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RESUMO

A pré-eclampsia € uma das principais causas de morbidade e mortalidade materna e
neonatal no mundo, porém a sua fisiopatologia ainda nao foi totalmente elucidada,
sendo considerada uma sindrome com acometimento multisistémico e etiologia
multifatorial. O fator genético tem sido bastante estudado, com associagdo dos
polimorfismos de nucleotideo Unico em genes que codificam a éxido nitrico sintase e
as metaloproteases de matriz com pré-eclampsia, porém os resultados foram
inconclusivos em diferentes populacdes. Investigamos a associacdo de
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) nos genes eNOS (894G>T, -786T>C, e
um numero variavel de repeticdbes em tandem VNTR no intron 4), MMP2 (-1306C>T)
e MMP9 (-1562C>T) em pacientes com pré-eclampsia do sudeste brasileiro. Nesse
estudo caso-controle, foram incluidas 77 mulheres com pré-eclampsia e, como
controles, 266 mulheres gravidas normotensas e sem comorbidades. Os dados
clinicos foram coletados para avaliar os fatores de risco e a presenca de
complicagbes graves, tais como a eclampsia e sindrome HELLP. Encontramos a
associacgdao significativa entre o polimorfismo de nucleotideo unico eNOS -786T>C e
a ocorréncia de pré-eclampsia, independentemente da idade, altura, peso ou dos
outros SNPs estudados, e nao foi encontrada associacdo com o0s outros
polimorfismos. Idade e antecedente de pré-eclampsia também foram identificados
como fatores de risco. A presenca de pelo menos um alelo polimérfico para eNOS -
786T>C também foi associado com a ocorréncia de eclampsia ou sindrome HELLP
entre as mulheres com pré-eclampsia. Nossos dados confirmaram que o SNP eNOS

-786T>C esta associado a pré-eclampsia e a gravidade das suas complicacées.

Palavras Chave: Pré-eclampsia, Sindrome HELLP, Eclampsia, Oxido Nitrico,

Metaloproteinases da Matriz, Polimorfismo Genético



ABSTRACT

Preeclampsia is one of the leading causes of maternal and neonatal morbidity and
mortality in the world, but its pathophysiology has not been entirely elucidated.
Genetic studies have associated single nucleotide polymorphisms in genes encoding
nitric oxide synthase and matrix metalloproteases with preeclampsia, but the results
are largely inconclusive across different populations. The current study aimed to
investigate the association of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in eNOS
(894G>T, -786T>C, and a variable number of tandem repetitions VNTR in intron 4),
MMP2 (-1306C>T), and MMP9 (-1562C>T) genes with preeclampsia in patients from
Southeastern Brazil. This prospective case-control study enrolled 77 women with
preeclampsia and 266 control pregnant women. Clinical data were collected to
assess risk factors and the presence of severe complications, such as eclampsia and
HELLP syndrome. We found a significant association between the single nucleotide
polymorphism eNOS -786T>C and preeclampsia, independently from age, height,
weight, or the other SNPs studied, and no association was found with the other
polymorphisms. Age and history of preeclampsia were also identified as risk factors
for development of preeclampsia. The presence of at least one polymorphic allele for
eNOS -786T>C was also associated with the occurrence of eclampsia or HELLP
syndrome among preeclamptic women. Our data support that the eNOS -786T>C

SNP is associated with preeclampsia and the severity of its complications.

Keywords: Preeclampsia, HELLP Syndrome, Eclampsia, Oxide Nitric, Matrix

Metalloproteinases, Polymorphism, Genetic
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1 INTRODUCAO

1.1 Pré-eclampsia

As complicagcbes decorrentes das sindromes hipertensivas na gestacao
estdo entre as mais significativas causas de morbidade e mortalidade materna e
perinatal, em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento(1). A
hipertensao arterial acomete cerca de 9% de todas as gestacOes, sendo a pré-
eclampsia pura ou superajuntada responsavel por 2 a 3% dessas complicacdes (2-
3). Segundo dados de Duley em 2009 (1) acontecem por ano cerca de 76.000
mortes maternas e 500.000 mortes perinatais relacionadas a pré-eclampsia em todo
o mundo. Ja no Brasil a partir de dados do Sistema Unico de Satude (SUS), estima-
se 0 numero de uma morte ao dia devido as complicacdes da pré eclampsia(4).

Segundo uma nova diretriz do Colégio Americano de Ginecologia e
Obstetricia de 2013 (5), define-se pré-eclampsia a partir do diagnéstico clinico, em
mulheres com 20 ou mais semanas de gestacdo ou puérperas, com surgimento de
hipertensdo arterial (niveis pressoéricos sistélicos superiores a 140mmHg ou
diastélicos superiores a 90mmHg em pacientes previamente normotensas) e
proteinaria com valor superior a 300mg em 24 horas ou mais que uma cruz na fita
urinaria. Segundo essa mesma diretriz, o diagnostico de pré-eclampsia na auséncia
de proteinuria pode ser feito na presenca de hipertensdo em conjunto com
evidéncias da pré-eclampsia grave, como pressao sistélica acima de 160mmHg ou
diastdlica acima de 110mmHg, trombocitopenia, disfuncdo hepética,
desenvolvimento de insuficiéncia renal, edema pulmonar, disturbios cerebrais ou
visuais de inicio recente.

A maioria dos casos de pré-eclampsia ocorre de forma tardia nas ultimas
semanas de gravidez, no entanto, 10% dos casos ocorrem precocemente, antes de
34 semanas de gestacao tendendo a ser mais grave do que a pré-eclampsia tardia
(6).

A pré-eclampsia pode apresentar evolugdo para gravidade ou ja abrir o
quadro clinico com doenca grave, como a eclampsia e a sindrome HELLP,

responsaveis por alta mortalidade. De acordo com o Manual Técnico das Gestacdes
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de Alto Risco do Ministério da Saude de 2012 (7), considera-se grave o quadro de
pré-eclampsia quando presente um ou mais dos seguintes critérios:

* Pressao arterial diastdlica igual/maior que 110mmHg

* Proteinuria igual/maior que 2,0g em 24 horas ou 2+ em fita urinaria

* Oliguria (menor que 500ml/dia, ou 25ml/hora)

* Niveis séricos de creatinina maiores que 1,2mg/dL

» Sinais de encefalopatia hipertensiva (cefaleia e disturbios visuais)

* Dor epigastrica ou no hipocéndrio direito

» Evidéncia clinica e/ou laboratorial de coagulopatia

« Plaquetopenia (<100.000/mm®)

* Aumento de enzimas hepaticas (AST, ALT), LDH e de bilirrubinas

* Presenca de esquizocitos em esfregago de sangue periférico

Outros sinais que podem sugerir o diagnéstico sao:

* Acidente vascular cerebral

+ Sinais de insuficiéncia cardiaca ou cianose

* Presenca de restricao de crescimento intrauterino e/ou oligoidramnio

Uma das caracteristicas importantes dessa doenca e que causa grande
preocupacao é a sua imprevisibilidade, ja que mesmo em casos leves ou moderados
e com proteindria minima, a progressao para as formas graves pode ocorrer de
maneira subita.(8)

Considerando o impacto da pré-eclampsia e suas complicacdes, inUmeros
estudos tém sido desenvolvidos na tentativa de caracterizar sua fisiopatologia,
fatores de risco, prevencao e tratamento. A pré-eclampsia se mantém como uma das
principais causas de mortalidade materna, embora a morbidade tenha diminuido
sensivelmente, com avancos marcantes quanto ao tratamento e seguimento, em
especial nos paises de alta renda (9).

A pré-eclampsia € conhecida como “doencga das teorias”, ja que existem
diversas hipdteses sobre qual seria seu gatilho desencadeador, além de varios
estudos sobre 0 assunto sem que se tenha conseguido identificar com precisdo sua
etiologia. Diversas linhas de pesquisas surgiram ao longo do tempo com intuito de
entender melhor a pré-eclampsia e sua origem, porém, o que se sabe hoje é que
cada uma explica parcialmente os eventos dessa tdo importante doencga, levando a
crer que nao ha apenas um mecanismo envolvido em sua base etiolégica e sim

varios (10).
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1.2 Eclampsia

Eclampsia é a condicdo clinica grave caracterizada por uma ou mais
convulsGes generalizadas e/ou coma em pacientes com diagnédstico prévio de pré-
eclampsia, na auséncia de patologia neurolégica diagnosticada (11). E mais
frequente em mulheres de origem étnica ndo caucasiana, nuliparas e idade inferior a
20 anos, com incidéncia de 4-5 casos por 10.000 nascidos vivos em paises
desenvolvidos e grande variacao entre os paises em desenvolvimento, com 6 a 100
casos por 10.000 nascidos vivos (12). No Brasil, a taxa elevada de morbidade e
mortalidade materna estd associada a eclampsia em cerca de 8,1 - 22,0% nas
regides de baixa renda, com cerca de 0,2 - 0,8% comparada com as regides de
renda mais alta (13). Para taxa de letalidade de eclampsia (razdo entre nimero de
mortes e numero de casos) encontramos um intervalo de 0-1,8% em paises de alta
renda e de até 17,7% na india, enfatizando uma enorme lacuna na qualidade da
atencdo a saude materna segundo os padrdes sociais e econémicos (14).

A etiologia precisa da manifestagcdo clinica de convulsbes ndo esta
esclarecida, sendo sugerida a ocorréncia de vaso-espasmo com isquemia local,
encefalopatia hipertensiva, com edema vasogénico e dano endotelial (15).

O reconhecimento das convulsées em gestantes e o termo eclampsia
precedeu o prefixo "pré” por milénios. Segundo Chesley (2010) a eclampsia pode ter
sido relatada ha cerca de 4.000 anos em tratados da Grécia, india e China. Chesley
também cita a origem do nome eclampsia que é derivado do grego “eklamps”, que
significa “relampago”, possivelmente aludindo a forma repentina e inesperada das
convuls@es presentes nessa complicagao (16).

Na maioria das vezes, o quadro se instala de maneira subita sem
apresentacdo de sinais ou sintomas premonitérios. Quando esses ocorrem, a
gestante pode apresentar dor de cabeca intensa, embagamento visual ou
epigastralgia (sinais de alerta que caracterizam iminéncia de eclampsia). A
eclampsia também pode ocorrer no puerpério imediato ou, mais raramente, nas
primeiras 48 horas. (17). Cerca de um terco ou mais dessas pacientes com
eclampsia pés-parto ndo havia apresentado sinais ou sintomas da pré-eclampsia
anteriormente (17-18).
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Uma vez instalado o quadro de eclampsia, a conduta clinica visa a
estabilizagado do quadro através do tratamento das convulsdes, da hipertensao, dos
disturbios metabdlicos e, quando ocorre antes do parto, também é realizada a
avaliacdo das condi¢cdes de bem-estar fetal e antecipacdo do parto. A terapia para
prevencao de convulsdes recorrentes nas gestantes com eclampsia, assim como
para prevenir o0 surgimento na pré-eclampsia, é feita com sulfato de magnésio que,
em comparacdo com o0s demais anti-convulsivantes, apresenta uma maior
efetividade na prevencdo de eclampsia (7). Diuréticos ndo sao usados
rotineiramente porque aumentam a hipovolemia materna e podem piorar a perfusao

uteroplacentaria (19).

1.3 Sindrome HELLP

O acr6nimo HELLP, que da nome a sindrome inicialmente descrita em
1954 por Pritchard (20), é composto pelas iniciais em inglés dos componentes da
sindrome: H corresponde a hemolise, EL correspondem a elevagdo das enzimas
hepéticas (do inglés elevated liver enzymes) e LP correspondem a plaquetopenia
(do inglés low platelets).

A triagem laboratorial béasica para investigagcdo da gravidade para as
gestantes com pré-eclampsia é composta por hemograma completo com contagem
de plaquetas, urindlise com exame do sedimento urindrio, creatinina sérica, lacto
desidrogenase (LDH), acido urico, bilirrubinas e transaminases (7). Confirma-se o
critério de hemdlise na sindrome HELLP pela detecgdo de niveis de enzima LDH
superiores a 600U/L e esfregaco de sangue periférico com identificacdao de
esquizécitos. O aumento de enzimas hepéticas se confirma com niveis de aspartato
aminotransferase (AST) superiores a 70U/L, e plaquetopenia, com contagem de
plaquetas inferior a 100.000/mm3.

Essa sindrome pode ser agrupada laboratorialmente em subtipos de
acordo com a classificagdao de Mississippi, como vemos na tabela abaixo adaptada

de Satpathy e colaboradores (21).
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Tabela 1. Classificacdes de Mississippi para subtipos de sindrome HELLP.

Classificagdo Mississippi

Classe 1:
Plaquetas < 50.000/mm?®
AST ou ALT > 70 U/L

LDH >600 U/L

Classe 2:
Plaquetas 50.000 a 100.000/mm?
AST ou ALT >70 U/L

LDH >600 U/L

Classe 3:
Plaquetas 100.000 a 150.000/mm?
AST ou ALT >40 U/L

LDH > 600 U/L

Diferentemente da eclampsia, a sindrome HELLP é mais frequente em
mulheres de origem étnica caucasiana, multiparas e com idade superior a 35 anos.
E uma emergéncia hipertensiva que requer, na maioria das vezes, a interrupgdo
imediata da gestacdo. Sua gravidade € diretamente proporcional a idade gestacional
e a gravidade das alteragbes laboratoriais € clinicas (22). Esse quadro aumenta os
riscos de mortalidade perinatal € materna geralmente por sangramento e coagulagcao
intravascular disceminada (CIVD), rotura hepatica, insuficiéncia renal aguda, edema
pulmonar, acidente vascular cerebral e trombose (23).

Cercade 0,17 - 0,85% de todas as gestacbes sdo acometidas por HELLP,
sendo que 70% dos casos ocorrem antes do parto e, na maioria das vezes, entre 27
e 37 semanas (24).

A patogénese da sindrome ainda é desconhecida, porém uma série

complexa de eventos se inicia no figado por deposi¢cao de fibrina intravascular, com
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obstrucdo e hipovolemia. Posteriormente ocorrem isquemia hepatica, infarto,

hematomas e/ou hemorragias, podendo resultar na rotura hepatica (25).

14 Pré-eclampsia superajuntada

A hipertensao crénica da gestagao acontece quando existe o diagnéstico
de niveis pressoéricos aumentados antes da gestacdo, anteriormente a primeira
metade da gestacdo. Nessas gestantes, a pré-eclampsia também pode se
desenvolver, ao que se da o nome de pré-eclampsia superajuntada, ou sobreposta
(22).

A pré-eclampsia superajuntada é caracterizada, além da hipertenséo, pela
presenca de proteinuria ap6s a vigésima semana de gestacdo. Assim como a piora
subita do quadro hipertensivo, o aparecimento de trombocitopenia ou de niveis
aumentados de transaminases também podem indicar provavel desenvolvimento de
pré-eclampsia (26).

Cerca de 15 a 25% das gestantes hipertensas podem ser acometidas
pela pré-eclampsia, e a incidéncia de complicagdes fetais, tais como prematuridade,

hemorragia intraventricular e morte perinatal, aumentam sensivelmente (22, 26).

