,92 0,40-2,09 0,84
rs3761548 C 0,35 0,10-1,16 0,08
rs2232365 A 1,58 0,66-3,76 0,29
rs47711998 G 0,68 0,33-1,42 0,31
rs8193036 T 0,56 0,14-2,15 0,40
rs2275913 G 4,70 0,53-41,50 0,16

OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianga. Regressao logistica multipla.
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Historico familiar de PE e primiparidade foram estatisticamente significativos (p<0,01).

Mulheres com histérico familiar de PE possuem risco oito vezes maior de desenvolver a doenca
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em relacdo aquelas sem historico familiar. J& mulheres primiparas possuem um risco cinco vezes

maior de desenvolver PE em relagdo as mulheres com duas gesta¢cGes ou mais.

2.5.6 Andlise da expressao dos genes FOXP3 e IL17A

A quantificacdo relativa dos genes FOXP3 e IL17A foi realizada em 31 amostras de
placentas, sendo 17 do grupo de estudo (PE) e 14 do grupo controle. A expressao do gene FOXP3

foi significativamente maior nas placentas de mulheres com PE (p=0,01) (Figura 5).

Figura 5- Niveis de expressdo do gene FOXP3 nos grupos Controle e PE.

f 8
1

w
1

N
1

—
1

Expressiao relativa FOXP3

(=]

Controle

Teste t.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Ao classificar as amostras de placenta do grupo de estudo de acordo com a idade
gestacional de manifestacdo dos sintomas em Pré-eclampsia precoe (PEP - <34 semanas) e Pré-
eclampsia tardia (PET - >34semanas) observou-se que a expressdéo do gene FOXP3 foi
significativamente maior no grupo PEP quando comparada ao grupo controle (p<0,05), como

pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6- Niveis de expressao do gene FOXP3 nos grupos Controle, pré-eclampsia precoce (PEP) e pré-eclampsia
tardia (PET).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os niveis de expressdo do gene IL17A foram indetectaveis tanto no grupo de estudo

quanto no grupo controle.

2.5.7 Comparacdo entre os geno6tipos dos polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e
rs2232365 A>G e a expressdo do gene FOXP3

Para avaliar a influéncia dos gendtipos dos polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548
A>C e rs2232365 A>G na expressao do gene FOXP3 génica, foi realizada a comparacéo entre 0s
diferentes genotipos observados em todos os individuos estudados (PE+Controles).

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significativa na expressdo do gene FOXP3
em relacdo aos genoétipos CC e CT do polimorfismo rs3761549 C>T em todos os individuos
estudados (p=0,37) (Fig.7).
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Figura 7- Comparacéo entre a expressao do gene FOXP3 e os genotipos CC e CT do polimorfismo rs3761549 C>T.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Para o polimorfismo rs3761548 A>C foram avaliados os gendtipos homozigotos
selvagem+heterozigotos (AA+AC) versus o gendtipo homozigoto polimoérfico (CC) e ndo foi
observada diferenga estatisticamente significativa na expressédo de FOXP3 (p=0,18) (Figura 8).

Figura 8 — Comparacao entre a expressao do gene FOXP3 e os gendtipos AA+AC e CC do polimorfismo rs3761548
A>C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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A comparacdo entre a expressdo de FOXP3 e 0s genotipos homozigotos selvagens +

heterozigotos (AA+AG) e homozigoto polimérfico (GG) do polimorfismo rs2232365 A>G nédo

revelou diferenca estatisticamente significativa (p= 0,46) (Figura 09).

Figura 09 - Comparagdo entre a expressdo do gene FOXP3 e os genotipos AA+AG e GG do polimorfismo
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

2.5.8 Dosagem de citocinas

Os niveis placentérios das citocinas IL12, TNF-a, IL10, IL6 e IL8 foram determinados em

31 amostras, sendo 17 PE e 14 controles. Ndo observamos diferenca entre a dosagem de 1L12,
TNF- a, IL10 e IL-6 entre controles e PE (0,11; 0,68; 0,64 e 0,58 respectivamente) (Figura 10A

a 10D). No entanto, os niveis de IL8 estavam significativamente aumentados no grupo PE em

comparacgédo ao grupo controle (p=0,04) (Figura 10E).
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Figura 10 — Niveis placentarios das citocinas 1L12, TNF-o, IL10, IL6 ¢ IL8 nos grupos controle e Pré-eclampsia. A)

IL12, B) TNF-0, C) IL10, D) L6, E) IL8.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Quando o grupo PE foi subdividido em PEP e PET, observou-se aumento estatisticamente
significativo nos niveis de IL6 e IL8 em placentas de mulheres com PET (p=0,04 e p=0,03,

respectivamente) (Figura 11D e E).
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Figura 11 — Niveis placentarios das citocinas IL12, TNF-a, IL10, IL6 e IL8 nos grupos PEP e PET. A) IL12, B)
TNF-a, C) IL10, D) IL6, E) ILS.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

2.6 DISCUSSAO

A PE esta associada a altas taxas de morbimortalidade materna e fetal, principalmente nos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (DULEY, 2009). Apesar da literatura associar
anomalias no sistema imunoldgico com sua patogénese, a etiologia da PE permanece
desconhecida (JAHAN et al., 2013; JEYABALAN, 2013).

No presente trabalho, as idades maternas e gestacionais médias, bem como o peso dos
RNs foram menores no grupo PE. Esse grupo também era composto por maior nimero de
primigestas e mulheres com historico familiar de PE e apresentou maiores niveis pressoricos.
Nossos resultados sdo condizentes com os apresentados na literatura que indicam que a PE é uma
doenca caracteristica da primeira gestacdo, com risco aumentado para partos prematuros e RNs

de baixo peso e que possui um componente genéetico na sua etiologia (CHEN et al., 2013;

GHOLAMI et al., 2017).
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A maturacdo, desenvolvimento e funcdo das células Treg dependem da expressdo do fator
de transcricdo FOXP3 (JAHAN et al., 2013). Polimorfismos na regido promotora desse gene
podem alterar sua expressao e consequentemente a producéo de células Treg (ODA et al., 2013).
Os polimorfismos rs3761549, rs3761548 e rs22232365 ja foram associados a condi¢fes como
carcinoma hepatocelular, carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (JIANG, RUAN; 2014),
abortos recorrentes (SAXENA et al., 2015) e graves distarbios autoimunes (NEDOSZYTKO et
al.,2017).

O presente estudo ndo observou associacdo entre os polimorfismos rs3761549 C>T,
rs3761548 A>C e rs2232365 G>A no gene FOXP3 com o desenvolvimento da PE. Nenhum dos
modelos de heranca avaliados mostrou resultados significativos para PE.

Em relacdo ao polimorfismo rs3761549, as frequéncias alélicas foram exatamente iguais
tanto no grupo PE quanto no grupo controle, o que explica a falta de associacdo entre esse
polimorfismo e a PE no presente trabalho, sugerindo que para essa populacdo esse ndo seja o
melhor marcador genético de suscetibilidade. Embora o polimorfismo rs3761549 n&o tenha sido
associado a PE em nosso estudo, alguns trabalhos ja encontraram associacao entre o genétipo CC
deste polimorfismo e risco de desenvolvimento de pénfigo folidceo (BEN et al., 2017) e
endometriose (ANDRE et al., 2011), o que sugere que o mesmo pode contribuir com a
patogénese de condicBes autoimunes e ginecoldgicas, reforcando a necessidade de estudos que
investiguem seu papel no desenvolvimento da PE. Destaca-se que nosso estudo é o primeiro a
investigar a contribuigdo do polimorfismo rs3761549 C>T no desenvolvimento da PE.

