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Introducao Geral:

Hipertensao e pré-eclampsia:

A hipertensao essencial é a principal causa de morbidade e
mortalidade cardiovascular humana, com uma taxa de prevaléncia de 25% a
30% na populagdo adulta caucasiana dos EUA (JOINT NATIONAL
COMMITTEE, 1985). Nas gravidas, sdo descritas cifras variando desde
1,6% a 22,6% (ANDERSCH et al., 1984). Na clinica obstétrica da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo, a hipertensao associada a
gravidez foi a patologia mais freqlente e representou 32,2% de todos os
casos de internagao de gestantes entre os anos de 1981 a 1984 (ZUGAIB E
KALHALI, 1985) e 27,6% entre 1985 a 1990 (CARRARA ef al., 1991).

Classificada como uma doeng¢a humana comum, acredita-se que ela
 seja o resultado da interacdo de muiltiplos determinantes genéticos e
ambientais. Estudos de grandes populagbes, de gémeos e de irmaos
adotivos forneceram evidéncias de um forte componente genético envolvido
na regulacdo da pressdo sanglinea (WARD, 1990), sugerindo que
determinantes moleculares contribuem para a patogénese da hipertensao
(JEUNEMAITRE et al., 1992).

A gravidez promove alteragbes no sistema cardiovascular e renal
materno. Tais alteragbes incluem o aumento do volume sangiineo,
freqiiéncia cardiaca, volume sistdlico, débito cardiaco e queda da resisténcia
vascular sistémica e da presséo arterial (BURWELL et al., 1938; GLAVIANO,
1963; KERR et al, 1964; KERR, 1965 e 1968; ELKAYAN &
GLEICHER,1982) podendo, também, apresentar alteracbes nos volumes
pulmonares e na ventilagao.

A paciente gravida, portadora de fungéo sistdlica cardiaca normal,
acomoda estas modificagdbes sem dificuldades. Contudo, na presenca de
patologia cardiaca, hipertenséo arterial significativa, sua gestacao pode ser
extremamente perigosa, resultando em descompensagdo e Obito
(STEINBERG & FARINE, 1985; ANDRADE, 1990). O sistema renina-

angiotensina-aldosterona, regulador principal do volume dos fluidos



corporeos, também esta aumentado (AUGUST AND SEALEY, 1990). O
estrogeno estimula a transcricdo hepatica do gene do angiotensinogénio
(LYNCH & PEACH, 1991), sendo que 10% do angiotensinogénio circulante
ocorre como um complexo de alto peso molecular (TEWKSBURY,1990 ).

Em contraste, mulheres com pré-eclampsia ou doenca hipertensiva
especifica da gravidez (DHEG), cuja etiologia ainda € desconhecida, tém a
resisténcia vascular aumentada e nado desenvolvem a hipervolemia
fisiologica da gravidez. A atividade da renina plasmatica ¢ menor do que a
esperada e a proporgdo do angiotensinogénio de alto peso molecular pode
estar aumentada (TEWKSBURY & DERT, 1982).

A pré-eclampsia €, sob diferentes modos, conhecida como hipertenséo
gestacional proteinurica (DAVEY e MACGILLIVRAY,1988). Assim definida,
pré-eclampsia, provavelmente, identifica um numero maior de doengas
homogéneas relacionadas. A alta propor¢cdo de pacientes assim definidas
tém endoteliose glomerular, a Unica caracteristica histopatoldgica da
condicdo (FISHER et al.,1981). Embora os proprios cuidados obstétricos
tenham feito da eclampsia um evento relativamente raro no mundo ocidental,
a pré-eclampsia ocorre em 2 a 4% de todas as gravidezes nos Estados
Unidos e no Reino Unido. Muitos casos ocorrem na primeira gravidez.

HUMPHRIES (1960) apresentou um estudo sistematico da toxemia
hipertensiva da gravidez em filhas de mées internadas no John Hopkins
Hospital. A toxemia ocorreu em 28% das filhas de mulheres que tiveram
toxemia na gravidez

Esta desordem, unica da gravidez, é uma sindrome clinica que afeta
ambos, mae e feto. Ha indicios de que a pré-eclampsia desenvolva-se como
consequéncia de alteragbes do sistema vascular que fornece sangue para a
placenta (ROBERTSON et al,1976). Esta alteragdo na circulacdo da
placenta, provavelmente, ocorre no inicio do 2° trimestre |, quando as
manifestagoes da doenca ainda nao sao aparentes na gestante; portanto
elas precedem e, provavelmente, causam as desordens multissistémicas
maternas (FOX, 1988; PIUNENBORG, 1990; ZHOU et al.,1993).