1.5 Fatores de Risco para Pré-eclampsia

Vérias caracteristicas podem aumentar o risco de pré-eclampsia, tais
como idade, paridade, histoérico familiar, gravidez maltipla, histérico de pré-eclampsia
em gestacao anterior, bem como condicdes médicas pré-existentes.

Mulheres acima dos 40 anos apresentam risco duas vezes maior de
desenvolvimento de pré-eclampsia do que gestantes mais jovens, sendo que, a
partir dos 34 anos, o risco aumenta 30% a cada ano (27). Gestantes adolescentes
tem chances maiores de desenvolver algumas intercorréncias durante a gestacao,
incluindo a pré-eclampsia, com morbidade maior em menores de quinze anos. Ha
pesquisadores que argumentam que a excluséo de diversos fatores confundidores
na maioria das pesquisas realizadas até hoje pode demonstrar que a idade nao
esteja diretamente associada com a sua ocorréncia. (28).

Estudos epidemiolégicos apoiam o conceito de que a ma adaptacao

materna ao antigeno paterno fetal esta intimamente relacionada ao desenvolvimento
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da pré-eclampsia. Essa ma adaptacéao imune poderia determinar a resposta materna
inadequada aos antigenos fetais oriundos do DNA paterno, e seria 0 mecanismo
chave do desencadeamento do processo fisiopatoldgico da doenca. O risco seria
aumentado em mulheres com exposicao limitada a diferentes fontes de esperma
antes da concepgao, o que justificaria, em parte, o risco aumentado em
adolescentes (28).

Carderon & Carbajal (27) demonstraram que mulheres acometidas por
pré-eclampsia em sua primeira gestagcdo tém sete vezes mais chances de
desenvolver a doenca na sua segunda gestacdo. Outro trabalho demonstrou que o
risco recorrente de desenvolver pré-eclampsia em uma proxima gestacao € em torno
de 14% (30), dados que sédo corroborados pela metanalise de Van Oostwaard (31),
que calculou o risco de recorréncia de sindromes hipertensivas. Nesse estudo, foi
demonstrada uma recorréncia de 13,8% para pré-eclampsia (IC 95%, 13,6-14,1%) e
de em 0,2% para sindrome de HELLP (95% Cl, 0,16-0,25%).

Duckitt & Harrington (28,30) também demonstraram que mulheres que
desenvolveram a doenga nas duas primeiras gestagoes tiveram chance de 32% de
serem acometidas em sua terceira gestacdo. O mesmo ocorreu para as gestantes
normotensas na primeira gestacao e que desenvolveram pré-eclampsia na segunda
gestagcao, onde a porcentagem de desenvolvimento da doenga aumentou para 16%
na terceira gravidez e 29% na quarta gravidez. Ja a gestante que nao apresentou a
doenca na primeira gestacao, € ndo trocou de parceiro, o risco diminui para cerca de
1%.

A histéria familiar como risco de pré-eclampsia ja foi evidenciada em
diversos trabalhos (10, 27-29), demonstrando que, possivelmente, existe um forte
papel genético atuante. Segundo Junior e colaboradores (2008), o histérico familiar
positivo aumenta em trés vezes as chances de apresentar a doenca.

Para as gestantes filhas ou irm&s de mulheres que também foram
acometidas pela doenga o risco também aumenta cerca de duas vezes (27).

De acordo com alguns estudos, a origem do risco aumentado para pré-
eclampsia pode ser tanto materna, quanto paterna. Isso pode ser observado pelo
risco aumentado em duas vezes de pré-eclampsia na gestacdo da mulher cujo
parceiro também nasceu de uma gestacdo com pré-eclampsia (32). Lie e

colaboradores (33) relataram que o cbnjuge masculino cuja parceira anterior teve
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uma gestacdo que resultou em pré-eclampsia gera um risco 80% maior de
desenvolvimento da doenga na nova parceira.

Condicbes meédicas pré-existentes tambéem favorecem pré-eclampsia:
insuficiéncia vascular, diabetes mellitus, lUpus eritematoso sistémico e doenca renal
aumentam o risco de placentagdo anormal (34-35). Condigdes obstétricas que
resultam em isquemia relativa também figuram nessa lista, pois cursam com
aumento da massa placentaria, tais como ocorre na mola hidatiforme, nas gestacées
multiplas, e casos de hidropsia fetal (36). Além dessas, a obesidade também tem
grande associacdo com a pré-eclampsia que, por sua vez, tem sua incidéncia
duplicada quando a massa corporal pré-gestacional aumenta cerca de 5 a 7 kg/m?.

Alguns fatores socio-ambientais também foram relacionados com o risco
de desenvolvimento da doenca. No trabalho de Ziegel e Cranley (37), foi relatado
que gestantes em condicdes soécio-econdmicas menos favorecidas e ma nutricao
também tém predisposicdo ao surgimento da pré-eclampsia, apoiando uma base
nutricional para a doenga.

Contrariando as expectativas, alguns estudos indicaram que o consumo
de cigarros durante a gravidez esta associado com uma reducdo na incidéncia de
pré-eclampsia. Porém, os mesmos também demonstraram que apesar deste fator
indicativo de protecdo para as tabagistas, o risco de morbidade e mortalidade
perinatal dessas gestantes aumenta significativamente uma vez acometidas pela

doenca, quando comparadas as nao-fumantes (38 -39).
1.6 Etiologia da Pré-eclampsia

A compreensdo de como a pré-eclampsia gera os sintomas maternos e
fetais observados na doenca ainda nao esta clara e tem sido alvo de inumeros
estudos. Identificou-se possivel associagao com fatores angiogénicos (40) e também
a hipo6tese de mediacao imunoldgica € considerada, ja que a pré-eclampsia é mais
prevalente entre primigestas e em mulheres que engravidam de um novo parceiro
(41). Existem diversas outras hipoteses abordando ma adaptacao genética, reacao
inflamatoéria, disfuncédo endotelial, alteracbes placentarias, estresse oxidativo e
predisposicao genética. Nenhuma delas pode ser excluida e possivelmente ha uma

complementacao entre elas (40-42).
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Wegman e colaboradores (42) demonstraram que na gestacdo de
evolugcao normal ocorre alteragdo na resposta inflamatéria para que ocorra com
sucesso a implantacdo do embrido, e levantaram a hipétese que uma falha na
mudanca do perfil da reacdo inflamatéria poderia ser uma das origens das
alteragdes que desencadeiam a pré-eclampsia. Outro trabalho da mesma época
demonstrou que tanto os granulécitos, quanto os mondcitos, estdo muito
aumentados no plasma das mulheres com pré-eclampsia quando comparadas as
gestacdes sem pré-eclampsia e as mulheres nao gravidas, em uma analogia ao que
ocorre em doentes sépticos internados em terapia intensiva. Demostraram que,
mesmo na gestacao sem pré-eclampsia, a concentracao de células inflamatérias é
superior ao encontrado em mulheres nao gravidas, sugerindo que a gravidez, por si
sb, ja seria um estado inflamatério e que a pré-eclampsia poderia ser piora dessa
reacao inflamatédria, contribuindo para disfuncao endotelial sistémica. (43).

Quanto a  hipétese da incompatibilidade genética, estudos
epidemioldégicos mostraram uma possivel origem genética da pré-eclampsia
baseados no aumento de risco em pessoas com histéria familiar positiva da doenga
(10).

Também foi descrita associacdo entre placentacdo anormal e
desenvolvimento de pré-eclampsia, em que ha déficit na diferenciacdo do
citotrofoblasto e invasdo inadequada do sinciciotrofoblasto, impedindo o
remodelamento das arteriolas espiraladas de forma apropriada, causando
diminuicao na perfusao placentaria (44).

Os trofoblastos sao células que surgem da diferenciacao dos blastocistos,
entre eles estdo o0s sinciciotrofoblastos, que formam uma massa celular
multinucleada, e mais internamente os citotrofoblastos, que se mantém uninucleados
(45). Estas células trofoblasticas sdo extremamente invasivas e, através de
interacbes envolvendo receptores e integrinas do trofoblasto, eles se ligam aos
componentes da matriz extracelular do endométrio, resultando em apoptose das
células epiteliais e permitindo a penetragao e fixacdo do embrido no endométrio até
atingir glandulas e vasos sanguineos da porcao do miométrio no Utero. Na pré-
eclampsia, as células trofoblasticas tém suas propriedades invasivas alteradas (45).

Existem diversas mudancas fisioldégicas da gestacdo, entre elas, esta a

modificagdo da estrutura vascular dentro do Utero, com o desenvolvimento de uma
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neovascularizagdo com redistribuicdo do fluxo sanguineo e aumento do volume
sanguineo (46).

A principal alteragc&o se da na transformagéo das artérias espiraladas, que se
originam da ramificagdo artérias radiais provenientes de ramificagées das artérias
arqueadas. Como o proprio nome diz, as artérias espiraladas, tem um formato de
espiral, préprio para acompanhar a distensao do Utero durante a gestacao e funcao
€ fornecer sangue para a camada funcional do endométrio superior. Durante a
gestacao ocorre a invasao das artérias espiraladas por células trafoblasticas, tanto
na porcao superficial (decidua), quanto da porcdo um pouco mais profunda
(miométrio) (46).

Os trofoblastos invadem a parede vascular, sofrem pseudovasculogénese
e assumem um fendtipo endotelial destruindo o endotélio vascular, convertendo as
artérias espiraladas de diametro pequeno em vasos de grande calibre, resultando
em um aumento no volume de sangue para camera intervilositaria (48). Essa
perfusdo aumentada se da pela transformagao da tunica muscular lisa arterial, que
se torna pouco responsiva e insensivel aos elementos vasoativos apds a
substituicdo do endotélio vascular materno por citotrofoblastos extravilosos (47). O
remodelamento dessas artérias resulta na formacao de um sistema local de baixa
resisténcia arteriolar que € essencial para aumentar o suprimento sanguineo e
desenvolvimento e crescimento do feto (49).

De acordo com Bell (50), na década de 60, varios grupos descreveram
mudancas significativas na placenta de gestantes portadoras de pré-eclampsia, por
meio de andlise de bidpsias de placenta, verificou-se que as células trofoblasticas
nao invadiam de forma eficiente as artérias espiraladas maternas. Porém, foi
observado em gestantes com pré-eclampsia que o segmento do miométrio da artéria
espiralada ndo sofre a transformacao fisiolégica durante o terceiro trimestre,
ocasionando uma placentacdo superficial, que provavelmente resulta na doenca
(48). Segundo Cavalli e colaboradores (49), somente cerca de 30 a 50 % das
artérias espiraladas do utero sofrem a invasdo do trofoblasto na pré-eclampsia,
tornando o didmetro das artérias reduzido quando comparado ao encontrado na
gravidez normal.

Segundo Meekins (51), 56% das artérias espiraladas séo invadidas pelos
trofoblastos extravilosos na porcédo decidual. Na porcdo do miométrio 76% sao

invadidas, sendo que essa invasdo diminui significativamente para 18% nas
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gestacbes com pré-eclampsia, conservando a vasoconstricdo comum das artérias e
impedindo uma resposta adequada a demanda do fluxo sanguineo necessario na
gestacao, resultando na isquemia da placenta.

O fator causador desses eventos ainda ndo esta totalmente elucidado. E
possivel que a falha da invasao trofoblastica se dé através de algum efeito nocivo
sobre os trofoblastos, que falham na transformacgéo arterial, desencadeando os
eventos ja descritos na fisiopatologia da doenca.

Uma nova hipotese foi proposta por Huppertz (52), onde a pré-eclampsia
seria uma doenca de inicio precoce, anterior a falha da invasao trofoblastica, em que
algum insulto resultaria em desenvolvimento e diferenciagéo aberrante do trofoblasto
extraviloso, provocando uma manutencdo deficiente da barreira placentéaria e,
posteriormente, levando a liberacdo de fragmentos de trofoblastos em necrose e
apoptose, gerando uma resposta inflamatéria sistémica na mée. Essa diferenciagao
aberrante separaria a pré-eclampsia da fisiopatologia de outras complicacbes da
gravidez, tais como a restricdo de crescimento intrauterino, infartos placentarios e
descolamento prematuro da placenta, que estariam relacionados diretamente a falha

de invaséao trofoblastica.

1.7 Fisiopatologia da pré-eclampsia

Durante a gestacdo normal, existe um aumento do volume sanguineo,
para permitir a nutricdo da placenta e do feto. Na gestacédo, o volume plasmatico
aumenta em relacdo a massa eritrocitaria, ocasionando niveis baixos do
hematécrito, ocorrendo também aumento da frequéncia e débito cardiaco, além de
resisténcia vascular periférica diminuida devido a liberagcdo de vasodilatadores. A
diminuicao da resisténcia vascular acarreta, portanto, diminuicdo da pressao arterial
e hipovolemia relativa. Ja na pré-eclampsia, esses eventos fisiol6gicos ndo ocorrem,
resultando em hipertenséo (53).

A hipertenséo arterial € consequéncia do aumento da resisténcia vascular
periférica e hiperatividade a agentes vasoconstritores, especialmente a angiotensina
Il, que ndo permite a vasodilatacdo e a refratariedade vascular normais da gestacao
(22).

Apesar da hipertensdo ser hoje um dos mais importantes sinais para o

diagnéstico da pré-eclampsia, ela nao foi sempre associada a doencga. Inicialmente,
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outros disturbios, tais como convulsGes, dores epigastricas e alteragbes visuais
caracterizavam a doencga, sintomas esses que estdo relacionados as suas formas
mais graves.

Mesmo sendo tdo importante, a hipertensdo durante a gestacdo sé foi
relatada como sinal principal para diagnéstico da pré-eclampsia a partir de 1896,
com a introdugcao do manémetro de mercurio de Scipione Riva Rocci, utilizado para
medir a pressao arterial, e sua inclusdo na pratica clinica. Isso possibilitou
reconhecer a pré-eclampsia como uma doenga com importante base hipertensiva
(54).

A pré-eclampsia parece comecar na placenta, porém pode-se dizer que 0
orgao-alvo é o endotélio materno, em que danos generalizados ao endotélio dos
rins, do figado, e do cérebro provavelmente geram a liberacdo de fatores
vasopressores da placenta doente (55).

Devido a invaséao trofoblastica defeituosa, ocorre a diminuicdo do fluxo
sanguineo, resultando em periodos de isquemia e reperfusdo, criando um ambiente
hipéxico que favorece o estresse oxidativo, com consequente dano oxidativo e
inflamacéo (56).

Todo evento isquémico € marcado por producao exagerada de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio, gerando um excesso de radicais livres.
Fisiologicamente, a sinalizacdo das espécies reativas de oxigénio € diretamente
controlada por defesas antioxidantes que as eliminam (57) o que n&o ocorre de
maneira eficaz na pré-eclampsia. A producdo de ROS é caracterizada pela geracao
de moléculas superdxido, que, em situacbes de capacidade tecidual antioxidativa
ausente ou insuficiente como ocorre na doenca, desencadeiam uma cascata de
eventos com maior producdo de ROS e peroxidacao lipidica, caracterizando o
estresse oxidativo (58).