Em relacdo aos polimorfismos rs3761548 e rs22232365, resultados semelhantes aos
nossos foram relatados por Norouzian e colaboradores (2016), que investigaram esses
polimorfismos em 81 mulheres iranianas com PE e 89 controles e ndo encontraram associagao
entre essas variantes e a PE. Um estudo chinés realizado com 156 mulheres com PE e 252
controles também n&o encontrou associagdo entre o polimorfismo rs3761548 e PE (CHEN et al.,
2013). Apesar da diferenga no tamanho amostral desses dois trabalhos em relagcdo ao presente
estudo, a distribuicdo genotipica para os polimorfismos rs3761548 A>C e rs2232365 G>A entre
os grupos foi semelhante, com maior frequéncia de individuos homozigotos selvagens e
heterozigotos nas amostras. Esses dados indicam que a baixa distribuicdo do genotipo
homozigoto polimérfico, principalmente no polimorfismo rs3761548, ocorra na populacdo em

geral, independente da localizacdo geografica (WU et al., 2012).
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De modo oposto, Gholami e colaboradores (2017) encontraram associagdo entre o
polimorfismo rs2232365 e os modelos sobredominante, dominante e codominante, sendo o
gendtipo heterozigoto considerado protetor contra o desenvolvimento de PE em um estudo
realizado com 133 mulheres com PE e 143 gestantes iranianas. Esses dados sdo reforcados por
trabalhos que demonstraram baixa frequéncia do alelo A e gendtipo AA em casos de abortos,
destacando a importancia desse alelo na producéo e funcdo normal das células Tregs (WU et al.,
2012). Gholami e colaboradores (2017) também encontraram associa¢do entre o genotipo AA do
polimorfismo rs3761548 e o risco de PE no modelo recessivo, o que contrapde os resultados de
um estudo realizado na india com 282 mulheres com PE e 215 controles, que associou o genotipo
CC do polimorfismo rs3761548 com a PE (JAHAN et al., 2013). Em ambos os estudos, a
associacdo ocorreu em relacdo ao gendtipo homozigoto que possuia o alelo menos frequente, o
que pode explicar a auséncia de associacdo observada em nosso estudo, onde ambos 0s grupos
tiveram frequéncia genotipica do menor alelo semelhante.

As divergéncias nos resultados referentes aos polimorfismos investigados no presente
trabalho no gene FOXP3 reforcam a necessidade da realizacdo de estudos multicéntricos, com
maior diversidade genética e tamanho amostral para tentar desvendar a real contribuicdo dessas
variantes na etiologia da PE.

Os polimorfismos rs4711998 A>G, rs8193036 C>T e rs2275913 A>G no gene IL17A
estdo localizados na regido promotora e podem regular a expressao génica, desempenhando um
importante papel em processos fisiopatoldgicos de varias doencas, dentre elas a PE, no entanto
essas variantes ainda ndo foram suficientemente exploradas (ARISAWA et al., 2007).

No presente trabalho, ndo foi observada associacdo ente os polimorfismos rs4711998
A>G, rs8193036 C>T e rs2275913 A>G no gene IL17A e a PE. Resultados semelhantes em
relagdo ao polimorfismo rs2275913 foram relatados por Wang e colaboradores (2015), em um
estudo com 1.031 pacientes com PE e 1.298 gestantes normotensas e ndo encontraram associagao
entre o referido polimorfismo e a gravidade ou inicio de manifestagdo dos sintomas de PE em
mulheres chinesas da etnia Han. Anvari e colaboradores (2015) investigaram o polimorfismo
rs2275913 no gene IL17A em 261 gestantes iranianas com diagnéstico de PE, dividas de acordo
com a gravidade dos sintomas e 278 gestantes saudaveis e também ndo encontraram associagao

entre esse polimorfismo e PE grave ou leve.
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Embora nossos resultados néo tenham associado o polimorfismo rs2275913 com a PE, o
mesmo parece modular a expressdo de IL17A e consequentemente os niveis circulantes dessa
citocina. Isso foi demonstrado por um estudo realizado no Egito que observou associagao entre
esse polimorfismo e o risco de abortos recorrentes, sendo o gendétipo AA correlacionado com um
maior nivel sérico de IL17A, demonstrando que o0 aumento desta citocina € prejudicial a gestacdo
(ZIDAN et al.,2015).

Até o momento ndo ha dados disponiveis na literatura a respeito dos polimorfismos
rs4711998 A>G, rs8193036 C>T no gene da IL17A e PE, mas essas variantes parecem contribuir
com a inflamagéo descontrolada, como observado em estudos com doenca arterial coronariana
(BAO et al., 2016), doenca de Graves (QI et al., 2016) e cancer esofagico (YIN et al., 2014), que
detectaram associacdo entre esses polimorfismos e as condi¢Ges acima citadas.

A variabilidade nos resultados de estudos sobre os polimorfismos nos genes FOXP3 e
IL17A investigados nesse trabalho e a PE pode ser atribuida a fatores como diversidade genética
das populacdes estudadas e diferentes desenhos experimentais empregados. Isso faz com que
associacfes validas para determinada populacdo, muitas vezes ndo sejam relevantes para
individuos de outras etnias, ressaltando a complexidade de estudos envolvendo polimorfismos
genéticos (TANAKA et al.,2014; ZIDAN et al., 2015). Apesar disso, acredita-se que num futuro
préximo, as variantes genéticas possam fornecer critérios mais especificos e direcionados na
deteccdo precoce da PE (ACOG, 2013; TRANQUILLI et al., 2014).

No presente trabalho, o grupo controle dos polimorfismos rs3761548 do gene FOXP3 e
rs4711998 do gene IL17A ndo estavam em EHW. A inobservancia do EHW em nosso estudo
sugere que 0S pressupostos que o mantém nédo estdo sendo seguidos no grupo controle desses
polimorfismos e possam estar influenciando o modo como os alelos séo distribuidos ao longo das
geragBes. No entanto ndo é possivel identificar com precisdo qual pressuposto esta sendo violado.
O efeito do “drop-out” alélico ocorre quando alguns alelos s&o insuficientemente amplificados
levando ao excesso de individuos homozigotos e pode influenciar o EHW. Esse efeito
aparentemente ndo ocorre no presente estudo, pois as frequéncias genotipicas do grupo controle
nesses dois polimorfismos sdo semelhantes a de outras populagdes (RYCKMAN, WILLIAMS,
2008).

N&o foi detectada associacdo entre os haplotipos dos polimorfismos rs3761549 C>T,
rs3761548A>C e rs2232365 G>A no gene FOXP3 e rs4711998 A>G, rs8193036 C>T e
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rs2275913 A>G no gene IL17A e a PE. Nossos resultados estdo em desacordo com o0s
encontrados por Chen et al., (2013) que encontraram associacdo entre o hapldtipo -6054A/-
3279C do gene FOXP3 e o risco de desenvolvimento de PE em mulheres chinesas, enquanto o
haplotipo -6054T/-3279C conferia protecao.

Haplotipos do gene FOXP3 também foram associados ao risco de abortos recorrentes e
endometriose. Um estudo realizado por Saxena e colaboradores (2015) com 200 mulheres que
sofreram abortos recorrentes e 300 controles observou que mulheres com haplo6tipos mutantes
dos polimorfismos rs2232365, rs3761548, rs5902434 e rs2294021 do gene FOXP3 tinham duas
vezes mais chances de ter abortos recorrentes quando comparadas as mulheres com haplétipos
constituidos apenas pelos alelos selvagens. J& um estudo realizado no Brasil com 177 mulheres
com endometriose e 71 mulheres com infertilidade idiopatica, analisou cinco polimorfismos do
gene FOXP3 (rs3761548, rs3761549, rs2232368, rs2232366 e rs2280883) e identificou os
haplotipos CTTGA e ACTAG associados a endometriose e infertilidade idiopética,
respectivamente (ANDRE et al., 2011).

Em relacdo aos haplétipos do gene IL17A, nossos resultados sdo semelhantes aos
encontrados num estudo realizado no Ird, que ndo observou associagdo entre haplétipos contendo
0 polimorfismo rs2275913 do gene IL17A e o risco de desenvolvimento de PE (ANVARI et al.,
2015). No entanto, hapl6tipos contendo polimorfismos do gene IL17A ja foram associados com
doengas autoimunes (HAMMAD et al., 2016) e abortos (ZIDAN et al., 2015). Hammad e
colaboradores (2016) associaram o haplétipo GGA dos polimorfismos rs2275913 do gene IL17A
e rs763780 e rs2397084 do gene IL17F com ldpus juvenil no Egito. Outro estudo realizado no
Egito encontrou que mulheres com o haplétipo T-A dos polimorfismos rs2275913 do gene IL17A
e rs763780 do gene IL17F possuem maior risco de abortos de repeticdo (ZIDAN et al., 2015).