Como mencionado, a pressdo sangiiinea na pré-eclampsia é

caracteristicamente labil. Respostas pressérias a varios peptideos




(norepinefrina e angiotensina) sao intensificadas (LINDHEIMER et
al,1992). A hipertensdo da pré-eclampsia normaliza-se apds o parto,
usualmente nos primeiros dias, mas em casos severos esta normalizagao
podera se estender de 2 a 4 semanas (FERRAZZANI et al, 1994). Os
mecanismos precisos da hipertensdo na pré-eclampsia sdo obscuros.

Durante a gravidez normal, o sistema renina-angiotensina (SRA) é
estimulado, comumente em resposta a vasodilatacdo e queda de pressao
sangliinea (AUGUST et al,,1990). Em contraste, em mulheres com pré-
eclampsia, a atividade da renina plasmatica, a concentracédo de aldosterona
plasmatica, a excre¢éo de aldosterona na urina e os niveis de angiotensina Il
sdo suprimidos, embora, freqientemente, ndo aos niveis anteriores a
gravidez (AUGUST et al.,1990). Existem indicios de que o SRA é estimulado
precocemente na gravidez em mulheres que irao desenvolver pré-eclampsia
e que o desenvolvimento de vasoconstricdo e hipertensao inibem a secrecéo
da renina. Como os niveis de renina diminuem, a sensibilidade a
angiotensina |l aumenta, freqientemente bem antes dos sinais clinicos da
pré-eclampsia.(GANT et al.,1973). Esta perda da refratariedade normal da
angiotensina Il esta sendo bem utilizada como teste de rastreamento para
identificar gravidas, no 22 trimestre de gestagdo, que tenham risco de
desenvolver pré-eclampsia. Varios laboratérios tém pesquisado o aumento
da densidade dos receptores de angiotensina |l nas plaquetas em mutheres
com pré-eclampsia em relagdo as medidas em gravidas normotensas; um
fendmeno que pode ser uma consequéncia da “up regulation” dos receptores
devido a queda dos niveis de angiotensina Il na circulagdo (BAKER et
al.,1991; Baker et al.,1992; PAWLAK et al., 1992; GRAVES et al, 1992).

As mais comuns e bem conhecidas caracteristicas clinicas da pre-
eclampsia s&o: hipertensa@o, proteintria e edema. Outras manifestagdes
incluem desordens da coagulagdo, particularmente, trombocitopenia e
disfun¢des do figado.

A pré-eclampsia precoce (menos de 20 semanas) tem sido descrita em
mulheres com doenga trofoblastica e ¢é, raramente, acompanhada de

hipertensao cronica e ou doenga renal.




Epidemiologia da pré-eclampsia:

A pré-eclampsia é mais comum em primigestas, a incidéncia nestas
mulheres é de aproximadamente de 2 a 10% em diferentes populagdes
(CHESLEY,1978; MOUTQIN et al., 1985; SAFTLAS et al., 1990). Fatores
de risco adicionais a primeira gestagéo incluem histéria familiar positiva,
gesta¢do muiltipla, presenca conhecida de hipertens&o crénica, doencga renal
ou diabetes, doenga hidatiforme, extremos de idade reprodutiva e pré-
eclampsia no 2° ou 3° trimestre em gravidez prévia.

Uma recente investigacdo de mais de 4000 mulheres primigestas que
participaram de uma triagem clinica, também, demonstrou que o aumento do
indice de massa corpdrea foi um fator de risco para a pré-eclampsia (SIBAI
etal., 1997).

Embora a pré-eclampsia seja usualmente uma doenga da 1’ gravidez, o
risco de recorréncia é alto na 2° gravidez comparado & mulheres que tenham
tido uma gravidez normal. Estudos feitos ha mais de 30 anos, na Escécia,
identificaram um risco de pré-eclampsia recorrente de 3,4% na segunda
gravidez de mulheres que tiveram pré-eclampsia na primeira gravidez
(MACGILLIVRAY 1., 1958).