O tecido placentario, principalmente o sinciciotrofoblasto, possui pouca
capacidade antioxidativa. Isso resulta em maior atividade de apoptose e necrose,
liberando, na circulagdo materna, grande quantidade de material sincicial, fatores
antiangiogénicos e restos celulares. Todas essas moléculas provocam ativagéo de
leucécitos, geram estimulos para maior adesdo plaquetaria, diminuicdo do éxido
nitrico, vasoconstricao e resposta inflamatéria sistémica (58).

Ao restabelecer o fluxo sanguineo, citocinas e outros fatores inflamatérios,

tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-
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10 (IL-10), proteina C reativa e anion superéxido sao liberados em resposta a esses
eventos, resultando em um estado inflamatério capaz de lesar diretamente o
endotélio e promover ativagdo de neutrdfilos (57).

Portanto, a pré-eclampsia parece ocorrer em duas fases: a primeira com
implantacdo e a placentagcdo inadequadas, induzindo reduzida perfusao utero-
placentaria com consequente hipoxia tecidual e estresse oxidativo, desencadeando
a liberagcdo de fatores antiangiogénicos na circulagdo materna, acarretando reacao
inflamatoria sistémica; a segunda fase ocorre a partir de uma disfuncdo endotelial
generalizada, responsavel pela sindrome hipertensiva (59).

Os rins sdo um dos 6rgaos mais afetados na pré-eclampsia, apresentando
lesdo endotelial grave e endoteliose glomerular com depdsitos subendoteliais de
fibrina, que diminuem a area de superficie de filtragdo glomerular (55). O resultado é
proteindria, um dos sinais principais da pré-eclampsia, cujos niveis estao
diretamente relacionados ao pior progndéstico materno e perinatal e ao maior risco de
desenvolver complicagdes (60-62).

Na maioria das vezes a proteinuria pode ser detectada, em média, de trés
a quatro semanas antes da piora do quadro clinico, 0 que pode permitir controle
terapéutico e seguimento mais adequado (63).

Young e colaboradores (55) relataram que a analise patologica dos
orgaos de mulheres que sofrem de pré-eclampsia e eclampsia mostraram um quadro
de hipoperfusdo generalizada, em que o figado e glandulas adrenais apresentaram
com frequéncia, infarto, necrose e hemorragia intraparenquimatosa, e o0 coracao
pode revelar necrose endomiocérdica.

Ha também ativacdo da coagulacdo e, em especial, um aumento da
funcéo plaquetéaria, com formag¢éo de microtrombos que favorecem o aparecimento
de hemdlise microangiopatica caracteristica da sindrome HELLP. Além disso, o
volume plasmatico encontra-se reduzido devido a perda de fluido para o espaco
extravascular, levando ao comprometimento do fluxo sanguineo nos 6rgéos (36).

Sabe-se que a pré-eclampsia resolve-se somente apdés a retirada da
placenta, porém existem casos de eclampsia pds-parto que tém sido associados a
expressao tardia de repercussodes inflamatorias e vasculares sistémicas e também,
especificamente em certos casos, com fragmentos de placenta retidos (64). Junior e
colaboradores (10) afirmaram que, para o desenvolvimento da pré-eclampsia, nao €

necessario o feto, e sim a presenca de trofoblastos, uma vez que se observa pré-
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eclampsia em gestantes com mola hidatiforme, caracterizada pela proliferagcéo
excessiva de tecidos trofoblasticos e auséncia ou subdesenvolvimento do embrido.
Através do trabalho de Duckitt & Harrington (30), foi possivel verificar que, quanto
maior a massa placentaria, maior o risco, fato que pode ser comprovado pela maior
frequéncia em gestacbes gemelares, com um aumento de 2,93 vezes no risco de

desenvolvimento da doenca.

1.8 Outras Complicacoes

Estudos sugerem que a prépria pré-eclampsia pode ser um fator de risco
para futuros eventos cardiovasculares, possivelmente através de dano sistémico
subclinico persistente ou disfuncao endotelial vascular que ocorre em mulheres que
eram saudaveis antes do inicio da pré-eclampsia (18).

Foi detectado um risco aumentado de doenca cardiovascular e doenca
renal crénica em pacientes com antecedente de pré-eclampsia. Embora a relagcédo
causa-efeito ainda ndo esteja completamente elucidada, sabe-se que essas doengas
compartilham os mesmos fatores de risco e estdo provavelmente relacionadas a
disfungéo endotelial (62).

Nisell e colaboradores (65) afirmam que aproximadamente 20% das
mulheres com pré-eclampsia desenvolverdo hipertensao ou microalbuminuria no
prazo de sete anos apds sua gestacdo, em comparacdo com apenas 2% entre as
mulheres com gravidez sem complicacdes, e que o risco de doenca cardiovascular e
cerebrovascular é duplicado em mulheres com pré-eclampsia e hipertensao
gestacional em comparagdo aos controles pareados por idade.

Apesar das complicacdes maternas da pré-eclampsia serem muito
significativas, o desenvolvimento do feto também pode ser muito prejudicado, e entre
as complicacdes mais importantes estdo: prematuridade, restricdo de crescimento
fetal, oligoidramnio, e aumento do risco de morte perinatal (66).

Outro trabalho de Valdez e colaboradores (67), relatou que pessoas nascidas
de gestacdes acometidas por pré-eclampsia ou hipertensdao gestacional
possivelmente terdo algum comprometimento cardiovascular futuro. Foi relatado
também um risco aumentado para AVC hemorragico e isquémico apos 60 a 70 anos

em individuos que nasceram de gravidez em que houve pré-eclampsia grave. Isso
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possivelmente esta relacionado a alteragdo no desenvolvimento dos vasos cerebrais

durante a vida intrauterina (62,68-69).

1.9 Predisposicao genética a pré-eclampsia

Varios genes ja foram estudados na tentativa de identificar pacientes com
uma suscetibilidade maior ao desenvolvimento da pré-eclampsia. Diversos estudos
tém demonstrado a associagao entre a doenga e polimorfismos em varios genes (70-
73). No entanto, a falta de reprodutibilidade dos trabalhos tem levado a incertezas
sobre a natureza e o numero de genes que podem contribuir para o risco da pré-
eclampsia (73).

Neste trabalho iremos nos concentrar apenas em polimorfismos dos
genes da Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS) e dos genes das
Metaloproteinases de Matriz Extracelular 2 e 9 (MMP2 e MMP9).

1.9.1 Oxido nitrico sintase endotelial

O gene eNOS (NOS3) esta localizado no brago longo do cromossomo 7
(regiao 7936) e codifica a enzima o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (74),
responsavel pela produgao do éxido nitrico (NO). O NO esta envolvido na regulacao
da presséo arterial, distribuicdo do fluxo sanguineo aos 6rgaos, inibicao da adeséao e
agregacao plaquetaria e inibicado de algumas fung¢des leucocitarias (75-77).

A eNOS gera continuamente NO , aumentando a produgcao de GMPc que
medeia a vasodilatacdo. Uma vez que o NO ndo pode ser armazenado, a sua
producado é controlada por meio da regulacdo da expressao ou atividade da enzima
eNOS (76).

Durante a gestacdo normal, o NO estd envolvido em adaptacdes
fisiol6gicas importantes, como um aumento da biodisponibilidade do NO que causa
vasodilatagdo materna, necessaria para favorecer o aumento do volume circulante
durante a gravidez, sem a elevagdao da pressao sanguinea, e favorece também
aumento da circulagcdo sanguinea do utero e entre o feto e placenta (78). Na pré-
eclampsia, essa adaptacao falha, e ocorre a disfungcdo endotelial (79). Tranquilli e
colaboradores (80) sugerem que a baixa concentracdo de NO no fluido amnibtico

poderia representar um prejuizo na vascularizacdo da placenta e alterar a fungéo
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endotelial, induzindo a doenca placentaria e a pré-eclampsia. Portanto,
polimorfismos no gene da eNOS poderiam contribuir para a predisposicao a pré-
eclampsia

Alguns polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs, do inglés single
nucleotide polymorphisms), incluindo.-786T>C (rs2070744), 894G>T (rs1799983) e
um numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR) no intron 4 (rs61722009)
foram identificados no gene eNOS e podem influenciar a capacidade de produgao de
NO pela enzima (81-83).

Sladek e colaboradores (84) afirmaram que a reducdo da biossintese de
NO favorece o inicio da pré-eclampsia e que alteragdes no gene da eNOS seriam
uma possivel causa da doenga.

O polimorfismo missense 894G>T do gene da eNOS esta localizado no
éxon 7 e também é denominado Glu298Asp, indicando a alteracdo protéica com
troca de um residuo, do aminoacido acido glutamico por aspartato (85). Esse SNP
foi associado a reducéo da vasodilatagdo dependente do endotélio na gravidez (86)
ao risco de doengas cardiovasculares isquémicas (87). No entanto, em relacéo a
pré-eclampsia, os resultados séo divergentes. Enquanto alguns mostram a
associacao desse polimorfismo com a doenca, outros ndo identificam a relagao (88-
94).

O polimorfismo —786T>C da eNOS resulta em reducao significativa da
atividade da eNOS (95), e esse SNP pode estar associado a predisposicao a
hipertensao arterial de forma geral. Foi demonstrado que a variante —786T>C esta
associada a reducdo do RNAm da eNOS na placenta (95-96). Um estudo propés
que a presenca desse polimorfismo pode ser um fator de risco para pré-eclampsia,
porém os autores sugeriram a necessidade de replicar em uma amostra maior para
confirmar essa hipotese (93).

Um numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR) de 27 pares de
bases (pb) foi identificado no intron 4 do gene da eNOS, que é conhecido como
polimorfismo 4ab. O alelo selvagem 4b apresenta 5 repeticdes de 27 pares de bases
e é o mais frequente. Ja o alelo 4a, menos frequente, possui 4 repeticbes de 27
pares de bases e tem sido associado a doenca cardiaca coronariana, doenga renal e
hipertensédo arterial (97-100). Outras variantes desse polimorfismo também foram
descritas como 4c e 4d, com 6 e 7 repeticOes, respectivamente, porém com

frequéncia muito baixa (101).
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1.9.2 Metaloproteinases de matriz extracelular

Além das Oxido nitrico sintases, outro grupo de enzimas com papel
importante na modulagéo de fluxo sanguineo nos vasos sdo as metaloproteinases
de matriz extracelular (MMPs). As MMPs compreendem uma extensa familia de
enzimas proteoliticas que estdo associadas a degradacdo da matriz extracelular
(102).

Além disso, essas enzimas modulam a reatividade vascular, uma vez que
reduzem a poténcia do peptideo vasodilatador relacionado ao gene da calcitonina,
reduzindo a vasodilatagéo, e induzem a clivagem da “big-endotelina”, produzindo a
endotelina-1, um peptideo mais ativo, que causa vasoconstricdo (102-103).

Por terem propriedades potencialmente destrutivas, as MMPs séao
sintetizadas como pro-formas, enzimaticamente inativas, cuja atividade requer a
remocao do dominio pré-peptideo por meio da degradacéao desse dominio por outras
proteases (104).

As MMP-2 e MMP-9 sé&o sintetizadas pelos genes presentes nos
cromossomos 16q12.2 e 20913.12, respectivamente, e possuem 0s mesmos nomes
dados as suas proteases. Em um estudo in vitro de Rajagopalan e colaboradores
(105), demonstrou-se que as espécies reativas de oxigénio podem ativar a MMP-2 e
a MMP-9 ao reagirem com o grupo tiol que preserva a laténcia das MMPs.

Desse modo, o0 estresse oxidativo pode causar alteracbes vasculares
acentuadas associadas ao significativo aumento da atividade das MMPs, com
possivel dano cardiovascular e renal (106-109).

Na pré-eclampsia, alguns elementos, tais como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), sdo capazes
de estimular a producgéo €/ou a liberacdo das MMPs (104).

Semelhantemente ao papel observado nas doencas cardiovasculares, a
ativacdo dessas proteases na pré-eclampsia pode promover a degradacao
excessiva dos componentes da matriz extracelular e provocar um remodelamento
vascular patolégico (104).

Estudos demonstraram que o aumento na atividade e nos niveis de MMP-
2 pode prejudicar o relaxamento vascular dependente do endotélio e causar
hipertrofia arterial, especialmente da camada média, deposicdo excessiva de

colageno e elastina e, desse modo, contribuir para disfungcdo e remodelamento
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vascular hipertensivo (104). Além disso, os niveis plasmaticos da MMP-2 estao
elevados nas pacientes com pré-eclampsia (109-110).

Foi demonstrado que o polimorfismo no gene MMP2 -1306C>T
(rs243865) reduz a atividade da regiao promotora e a expressao do gene em células
epiteliais, macréfagos e células do musculo liso (111). Esse SNP foi associado a
restricdo de crescimento intrauterino de acordo com trabalho de Gremlich e
colaboradores (112), que demonstrou um aumento de 2 vezes do risco dessa
complicacéo.

Também ha evidéncia da implicacdo funcional de um polimorfismo
genético na regidao promotora -1562C>T (rs3918242) do gene que codifica a MMP-9.
Um efeito especifico sobre a transcricdo do promotor do gene MMP9 causa aumento
na sua expressdao em portadores do alelo polimérfico T (113). Esse efeito foi
associado com diversas doengas cardiovasculares, incluindo a hipertenséo arterial

(114-116), que esta associada a maior incidéncia de pré-eclampsia superajuntada.
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2. JUSTIFICATIVA

A pré-eclampsia € uma das causas de morbidade e mortalidade materna
e perinatal mais importantes em todo o mundo, em especial nos paises em
desenvolvimento. Apesar de inumeros estudos publicados sobre esse tema, sua
etiologia continua desconhecida, podendo envolver uma interagcdo de fatores
genéticos, imunolégicos e ambientais. A investigacdo genética € um campo que
pode colaborar para a elucidacdo de sua fisiopatologia e na identificacdo de
populagcbées mais suscetiveis ao desenvolvimento de pré-eclampsia.

Até o momento, os resultados de estudos desenvolvidos na busca de
correlagdes entre pré-eclampsia e os genes da eNOS e MMPs foram contraditérios,
e este estudo em uma populacdo brasileira colabora para confirmar dados ja
encontrados na literatura e tentar definir novos marcadores de predisposi¢céo a pre-

eclampsia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Investigar a associacdao dos polimorfismos nos genes que codificam as

MMPs e a eNOS com a ocorréncia de pré-eclampsia.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar a frequéncia dos polimorfismos nos genes MMP2 (-1306C>T e
MMP9 (-1562C>T) nas populacbes de gestantes sem e com pré-eclampsia e
avaliar sua associacao com pré-eclampsia;

e Determinar a frequéncia dos polimorfismos —786T>C e 894G>T e VNTR no
intron 4 do gene eNOS entre populagdes de gestantes sem e com pré-

eclampsia e avaliar sua associagdo com pré-eclampsia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Tipo de estudo e planejamento estatistico

Trata-se de um estudo caso-controle ndao pareado, com sele¢cdo de casos
a partir do diagnéstico de pré-eclampsia em gestantes em acompanhamento
ambulatorial ou internadas em qualquer unidade da instituicdo. Os controles, na
proporcao de 3 para cada 1 caso, foram  gestantes normotensas e sem
comorbidades admitidas para parto na instituicdo. Utilizando como base os
resultados do estudo de Serrano e colaboradores (2004) sobre o polimorfismo
894G>T do gene da eNOS, com uma propor¢cao de 1,1% dos controles, e admitindo
um erro tipo | de 5% e erro tipo Il de 20%, para um estudo caso-controle, néo
pareado, com uma propor¢ao 1:3, estimou-se um namero minimo necessario de 148
casos e 444 controles. Assim, foi prevista a inclusdo de 600 mulheres, sendo 150

casos com pré-eclampsia e 450 de gestantes sem pré-eclampsia.