Apesar dos resultados sobre hapl6tipos nos genes FOXP3 e IL17A serem inconsistentes
no que se refere a PE, nédo se deve descartar essa ferramenta como uma aliada na identificacdo de
alelos predisponentes a doenca que séo segregados em conjunto.

Nos ultimos anos, caracteristicas individuais e o historico médico vém sendo utilizados
para tentar predizer quais gestantes possuem risco aumentado para desenvolver PE (WRIGH et
al., 2015). Nesse sentido, o presente trabalho néo associou o tabagismo como um fator de risco
para PE, resultado semelhante aos de uma metanalise que avaliou 17 estudos, com 62.089

pacientes com PE e concluiram gue ndo houve associacao entre o tabagismo durante a gravidez e



66

a incidéncia da doenca (WEI et al., 2015). Por outro lado, um estudo realizado na Rdssia com
3.281 gestantes, observou que mulheres ndo fumantes tiveram maior risco de desenvolver PE em
comparacédo as fumantes, sendo o tabaco considerado um fator protetor contra PE (KHARKOVA
et al.,2017). Apesar desse resultado, ja é conhecido os efeitos nocivos sobre 0 ambiente hormonal
intrauterino do tabaco na gestacdo que causam efeitos adversos a salde do feto e da mae
(HAKONSEN, ERNST, RAMLAU-HANSEN, 2014).

Nossos resultados sugerem que mulheres primiparas possuem cinco vezes mais chances
de desenvolver PE quando comparadas aquelas com duas ou mais gestacdes, 0 que esta de acordo
com a literatura que relata que mais 50% dos casos de PE ocorrem na primeira gestacéo
(KENNY et al., 2014). Resultados semelhantes aos nossos também foram encontrados em um
estudo conduzido por Khader e colaboradores (2018), que relataram que mulheres da Jordania
possuem duas vezes mais risco de desenvolver PE na primeira gestacdo do que em gestacOes
subsequentes. Do mesmo modo, um estudo sueco observou que mulheres primiparas possuiam
risco aumentado de PE e parto prematuro (< 34 semanas) quando comparadas com multiparas
(HERNANDEZ-DIAZ, TOH, CNATTINGIUS; 2009).

A primiparidade como fator de risco para PE pode estar relacionada com causas
genéticas, ambientais ou imunolodgicas, como a imaturidade do sistema imune materno aos
antigenos paternos. No entanto pode tratar-se de um achado atribuido a decisdo de muitas
mulheres que desenvolveram PE na primeira gestacdo em ndo se submeterem a uma nova
gravidez por receio de desenvolverem novamente PE, sendo a primiparidade uma consequéncia
da PE, ndo um fator de risco (HERNANDEZ-DIAZ, TOH, CNATTINGIUS; 2009).

No presente trabalho, mulheres com PE que relataram recorréncia familiar de PE tiveram
oito vezes mais risco de desenvolver a doenca. Nossos resultados estdo de acordo com estudos
realizados no Reino Unido, Dinamarca e Noruega, que observou que mulheres nascidas de
gestagcOes complicadas por PE tinham mais risco de desenvolver a doenga quando comparadas
com mulheres que nasceram de gestacfes normotensas (AYORINDE, BHATTACHARYA,
2017; BOYD et al., 2013). Ja outro estudo relatou que mulheres ndo nascidas de uma gestacédo
complicada por PE, mas com historico familiar da doenca, também possuiam maior risco de
desenvolvé-la quando comparadas com mulheres sem histérico familiar (SKJAERVEN et al.,
2004).
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E importante salientar que no presente estudo a recorréncia familiar de PE foi
autorreferida, sendo necessarios estudos mais aprofundados para confirmar esses achados.
Embora muitos trabalhos tenham relatado a presenca de fatores genéticos associados, deve-se
ressaltar que a PE é um distdrbio complexo e clinicamente heterogéneo. Desse modo, 0 risco
familiar envolvido ndo pode ser atribuido somente a um Unico gene e sim a multiplos alelos de
diferentes genes que possivelmente atuam em conjunto, contribuindo nesse processo
(WILLIAMS, BROUGHTON et al., 2011).

O presente trabalho observou niveis significativamente maiores de FOXP3 expressos nas
placentas de mulheres com PE em comparacdo ao grupo controle. Esses resultados divergem dos
encontrados por Gharesi-Fard e colaboradores (2016) num estudo realizado no Ird com casuistica
semelhante a nossa, que avaliou a expressdo génica de diversas moléculas e observou niveis
significativamente reduzidos de FOXP3 nas placentas de mulheres com PE. Um estudo realizado
na China com 15 mulheres primiparas diagnosticadas com PE e 15 primiparas saudaveis relatou
que o nivel de expressdao de mMRNA de FOXP3 em células mononucleares do sangue periférico e
decidua estava diminuido em pacientes com PE em comparacdo com gestantes saudaveis
(JIANJUN et al., 2010).

Ao classificarmos a PE de acordo com a idade gestacional de manifestacdo clinica, o
presente estudo detectou niveis significativamente elevados de FOXP3 em mulheres com PEP,
quando comparadas ao grupo controle. Nossos resultados discordam dos encontrados por um
estudo brasileiro com 20 gestantes normotensas, 20 gestantes com PEP e 20 com PET, que
observou uma menor porcentagem de células expressando FOXP3 no grupo PE de inicio precoce
(RIBEIRO et al., 2017). Alteragdes nos niveis de FOXP3 em mulheres com PE podem indicar
duas hipoteses: a reducdo de FOXP3 produziria células Tregs menos eficientes e em menor
quantidade no organismo materno, causando forte reacdo imunoldgica que predisporia ao
desenvolvimento de formas mais graves da doenga ou o0 inverso; o aumento de FOXP3
estimularia a producdo de mais células Tregs, na tentativa de compensar a inflamagéo
exacerbada, o que parece explicar melhor nossos resultados.

O aumento da expressdo de FOXP3 em nosso trabalho, principalmente no grupo PE
precoce, sugere uma hiper-regulacdo na produgdo de células Tregs, com possivel aumento de

citocinas anti-inflamatorias. Apesar do nosso estudo nédo ter avaliado a porcentagem de células
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Treg circulantes, o0 aumento da expressdo de FOXP3 observada nas placentas de mulheres com
PE sugere um possivel mecanismo compensatdrio em resposta ao ambiente imune desfavoravel.

Embora o presente trabalho ndo tenha detectado a expressdo de IL17A no tecido
placentario de nenhuma amostra, estudos ja detectaram a expressdo desse gene no tecido
placentario de mulheres com PE, no entanto de modo néo significativo (GHARESI-FARD et al.,
2016). A presenca de niveis séricos de 1L17A mais elevados em mulheres com PE, inclusive de
inicio precoce ja foi relatada em estudos realizados na Hungria e no Brasil (MOLVAREC et
al.,2015; RIBEIRO et al., 2017).

Além disso, 0 aumento da expressdo de FOXP3 na PE também pode ter contribuido com
a supressdo de células Th17 e consequentemente IL17A.

A expressdo de IL17A é regulada por um sistema complexo, onde RORC, o principal
regulador da producdo de células Thl7 em conjunto com outros fatores podem regular
negativamente a transcrigdo, através da remodelacdo da cromatina (AFZALI et al., 2009; CHEN
et al., 2011). A complexa regulacdo das células Th17 pode ser observada por um estudo realizado
na China com 1.040 mulheres com PE e 1.247 gestantes saudaveis, que encontrou associacao
entre 0 modelo recessivo do polimorfismo rs153109 do gene IL27 com a PE. A IL27 é uma
citocina capaz de regular a diferenciacdo das células T auxiliares, suprimindo Thl7 e
consequentemente a producgéo de IL17 (LIU et al., 2016).

A interpretacdo dos resultados da expressdo génica de FOXP3 e IL17A deve ser feita com
cautela. Como a meia-vida da IL17A é curta, a mesma nao é constantemente expressa nos tecidos
e podem ocorrer falhas na detec¢do de seus niveis circulantes. Além disso, fatores como a
sensibilidade do ensaio também podem explicar as divergéncias dos nossos resultados com a
literatura (SZARKA et al., 2010).