O risco de hipertensao recorrente, sem proteindria, foi mais alto,
aproximadamente 25%. Investigagbes mais recentes sugerem que, se a pré-
eclampsia ocorrer precocemente na primeira gravidez (no segundo trimestre)
o risco de recorréncia pode ser maior do que 60% (SIBAl et al., 1991).

Interessantemente, se ha mudanga de paternidade o risco de pré-
eclampsia em multigestas € quase tdo alto quanto na primeira
gravidez.(TRUPIN et al, 1996). Os genes do pai codifcam o
desenvolvimento placentério precoce e os antigenos paternos introduzidos
iniciam respostas imunes que mantém o crescimento placentario. A
hipertens&o induzida pela gravidez pode representar uma reagdo materna
contra locais antigénicos situados na placenta que séo imunologicamente
incompativeis com os tecidos paternos (ROBILLARD et al.,1994).

O prognéstico de mulheres com pré-eclampsia é um. assunto em

debate ha varios anos. CHESLEY et al. (1991) acompanharam mulheres




com diagnéstico de eclampsia na primeira gravidez e demonstraram que a
prevaléncia de hipertenséo tardia ndo difere em idade e raga comparada a

prevaléncia do grupo controle.

Diagndstico da pré-eclampsia:

As caracteristicas classicas da pré-eclampsia sao hipertensdo, com
proteinuria, edema ou ambos. A doenga ocorre apds 20 semanas, mais
freqiientemente em primigestas e o diagnostico € mais facilmente feito
quando as mulheres tenham documentado uma pressao normal no inicio da
gravidez.

Segundo a Comissdo de Terminologia do Colégio Americano de
Obstetras e Ginecologistas (HUGHES,1972) os critérios para o diagndstico
de hipertensdo em mulher gravida s&o:

1-  elevagdo de 30 mmHg ou mais nos niveis habituais de pressao
arterial sistélica;

2- elevagdo de 15 mmHg ou mais dos niveis de pressao arterial
diastdlica (Korotkoff)

Se a principio a pressao sangliinea é desconhecida, leituras de 140/90
mmHg apdés a vigésima semana de gestagdo sao consideradas
suficientemente elevadas para satisfazer o critério da pressdo sangiiinea
para o diagnéstico da pré-eclampsia.

A hipertensdo associada a pré-eclampsia pode ser, largamente,
variavel de momento a momento e em duas medidas de pressdo sangiiinea
sucessivamente observadas, pode-se obter diferengas na leitura (EKHOLM
et al.,1997). Essas cifras devem ser confirmadas decorrido um periodo de,

pelo menos, seis horas, com a paciente em repouso.




DIAGNOSTICO CLINICO DA PRE-ECLAMPSIA:

De longa data os pesquisadores procuram alteragdes que possam
identificar as gestantes propensas a desenvolver a DHEG. Muitos testes
foram desenvolvidos (Tabela-1), entretanto nenhum mostrou ser de féacil
realizagdo, pouco dispendioso, ndo invasivo e com alta especificidade
(KALHALE & ZUGAIB, 1995).

Tabela-1: Diagnéstico pre-clinico

Infusédo de angiotensina // Concentragéo de ferro sérico
Teste pressorio de Gant Antitrombina
Teste de pressao arterial Fator VIl da coagulacéao
média
Dopplerfluxometria Beta-tromboglobulina
Fibronectinas Alfa-fetoproteina
Calcio plaquetario Peptideos natriuréticos atriais
Calciuria Endoxina
Teste isométrico Receptores plaquetarios de All
Volume plasmatico Excregao urinaria de metabdiitos da

prostaciclina
bHCG

Diagndstico clinico-laboratorial:

A DHEG caracteriza-se pela triade sintomatica: edema, hipertenszo e
proteintiria. O aparecimento dessas manifestagbes, principalmente em
primigestas, ou o agravamento de quadro hipertensivo, apds a 20° semana,
sugerem o diagndstico. Progressivamente, com a evolugao e a intensificagéo

do quadro, um largo espectro de situagdes pode surgir, assim como 0s




componentes da sindrome podem se expressar de diferentes maneiras,

como na figura-1 (Kalhale & Zugaib, 1995).