4.2. Selecao de sujeitos para pesquisa

As gestantes que participaram da pesquisa foram selecionadas em
atendimentos nos Ambulatérios de Pré-Natal, Enfermaria de Patologia Obstétrica,
Centro Obstétrico, Pronto-Atendimento e Unidade de Terapia Intensiva do Hospital
da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti — Centro de Atencéao Integral a Saude da
Mulher (CAISM) da UNICAMP.

Para os casos, foram utilizados como critérios de inclusdo todos os
abaixo:

e Gestantes entre 20 e 40 semanas ou puérperas, €

e Diagnéstico de pré-eclampsia: surgimento de hipertensao arterial
(niveis presséricos superiores a 140/90mmHg em pacientes previamente
normotensas) com proteindria (valores superiores a 300mg/24h ou acima de 1t em
urindlise de pacientes comprovadamente sem infeccdo urinaria) (11); ou, na
auséncia de proteinuria, critérios de pré-eclampsia grave.

¢ Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Para os controles, os critérios de inclusdo foram:
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Auséncia de critérios diagnésticos para pré-eclampsia, e

Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, e

Gestante normotensa internada para parto, ou

Puérpera normotensa.

Para ambos os grupos, os critérios de exclusao foram:

e gestacOes multiplas;

e gestantes com diagnéstico de malformacgdes fetais;

e gestacOes de alto risco (hipertensdo arterial crénica, hipertensao
gestacional, diabetes, doencas do colageno, tireoidopatias, ou com doencas

infecciosas crénicas).

4.3 Variaveis Avaliadas

4.3.1 Variaveis independentes:

e Polimorfismo —1306C>T do gene da MMP-2

e Polimorfismo —1562C>T do gene da MMP-9

e Polimorfismo Glu298Asp (894G>T) do gene da eNOS
e Polimorfismo —786T>C do gene da eNOS

e VNTR do intron 4 do gene da eNOS

4.3.2 Variavel dependente: Pré-eclampsia

e Casos: Pré-eclampsia: mulheres com 20 ou mais semanas de
gestacdo, com surgimento de hipertensao arterial (niveis presséricos superiores a
140x90mmHg em pacientes previamente normotensas, em 2 medidas com intervalo
de 4 horas ou medida unica superior a 160/110mmHg), proteindria (valores
superiores a 300mg/24h ou 2+ em urinalise de pacientes comprovadamente sem
infecgao urinaria) (11).

e Controles: puérperas ou gestantes internadas na instituicdo para parto
e classificadas como normotensas, ou seja, sem pré-eclampsia, sem hipertensao

gestacional e sem hipertensao arterial cronica.
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4.3.3 Variaveis de controle:

e indice de Massa Corpérea (IMC): critério de avaliagdo do grau de
obesidade de um individuo, calculado pelo peso, em quilogramas, mensurado em
uma balang¢a antropométrica, dividido pelo quadrado da altura, em metros (OMS,
1995);

e Idade: numero de anos completos do sujeito, de acordo com dados
cadastrais, obtidos a partir do prontuario médico.

e Paridade: numero de gestacdes, incluindo tanto as que resultaram em
partos e abortos, segundo informagdes fornecidas pelo sujeito;

e Peso materno pré-gestacional: peso pré-gestacional, referido pelo
sujeito, em quilogramas.

e Escolaridade: em anos completos, referido pelo sujeito;

e Cor ou raga: cor da pele da mulher, autoclassificada pelo sujeito,
segundo as categorias utilizadas no senso demografico de 2000, pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE): branca, preta, amarela, indigena ou
outra (117).

e Antecedente de pré-eclampsia ou hipertensédo gestacional em gravidez
anterior: sim ou nao

e Renda familiar: valor total de renda familiar mensal em reais, referida
pelo sujeito;

e Ocupacdo: trabalho ou negécio principal ou usual de uma pessoa,
especialmente aquele que prové seus meios de sustentacao, referido pelo sujeito;

e Estado marital: condicdo marital referida pelo sujeito: solteira,
separada, divorciada, vilva, casada ou morando junto. Em caso de pacientes com
gestacao anterior, informacao sobre troca de parceiro.

e Peso do recém-nascido (em gramas);

e Escala de Apgar (de primeiro e quinto minutos);

e Idade gestacional no momento da coleta do exame: idade gestacional
conforme dado de maior confiabilidade, amenorreia ou ecografia precoce, no

momento da retirada do sangue para o exame do estudo.
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4.4 Coleta de dados

A maioria dos controles foram incluidos na internagcédo para o parto ou
apds, com a certeza do ndo desenvolvimento de pré-eclampsia. Para os casos, a
inclusao foi realizada ap6s o diagndstico de pré-eclampsia.

A abordagem da gestante foi realizada pelo obstetra responsavel e/ou
enfermeiro, encarregado pela obtencdo do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE, vide Anexo 9.4) e responsavel pela coleta de dados dos
possiveis participantes da pesquisa com a aplicagcdo de questionario com dados de
identificacado, socio-demogréficos e antecedentes (Anexos 9.1 € 9.2) e responsavel
também pela coleta de dados clinicos maternos e do recém-nascido.

Todos os dados foram reverificados apos alta hospitalar e, quando houve
reinternacdes, com a finalidade de que nenhuma paciente fosse considerada
controle erroneamente. Realizamos também a revisdo de todos os prontuarios dos
casos, para verificar os exames laboratoriais em relagdo a gravidade de doenca.

Para as gestantes que aceitaram e estavam aptas para participar da
pesquisa, foram coletadas duas amostras de sangue (2 tubos de 4 ml com EDTA)
através de puncgao venosa pela equipe de enfermagem do CAISM, no momento de
admissao ao estudo. Na grande maioria dos casos, foi utilizada a mesma puncéo
para a rotina laboratorial de cada paciente (em internagdo hospitalar ou consulta de
Pronto Atendimento), ndo ocorrendo prejuizo ou desconforto adicional devido ao
estudo.

A qualidade foi controlada em todas as etapas do estudo, a comecar pela
utilizacao de critérios padronizados para a definicdo de pré-eclampsia e criacdo de
filtros para avaliagao de consisténcia.

Ap6s uma primeira verificagdo visual, os dados coletados em formularios
especificamente desenhados para isso foram digitados e consolidados em um Unico
banco de dados, para diminuir a probabilidade de erros de digitagdo. Cada sujeito da
pesquisa foi identificado por um nimero e todos os seus dados foram codificados. A
numeracao sequencial foi fundamental para a realizacdo do teste laboratorial cego,
onde o laboratorista ndo teve acesso aos dados de cada paciente até o final do

processamento e obtengdo de resultados.
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4.5 Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM-
UNICAMP, sob numero 502/2010 (Anexo 9.3). Foram cumpridos todos os principios
enunciados na Declaracao de Helsinki e na Resolugao 2012 do Conselho Nacional
de Saude, segundo as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa
envolvendo seres humanos. Além disso, por se tratar de pesquisa com material
genético, foram também cumpridas a Resolucdo 466/12 do CNS. O material
coletado sera armazenado por um periodo de cinco anos, mas s6 sera utilizado para
outro projeto ap6s nova submissao do projeto ao CEP.

Para inclusao, todos os sujeitos de pesquisa concordaram com o estudo,
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, segundo
descricdo no Anexo 9.3. O TCLE foi entregue ao voluntario de pesquisa, apds
identificagdo deste como elegivel, para que pudesse ler e assinar, ao concordar. O
responsavel pela aplicagdo do TCLE respondeu a todas as duvidas que surgiram por

parte do sujeito da pesquisa.
4.6 Genotipagem
4.6.1 Extracao do DNA genémico

Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas em tubos com
anticoagulante de EDTA, e armazenadas em geladeira até o momento do
processamento. Todas as amostras foram submetidas a técnica de fenol-cloroformio
modificada (118) para a extracdo do DNA gendmico.

Nessa técnica, o sangue é centrifugado a 3000 rpm por 10 min, o plasma
€ descartado, e os eritrécitos lisados com uma mistura de solugdes contendo NH4ClI
(0.144M) e NH4HCOg3 (0,01M). Apéds centrifugagcao, o sobrenadante foi desprezado.
A seguir, a solugado denominada TKM1 (Tris-HCI 10mM pH 7,6; KCI 10mM; MgCl>
10mM; EDTA 20mM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 100ul de Triton
X-100. As amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a 3000rpm por 20 min e,
posteriormente, 0 sobrenadante descartado, obtendo-se, dessa forma, o precipitado
de leucocitos.
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Para lisar os leucécitos, foram adicionados 400ul da solugdo TKM2 (Tris-
HCI 10mM pH 7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20mM) e 25ul de
SDS 10%, e em seguida cada amostra foi incubada a 55°C durante 30 min. Apds
esse periodo, 180ul de de NaCl 5M foram adicionados e as amostras foram
mantidas a temperatura ambiente por 20 min. Cada amostra foi centrifugada a
12.000 rpm por 5 min e o sobrenadante transferido para outro tubo, adicionando-se
um volume igual de fenol e de uma solug¢éao cloroférmio/alcool isoamilico (propor¢éao
24:1), seguido de homogeneizacao, centrifugacao e transferéncia do sobrenadante
para outro tubo. A mistura cloroférmio/alcool isoamilico foi adicionada ao tubo,
centrifugada e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Foi adicionado
acetato de sédio 3M a pH 5,3 e etanol absoluto gelado para precipitacdo do DNA,
sendo, entdo, novamente centrifugado a 12.000 rpm por 5 min; o sobrenadante foi
desprezado e o “pellet” lavado com etanol 70% gelado. O DNA foi solubilizado em
agua deionizada estéril, quantificado em equipamento NanoDrop®ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) e a andlise qualitativa,

realizada em gel de agarose 1,0%.

4.6.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificagdo do material genético foi realizada pela técnica de
Reacado em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), que consiste
na amplificagdo mediada pela enzima Tag DNA polimerase de uma sequéncia de
DNA, flanqueada por oligonucleotideos especificos, resultando na sintese de
milhdes de cépias de uma determinada sequéncia.
Para tal reacao, foram utilizados os seguintes componentes: 1U Tagq DNA
Polimerase (Life Technologies), 1X Tampéao da enzima, 2mM MgCl,, 0,2mM dNTP,
160nM de primers (IDT) Sense e Antisense (Tabela 2), cerca de 300ng/uL DNA

gendmico, e agua deionizada para completar o volume de 30uL.
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Tabela 2: Sequéncia dos primers utilizados na identificagdo dos polimorfismos. TA, temperatura de

anelamento.
Sequéncia dos Primers (5’ - 3’) Tamanho TA
MMP-2 F- CTTCCTAGGCTGGTCCTTACTGA 188pb 58°C
(-1306C>T) R- CTGAGACCTGAAGAGCTAAAGAGC
MMP-9 F- GCCTGGCACATAGTAGGCCC 435pb 60°C
(-1562C>T) R- CTTCCTAGCCAGCCGGCATC
ENOS F- AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA 248pb 58°C

(GIU298Asp ou 894G>T) R- CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA

ENOS F- CACCCAGGCCCACCCCAACT 415pb 58°C
(=786T>C) R- GCCGCAGGTCGACAGAGAGACT
ENOS F- *FAM CTTACTCTCCACTGCTTTTCAGAG | 390-444pb | 58°C

R- CGCAGGTCAGCAGAGAGACTAG

(Intron 4 VNTR)

As amplificagbes foram realizadas em termociclador Veriti (Applied
Biosystems) compreendendo uma etapa inicial a 96°C durante 2 minutos para a
desnaturacdo do DNA e consequente ativacdo da enzima polimerase, seguida por
35 ciclos de desnaturag&o, anelamento dos primers e extensdo do fragmento nas
seguintes condi¢des 96°C — 30 segundos, 58°C — 30 segundos e 72°C — 1 minuto e
finalmente uma etapa denominada de extenséo final a 72°C durante 5 minutos. O
aumento exponencial das sequéncias se da apds varios ciclos de alternancia de
temperatura. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio foi
utiizado para a verificagdo da amplificacdo, cujo produto foi visualizado sob luz

ultravioleta.

4.6.3 Determinacao genotipica

A determinacgao dos polimorfismos da eNOS (894G>T e —-786T>C), MMP-
2 (-1306C>T) e da MMP-9 (-1562C>T) foram realizadas a partir de PCR seguida de
andlise de restricdo e sequenciamento automatico. O polimorfismo do intron 4 da
eNOS (VNTR) foi determinado através do PCR marcado com fluoréforo FAM
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seguido de genotipagem em sequenciador automatico para determina¢gédo do numero
de repeticbes em cada alelo.

4.6.4 RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

A técnica de RFLP ou, como também é chamada, técnica de digestao
enzimatica, tem a finalidade de digerir fragmentos de DNA através de enzimas de
restricdo, permitindo verificar a auséncia ou presenga de determinado sitio de
clivagem em uma sequéncia de DNA conhecida. Com excecdo do VNTR do gene
eNQOS, cada produto da PCR foi digerido a 37°C durante 3 horas com a enzima de
restricdo apropriada (Tabela 3), previamente identificada para verificagdo dos sitios
polimdrficos. Para cada reacdo, foram utilizados 5 uL do produto de PCR especifico
para cada polimorfismo, ao qual foi adicionada uma Unidade de Enzima de restri¢&o,
volume de tamp&o necessario para atingir concentracdo de 1X do Tampéo de
(BSA)

recomendacdo do fabricante) e agua destilada para completar o volume final de 12

Enzima, albumina de soro bovino quando necessario (segundo a
uL. Apdés a incubacdo, os fragmentos gerados pela digestdo enzimatica foram
identificados por eletroforese em gel de agarose a 3,0% corado com brometo de
etidio e visualizado sob luz ultravioleta. Cada amostra foi identificada pela presenca

(+) ou auséncia (-) dos sitios de restricao.

Tabela 3. Tamanhos dos fragmentos obtidos por PCR e apds clivagem por enzima de restrigao, e

enzima utilizada para cada polimorfismo.

Gene Tamanho do Enzima de Fragmentos ap6s | Fragmentos apos
. . Fragmento (pb) Restricao clivagem do clivagem do
(polimorfismo) Homozigoto para o | Homozigoto para o
Alelo ancestral Alelo polimérfico
(pb) (pb)

MMP2 (-1306C>T) 193 Xsp | 186+7 162+24+7
MMP9 (-1572C>T) 436 Nla3 381+48+7 246+135+48+7

ENOS (894G>T) 248 Mbol 248 158+90
ENOS (-786T>C) 394 Msp | 394 352+42
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4.6.5 Sequenciamento automatico

As reagbes de sequenciamento foram realizadas no equipamento ABI
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) de acordo com o protocolo fornecido
pelo fabricante e otimizado no laboratério, utilizando o BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit.