As diferencas funcionais de cada alelo para o polimorfismo rs3761549 ainda n&o sdo
claras, mas estudos computacionais demonstraram que o gen6tipo CC promove menor expressao
de FOXP3, o que resulta na perda da funcéo supressora das Tregs (INOUE et al., 2010). Embora
0 presente trabalho ndo tenha observado diferenca estatisticamente significativa entre os
gendtipos CC e CT do polimorfismo rs3761549 na expressdo de FOXP3, o gendtipo CC
promoveu menor expressdao de FOXP3 e pode influenciar de modo quantitativo e funcional as

céluas Treg (GHOLAMI et al., 2017). Estudos mais detalhados com esse polimorfismo devem
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ser realizados no intuito de identificar o0 modo como ele regula a expresséo de FOXP3,
contribuindo na compreenséo dos mecanismos genéticos e imunoldgicos envolvidos na PE.

O alelo A do polimorfismo rs3761548 leva a transcri¢do defeituosa do gene FOXP3 e 0
gendtipo AA estd associado a menor producdo desse fator de transcricdo (SHEN et al., 2010).
Além disso, o gendtipo AA do polimorfismo rs3761548 foi associado a abortos espontaneos
recorrentes, sugerindo que pacientes com genétipo AA podem ter menos células Treg e/ou
funcdo supressora mais fraca, dificultando assim a obtencédo de tolerancia, levando a perda fetal
precoce (WU et al.,, 2012). Embora ndo tenhamos obsevado diferenca signicativa entre o0s
genotipos AA+AC e CC do polimorfismo rs3761548 e a expressdo de FOXP3, o potencial
nocivo do gendtipo AA explica sua baixa frequéncia observada em nosso estudo e justificam os
altos niveis de FOXP3 observados no genotipo CC.

Apesar de nenhum dos gendtipos do polimorfismo rs2232365 estar relacionado a
alteracOes na expressdo do gene FOXP3 no presente estudo, essa variante estd localizada em um
sitio de ligacdo para um fator de transcricdo que favorece a resposta imune Th2, importante para
a manutencdo da gestacdo. Estudos demonstram que células Treg que ndo expressam FOXP3
possuem a plasticidade de conversdo para Th2, modulando o equilibrio Th1/Th2 (WANG et al.,
2010).

Em relagdo a dosagem de citocinas placentérias, a IL6 possui capacidade de ativar células
endoteliais e induzir a producdo de restos trofoblasticos necréticos na placenta, estando implicada
com inflamacdo sistémica e hipertensdo na PE. Ja a IL8 tem um papel importante na proliferacao
de células endoteliais e na ativacdo de neutrofilos (LAMARCA et al., 2011; SHARMA et al.,
2007). No presente trabalho, niveis elevados de IL8 foram detectados no grupo PE e PE tardia.
Niveis elevados de IL6 também foram detectados na placenta de mulheres com PET.

A presenga de elevados niveis de 1L8 nas mulheres com PE pode explicar a auséncia de
niveis detectveis de IL17A, possivelmente por inibir a produgdo de células Th1l7. Nossos
resultados estdo de acordo com os relatados por Pinheiro e colaboradores (2013), que detectaram
niveis elevados de IL8 e IL6 no soro de pacientes com PE grave por citometria de fluxo e por
Moreno-Eutimio e colaboradores (2014), que também detectaram elevados niveis de IL8 e IL6
em mulheres com PE severa (MORENO-EUTIMIO et al., 2014).

Os niveis significativamente elevados de IL8 e IL6 em mulheres com PE tardia

observados no presente estudo podem ser atribuidos a um possivel mecanismo compensatorio
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desenvolvido pelo sistema imune de mulheres com PE Precoce, com o aumento da expressédo de
FOXP3 na tentativa de controlar a inflamacéo e manter a gestacao.

Essa hipOtese é baseada em estudos que demonstram elevados niveis séricos e
placentarios de IL10 em mulheres com PE, sugerindo hiper-regulacdo das células Tregs na
tentativa de controlar a inflamacdo (FREEMAN et al., 2004; MADAZLI et al., 2003; OLUSI et
al., 2000; RINEHAT et al., 1999, SHARMA et al., 2007).

A baixa casuistica de placentas utilizadas no presente trabalho limitou a comparacéo de
alguns resultados. Além disso, a auséncia de estudos funcionais com alguns dos polimorfismos
investigados dificultou a interpretacdo dos resultados em relagdo ao modo como 0s mesmos
podem modular a expressdo dos genes FOXP3 e IL17A. Como pontos positivos, devemos
destacar o ineditismo do presente trabalho em avaliar os polimorfismos rs3761549 no gene
FOXP3 e rs4711998 e rs8193036 no gene IL17A e a PE.
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3. CONCLUSAO

O presente estudo conclui que ndo ha associacdo entre as frequéncias alélicas,
genotipicas, modelos de heranca e haplotipos dos polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548
A>C e rs2232365 G>A do gene FOXP3 e rs4711998 A>G, rs8193036 C>T e rs2275913 A>G do
gene IL17A e PE. A recorréncia familiar e a primiparidade s&o consideradas fatores de risco para
o desenvolvimento de PE na amostra estudada. Mulheres com PE precoce tem maior expressdo
do gene FOXP3. Os gendtipos dos polimorfismos rs3761549 C>T, rs3761548 A>C e rs2232365
G>A ndo influenciam na expressdo do gene FOXP3 na amostra estudada. Mulheres com PE

tardia possuem maiores niveis de IL8 e IL6.
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APENDICE | - TERMO DE ESCLARECEMENTO
(Para participacdo do Grupo Controle MENORES DE IDADE)

TITULO DO PROJETO: “CONTRIBUICAO DE FATORES GENETICOS E
IMUNOLOGICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA PRE-ECLAMPSIA”

JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA.

A pré-eclampsia é uma doenca exclusiva da gestacdo, onde ocorre aumento da pressdo arterial e
presenca de proteinas na urina. A falta de informacdes a respeito da causa dessa doenca torna
dificil sua prevencdo e o diagndstico precoce. Os avangos na area da salde ocorrem através de
estudos como este, por isso a adolescente sob sua responsabilidade esta sendo convidada a
participar, de maneira voluntaria, do projeto de pesquisa: “CONTRIBUICAO DE FATORES
GENETICOS E IMUNOLOGICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA PRE-
ECLAMPSIA”. Nessa pesquisa é necessario comparar os dados das mulheres com pré-
eclampsia com os de mulheres que tiveram/tem uma gestacdo saudavel. Como a adolescente sob
sua responsabilidade teve/ tem uma gestacdo normal, estd sendo convidada a participar do grupo
controle do estudo.

Esse trabalho tem como objetivo investigar a contribui¢do de fatores genéticos e imunoldgicos
para o desenvolvimento dessa doenga.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS E RISCOS:

A adolescente sob sua responsabilidade respondera um questionario com dados sobre a gestacao,
historico familiar, entre outros dados a serem analisados nessa pesquisa.

Serdo coletados de 5 a 10 ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra algum problema com
0 processamento da amostra que exija uma recoleta) e no momento do parto serdo coletados
alguns fragmentos da placenta. As amostras serdo coletadas no Ambulatorio, e/ou Enfermaria do
Servico de Ginecologia e Obstetricia € no Centro Cirargico do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro e analisadas no Laboratério de Genética Humana e
Molecular e Laboratério de Imunologia da UFTM.

Né&o sera feito nenhum procedimento que traga risco a vida da adolescente ou de seu filho (a). A
adolescente sob sua responsabilidade podera ter algum desconforto na coleta de sangue.

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO E USO DO MATERIAL BIOLOGICO:
Autorizo o armazenamento do restante de material biolégico da adolescente sob minha
responsabilidade e concordo com a utilizagdo desse material em possiveis desdobramentos deste
projeto de pesquisa.

() Autorizo

() N&o autorizo

Ressaltamos que caso haja a necessidade de novos estudos, serd necessaria a aprovacao prévia do
Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Instituic&o.