Espectro clinico da DHEG

Ativagdo do
Sistema de
Coagulagio

/ Hipertensio

TPermeabilidade
capilar

Figura:1- Espectro clinico da DHEG com

1-Sindrome completa em sua forma grave com hipertensé@o, edema, proteintria e
ativagao do sistema da coagulagéo.

2-Hipertensdo, edema e proteintria, sem evidéncia de envolvimento hematolégico
3-Hipertensdo como sindrome predominante

4-Hipertensao, plaquetopenia, coagulopatia, porém, com pouco edema e proteintria
5-Predominam a plaquetopenia e a fibrindlise

6-Sindrome completa com manifestagéo hipertensiva nao relevante

7-Predominancia de edema e proteintria.

GENETICA DA PRE-ECLAMPSIA:

Indicios para uma base familiar da pré-eclampsia, que foram estudados
por Chesley (CHESLEY et al, 1968; CHESLEY et al, 1986) tém sido,
recentemente, revistos por COOPER et al (1992). O grupo de Cooper sugere
que a pre-eclampsia pode ser uma desordem herdada via um gene
recessivo com a possibilidade de uma interacédo gendtipo-gendtipo entre a

mae e o feto (similar as circunstancias que levam a doenca hemolitica do




recém nascido no contexto do sistema de grupo sangtiineo RH) ou um gene
materno dominante com 50% de penetrancia.

Indicios adicionais para o envolvimento geneético do feto € que a pre-
eclampsia € mais comum em gestagbes molares (moles tém dois grupos de
cromossomos paternos) e em gravidezes complicadas por trissomia do 13
(TUOHY et al., 1992).

Mais recentemente, um polimorfismo do gene do angiotensinogénio, que
estd ligado & susceptibilidade & hipertensao essencial, tem sido associado
com a pré-eclampsia em algumas, mas nao em todas as populagdes (WARD
et al.,1993,, ARNGRIMSSON et al.,1993).

No presente, as investigagbes a respeito das bases genéticas da pré-
eclampsia estdo nos estagios iniciais. Recentemente, HARRISON et al.
(1997) pesquisaram um dos primeiros genomas completos de ligacdo para
os genes de susceptibilidade a pré-eclampsia, o que sugere que possa

existir um locus candidato no brago longo do cromosssomo 4.

O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA:

A renina € uma glicoproteina acida, com cerca de 42000 daltons de peso
molecular, sintetizada pelas células justaglomerulares (células JP) do rim, a
partir de um precursor, a prorenina ou grande renina, forma inativa circulante
da mesma, a partir de estimulos pressoricos, idnicos, nervosos e hormonais.

Sé&o estimulos para a sua secre¢do: diminuigcdo do volume intravascular
e da pressdo sangiliinea, com menor estiramento da arteriola aferente;
deplecdo de sal, com menor oferta de cloreto de sddio no nivel de tdbulo
distal e macula densa; alteragdes de decubito, hemorragia e situacdes de
estresse, onde haveria uma ativagdo através de receptores beta-
adrenérgicos renais (KALHALE & ZUGAIB, 1995). ‘ |

Uma vez liberada, a renina, uma glicoproteina acida sintetizada nas

células justaglomerulares dos rins, age sobre o angiotensinogénio liberando
o decapeptideo angiotensina | da extremidade N-terminal da molécula de

angiotensinogénio. A angiotensina | € um prohormédnio inativo que sob a




agdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), uma glicoproteina
encontrada principalmente no pulméo, se transformard, através da retirada
de 2 aminoacidos de sua extremidade C-terminal, no octapeptideo
angiotensina Il que € um potente hormdnio vasoconstritor, multifdncional,
primariamente envolvido na manutengao do tonus vascular e na reabsorgdo
do sodio pelos rins (INOUE et al., 1995) (Figura-2).