A estratégia para o sequenciamento esta fundamentada na aplicagéo dos
mesmos primers utilizados para a amplificagcdo dos fragmentos do gene eNOS e
MMPs. Para essa reacao, foram utilizados cerca de 30ng do produto da PCR; 1l
de BigDye; 2,0uM de primer sense ou antisense; 1X tampao do BigDye e &gua
destilada para completar o volume de 10ul. A reagéo foi distribuida em placa propria
para sequenciamento e protegida da luz. As amostras foram submetidas a
desnaturacao inicial de 96°C por 2 minutos, seguido do ciclo:

e Desnaturacéao - 96°C - 20 segundos
e Anelamento - 57°C - 15 segundos 25 vezes

e Extenséo - 60°C - 4 minutos

Ao término da ciclagem, foram adicionados a reacdo 2ul de acetato de
amoénio 7,5M e 50ul de etanol absoluto para precipitacdo do fragmento marcado. A
seqguir, as amostras foram incubadas por 15 minutos, em temperatura ambiente
protegidos da luz, e centrifugadas a 4.000rpm por 30 minutos, € 0 sobrenadante
removido por inversdo. Entdo, 100pl de etanol 70% foram adicionados e,
posteriormente, o material foi centrifugado a 4.000rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi desprezado por inversdao e a placa aquecida a 65°C durante 5
minutos para completa evaporagao do etanol. Para a eletroforese, foi adicionado a
cada amostra, 10ul de formamida deionizada. As amostras foram homogeneizadas,
desnaturadas a 95°C por 3 minutos e submetidas a eletroforese capilar no
sequenciador automatizado.

Apébs a eletroforese, as sequéncias geradas com o auxilio do Software
Sequencing Analysis, v 5.4 foram alinhadas e comparadas com a sequéncia do gene
depositada no banco de dados publico (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/) € 0s

polimorfismos foram identificados. Nas figuras abaixo (1, 2, 3 e 4), é possivel
observar os padrdes de eletroferograma encontrados nas analises de cada


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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polimorfismo em estudo, ressaltando que o0s picos Unicos representam regido com
alelos homozigotos, e picos diferentes sobrepostos, a presenca de alelo em

heterozigose.

eNOS Glu298— Asp (894G—T)
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Figura 1: Eletroferograma de sequenciamento automatico da regido polimérfica do eNOS 894G>T.
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Figura 2: Eletréferograma de seqdenc'i;mentd automético da regiéo_polin‘w—é'r_fica do eNOS-786T>C.
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MMP2 - 1306(C—>T)
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igura 3: Eletroferograma de sequenciamento automatico da regiao polimérfica da MMP2 -1306C>T.
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Figura 4: Eletroferograma de sequenciamento automatico da regiéo polimoérfica da MMP9 -1562C>T.
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4.6.6 Analise de Fragmentos em sequenciador automatico

Essa técnica permite a visualizacdo e comparacao de diferentes tamanhos de
fragmentos de DNA analisados com a ajuda de um PCR marcado e leitura posterior
através de eletroforese em sequenciador automatico.

Apés a PCR do intron 4 do gene eNOS com a utilizagdo do primer sense
marcado (fluoréforo FAM), 1,0 uL do produto derivado da amplificacao foi adicionado
a uma mistura de formamida deionizada (Hi-Di®, Applied Biosystems, CA, EUA) e
marcador de peso molecular (GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard, Life
Technologies), totalizando um volume de 10ul. Essa reagao foi desnaturada a 95°C
durante 5 min e os fragmentos foram visualizados, apds eletroforese capilar no
equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer, com o auxilio do Software Gene Mapper,
v 4.1. Na figura abaixo, estdo expostos os cinco perfis de genétipo encontrados no
estudo (Fig.5). Os picos em laranja equivalem a fragmentos provenientes do
marcador molecular LIZ500 (fragmentos de 35 a 500 pb) e em azul o fragmento de
interesse com os tamanhos esperados para cada gendtipo. Nessa figura, podemos
observar gendtipos apresentando 4, 5 e 6 repeticées da sequéncia de 27 pares de
bases (GAAGTCTAGACCTGCTGCAGGGGTGAG) em homozigose e/ou
heterozigose.
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Figura 5: Eletroferograma de genotipagem em sequenciador automatico com os perfis dos genétipos
encontrados, no VNTR do intron 4 do gene da eNOS.

4.7 Analise estatistica

Os dados clinicos e laboratoriais foram tabulados em planilha utilizando
Microsoft Excel 2003-2013 (Microsoft, EUA) e posteriormente exportados e
analisados com os softwares GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA).

Andlise de correlagcdo genotipica e multivariada foram realizadas com
software R v3.1.2 (The R Foundation for Statistical Computing, EUA) utilizando-se os
pacotes de analise estatistica SNPassoc e epicalc.
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5. RESULTADOS

No periodo de marco de 2011 a julho de 2014, foram coletadas 383
amostras de sangue de gestantes que aceitaram patrticipar do estudo. Dentre essas,
40 amostras foram excluidas do estudo. Os motivos de exclusdo das amostras
foram: méas condicbes de preservacdo da amostra antes do processamento
laboratorial (7 amostras), ou falta de dados clinicos, laboratoriais ou pessoais da
gestante para a andlise final (33 amostras).

Todas as amostras incluidas foram numeradas sequencialmente sem
distincdo de grupo para permitir processamento laboratorial cego e foram
submetidas a extracdo de DNA e, posteriormente, a PCR e RFLP.

Para os polimorfismos MMP2 -1306C>T e MMP9 -1562C>T, a realizagao
de genotipagem por PCR seguido de digestdo por enzima de restricao (RFLP) foi
ineficiente, com grande parte das amostras apresentando digestao parcial.

A digestdo parcial ocorre quando a enzima n&o digere todos os
fragmentos de PCR, ocorrendo uma fragmentagcao parcial, mesmo quando existe o
sitio de restricdo em todos os alelos. Essa digestdo parcial é resultante da falta de
atividade, ou quantidade de enzima insuficiente para digestao dos sitios especificos.
Essa ineficiéncia da técnica exigiu a escolha do sequenciamento automatico para
genotipar todas as amostras na pesquisa desses polimorfismos.

Para os polimorfismos do gene eNOS 894G>T e -786T>C, a técnica de
RFLP foi satisfatéria e para validagao, utilizamos o sequenciador automatico para
confirmagao dos gendtipos de pelo menos 30% de todos PCRs.

Somente apdés a analise genotipica completa, os subgrupos foram
separados de acordo com a classificagcdo de casos e controles, identificados
anteriormente pelo obstetra responsavel. As amostras se dividiram em 266
gestantes controles e 77 gestantes com pré-eclampsia, mantendo a proporgcao
aproximada de 3 controles para cada gestante com pré-eclampsia conforme
proposto no planejamento estatistico, embora o estudo tenha sido interrompido
antes da inclusdo das 600 amostras planejadas inicialmente.Ap6s anadlise de
frequéncia genotipica em cada grupo, foi notada a presenga maior dos polimorfismos

em homozigose no gene da eNOS (894G>T e -786T>C) no grupo das gestantes
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com pré-eclampsia comparado aos controles, como se pode observar na tabela
abaixo ( Tabela 4)

Tabela 4 — Frequéncia dos gendtipos para os polimorfismos eNOS 894G>T, -786T>C, MMP2 -
1306C>T e MMP9 -1562C>T em cada grupo de gestantes. ND, ndo determinado

- Homozigoto : Homozigoto Nao
Gene Classificagdo | 25 polimérfico Heterozigoto polimérfico | determinado
(polimorfismo)

eNOS Gendtipo GG TG 1T ND
(894G>T) Pré-eclampsia 42 (55%) 25 (32%) 10 (13%) 0 (0%)
Controle 149 (56%) 101 (38%) 13 (3%) 3 (1%)

eNOS Gendtipo 1T CT CC ND
(-786T>C) Pré-eclampsia 36 (47 %) 29 (38%) 12 (16%) 0 (0%)
Controle 131 (49%) 118 (44%) 15 (6%) 2 (1%)

MMP2 Genétipo CC CT 1T ND
(-1306C>T) Pré-eclampsia 53 (69%) 23 (30%) 1(1%) 0 (0%)
Controle 196 (74%) 61 (23%) 4(2%) 5 (2%)

MMP9 Gendtipo CC CT TT ND
(-1562C>T) Pré-eclampsia 60 (78%) 11(14%) 1(1%) 5(6%)
Controle 217 (82%) 43 (16%) 3(1%) 3(1%)

A andlise estatistica demonstrou diferenca significativa na frequéncia dos

SNPs entre controles e pré-eclampsia somente para os polimorfismos do gene

eNOS, com P<0,05 (Figura 6), o que ndo ocorreu para os polimorfismos nos genes
das MMPs (Figura 7).
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Figura 7: Distribuicao genotipica dos polimorfismos MMP9 -1562C>T e MMPZ2 -1306C>T

Em relacdgo ao VNTR do intron 4 do gene eNOS, ap6és PCR e
genotipagem em sequenciador automatico, notou-se uma maior diversidade de
alelos na populacdo de gestantes controle, com aparecimento mais frequente dos
alelos mais raros com 4 e 6 repetigOes. (Tabela 5).
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Tabela 5 — Frequéncia dos gendtipos para o polimorfismo VNTR no intron 4 do gene da eNOS. Os
gendtipos expressam o numero de repeticdes encontradas em cada alelo.

Genotipo 4/4 5/5 4/5 4/6 5/6 ND

Pré-eclampsia | 0 (0%) | 52 (68%) |17 (22%)| 1(1%) | 0 (0%) | 7 (9%)
Controle 13 (5%) | 148 (56%) | 78 (29%) | 2 (1%) | 4 (2%) | 21 (8%)

A tabela 6 resume os resultados de frequéncias alélicas encontrados.
Também foi observado que todos os polimorfismos testados se encontravam em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 6 — Frequéncia dos alelos maiores e teste do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Teste do equilibrio de
Gene Frequéncia do alelo Hardy-Weinberg
(polimorfismo) maior (%)
(valor de P)
MMP2
86.1 0.65
(-1306C>T)
MMP9
90.7 0.51
(-1572C>T)
eNOS
74.7 0.77
(-894G>T)
eNOS
70.5 0.60
(-786T>C)
eNOS
80.5 0.59
(VNTR intron 4)

As tabelas 7 e 8 resumem o perfil da populagdo em estudo. Na comparagéao
de gestantes controles e com pré-eclampsia, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre a maioria dos dados obtidos. Houve, no entanto, uma maior
frequéncia de gestantes com pré-eclampsia que relataram antecedente pessoal da

doenca em gestacdo anterior. Como esperado, também se observou maior
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frequéncia de proteinaria no grupo com pré-eclampsia e diferengas no tipo de parto,

sendo a maior frequéncia de gestantes submetidas a parto cesérea nesse grupo.

Tabela 7- Dados maternos (sécio-demograficos e clinicos). NI, ndo informado; ND, néao

determinado

Andlise de Frequéncias de Dados Maternos ( Sécio-ambientais e Clinicos )

Controle | Pré-Eclampsia
N= 266 Escolaridade N=77
Fundamental
Incompleto 14,70% Fundamental Incompleto 24,70%
Fundamental Completo 16,90% Fundamental Completo  13,00%
Médio Incompleto 14,70% Médio Incompleto 9,10%
Médio Completo 48,90% Médio Completo 48,10%
Superior Incompleto 1,50% Superior Incompleto 2,60%
Superior Completo 1,90% Superior Completo 2,60%
Po6s Graduacéao 0,00% Po6s Graduacéao 0,00%
Analfabeto 0,40% Analfabeto 0,00%
N.D. 1,10% N.D. 0,00%
N= 266 Renda N=77
1 Salario Minimo 4,90% 1 Salario Minimo 19,50%
2 Salarios Minimos 28,20% 2 Salarios Minimos 33,80%
3 Salarios Minimos 41,40% 3 Salarios Minimos 22,10%
>3 Salarios Minimos 24,80% >3 Salarios Minimos 14,30%
Sem renda 0,40% Sem renda 0,00%
ND 0,40% ND 10,40%
N= 266 Ocupacao N=77
Estudante 14,3% Estudante 9,1%
Do lar 34,2% Do lar 32,5%
Empregada doméstica 3,8% Empregada doméstica 5,2%
Desempregada 6,4% Desempregada 1,3%
Outras Atividades 41,0% Outras Atividades 50,6%
ND 0,4% ND. 1,3%
N= 266 Cor/Raga: N=77
Branca 70,30% Branca 63,6%
Preta 17,29% Preta 19,5%
Parda 11,65% Parda 15,6%
Amarela 0,38% Amarela 1,3%
N.I 0,38% N. | 0,0%




N=266 Estado Civil N=77
Solteira 21,4% Solteira 20,8%
Separada 0,0% Separada 1,3%
Divorciada 0,0% Divorciada 0,0%
Vilva 0,0% Vilva 1,3%
Casada 42,9% Casada 33,8%
Morando Junto 35,0% Morando Junto 42,9%

N=141 Troca de Parceiro N=39
Sim 40,40% Sim 38,50%
Nao 59,60% Nao 61,50%

N=266 Tabagismo N=77
Sim 9,40% Sim 9,10%
Nao 89,80% Nao 90,90%
N.D. 0,80% ND 0,00%

N=143 Antecedente de PE ou Hipertenséao N=39
Sim 5,60% Sim 35,90%
Nao 93,70% Nao 64,10%

N=266 Proteinaria N=77
negativo 97,40% negativo 14,30%
Traco 0,40% Traco 2,60%
1+ 1,50% 1+ 14,30%
2+ 0,40% 2+ 31,20%
3+ 0,00% 3+ 35,10%
4+ 0,40% 4+ 2,60%

N=266 Via de Parto N=77
Normal 59,00% Normal 16,90%
Forcipe 4,10% Forcipe 1,30%
Cesérea 32,70% Cesérea 79,20%
N.D 4,10% ND 0,00%

N=266 Paridade N=77
12 Gestacao 44,40% 12 Gestacao 49,40%
2° Gestacao 27,10% 2° Gestacao 16,90%
3?2 Gestacao 12,00% 32 Gestacao 11,70%
42 Gestacao 6,80% 4° Gestacao 7,80%
5¢ Gestacao 4,50% 52 Gestacao 5,20%
6° Gestacao 2,30% 6° Gestacao 5,20%
N.D 3,00% ND 0,00%

55
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Tabela 8- Comparagédo dos dados maternos entre gestantes controles e com pré-eclampsia.