BENEFICIOS ESPERADOS:
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Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a adolescente sob sua responsabilidade. O
beneficio principal da participagdo é possibilitar que no futuro, os resultados alcancados com esta
pesquisa possam auxiliar no diagnostico e tratamento desta doenca, beneficiando as mulheres
com pré-eclampsia.

BASES DA PARTICIPACAO VOLUNTARIA, CONFIDENCIALIDADE E CUSTOS:

Vocé e a adolescente sob sua responsabilidade entendem que tiveram o direito a recusarem
participar deste projeto e que a recusa ndo afetara de nenhuma maneira seus cuidados médicos.
Vocé podera obter todas as informagdes que quiser e retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem prejuizo ao atendimento. Pela participacdo no estudo, a adolescente sob sua
responsabilidade ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia de que todas as
despesas necessérias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. O nome da
adolescente sob sua responsabilidade ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois ela
sera identificada com um ndmero. Os resultados da pesquisa estardo a disposi¢cdo quando
finalizada.

Pesquisador Responsavel:

Nome: Dra. Marly Aparecida Spadotto Balarin

E-mail: balarin@mednet.com.br

Telefone: (34) 33183454

Endereco: Laboratorio de Genética Humana e Molecular

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e Naturais

Praca Manoel Terra, 330 — CEP38015-050 — Uberaba, MG, Brasil
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APENDICE Il - TERMO DE ESCLARECEMENTO
(Para participantes do Grupo Controle Maiores de Idade)

TITULO DO PROJETO: “CONTRIBUICAO DE FATORES GENETICOS E
IMUNOLOGICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA PRE-ECLAMPSIA”

JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA:

A pré-eclampsia € uma doenca exclusiva da gestacdo, onde ha elevacdo da pressao arterial e
presenca de proteinas na urina. A falta de informacdes a respeito da causa dessa doenca torna
dificil sua prevencdo e o diagndstico precoce. Os avan¢os na area da salde ocorrem atraves de
estudos como este, por isso a Sr? esta sendo convidada a participar, de maneira voluntaria, do
projeto de pesquisa: “CONTRIBUICAO DE FATORES GENETICOS E IMUNOLOGICOS
PARA O DESENVOLVIMENTO DA PRE-ECLAMPSIA”. Nessa pesquisa ¢ necessario
comparar os dados das mulheres com pré-eclampsia com os de mulheres que tiveram/tem uma
gestacao saudavel. Como vocé teve/ tem uma gestacdo normal, estd sendo convidada a participar
do grupo controle do estudo.

Esse trabalho tem como objetivo investigar a contribuicdo de fatores genéticos e imunoldgicos
para o desenvolvimento dessa doenca.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS E RISCOS:

Vocé respondera um questionario sobre sua gestacdo, histérico familiar, entre outros dados a
serem analisados nessa pesquisa.

Serdo coletados de 5 a 10 ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra algum problema com
0 processamento da amostra que exija uma recoleta) e no momento do parto serdo coletados
alguns fragmentos da placenta. As amostras serdo coletadas no Ambulatério, e/ou Enfermaria do
Servico de Ginecologia e Obstetricia e no Centro Cirdrgico do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro e analisadas no Laboratério de Genética Humana e
Molecular e Laboratoério de Imunologia da UFTM.

Né&o sera feito nenhum procedimento que lhe traga risco a sua vida ou de seu filho (a). Vocé
podera ter algum desconforto na coleta de sangue.

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO E USO DO MATERIAL BIOLOGICO:
Autorizo o armazenamento do restante de meu material biologico e concordo com sua utilizacéo
em possiveis desdobramentos deste projeto de pesquisa.

() Autorizo

() N&o autorizo

Ressaltamos que caso haja a necessidade de novos estudos, serd necessaria a aprovagao prévia do
Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Instituic&o.

BENEFICIOS ESPERADOS:

Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. O beneficio principal de sua
participacdo € possibilitar que no futuro, os resultados alcangados com esta pesquisa possam
auxiliar no diagndstico e tratamento desta doenga, beneficiando as mulheres com pré-eclampsia.

BASES DA PARTICIPACAO VOLUNTARIA, CONFIDENCIALIDADE E CUSTOS:




88

Vocé entende que teve o direito de se recusar a participar deste projeto e que sua recusa ndo
afetard de nenhuma maneira seus cuidados medicos.

Vocé podera obter todas as informacgdes que quiser e retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo recebera
qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas necessarias para a
realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome n&do aparecera em qualquer
momento do estudo, pois vocé sera identificada com um ndmero. Os resultados da pesquisa
estardo a sua disposicao quando finalizada.

Pesquisador Responsavel:

Nome: Dra. Marly Aparecida Spadotto Balarin

E-mail: balarin@mednet.com.br

Telefone: (34) 33183454

Endereco: Laboratdrio de Genética Humana e Molecular

Instituto de Ciéncias Biologicas e Naturais

Praca Manoel Terra, 330 — CEP38015-050 — Uberaba, MG, Brasil
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para o GRUPO DE ESTUDO MENORES DE IDADE)

APENDICE Il - TERMO DE ESCLARECIMENTO

TITULO DO PROJETO: “CONTRIBUICAO DE FATORES GENETICOS E
IMUNOLOGICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA PRE-ECLAMPSIA”

JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA:

A pré-eclampsia € uma doenca exclusiva da gestacdo, onde ocorre aumento da pressdo arterial e
presenca de proteinas na urina. A falta de informacdes a respeito da causa dessa doenca torna
dificil sua prevencdo e o diagnostico precoce. Os avangos na area da salde ocorrem através de
estudos como este, por isso a adolescente sob sua responsabilidade esta sendo convidada a
participar, de maneira voluntaria, do projeto de pesquisa: “CONTRIBUICAO DE FATORES
GENETICOS E IMUNOLOGICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA PRE-
ECLAMPSIA”. Nessa pesquisa é necessario comparar os dados das mulheres com pré-
eclampsia com os de mulheres que tiveram/tem uma gestacdo saudavel. Como a adolescente sob
sua responsabilidade teve/ tem pré-eclampsia, esta sendo convidada a participar do grupo de
estudo desse trabalho.

Esse trabalho tem como objetivo investigar a contribuicdo de fatores genéticos e imunoldgicos
para o desenvolvimento dessa doenca

PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS E RISCOS:

A adolescente sob sua responsabilidade respondera um questionario com dados sobre a gestacéo,
histérico familiar, entre outros dados a serem analisados nessa pesquisa.

Serdo coletados de 5 a 10 ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra algum problema com
0 processamento da amostra que exija uma recoleta) e no momento do parto serdo coletados
alguns fragmentos da placenta. As amostras serdo coletadas no Ambulatério, e/ou Enfermaria do
Servico de Ginecologia e Obstetricia e no Centro Cirargico do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro e analisadas no Laboratério de Genética Humana e
Molecular e Laboratério de Imunologia da UFTM.

Né&o sera feito nenhum procedimento que traga risco a vida da adolescente ou de seu filho (a). A
adolescente sob sua responsabilidade podera ter algum desconforto na coleta de sangue.

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO E USO DO MATERIAL BIOLOGICO:
Autorizo o armazenamento do restante de material biolégico da adolescente sob minha
responsabilidade e concordo com a utilizacdo desse material em possiveis desdobramentos deste
projeto de pesquisa.

() Autorizo

() N&o autorizo

Ressaltamos que caso haja a necessidade de novos estudos, serd necessaria a aprovacao prévia do
Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Instituicio.

BENEFICIOS ESPERADOS:

Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a adolescente sob sua responsabilidade. O
beneficio principal da participacao é possibilitar que no futuro, os resultados alcan¢ados com esta
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pesquisa possam auxiliar no diagnostico e tratamento desta doenca, beneficiando as mulheres
com pré-eclampsia.

BASES DA PARTICIPACAO VOLUNTARIA, CONFIDENCIALIDADE E CUSTOS:

Vocé e a adolescente sob sua responsabilidade entendem que tiveram o direito de se recusarem a
participar deste projeto e que a recusa ndo afetara de nenhuma maneira seus cuidados médicos.
Vocé podera obter todas as informagdes que quiser e retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem prejuizo ao atendimento. Pela participacdo no estudo, a adolescente sob sua
responsabilidade ndo 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. O nome da
adolescente sob sua responsabilidade ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois ela
sera identificada com um ndmero. Os resultados da pesquisa estardo a disposi¢cdo quando
finalizada.