A aldosterona € o mais potente mineralocorticéide produzido pelo ser
humano, sendo o principal regulador do liquido extracelular e do
metabolismo do potassio, retendo sodio e agua e excretando uma

quantidade maior de potassio.
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Na gravidez, ha surpreendentes ajustes no SRAA. A primeira dessas
mudancas €& o surgimento de altas concentra¢gdes de prorenina na
circulagao, assim como o aumento da renina ativa. Tanto a renina, como seu
substrato, as angiotensinas e a aldosterona, encontram-se aumentados na
gestacdo. A dificuldade em se entender a secrecdo de renina durante a
gestacdo € que ocorre uma alta secregdo da substancia ao mesmo tempo
em que existe uma expanséo do volume extracelular, um fluxo plasmatico
renal e uma taxa de filtragéo glomerular aumentados, com um oferecimento
presumivelmente maior de sodio a macula densa. Estudos tém mostrado
que este aumento € mediado por meio de um aumento reconhecido na
biossintese renal e uteroplacentaria de PGI2 (FERRIS et al,1988;
LINDHEIMER E KARTZ,1985, PEDERSEN etal.,1982 apud KALHALE &
ZUGAIB, 1995).

Na pré-eclampsia, sabe-se que a atividade do SRAA pode diferir com a
gravidade da doenca. Na hipertensédo de inicio tardio e sem proteinuria, a
atividade da renina plasmatica e a angiotensina |l estdo aumentadas e
relata-se uma relacgéo direta entre a angiotensina Il e a pressao sanglinea
diastdlica (AUGUST & SEALEY,1990). A pré-eclampsia de inicio precoce e
com proteinuria, entretanto, esta associada com uma supressao do SRAA
(CHESLEY,1978 apub KALHALE & ZUGAIB, 1995).

Variante M235T do angiotensinogénio:

A pré-eclampsia exibe agregagao familiar, mas geralmente nio esta
relacionada como causa da hipertensdo essencial. Uma significante
associagao entre a DHEG e a variante T235 do angiotensinogénio tem sido
relatada em caucasianos e japoneses (WARD et al, 1993). Um estudo
realizado em 1993 por ARNGRIMSSON et al., (apud, INOUE et al., 1995)
em duas amostras independentes de pedigrees na Escdcia e na Irlanda,
respectivamente, demonstrou a influéncia do papel do angiotensinogénio na
ligagdo genética entre um marcador multialélico do angiotensinogénio e pré-

eclampsia I. A variante 235 possui treonina no lugar de metionina no residuo
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235 da proteina madura e € denominada de T235. Ela também ocorre com
alta freqiiéncia na populagéo japonesa, estando associada a hipertenséo
essencial (HATA et al., 1994) e esta presente em, aproximadamente, 19%
dos individuos da populagéo ocidental (KATSUYA et al., 1995 ).

Individuos portadores do gendtipo M235/M235 apresentam médias
menores de nivel de angiotensinogénio plasmatico; heterozigotos
M235/T235 tém niveis medios intermediarios e os homozigotos T235/T235
possuem as medias maiores do nivel de angiotensinogénio plasmatico
(HEGELE et al., 1994). Como o angiotensinogénio plasmatico é elevado nos
estados estrogénicos, no qual algumas mulheres desenvolvem hipertenséo,
ha suspeitas de um possivel papel do angiotensinogénio na pré-eclampsia
(WARD et al., 1993).

Essas observagdes sustentam a interpretacdo de que o gene do
angiotensinogénio , localizado do cromossomo 1q 42-43 (KATSUYA et al.,
1995), desempenha uma importante fungao na regulagéo da presséao
sanguinea e que diferengas moleculares no gene podem contribuir para a
patogénese de algumas formas de hipertenséo, se essencial ou induzida
pela gravidez. O angiotensinogénio, também chamado de substrato da
renina, é uma glicoproteina (alfa-2-globulina) sintetizada e armazenada em
pequenas quantidades no figado sob controle positivo de estrogenos,
hormdnios glicocorticéides e tireoidianos e angiotensina Il (JEUNEMAITRE
et al., 1992).