IC, intervalo de confianca; IMC, indice de massa corporal

Controles Pré-eclampsia
Média IC (95%) Média IC (95%) Valor P
Idade (anos) 245 | 23,7-252 26,4 24,8- 28,0 0,0547

Peso Pré 64,0 62,4-655 66,3 63,3-69,6 0,2556
Gestacional
(kg)
Altura (m) 1,602 | 1,60-1,62 1,61 1,59 -1,62 0.4529

IMC (kg/m?) 24,6 24,1- 25,1 25,3 24,0 - 26,6 0,1613

Observamos que, na populacao estudada, o capurro de bebés nascidos das
gestantes diagnosticadas com pré-eclampsia (35 semanas) foi menor do que nas
pertencentes ao grupo controle (38 semanas). (Tabela 9)

Tabela 9: Comparagdo de dados materno-fetais entre gestantes controles e com pré-

eclampsia. |G, idade gestacional; IC, intervalo de confianca; RN, recém-nascido

Controles Pré-eclampsia
Média IC (95%) Média IC (95%) Valor P
Capurro 38,5 38,2- 38,8 35,3 34,5- 36,1 P<0.0001
(semanas)
Peso RN (g) 3138 3071- 3205 2304 2082-2525 P<0.0001

Na andlise uni e multivariada, foram calculadas as razdes de chance
(odds ratio, OR) para as variaveis idade, altura, peso, tabagismo, antecedente
pessoal de pré-eclampsia em gestacdo anterior, troca de parceiro entre gestacao
prévia e atual, além dos polimorfismos genéticos estudados. A Tabela 10 resume os

valores de OR obtidos mostrando a razdo de chance para cada fator avaliado.
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Tabela 10 — Odds ratio e intervalos de confianca de 95% para fatores de risco para pré-
eclampsia na populagéo estudada em analise univariada (Valores em negrito foram estatisticamente
significativos).

Fator de risco OR Intervalo de confianca
95%

Idade (em anos) 1.04 1.01.-1.08

Altura (em metros) 0.98 0.94-1.02

Peso (em kg) 1.00 1.00-1.00

Tabagismo 0.96 0.33-2.40

Antecedente de pré-eclampsia 9.21 3.22-28.26

Troca de parceiro 0.92 0.41-2.01

MMP2 (-1306C>T) 0.85 0.09-7.68

MMP9 (-1572C>T) 1.22 0.13-11.91
eNOS (-894G>T)

Modelo recessivo TTxGT+GG 2.87 1.21-6.83
eNOS (-786T>C)

Modelo recessivo CC x TC+TT 3.06 1.37-6.87

Em nosso estudo, o principal fator de risco clinico para pré-eclampsia foi o
antecedente pessoal de pré-eclampsia em gestacao prévia, com um OR de 9.21 (IC
95%: 3.22-28.26), porém esse dado sé € possivel obter das gestantes néo-
primigestas. A idade foi detectada como um fator de risco menor, com OR 1.04 (IC
95% 1.01-1.08) para cada ano de idade.

Para os fatores de risco genéticos, detectou-se que apenas o0s
polimorfismos do gene eNOS se associaram significativamente ao risco de
desenvolver pré-eclampsia. Na analise multivariada, o Unico polimorfismo que
continuou sendo estatisticamente significativo para o risco de pré-eclampsia apés
correcao para idade, altura e peso, e que era independente dos demais
polimorfismos, foi 0 eNOS -786T>C, com um OR de 3.56 (IC 95%: 1.23-10.31).

A partir desse resultado, foi realizada a andlise por subgrupo de

gravidade, em que foram analisadas somente as gestantes com pré-eclampsia.
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De acordo com os dados clinicos e classificagbes de gravidade, as
gestantes foram divididas em 4 subgrupos: Gestante com pré-eclampsia sem
complicacao; Gestante com pré-eclampsia com necessidade de terapia de Sulfato
de Magnésio; Gestante com sindrome HELLP; e Gestante com eclampsia. Na Figura

8, esta representada a distribuicdo dos genoétipos em para os subgrupos.
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Figura 8: Grafico de distribuicdo do Polimorfismo eNOS — 786 T<C associado a gravidade.

Foi detectada associacdo do polimorfismo eNOS -786T>C com a
ocorréncia de HELLP ou eclampsia (P=2,25x10" teste x?), com um OR de 12,76
(intervalo de confianca de 95% 1,53- 23,99, P=0,029) em um modelo de andlise
dominante TT x CT+CC. Ou seja, a presenca de pelo menos um alelo polimérfico se
associou a uma chance 12,76 vezes maior de ocorrer HELLP ou eclampsia entre as

pacientes ja diagnosticadas com pré-eclampsia.
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo, foram avaliados fatores de risco clinicos e genéticos para a
pré-eclampsia em uma populacao brasileira em uma coorte prospectiva.

A coleta de amostras foi irregular durante o tempo do estudo (dependente
da presenca de financiamento e atuagéo dos pesquisadores principais envolvidos) e
nao reflete o total de casos de pré-eclampsia diagnosticados no CAISM, mesmo
assim, os numeros confirmam que a pré-eclampsia representa uma morbidade
materna relevante na populagcdo atendida pelo Hospital, tendo sido recrutadas 77
gestantes durante o periodo do estudo. Em relagcdo ao impacto dessa doenca na
evolucdo da gestacao, observou-se que a idade gestacional foi menor para mulheres
com diagnéstico de pré-eclampsia, um maior percentual de pacientes com pré-
eclampsia foram submetidas ao parto cesarea, e que 0s neonatos apresentaram-se
com maturidade menor e menor peso ao nascimento nas gestantes diagnosticadas
com a doenca. Isso reforga a importancia de se diagnosticar a pré-eclampsia, e o
potencial de complicagcbes maternas e fetais que a pré-eclampsia representa. E
importante destacar que, no hospital em que as pacientes foram atendidas, o parto
ceséarea nao é indicado conforme a preferéncia da paciente, sem que haja indicagcao
médica e, portanto, serve como um marcador indireto de complicagées no periodo
perinatal. Esses resultados corroboram que a pré-eclampsia precipita nascimentos
mais prematuramente e leva ao desenvolvimento de complicacbes, indicando
hospitalizacdo da mée antes da idade gestacional de termo usual.

O tamanho amostral calculado inicialmente foi maior do que obtido, pois,
apds 3 anos de recrutamento, optou-se por encerrar o estudo. Entretanto, mesmo
com um valor inferior ao calculado, os numeros de gestantes ainda obedecem a
proporcionalidade de 3 controles para um caso. Embora o numero reduzido de
sujeitos possa inteferir no poder estatistico para a identificagdo dos polimorfismos e
sua associagdo com pré-eclampsia, ainda assim esse estudo tem um dos maiores
numeros amostrais dentre os diversos trabalhos publicados no mundo sobre o tema.
(119).

Em relacdo aos fatores de risco clinicos para pré-eclampsia, nossa
analise mostrou que o principal fator de risco clinico foi a histéria pessoal de pré-
eclampsia em gestacao anterior, com um OR de 9,21 (95% de confianca intervalo:
3,22-28,26). Isso confirma dados prévios de literatura, mas também destaca a
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dificuldade de se identificar gestantes suscetiveis a pré-eclampsia logo na primeira
gravidez. Uma limitacdo de nosso estudo é a exclusao de gestantes portadoras de
outros fatores clinicos conhecidos por predispor a pré-eclampsia, tais como gestacéo
multipla, hipertensdo crénica, doengas autoimunes etc., de forma que nossa
populacédo ndo é adequada para comparar a importancia do antecedente pessoal de
pré-eclampsia com outras comorbidades que também predispdem a essa doenca.

Embora a idade tenha sido identificada com um fator de risco, a
magnitude dessa influéncia foi pequena em numeros absolutos por se tratar de uma
variavel continua, com OR de 1.04, porém correspondente a uma chance 4% maior
de pré-eclampsia por ano de vida. Isso possivelmente se deve a selegéo aleatéria de
mulheres um pouco mais velhas no grupo de pré-eclampsia, embora a diferenca de
idade entre 0s grupos ndo tenha sido estatisticamente significativa.

Entre os fatores de risco genéticos, verificou-se que apenas os SNPs que
afetam o gene da eNOS foram significativamente associados com o risco de
desenvolvimento de pré-eclampsia. Ao realizar a andlise multivariada, o polimorfismo
894G>T perdeu a significancia. Nossos dados concordam com encontrados em uma
recente meta-andlise, que mostra dados de varios trabalhos no mundo. Nessa
metanalise, apos nova andlise estatistica com os dados dos trabalhos considerados,
foi demonstrada uma associacdao do polimorfismo -786T>C com a pré-eclampsia,
particularmente em populagdes de origem europeia (119).

Nas tabelas 11 e 12 adaptadas dessa mesma metanalise, pode-se
observar, em verde, os dados de nosso estudo, e em negrito, os trabalhos oem que
foi encontrada associacdo do polimorfismo com a doenca. Em ambas tabelas, é
possivel verificar semelhanca entre as frequéncias dos polimorfismos do gene da
eNOS obtidas nesse estudo e por outros grupos, embora a distribuicao genotipica
tenha sido relativamente diferente de dois trabalhos realizados em uma outra

populacdo no Brasil (trabalhos de Sandrim e colaboradores).
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Tabela 11: Comparagéo entre estudos de associacao genética com pré-eclampsia para o
polimorfismo eNOS 894T>G

eNOS Glu-298— Asp (894G—T)

[ o ] Cas
Freq Freq
Alelo Alelo
N GG 16 L Maior N GG TG m Maior
Autor Ano Pais (G) (G)
Leonardo DP | 2015 Brasil 263 149 | 101 13 76% 77 42 25 10 71%
SerranoNC | 2004 Colémbia 522 403 113 6 8g% | 322 | 217 84 21 80%
Hillermann | 2005 | Adfrica do Sul | 4o 33 8 1 88% 58 4 16 1 84%
Fatini C 2006 ftalia 106 49 48 9 69% | 106 42 50 14 63%
SandrimVC | 2008 Brasil 10 62 40 8 75% | 113 62 46 5 75%
YoshimuraT | 2003 Japéo 119 77 38 4 81% 112 72 35 5 80%
Hakli T 2003 Finlandia 13 52 49 12 68% | 132 73 51 8 75%
YuCK 2006 Inglaterra 349 198 125 26 750 81 60 16 5 849,
KimYJ 2008 Coreia 225 188 35 2 01% | 232 | 192 31 9 89%
SandrimVC | 2010 Brasil 107 52 46 9 70% 08 55 35 8 74%
Aggarual PK | 2010 India "7 74 39 4 80% 120 83 32 5 83%

0

Zdoukopoulos K| 2011 Grécia 186 66 94 24 62% | 102 | 47 38 17 65%

Tabela 12: Comparagéao entre estudos de associacao genética com pré-eclampsia para o

polimorfismo eNOS -786T>C

eNOS -786(T—C)

[ cowme ] Caso

Freq Freq

no| T Te jcc| g0l n | T | Te | cc | A

Wutor Ano Pais M (T)
Leonardo DP 2015 Brasil 264 | 131 118 15 72% 77 36 29 12 66%
Drews K 2008 | Poldnia | 226 | 82 112 32 61% 150 42 73 35 52%
Drews K 2011 | Polénia | 400 | 153 | 201 46 63% 218 64 116 38 56%
SandrimVC 2008 Brasil 110 45 52 13 65% 113 54 49 10 69%
Aggarual PK 2010 India 118 74 40 4 80% 120 80 35 5 81%
Fatini C 2006 ltalia 106 45 46 15 64% 106 35 45 26 54%
KimYJ 2008 | Coreia 236 | 185 46 5 88% 218 176 39 3 90%
SandrimVC 2010 Brasil 107 43 52 12 64% 98 46 43 9 69%
|Zdoukopoulos K| 2011 Grécia 176 62 49 65 49% 102 37 51 14 61%
Ozturk E 2011 | Turguia 60 42 18 0 85% 108 57 28 23 66%

No presente estudo, n&o foi detectada associacédo da ocorréncia de preé-

eclampsia com SNPs nos genes que codificam MMP-2 e MMP-9. Isso confirma

observacbes anteriores (120-123), porém a diferenca na expressdo de MMP

observada em associacdo com esses SNPs pode ainda assim ser relevante (110-

124). E possivel que variagbes nas MMPs sejam importantes mais diretamente no

processo de invasdo das artérias espiraladas, que é realizado pelos trofoblastos.
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Uma vez que o trofoblasto contém DNA fetal, cuja origem é 50% de origem paterna,
o gendtipo do trofoblasto pode ser diferente do materno. Isso implica que a produgao
local de MMP possa ser regida pelo genétipo fetal, e ndo pela producdo materna de
MMPs. Dessa forma, seria interessante desenhar novos estudos que possam
abordar a investigacdo de uma possivel associagao de pré-eclampsia com SNPs de
origem paterna.

Embora a variagdo dos gendtipos para o VNTR no intron 4 ndo tenha se
associado com pré-eclampsia, encontramos uma grande variedade de alelos em
nossa populagdo, com o aparecimento do alelo raro com 6 repeticées, e uma
frequéncia mais elevada do alelo com 4 repetices entre os controles. Isso corrobora
que o Brasil tem uma populacdo com ampla mistura genética (125-126) e a presenca
dessa variedade de alelos pode ser explicada por uma composicdo populacional
historicamente multiétnica.

Na andlise multivariada, o unico SNP que permaneceu estatisticamente
significativo para chance de pré-eclampsia apds corregao para idade, altura e peso,
e que foi independente de outros polimorfismos, foi o eNOS -786T>C, com um OR
3.56 (IC 95%: 1,23-10,31). A auséncia de associacdo do SNP 894G>T com pré-
eclampsia nesse e em outros estudos pode derivar de diferencas de tamanho
amostral, antecedentes genéticos mais mistos, ou diferentes critérios de inclusao,
embora isso tenha sido confirmado na metanalise de Dai e colaboradores (119). Em
relagcdo aos critérios de inclusdo, em nosso estudo, incluimos todas as pacientes
com pré-eclampsia, independentemente da gravidade, enquanto alguns estudos
utilizaram apenas o espectro mais grave da doenga, com pressao arterial acima de
160/100mmHg.

Outro estudo na populagao brasileira encontrou uma associacao de um
haplé6tipo contendo 894G>T com pré-eclampsia que ocorreu apés 34 semanas de
gestacdo, mas ambas as analises de haplétipos em relacdo ao tempo de
aparecimento e ocorréncia de pré-eclampsia incluiram também a co-heranca do
alelo -786C (127), o que confirma nosso principal achado.

Foi previamente demonstrado que o polimorfismo eNOS -786T>C reduz a
expressdo de RNAm de eNOS na placenta (128). Portanto, esse SNP pode resultar
em deficiéncia da enzima eNOS com reduzida biodisponibilidade do NO no tecido
placentario, aumentando a vasoconstricdo local e favorecendo a ocorréncia de

isquemia e hipdxia tecidual. Associado ao quadro da pré-eclampsia ja instalado, isso
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poderia levar a um ciclo que se retroalimenta, em que uma menor biodisponiblidade
de NO ocasionada pela lesdo endotelial, juntamente com sintese reduzida devido ao
polimorfismo, poderiam resultar num quadro mais grave da doenca. Um estudo
apoia a hipétese de pré-eclampsia mais grave em associacdo com esse SNP (129),
e nossos dados corroboram um aspecto adicional, ja que o polimorfismo eNOS -
786T>C foi particularmente associado com a ocorréncia de sindrome HELLP e
eclampsia, complicacdes importantes da pré-eclampsia.

De acordo com recomendacbes mais recentes de especialistas em
analise de causalidade de variantes genéticas, tomando em conjunto nossos dados
de analise genética e evidéncias anteriores na literatura cientifica (130), podemos
sugerir que esse SNP nao estaria apenas associado, mas implicado na patogénese
e gravidade da pré-eclampsia.