Pesquisador Responsavel:

Nome: Dra. Marly Aparecida Spadotto Balarin

E-mail: balarin@mednet.com.br

Telefone: (34) 33183454

Endereco: Laboratorio de Genética Humana e Molecular

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e Naturais

Praca Manoel Terra, 330 — CEP38015-050 — Uberaba, MG, Brasil
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para o GRUPO DE ESTUDO MAIOR DE IDADE)

APENDICE IV - TERMO DE ESCLARECIMENTO

TITULO DO PROJETO: “CONTRIBUICAO DE FATORES GENETICOS E
IMUNOLOGICOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA PRE-ECLAMPSIA”

JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA:

A pré-eclampsia é uma doenca exclusiva da gestacdo, onde ha elevacdo da pressdo arterial e
presenca de proteinas na urina. A falta de informacdes a respeito da causa dessa doenca torna
dificil sua prevencdo e o diagnostico precoce. Os avancos na area da salde ocorrem através de
estudos como este, por isso a Sr? esta sendo convidada a participar, de maneira voluntaria, do
projeto de pesquisa: “CONTRIBUICAO DE FATORES GENETICOS E IMUNOLOGICOS
PARA O DESENVOLVIMENTO DA PRE-ECLAMPSIA”. Nessa pesquisa é necessario
comparar os dados das mulheres com pré-eclampsia com os de mulheres que tiveram/tem uma
gestacdo saudavel. Como vocé teve/ tem pré-eclampsia, estd sendo convidada a participar do
grupo de estudo deste trabalho.

Esse trabalho tem como objetivo investigar a contribuicdo de fatores genéticos e imunoldgicos
para o desenvolvimento dessa doenga.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS E RISCOS:

Vocé respondera um questionario sobre sua gestacdo, historico familiar, entre outros dados a
serem analisados nessa pesquisa.

Serdo coletados de 5 a 10 ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra algum problema com
0 processamento da amostra que exija uma recoleta) e no momento do parto serdo coletados
alguns fragmentos da placenta. As amostras serdo coletadas no Ambulatdrio, e/ou Enfermaria do
Servico de Ginecologia e Obstetricia e no Centro Cirargico do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro e analisadas no Laboratério de Genética Humana e
Molecular e Laboratorio de Imunologia da UFTM.

N&o sera feito nenhum procedimento que lhe traga risco a sua vida ou de seu filho (a). Vocé
podera ter algum desconforto na coleta de sangue.

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO E USO DO MATERIAL BIOLOGICO:
Autorizo o armazenamento do restante de meu material biologico e concordo com sua utilizacéo
em possiveis desdobramentos deste projeto de pesquisa.

() Autorizo

() N&o autorizo

Ressaltamos que caso haja a necessidade de novos estudos, serd necessaria a aprovagao prévia do
Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Instituic&o.

BENEFICIOS ESPERADOS:
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Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. O beneficio principal de sua
participacdo € possibilitar que no futuro, os resultados alcangados com esta pesquisa possam
auxiliar no diagnostico e tratamento desta doenca, beneficiando as mulheres com pré-eclampsia.

BASES DA PARTICIPACAO VOLUNTARIA, CONFIDENCIALIDADE E CUSTOS:

Vocé entende que teve o direito de se recusar a participar deste projeto e que sua recusa néo
afetara de nenhuma maneira seus cuidados médicos.

Vocé podera obter todas as informagdes que quiser e retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé nédo recebera
qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas necessarias para a
realizacdo da pesquisa nao serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer
momento do estudo, pois vocé serd identificada com um numero. Os resultados da pesquisa
estardo a sua disposicdo quando finalizada.

Pesquisador Responsavel:

Nome: Dra. Marly Aparecida Spadotto Balarin

E-mail: balarin@mednet.com.br

Telefone: (34) 33183454

Endereco: Laboratorio de Genética Humana e Molecular

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e Naturais

Praca Manoel Terra, 330 — CEP38015-050 — Uberaba, MG, Brasil
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APENDICE V - ENTREVISTA

CONTRIBUICAO DE FATORES GENETICOS E IMUNOLOGICOS PARA O
DESENVOLVIMENTO DA PRE-ECLAMPSIA

RG HC: RG Genética: DATA: | |

1- IDENTIFICACAO: INFORMANTE:

NOME:

DATA DE NASCIMENTO: __ /| IDADE: COR: ()Branca ()Na&o branca
NATURAL DE:

PROCEDENCIA:

GRUPO SANGUINEO:

ESCOLARIDADE: () analfabeta ()1°grau incompleto ()1°grau completo ()2° grau
()superior

OCUPACAO ATUAL:

CONJUGE:

DATA DE NASCIMENTO: __ / / IDADE: ___ COR: ()Branca ()N&o branca
GRUPO SANGUINEO:

ESCOLARIDADE: () analfabeta ()1°grau incompleto ()1° grau completo ()2° grau

()superior

OCUPACAO:
ENDERECO:
CEP
TEL.: ( ) ( ) RES. ( ) RECADO COM:

2 - EXAMES LABORATORIAIS:

Série vermelha:

Série Branca:

Plaquetas:



94

TGO:
TGP:

Urina:

3—DADOS ADICIONAIS

PAS: PAD: FC:
PESO (ANTES DA GESTACAO OU 12 CONSULTA PRE-NATAL ):
ALTURA: IMC:
4 - PARIDADE:
G P C N AE AP
G IDADE DA | SEXO [INTERCORRENCIAS PARCEIRO
MAE FILHO

5- ANTECEDENTES FAMILIARES
Recorréncia familiar de pré-eclampsia®?.
MATERNOS () Sim () Néo

()12 geracdo ( mée/irmd@) ()22 geracdo (tias/avos) Quem?

PATERNOS () Sim () Néo

()12 geracdo ( mae/irmd) ()22 geracdo (tias/avos) Quem?
6- ANTECEDENTES PESSOAIS

FEMININO:

DOENCA CRONICA?:

() Sim Qual?
() Néao




USO CRONICO DE BEBIDA ALCOOLICA?
() Sim Qto:
() Nao

TABAGISMO
() Sim Qtos cigarros ao dia?
() Néo

USO DE DROGAS ILICITAS? ()Sim Qual () Nao

OUTROS DADOS RELEVANTES

7- DADOS DA GESTACAO ATUAL
IDADE GESTACIONAL: (DUM) (US)
N° DE CONSULTAS AO FINAL DA GESTACAO: ()>6  ()<6

DIAGNOSTICO:
( ) PRE-ECLAMPSIA ()LEVE ()GRAVE

( ) GESTACAO SAUDAVEL

SE GESTANTE COM PE:

IDADE GESTACIONAL DO DIAGNOSTICO: (DUM)
PROTEINURIA 24HRS E/OU URINA TIPO |

EM USO DE MEDICAMENTOS?

() Sim Quais?
() Néo

8- DADOS DO PARTO

DATA DO PARTO: / / IDADE GESTACIONAL (DUM) (US)

95



TIPO DE PARTO: () CESAREA INDICACAO

() PARTO NORMAL
PESO DO RN:
SEXO RN:
DESTINO RN: () ALOJAMENTO CONJUNTO () BERCARIO () UTINEO
APGAR: I’ 5
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
TRIANGULO MINEIRO - MG W

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Contribuigio de fatores genéticos e imunoldogicos para o desenvolvimento da pré-
eclimpsia.
Pesquisador: Marly Aparecida Spadotto Balarin
Area Temitica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nio necessita de andlise
ética por pane da CONEP;)

Versio: 1

CAAE: 44400115.1.0000.5154

Instituigio Proponente: Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.000.602
Data da Relatoria: 08/05/2015

Apresentagio do Projeto:

Segundo os pesquisadores:

*TEMA EM ESTUDO

A gestacdo ¢ um fendmeno onde o3 eventos iniciais sio caracterizados pela placentacio @ a presenca de
tolerincia imunologica no ambiente uteroplacentirio (MOORE, 2008). A placentacdo tem inicio apds a
fecundacio do dvuio palo espermatozdide. dando inicio 3 um processo de divisio celular caractenzado pela
fusio do material genético patemo e materno, formando o blastocisto. O blastocisto é entio estimulado a
fazer com que sua camada mais externd, denominada trofoblasto, se diferencie e invada o endométno
uterino (MOORE, 2008). Para que o processo de placentacio e desenvolvimento do embriio ocorra é
Necessirio que o sistema imunoldgico da mie n3o reconheca os antigenos fetais como estranhos. Neste
sentido. acredita-se que 0 ambiente uterino seja imunologicamente privilegiado (TROWSDALE & BETZ.
2000).