Uma limitag&o desse estudo foi ndo ter realizado a medigdo de NO ou dos
seus metabolitos em amostras de sangue para correlacionar com os gendétipos e
confirmar a hip6tese de que ha associagao de baixa biodisponibilidade de NO com
0s genotipos determinados.

A deficiéncia de NO também pode exacerbar a ativacdo das plaquetas.
Isso favoreceria a formagdo de microtrombos na circulacdo, gerando a base
fisiopatolégica para a ocorréncia de anemia hemolitica microangiopédtica e
trombocitopenia, componentes tipicos da sindrome HELLP. A hemdlise intravascular
cursa com liberagdo da hemoglobina livre, que consome rapidamente NO disponivel,
tornando seus niveis ainda mais baixos, piorando a vasoconstricdo e hipdxia
tecidual. Assim, a associagdo do polimorfismo eNOS -786T>C com pré-eclampsia
favorece fisiopatologicamente a ocorréncia de sindrome HELLP e aponta para um
importante papel do NO na fisiopatologia da doenga.

Dessa forma, estratégias terapéuticas farmacoldgicas que melhorem a
biodisponibilidade do NO podem ser Uuteis no futuro e merecem ser investigadas
como possiveis novos tratamentos de formas graves de pré-eclampsia, como
prevencao de complicagbes de pré-eclampsia instalada, ou ainda, potencialmente,
para evitar pré-eclampsia em pacientes de maior risco para a doenca. O
conhecimento de gendtipos de maior risco para pré-eclampsia pode representar um
importante avanco em direcdo a prevencdo e diagndstico mais precoce dessa
doenca, e estudos futuros devem levar em consideracdao a variabilidade genética

dessas pacientes.
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7. CONCLUSOES

e Nesse estudo, ndo foi encontrada associacdo dos polimorfismos

investigados nos genes MMP-2 e MMP-9 com a ocorréncia de pré-eclampsia;

e Dentre os polimorfismos estudados do gene eNOS, somente o
polimorfismo eNOS -786T>C foi associado com a doenga , demonstrando ser o
fator genético mais importante para a ocorréncia da pré-eclampsia,
independentemente dos demais dados clinicos e SNPs analisados;

e Esse estudo também sugere a associacao desse polimorfismo com a
gravidade da doenca, por sua associacdo com a ocorréncia de sindrome de HELLP
ou de eclampsia entre as pacientes diagnosticadas com pré-eclampsia;

e Essas associagdes sugerem um papel importante da producao de

oxido nitrico na fisiopatologia da pré-eclampsia e suas complicagdes.
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9 APENDICES

9.1. Check List
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SIM

Gestante (gestacao unica)

Idade gestacional 2 20 semanas

Nega co-morbidades (hipertensao crbnica ou gestacional,
diabetes, doengas do colageno, infecgdes cronicas,
tireoidopatias)

Grau de compreensao adequado frente aos
questionamentos do pesquisador

O O 0O O

Se todas as questdes forem respondidas como “SIM”, o sujeito sera incluido no estudo.



9 2. Ficha para coleta de dados

[ ] CONTROLE
[ 1 PRE-ECLAMPSIA

Nome:
Idade [ ][ ] anos
Paridade: G[ ] PV[ ] C[ ] A[ ]
Idade Gestacional [ ][ ] semanas
Peso pré-gestacional [ ][ ][ ],[ ]
Altura[ ],[ ][ I m.
Raca [ ] branca

[ ] preta

[ ] amarela

[ ] indigena

[ ] outra

Tabagismo [ | Sim

[ ]N&o

Estado Marital [ ] solteira
[ ] separada

[ ] divorciada

78

FichaN° [ ][] 1]

HC [ JLICTLI0I0]-1]

Ocupacao| |

e[ ]dias

Kg.

Escolaridade anos

Renda familiar R$[ [ 1[ 11 1[ 1[ ]

[ ]vidva [ ]outro
[ ] casada

[ ] morando junto
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Se gestacao prévia, houve troca de parceiro [ | Sim [ ] Nao

Antecedente de Pré-eclampsia ou hipertensao gestacional

[ 1Sim [ ] Nao [ ] Nao se aplica

Exames

Fita urinaria [ ] negativa[ ]tragos de proteina [ J1+ [ 12+[ ] 3+

Proteinuria de 24horas [ ].[ ][ ] 9/24h

Dados do parto

Idade Gestacional de admissao parao parto [ ][ ] semanas e[ ] dias

Via de Parto [ ] Parto Normal [ ] Parto Fércipe [ ]Parto Cesarea

PesoRN [ ][ ][ ][ ]gramas

Capurro[ ][ ] semanas e[ ] dias

Apgar [ ] 1°minuto e[ ]5° minuto
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9.3 — Consentimento Livre e Esclarecido

Associacao dos polimorfismos dos genes da oOxido nitrico sintase e

metaloproteinases da matriz extracelular com a pré-eclampsia.

Pesquisador: Maria Laura Botelho Costa

[\ (0] 1 1 L= 3OO RPRTTR
Idade:[ ] [ Janos RG:.....ooooeeveiiiniiiieees CHRININInInInEn
ENdereCo.RUA:. ... o I
= [ (o T Cidade ..o,

Telefone .. (070] 0] 2= 1 (o 1T NURE R

Gostaria de convida-la a participar de um estudo no CAISM - UNICAMP, para
conseguir melhores informagdes a respeito de fatores de risco genéticos e a pré-eclampsia,
ou seja, 0 aumento da pressao arterial durante a gestacao.

Caso concorde em participar deste estudo, vocé ir4 responder um pequeno
questionario, tera 8mL de sangue colhido de um dos bragos e os dados de seu seguimento
e parto serdo coletados a partir do seu prontuario médico (pasta de atendimento), com
garantia de manutencao do sigilo dos seus dados pessoais. O sangue deve ser utilizado
para a realizagdo de exames de detec¢do daquilo que se chama polimorfismos (=790 T/G e
—1306 C/T do gene da MMP-2, —1562 C/T do gene da MMP-9, Glu298Asp e —786 T/C do
gene da eNOS). Esse sangue podera ser guardado por um periodo de até 5 anos. Se
decidirem fazer algum outro exame no seu sangue, vocé sera contatada novamente para
poder dar sua autorizagao.

Vocé podera decidir sair do estudo a qualquer momento e isto ndo vai prejudicar o
seu acompanhamento no CAISM. Além disso, sempre que tiver alguma duvida sobre o
estudo, podera procurar um dos pesquisadores no Tel:3521-9232, em horario comercial. Em
caso de reclamagbes sobre qualquer procedimento da pesquisa, podera procurar a
secretaria do Comité de Etica da FCM - UNICAMP, Tel: (19) 3521-8936.

Assinatura do sujeito Assinatura do pesquisador

Campinas,.......... /AT [ ...



10. Anexo

10.1 Aprovacao do comité de ética

- -

"’ FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
§\ ,4 GOMITE DE ETICA EM PESQUISA
' »

(.0\’ ® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.htm]
UNICAMP

CEP, 20/07/10
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 502/2010 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0385.0.146.000-10

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ASSOCIACAO DOS POLIMORFISMOS DOS GENES DA OXIDO
NITRICO SINTASE E METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR COM
A PRE-ECLAMPSIA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Maria Laura Botelho Costa

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/06/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 20/07/11 (O formulério encontra-se no site acima).

IT - OBJETIVOS

Determinar a presenga do polimorfismo nos genes das MMPs e da eNOS
comparativamente entre gestantes normotensas e gestantes com pré-eclampsia.

III - SUMARIO

Estudo caso-controle, com tamanho amostral de 600 mulheres, sendo 150 casos de pré-
eclimpsia e 450 controles. Anélise dos Dados: Inicialmente os casos e controles serdo
comparados quanto as caracteristicas gerais pelas varidveis de controle utilizando o teste de qui-
quadrado para as varidveis qualitativas e o t de Student para as quantitativas. A ocorréncia de
polimorfismos dos genes estudados serd estudada nos dois grupos, inicialmente por analise
bivariada e depois por anélise multivariada por regresséo logistica ndo condicional, estimando-se
os respectivos OR e IC95% para investigar a associagio com pré-eclampsia.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apos respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V -PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restri¢des o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cep@fcm.unicamp.br



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Y
o

()
LUNIGCAMP

% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
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Abstract

Background

Preeclampsia is one of the leading causes of maternal and neonatal morbidity and mortality
inthe world, butits appearance is still unpredictable and its pathophysiology has not been
entirely elucidated. Genetic studies have associated single nucleotide polymorphisms in
genes encoding nitric oxide synthase and matrix metalloproteases with preeclampsia, but
the results are largely inconclusive across different populations.

Objectives

To investigate the association of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in NOS3
(GB94T, T-786C, and a variable number of tandem repetitions VNTR in intron 4), MMP2
(C-1306T), and MMP9 (C-1562T) genes with preeclampsia in patients from Southeastern
Brazil.

Methods

This prospective case-control study enrolled 77 women with preeclampsia and 266 control
pregnant women. Clinical data were collected to assess risk factors and the presence of
severe complications, such as eclampsia and HELLP (hemolysis, elevated liver enzymes,
and low platelets) syndrome.

Results

We found a significant association between the single nucleotide polymorphism NOS3
T-786C and preeclampsia, independently from age, height, weight, or the other SNPs
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Conclusions

Our data support that the NOS3 T-786C SNP is associated with preeclampsia and the
severity of its complications.

Introduction

Preeclampsia is a multisystem pregnancy-specific disease, with varying clinical features, that
affects 2-89% of pregnancies worldwide and is a major cause of maternal morbidity and mortal-
ity[1,2], especially in low and middle income countries[3,4], accounting for short and long-
term health consequences for mothers and offspring[2,5]. There is a global concern on its ris-
ing incidence, mostly due to increasing rates of underlying and predisposing disorders such as
chronic hypertension, diabetes and obesity[1,6].

The definition of preeclampsia was recently revised[7] to take into consideration new onset
hypertension developing after 20 weeks gestation as well as the coexistence of one or more of
the following: proteinuria, other maternal organ dysfunction (renal insufficiency, liver involve-
ment; neurological complications or hematological complications) and/or uteroplacental dys-
function reflected by fetal growth restriction. Severe preeclampsia is considered in the presence
of extremely high blood pressure (systolic blood pressure over 160mmHg and diastolic over
110mmHg), symptoms of impeding eclampsia, or diagnosis of HELLP (hemolysis, elevated
liver enzymes, and low platelets) syndrome. According to time of onset of preeclampsia, early-
onset is characterized when the disease presents before 34 weeks of gestation.

Despite extensive research on this topic, the exact causes of this malady remain largely
unknown, with strong hypotheses implicating a disturbance of the placental function early in
pregnancy that is associated with impaired spiral arteries remodeling and exacerbated inflam-
matory response[8]. The role of genetics is still not well defined; however, there is clear evi-
dence of the risk factor played by family history, supported by twin studies, segregation and
linkage analyses, as well as genome-wide association studies[9-12].

Several studies have identified single nucleotide polymorphisms (SNPs) that may be associ-
ated with preeclampsia. The NOS3 gene is located on the long arm of chromosome 7
(7g35-q36 region) and encodes the enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS)[13],
responsible for the production of nitric oxide (NO). NO is involved in the regulation of blood
pressure, blood flow distribution to the organs, inhibition of platelet adhesion and aggregation,
and inhibition of some leukocyte functions[14]. Some SNPs including T-786C, G894T
(Glu298Asp), and a variable number of tandem repeats (VNTR) in intron 4 have been identi-
fied[15-17] and can influence NO production.

The G894T polymorphism has been associated with a reduction in endothelium-dependent
vasodilation in pregnancy and with the risk for ischemic heart disease[ 18,19]. However, in pre-
eclampsia, the results have been conflicting: some studies show association of this polymor-
phism with the disease, while others disagree[20-25].

The T-786C SNP causes significant reduction of eNOS activity, may be associated with a
predisposition to hypertension in general, and is also associated with reduced eNOS mRNA in

PLOS ONE | DOI:10.137 1/joumal.pone.0136693 August 28, 2015 2/1



@ PLOS | ONE

85

SNPs Associated with Preeclampsia

the placenta[17,26]. One study has suggested the need for replication of their finding of this
polymorphism as a risk factor for preeclampsia[24].

Similarly to eNOS, extracellular matrix metalloproteases (MMPs) are another group of
enzymes that can modulate blood flow in the vessels. MMPs induce cleavage of calcitonin
gene-related peptide, and of "big endothelin” (ET-1), producing its most active form, ET-1 [1-
32], favoring vasoconstriction[27,28]. Increased activity of MMPs seems to play a role in pre-
eclampsia, as plasma levels of MMP-2 have been found to be elevated in patients with pre-
eclampsia[29], so SNPs in genes encoding MMPs have been studied as biomarkers of
susceptibility to preeclampsia.

SNPs in the MMP2 gene have been less studied than NOS3, and despite their association
with increased levels of MMP-2, SNPs C-1306T and C-735T have not been identified as bio-
markers of susceptibility in one population and warrant further studies[30].

SNP C-1562T in the gene encoding MMP-9 has been implicated in an increase in gene
expression in individuals carrying the polymorphic allele T[31]. This SNP has been associated
with hypertension in the general population[32-34] and with gestational hypertension, but
susceptibility to preeclampsia has been controversial across different populations[30,35-38].

‘We aimed at shedding light on the controversial role of these polymorphisms by performing
a case-control study of preeclamptic and normotensive pregnant women. We compared the
distribution of genotypes for NOS3 G894T, T-786C, and VNTR in intron 4, as well as MMP2
C-1306T and MMP9 C-1562T, and tested their association with preeclampsia and its major
complications.

Materials and Methods
Ethics statement

This study was approved by the local Ethics Board of the Hospital da Mulher Prof. Dr. José
Aristodemo Pinotti, Centro de Atengao Integral & Sauide da Mulher-CAISM, a public regional
reference hospital for Obstetrics and Gynecology in Campinas, Brazil (approval number 502/
2010). Written informed consent was obtained from all subjects.

Patient enrollment

Inclusion criteria for cases were pregnancy between 20 and 40 weeks or post-partum, and pre-
eclampsia as defined by new onset of hypertension with systolic blood pressure (BP) above
140mmHg or diastolic BP above 90mmHg, in association with either proteinuria above 300mg
in 24h or a positive urine dipstick test equal to or above 2+ in the absence of urinary infection
[39]. Inclusion criteria for controls were pregnancy between 20 and 40 weeks or post-partum
and absence of any of the diagnostic criteria for preeclampsia until discharge after delivery,
including a negative urine dipstick test or normal 24-hour proteinuria. Exclusion criteria for
both groups were multiple gestation, fetal malformations, arterial hypertension, gestational
hypertension, diabetes mellitus, autoimmune diseases, thyroid disease, and chronic infectious
diseases.

Genotype determination

Peripheral venous blood samples were collected in tubes containing EDTA and stored at 4
degrees Celsius until the time of processing. All samples were numbered upon enrollment and
laboratory personnel were blinded to the diagnostic group allocation until the genotyping
phase was finished. Genomic DNA was obtained using phenol-chloroform modified technique
[40]. NOS3 G894T and T-786C, MMP2 C-1306T, and MMP9 C-1562T genotyping were
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Table 1. Sequences of primers, annealing temperatures, and enzymes used in PCR-RFLPs and sizes of the fragments obtained.