A manuten¢io da gestagio representa um desafio para o sistema imunologico materno, uma vez que ©
mesmo deve defender 0 organismo contra patogenos e lerar aloantigencs expressos em tecidos fetais.
Em termos imunologicos, o feto é chamado de semi alogénico, pela presenca de antigenos de origem
materna ¢ paterna (LA ROCCA et al., 2014). Embora a organizagdo anatdmica

Bakrro:  NOsSJ S ADa3d CEP: 3025100

UF: MG Municiplo: USERABA
Tolotone: (3233185776 Fax: (34)3318-5776 E-mall  CEp@PesqRg UM 6auDe

Pagalioe @

98



UNIVERSIDADE FEDERAL DO g~
. [II“' TRIANGULO MINEIRO - MG %ﬁ

Confinuacio do Fanecer: 1.085.652

da interface matemo-fetal minimize o contato imunolegico. s30 necessarios mecanismes adicionais para
auxiliar o feto a evadir-se do ataque do sistema imunologico matermo (MUNN et al., 1098). Convulsdes em
mulheres gravidas e o termo ecldmpsia sdo relatades ha milénios, tendo seus registros mais antigos
datados de 3000 anas A.C, no Egito, em um manuscrta conhecido como "Papiro de Kahun™ [STEVEMNS,
1975; ROBERTS, COOPER, 2001; LINDHEIMER et al., 2002). A pré-eclimpsia (PE) & uma sindrome
especifica da gestagdo, reconhesida desde a antiguidade como uma das principais causas de monalidade
matema & perinatal. E definida por niveis tensionais maiores ou iguais a 140 efow 20 mmHg (milimestros de
mercario) em duas medidas com intervalo de 4 a § horas e proteindria (com ou sem edema) maior ou igual a
300 mg em 24 horas ou uma cruz pele metode da fita na urina, apos a 20° semana de gestagio. E
denominada de "doenga das teorias” devide as diversas hipoteses exisientes sobre sua fisiopatologia
(CHESLEY, 1873; ROBERTS, 1008; NHBPER, 2000). Pode ser classificada em precoce, tendo inicio antes
da 34* semana de gestagio, estando associada a uma forma clinica mais grave. Reflete lesfes isquémicas
placentirias, com a presenga de um componente genético mais acentuade, havendo maior taxa de
recorréncia @ pior prognostico materno-fetal. Seu surgimento antes da 24 semana de gestagio esta
associado & alta taxa de morbidade materna e fetal, com chances de 50% de recorréncia em gestagies
subsequentes e alta incidéncia de hipertensao cronica ne fuiuro (DEKKER et al., 1995; Von DADELSZEN et
al., 2003; ROBERTS; CATOV, 2008). J& a PE tardia tem inicic apds a 34* semana de gestagdo e estd
associada a um comportamento normal ou levemente alterado das artérias uterinas espiraladas, sem sinais
de restrigio de crescimento intra-uterino e de melhor prognostico materno-fetal (DEKKER et al., 1985
HUPPERTZ, 2008). A PE pode evoluir para a eclampsia [E). quando ccormem crises convulsivas tonico-
clanicas generalizadas ou para a Sindrome HELLF, onde a gestante apresenta hemolise, plaguetopenia e
disfungio hepatica (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINGC, 2005).

Embora alteragEEE do sistama irnuncll:':gi-:l':u estejam associadas com 3 origem da PE, outros fatores,
incluindo citocinas pro-inflamatarias, ativagdo de neutrdfilos e disfungdo endotelial também estio
relacicnadas com a fisiopatologia desta sindrome. Desse modo, ©¥8m sido propostas duas etapas para o
surgimento & desenvolvimento da PE: a primeira etapa culmina com a falha da invasao trofoblastica devido
a3 allerag:ﬁes na pmdug:ﬁn de citocinas imunoreguladoras e fatores angiogénicos & a segunda etapa tem
como resultado a resposts inflamatoria sistémica matemna, envolvends principalments o endotélio, sendo
promovida pela liberacdo de células trofoblasticas necriticas efou apoptdticas na circulagio (SARGENT et
al., 2006: LARESGOITI-SERVITIE, 2010). Portanto, diz-se que a PE & uma doenga de cardter multifatorial,

resultante de complexas
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interagdes entre fatores genéticos & ambientais. Parece recorrer mais em parentes de individuos afetados
do que na pcpulag:.in:' geral & es=a agregag:in:- familiar pode ser atribuida ao fato de que membros de uma
mesma familia além de compartilhar a informagédo genética, também estic expostos aos mesmos fatores
ambientais (MUSSBAUM, 2008). Tabagismo, doenga renal, cbesidade, gestagdo multipla, primiparidade,
extremos de idade do cicle reprodutive, antecedentes pessoais ou familiares de PE efou hipertensao arterial
cronica s30 considerados alguns fatores de risco para o desenvolviments de PE (NHBPEP, 2000; FREIRE,
TEDOLDI, 2009). Mo entanfo, a real eficlogia da doenga permanece desconhecida (FERACOLLI,
PARPIMELLI; 2005).

O sistema imune & responsavel pela discriminagdo entre antigenos proprics & nio proprics, mantendo um
estado de tolerdncia contra autoantigenos. Mecanismos de tolerincia estdo envolvidos no controle de
respostas imunes inapropriadas, prevenindo dosngas autsimunes e distlrbios autoinflamatarios
[SAKAGUICHI et al., 2004).

As celulas TCDE+ podem ser induzidas a se diferenciarem em linhagens especificas Th1. Th2, Th17 e
celulas T reguladoras (Treg) de acordo com o ambiente local de citocinas. Células Th1 estio envolvidas na
imunidade celular; células Th2 estio envolvidas na imunidade humaoral e ativagdo de eosindfilos, células
Thi17 protegem contra infecgﬁ-e*:', fungicas & mediadoras inflamatdrias em diferentes tipos de tecido, & as
células Treg s3o importantes na manutencdo de autotolerdncia e regulagio da inflamagdo (SAITO et al,
2010).

A autotolerdncia periférica & homeostase imune sio mantidas, pele menos em parte, por células T
reguladoras (Treg) Essas celulas representam um pequeno subconjunts de celulas T que constituem cerca
de 5-15% das células T CD4+ periféricas (SAKAGUICHI et al., 2004).

As celulas Treg desempenham papel crucial na manutengio da autotolerancia e da tolerancia matema ao
feto. Miveis elevados de Tregs no sangue e decidua materna estdo associados a gestagdes normais, ao
passo gue niveis circulantes reduzidos foram cbservados em mulheres com complicagdes na gestagao,
incluindo abortos espontanecs e pré-eclampsia. O gene que controla o desenvolvimento e fungdo dessas
células & conhecido comao: fator de transcrigio, forkhead box FP3 (Foxp3) (HORI et al., 2003).

Este gene esta localizado no cromossomo X (Xg11.23-Xg13.32), constituido por 11 &xons e codifica uma
preteina com 431 aminoacides e pese molecular de 47.25kD. A importancia deste gene para a biologia das
células Treg foi relatada em estudos que identificaram a comelagdo entre uma mutagdo de perda de fungdo
no gene Foxpd e sindrome IPEX (desregulagdo imune, poliendocrinopatia e enteropatia ligada ao X),
caracterizada por diabetes, tireocidite, anemia hemolitica, sindrome de hiper IgE, dermatite esfoliativa,

esplemomegalia e linfadenopatia (BEMMNETT
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aetal, 2001; GAMBINERI et al., 2003).

Estudes demonstraram gue a inativagio do gene Foxp3 em modelos animais resultou na deficiéncia e
supressio das fungies de Treg (SOMERSET et al., 2004). Além disso, estudos observaram menor
expressao do gene Foup3 no endomeirio de mulheres com infertilidade sem causa aparente, reforgando o
papel das celulas Treg na tolerancia fetal (JASPER et al., 2008).

Evidéncias sugerem gue defeites emvaolvendo as células T reg promovam a rejeigdo de células fetais,
causando hipertensido arterial & as manifestagdes clinicas associadas a PE. Esses defeitos podem ser
oriundos de polimorfismes no gene do fator de transcrigie Foxp3, no entanto as variantes genéticas de
Foxp3 ndo tm sido exploradas suficientements nos termos da suscetibilidade matema para PE (JAHAM et
al., 2012).

Poucos polimorfismos deste gene foram investigados na tentativa de elucidar seu papel na eticlogia da PE.
Dentre eles, o rs37E1548 C=A, localizado na regido promotora do gene Foxpl, ja foi associado 4 baixa
regulagido deste fator de transcricdo. Jahan e colaboradores (201Z2), num estudo realizado na india,
sugeriram que o alele A do polimorfismo rs3781548 confira protegdo contra PE. Ja um estudo realizado na
China, observou que o polimorfismo rs5202432 del/ATT pode contribuir potencialmente no desenvalimento
de PE em mulheres chinesas da einia Han (CHEM et al., 2013).

A redugdo na expressdo & associagdo de polimorfismos no gene Foxp3 com FE demonstra que as células
Tregs podem estar envalvidas no desequilibrio da tolerdncia imunoldgica entre 3 mie & feto e, desta forma
participar na patogénese da PE (CHEM et al., 2013).

Linfacitos Th17 530 um subconjunto recentemente descoberto de linfocitos T CD4+ que produzem IL-17 &
IL22. Sua descoberta levantou a hipotese de um perfil de predominio Th1/Th2 sobre Th17/Treg em
condighes inflamatdrias crinicas. A hiper-regulagio da imunidade wia Th17 pode contribuir para o
desenvelvimento & progressido de doengas autoimunes, inflamatérias cronicas. reagbes de rejeigdo ao
enxerto, além de periurbagdes alérgicas. Da mesma forma, deficiéncia de celulas Th17 pode levar a
infecgies virais, bacterianas cu flingicas recorrentes. O receptor retindide nuclear (RORC) & o regulador
chave na diferenciagﬁn da linhagem de células Th17 (BETTELI et al., 2007; AMHNUNZIATO et al., 2008;
CURTIS et al., 2009).

Uma das principais citocinas secretadas pelas células Thi17 & a interleucina 17 (IL17} & IL17 & uma citocina
pro-inflamataria, que desempenha um papel importants tanto no sistema imune inato gquants no adaptative.
Sua secregdo ja foi associada ao desenvolvimento de doenga inflamatdria intestinal e outros distdrbios
autoimunes (KAABACHI et al., 2014). A ligagde de IL-17 a0 seu receptor inicia vias de sinalizagio que

induzem a produgio de citocinas & guimiocinas pro-
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inflamatarias e o recrutaments de neutrafilos (REYMNOLDS et al., 2010).

Recentemente tem sido propostc o envolviments das células Th17 na fisiopatologia da PE. Estudos
observaram gue mulheres com FE apresentaram niveis elevados de Thi17 na circulagio, guando
comparadas com mulheres com gestagdo normal (CORMELIUS, LAMARCA, 2014). Essa hiper-regulacio
talvez possa ser atribuida a polimorfismos no gene gue cedifica IL17.

Esse gene esta localizado no cromossomo 8 (Bp12) e alguns polimorfismos ja foram associados ao
desenvolvimento de colite ulcerativa, cancer de pulmic ndo celulas pequenas e abortos recormentes
[CHENG et al., 2014; LI ot al., 2014; NAJAF] et al., 2014). O polimorfismo rs 2275913 G>A, também
conhecido como G-187A, esta localizado na regido upstream do gene IL-17, dentro de um mativo de ligagio
para o fator nuclear de celulas T ativadas (MFAT), um regulader critico da expressao IL-17. Portanto, &
concebivel que este SMP possa influenciar na regulagdo da transcrigde de IL-17 (MAJAF] et al, 2014).
Apesar de varios estudos ja terem relatado asscciagdo entre polimorfismas no gene da IL17 & diversas
patologias, ainda ndo existern estudos disponiveis sobre esse tema e a PE.

Dados recentes t€m revelado imporiante Iigagﬁn funcional entre células Treg & Thi7. Essas células
necessitam de TGF para se desenvolverem a partir de linfacitos T naives. Treg, que induzem tolerdncia, e
células Thi7, que induzem inflamagio ou rejeigio, parecem surgir a partir de precursores ComuUns: ou por
exposicdo & TGF sozinho (iTregs) ou TGF, IL-1 ou IL-6 (Th1T). Além disso, a conversdo de células Treg em
celulas Th17 foi observada em camundonges e seres humanos (AFZALI et al., 2009).

O desequilibrio entre as células Treg & Thi17 tem sido proposto como um mecanismo patogénico em
diversas doengas humanas (SANTHER-MANAN et al., 2008).

Sugere-se que o equilibric entre as celulas Tregs & Th1T seja fundamental para a manutengio da tolerancia
materna a0 feto & o sucesso da gestagdo, & que polimorfismos em genes envolvidos nessas vias, como o

gene da IL17 (Th17) & Foxp2 (Treg) possam estar envolvidos na etiopatogénese da pré-sclampsia.”

"PERGUNTAS DA PESQUISA

1. Genes efou polimorfismos genéticos relacionados ao sistema imunclogico contribuem para o
desenvolvimento da pré-scldmpsia?

2. Ha elevagio significativa de citocinas pro elou antinflamatorias nas gestantes com PE, em relagio as
gestantes saudaveis?

3. Genes relacionados ao sistema imunalogico, enconfram-s& com expressac alierada nas
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gestantes com PE, em relagdo as gestantes saudaveis?"

Objetivo da Pesquisa:

Segundo os pesguisadores:

"1.Investigar a associagdo entre polimorfismas em genes relacionados ac sistema imunclagics & o
desenvolvimento de pré-eclampsia; dentre eles os polimorfismos re3781548 (C>T), rs3761548 (C>A) e
rs22323885 (A=3) no gene Foopd e rs2275813 (G=A), rsB193035 (C=T) e rs4711288 (A=G) no gene IL17
em mulheres com gestagio normal, em mulheres com pré-eclampsia e em seus bebés;

2 Investigar a expressac de genes relacionados ao sistema imunologico, dentre eles os genes Foxp e IL17
no tecido placentano de gestantes com FPE e compara-la a de gestantes saudaveis;

3.Investigar o perfil de citocinas pro e antiinflamatonas em gestantes com PE & compara-lo ao de gestantes

saudaveis.”

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesguisadores:

*C risco da perda de confidencialidade serad minimizado através da identificagdo das participantes por
codigos (lefras ou nimeros) e todos os resultados serdo armazenados em banco de dados com acesso
exclusivo dos pesquisadores com vistas a manter a confidencialidade das informagdes.

Em vista dos beneficios para o melhor entendimento da etiopatogénese da pré-eclampsia e da possivel
melhoria no desenvolvimente de ferramentas diagnn:'rsl.icas| mais eficazes e precoces, os desconfortos

gerados pela coleta de sangue se mostram minimizados.”

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de relevancia tematica.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagac cbrigatoria:

Termos de apresentagdo cbrigatdria apresentados.

Recomendagoes:

M&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

De acordo com as atribuigies definidas na Resolugio CMNS 486/12, o CEP-UFTM manifesta-se pela
aprovagio do protocolo de pesguisa proposto.

O CEP-UFTM informa que a partir desta data de aprovagdo, € necessanc o envio de relatdrics anuais,

assim como também & obrigatoria, a apresentagdo do relatorio final, guando do término
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do estudo.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Aprovado em reunido de Colegiado do CEP-UFTM em 0B8/05/2015.

UBERABA. 10 de Junho de 2015

Assinado por:
Alessandra Cavalcanti de Albugquerque & Souza
(Coordenador)