SNP Primer sequences Fragment Annealing Restriction Fragments in wild- Fragments in
size (bp) temperature enzyme type homozygotes polymorphic
(bp) homozygotes (bp)

MMP2  F-5-CTTCCTAGGCTGGTCCTTACTGA-3" 193 58°C Xsp ! 186+7 162+24+7

T1306C  B5-CTGAGACCTGAAGAGCTAAAGAGC-
3

MMP9  F-5-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3’ 436 60°C Nia3 381+48+7 246+135+48+7
C-1562T R 5'CTTCCTAGCCAGCCGGCATCS’

NOS3 F-5-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3" 248 58°C Mbol 248 158+90
G8YMT  R.CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3"

NOS3  F-5-CACCCAGGCCCACCCCAACT-3" 394 58°C Msp | 394 352+42
T-785C  R.5"GCCGCAGGTCGACAGAGAGACT-3'

NOS3  F-5-CTTACTCTCCACTGCTTTTCAGAG-3° 394-448 58°C NA NA NA

VNTR  (Martines et al.)
R-5-CGCAGGTCAGCAGAGAGACTAG-3"

SNP, single nucleotide polymorphism; F, forward; R, reverse; bp, base pairs; VNTR, variable number of tandem repeats, NA, not applicable

doi:10.1371/journal pone.0136693 1001

performed by PCR-RFLP analysis on a Veriti equipment (Applied Biosystems, CA., USA) fol-
lowed by 3% agarose gel electrophoresis stained with ethidium bromide visualized under UV
light. Table 1 summarizes primers, annealing temperatures, enzymes used, and fragments
obtained. Genotypes for the VNTR of intron 4 of NOS3 were determined by FAM-labeled
PCR, subsequently diluted at a ratio of 1 to 10 with distilled water, added to a mixture contain-
ing formamide (Hi-Di, Applied Biosystems, CA, USA) and standard marker (LIZ 500, Life
Technologies), to a final volume of 10uL. The amplified fragments were denaturated at 95°C
and separated via capillary electrophoresis performed in an automatic DNA Analyzer (ABI
3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, CA, USA). Automatic sequencing was performed
for validation of PCR-RFLP using random samples including all genotypes in all three genes
using the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v3.1 (Applied Biosystems,
CA, USA) according to the manufacturer's instructions for subsequent electrophoresis in auto-
matic sequencer (ABI 3500 Genetic Analyzer). Sequences obtained were analyzed and com-
pared with public databases (http:

Statistical analysis

Clinical and laboratorial data were tabulated in a spreadsheet using Microsoft Excel 2003-2013
(Microsoft, USA) and subsequently exported and analyzed with GraphPad Prism 5.0 software
(GraphPad Software, USA). Genotypic and association studies were performed using R soft-
ware v3.1.2 (The R Foundation for Statistical Computing, USA) with the statistical analysis
packages SNPassoc and epicalc.

Results

A total of 383 pregnant women were enrolled in this study from March 2011 to July 2014.
Forty samples were excluded due to inadequate storage of blood tubes compromising DNA
quality or failure to collect minimum clinical data confirming case or control group allocation.
There was a total of 77 cases of preeclampsia and 266 control pregnant women. Both groups
did not differ significantly in height, pre-gestational weight, body mass index, the percentage of
primigravidas, or of women reporting a smoking habit. Preeclamptic women presented at
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Table 2. Clinical characteristics of the study population.

Controls (n = 266) Cases (n = 77) P

Age,y 24,5 (24,8-28,0) 26,4 (25,3-28,0) 0.0547
Pre-gestational weight, kg 64,0 (62,4-65,5) 66,3 (63,0-69,6) 0.2556
Height, m 1,60 (1,60-1,62) 1,61 (1,59-1,62) 0.4529
Body mass index, kg/m® 24,6 (24,1-25,1) 25,3 (24,0-26,6) 0.1613
Gestational age at admi: 38,7 (38,4-39,0) 35,2 (34,4-36,0) <0.0001
Neonate weight, g 3138 (3071-3205) 2304 (2082-2525) <0.0001
Neonate Capurro score, weeks 38,5 (38,2-38,8) 35,3 (34,5-36,1) <0.0001
Smoking (%) 25/258 (9.4) 7174 (9.1) 0.4924
Primigravida (%) 117/266 (44.4) 38/77 (49.4) 0.1764
Previous preeclampsia (%) 15/265 (5.6) 28/77 (35.6) <0.0001
Type of delivery

Vaginal 157 13

Forceps 11 1 <0.0001

Cesarean section 87 61

doi:10.1371/journal pone.0136693.£002

earlier gestational age for delivery, were more likely to undergo cesarean section, and their off-
spring was significantly less mature according to Capurro scores, with significantly lower birth
weight (Table 2).

Tables 3 and 4 present the data on genotypes according to SNPs and to group allocation,
major allele frequencies and Hardy-Weinberg equilibria. We detected a higher frequency of the
presence of SNPs in the NOS3 gene in the group of pregnant women with preecdampsia, but
not in the MMP2 and MMP9 genes. In regard to the VNTR in intron 4 of the eNOS encoding
gene, we noticed a greater diversity of alleles in the control population of pregnant women,
with a more frequent appearance of the rare alleles bearing 4 and 6 repetitions (Table 5). Since
in all polymorphisms the alleles were in Hardy-Weinberg equilibrium, we assumed that our
population had no significant inbreeding or specific migration issues that could affect our esti-
mation of genetic frequencies.

Table 6 shows the results of univariate analysis for risk factors for preeclampsia. The most
significant clinical risk factor was previous preeclampsia, while amongst genetic risk factors,
only SNPs in the NOS3 gene were associated with preeclampsia. Subsequent multivariate anal-
ysis showed that only NOS3 T-786C was associated with preeclampsia independently from age,
height, or weight.

Among preeclamptic women, we also obtained clinical data whether they had to be admit-
ted to receive magnesium sulfate to treat severe preeclampsia, if they developed HELLP syn-
drome, or eclampsia. Patients were then assigned a severity score according to the

Table 3. Major allele frequencies and Hardy-Weinberg tests for the study population.

SNP MAF HWEP
NOS3 G894T 0.861 0.65
NOS3 T-786C 0.907 0.51
MMP2 C-1306T 0.747 0.77
MMP9 C-1562T 0.705 0.60
NOS3 VNTR in intron 4 0.805 0.59

SNP, single nucleotide polymorphism; MAF, major allele frequency; HWE, Hardy-Weinberg equilibrium

doi:10.1371/journal.pone. 0136693 1003
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Table 4. Genotype frequencies of SNPs for the study population.

Wild-type homozygote Heterozygote Polymorphic homozygote Not determined

NOS53894 genotype GG TG TF: ND
Cases 42 (55%) 25 (32%) 10 (13%) 0 (0%)
Controls 149 (56%) 101 (38%) 13 (3%) 3(19%)

NOS3-786 genotype S E CT cc ND
Cases 36 (47%) 29 (38%) 12 (16%) 0 (0%)
Controls 131 (49%) 118 (44%) 15 (6%) 2 (1%)

MMP2-1306 genotype cc CT 2L ND
Cases 53 (69%) 23 (30%) 1(1%) 0 (0%)
Controls 196 (74%) 61(23%) 4 (2%) 5 (2%)

MMP 9-1562 genotype cc CcT TT ND
Cases 60 (78%) 11 (14%) 1(1%) 5 (6%)
Controls 217 (82%) 43 (16%) 3 (1%) 3 (1%)

ND, not determined

doi:10.1371/journal pone.0136693.1004

complications reported: baseline score for preeclampsia was zero, adding 1 point if admission
to administer magnesium sulfate was indicated, 10 points if HELLP syndrome was diagnosed,
and 100 points if eclampsia ensued, resulting in a score ranging from 0 to a maximum 111
points. We analyzed whether the NOS3 T-786C polymorphism was associated with more
severe preeclampsia among the cases. Simple severity score analysis showed that wild-type
homozygotes TT for this SNP had a mean score of 1.39, while women with either a CT or CC
genotype had a mean score of 14.15. A score above 10 meant that the latter genotype was possi-
bly associated with at least HELLP syndrome. Complementary chi-square analysis of the sub-
group of preeclamptic women showed that, in a recessive model, NOS3 T-786C was
significantly associated with the occurrence of either HELLP syndrome or eclampsia

(P<0.0001). (Fig 1)

Discussion

In this study, we have explored some clinical and genetic risk factors for preeclampsia in a Bra-
zilian population. We have confirmed that preeclampsia represents a relevant maternal and
neonatal comorbidity, with a lower median gestational age upon admission for delivery in
women diagnosed with preeclampsia, as well as less mature neonates, lower birth weight and
higher percentage of women undergoing cesarean section, which in our hospital is only per-
formed upon medical indication. These results support that this comorbidity precipitates births
more prematurely and leads to the development of complications indicating hospitalization of
the mother before the usual term.

Our analysis showed that the main clinical risk factor for preeclampsia was personal history
of preeclampsia in a previous pregnancy, with an OR of 9.21 (95% confidence interval: 3.22-

Table5. Genotype frequencies of NOS3 VNTR in intron 4 for the study population.

NOS3 VNTR intron 4 genotype 4/4 5/5 4/5 4/6 5/6 ND
Cases 0 (0%) 52 (68%) 17 (22%) 1(1%) 0 (0%) 7 (9%)
Controls 13 (5%) 148 (56%) 78 (29%) 2 (1%) 4 (2%) 21 (8%)

VNTR, variable number of tandem repetitions; ND, not determined

doi:10.1371/journal pone.0136633 005

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumal.pone.0136693 August 28, 2015 6/11



@ PLOS | ONE

SNPs Associated with Preeclampsia

Table 6. Odds ratios for risk factors for preeclampsia.

Risk factor Odds ratio 95% CI

Age (years) 1.04 1.01.-1.08
Height (cm) 0.98 0.94-1.02
Weight (kg) 1.00 1.00-1.00
Smoking 0.96 0.33-2.40
Previous preeclampsia 9.21 3.22-28.26
MMP2 C-1306T 0.85 0.09-7.68
MMP9 C-1562T 1.22 0.13-11.91
NOS3 G894T (recessive model, TT vs. GT+GG) 2.87 1.21-6.83
NOS3 T-786C (recessive model, CC vs. TC+TT) 3.06 1.37-6.87

Cl, confidence interval; values in bold were statistically significant.

doi:10.1371/journal.pone. 0136693 t006

28.26), but this obviously only applies to the subset of patients in our study that were not primi-
gravidas. Another limitation of this analysis is that we have excluded other clinical factors that
are known to predispose patients to preeclampsia, such as multiple gestation, chronic hyper-
tension, autoimmune diseases, etc. Age was detected as a risk factor, however minor, with an
OR of only 1.04, possibly due to a bias introduced by enrolling slightly older women in the pre-
eclampsia group, despite not reaching statistical significance.

Among the genetic risk factors, it was found that only the SNPs affecting eNOS were signifi-
cantly associated with preeclampsia. These data agree with those from a recent meta-analysis
reporting on European populations in which this association was found[41]. We did not detect
an association with SNPs in genes encoding MMP-2 and MMP-9. While this confirms previous
observations[30,36,38,42], the change in MMP expression already observed by other studies in
association with these SNPs may still be relevant[29,37]. MMPs may be more important in the
process of invasion of the spiral arteries, which is performed by trophoblasts. Since tropho-
blasts carry fetal DNA, such SNPs may be more important if present in the fetal DNA rather
than in maternal DNA, and new studies should be designed to address this possibility. Even
though no particular genotype for the VNTR in intron 4 was associated with preeclampsia in
our population, we found a great variety of alleles in our population, with the appearance of
the rare allele 6, and a higher frequency of the allele with 4 repetitions amongst controls. It has
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Fig 1. Number of preeclamptic patients according to severity score and genotype disiributions for
NOS3T-786C.

doiz10.1371/journal.pone.0136693.9001
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been recognized that Brazil has a population with wide genetic admixture[43,44] and the pres-
ence of these alleles could be explained by this multiethnic background.

In multivariate analysis, the only SNP that remained statistically significant for the risk of
preeclampsia after correction for age, height and weight, and that was independent from other
polymorphisms, was NOS3 T-786C, with an OR 3.56 (95% CI: 1:23 to 10:31). The failure to
identify the association of the G894T SNP with preeclampsia reported in other studies may
derive from differences in sample size, more mixed genetic background, or different inclusion
criteria. We have chosen to include all preeclamptic patients regardless of severity, while some
studies have used only the most severe spectrum of the disease with blood pressure over 160/
100mmHg. A study in a Brazilian population found an association of G894 T with preeclampsia
occurring after 34 weeks of gestation, but haplotype analyses on time of onset and occurrence
of preeclampsia both included the -786C allele[45]. The same group found no association
between individual SNPs in the NOS3 gene with the occurrence of preeclampsia[46], and no
differences in nitrite levels across different NOS3 genotypes in preeclamptic women[47]. These
discrepancies within the same region of Brazil may nonetheless reflect some ethnic differences
between the populations studied and, differently from reported by one of the other studies[47],
we have included patients with HELLP syndrome, and our preeclamptic group did not differ
significantly in BMI from the control population, which may have previously influenced the
power to detect the association between preeclampsia and this SNP. It has been demonstrated
that NOS3 T-786C polymorphism reduces eNOS mRNA expression in the placenta[48]. There-
fore, this SNP may result in enzyme deficiency with reduced bioavailability of NO in the pla-
cental tissue, possibly affecting the placentation, trophoblastic invasion of the spiral arteries,
and causing ischemia by local vasoconstriction. Thus, placental circulation could be primarily
predisposed to an imbalance in favor of a constant reduction of placental blood flow, which
can explain the development of placental insufficiency, an important pathophysiological mech-
anism in the development of preeclampsia. Limitations of this study include not having per-
formed measurement of NO or its metabolites in blood samples to correlate with genotypes
and strengthen this hypothesis.

Our data also agree with NOS3 polymorphism being associated with more severe forms of
preeclampsia[49], and in the present study, this SNP was particularly associated with the most
severe complications (HELLP syndrome and eclampsia). Taken together, our genetic analysis
and previous evidence in the scientific literature support that this SNP may not only be associ-
ated, but actually be implicated[50] in the pathogenesis of preeclampsia. NO deficiency can
also exacerbate platelet activation, which favors the formation of microthrombi, generating
microangiopathic hemolytic anemia and thrombocytopenia, typically found in HELLP syn-
drome. Intravascular hemolysis results in free hemoglobin that readily reacts with available
NO, consuming even more of the already low levels of NO, a vicious circle with decreasing NO
bioavailability. Therefore, the association of the NOS3 polymorphism with preeclampsia and
the occurrence of HELLP and eclampsia indicate an important role of NO in the pathophysiol-
ogy of this disease. Therapeutic strategies that improve NO bioavailability may be useful
approaches to be investigated as novel treatment of severe forms and as preventative measure
of complications of preeclampsia.

In summary, our data support that NOS3 T-786C polymorphism is the most important and
independent genetic factor in this study associated with the occurrence of preeclampsia in a
Brazilian population, and may predispose patients to more severe complications, such as
HELLP syndrome and eclampsia.
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