Gene do receptor | de angiotensina ll:

A angiotensina Il € um importante efetor que controla a pressao
sangiinea e o volume do sistema cardiovascular. A sua importancia é
refletida pela eficacia dos inibidores de ECA no tratamento de hipertenséo e
na insuficiéncia card:’aca congestiva. A angiotensina Il interage com dois
subtipos de receptores de superficie celular, farmacologicamente diferentes,
tipos | e ll. Os receptores do tipo | parecem mediar os principais efeitos

cardiovasculares da angiotensina Il. Por expressao de clones, MURPHY et



al. (1991) isolaram o cDNA que codifica o receptor de tipo 1. O modelo
hidrofébico deduzido da proteina sugere que ela forma um motivo na regiao
7- transmembrana com a superfamilia dos receptores ligantes de proteina G.
SASAKI et al. (1991) isolaram o gene bovino correspondente. TAKAYANAGI
et al (1992) clonaram e sequenciaram o cDNA que codifica este receptor em
humanos e, por analise de Northern Blot, eles demonstraram sua expressao
no figado humano, pulm&o, adrenal, e adenomas adrenocorticais, mas nao
em feocromocitomas. BERGSMA et al. (1992) e MAUZY et al. (1992)
também clonaram e caracterizaram cDNAs do AGTR1. FURUTA et al.
(1992) estudaram a sequéncia gendmica e demonstraram que a regido
codificadora esta contida em um tnico exon. Por comparagéo de seqiiéncias
de DNA gendmico e cDNA , GUO et al (1994) demonstraram que a regido do
gene AGTR1 consiste de no minimo 5 exons e estende-se em mais que 55
kb do DNA gendmico. O tamanho dos exons varia de 59 a 2014 bp. Quatro
dos exons codificam a sequéncia da regido 5 n&o traduzida. O inicio de
multiplos sitios de transcricdo foram observados por experimentos com
extensao por primer.

Variantes do gene AGTR1, cromossomo 3g21qg25, podem afetar a
pressé@o sangiiinea em humanos. Com a clonagem do cDNA do receptor
AT1 (TAKANAYANAGI, et al., 1992) foi possivel identificar um polimorfismo
na regido 3" nao traduzivel e correspondente a uma transversdo A-C, na
posicdo do nucleotideo 1166 da seqiiéncia do mRNA. Este polimorfismo
mostrou uma freqiiéncia significativa em 206 pacientes caucasianos
hipertensos (BONNARDEAUX et al., 1994). WANG et al. (1997) estudaram a
variante 1166 A-C em pessoas hipertensas caucasianas e encontraram uma
freqliéncia para o alelo C de 0,40 nos hipertensos e 0,29 em normotensos. O
papel fisioldgico do receptor AT1 sugere que o gene (AGT1R) receptor tipo |
da angiotensina Il possa interagir com o polimorfismo I/D da ECA,
provocando o IAM (INACIO,1999).

12



O Gene da Enzima Conversora da Angiotensina |

A ECA, um componente chave da cascata enzimatica do sistema
renina- angiotensina-aldosterona (SRAA) desempenha papel na patogénese
da hipertensao (EHLERS et al., 1989, apud, NAKAI et al., 1994). O gene da
ECA, com 21 kb e consistindo de 26 exons, foi originalmente clonado por
SOUBRIER et al (SOUBRIER et al., 1988, apud, NAKA! et al., 1994). A ECA
é uma ectoenzima dipeptidil carboxipeptidase de membrana, localizada no
revestimento dos vasos sangliineos de todo o corpo (ERDOS et al., 1987 ).

CAMBIEN et al. (1988) demonstraram que aproximadamente 50% da
variabilidade inter individual da concentragdo plasmatica da ECA ¢&
determinada pelo efeito de um gene principal. CAMBIEN et al (1992)
encontraram associagdo entre doenga coronariana cardiaca e o
polimorfismo de insercdo/ delegdo do gene da enzima conversora de
angiotensina (ECA).

A clonagem do gene da ECA revelou um polimorfismo insergéo/
delecdo de 287 pb no intron 16 (HUBERT et al., 1991 and RIGAT et al.,
1990). O gene da ECA localiza-se no cromossomo 1723 e é caracterizado
pela presencga (Insercdo-I) ou auséncia (Delecé@o - D), no intron 16, de 287
pares de base: resultando em trés gendtipos (DD e Il homozigotos e ID
heterozigoto) (RIGAT et al,1992). O gendtipo DD esta associado com o
dobro do nivel da atividade sérica da ECA em relagdo ao gendtipo Il e niveis
intermediarios nos heterozigotos (CAMBIEN et. al.,1994)

RIGAT et al. (1990) demonstraram que esse polimorfismo esta
fortemente associado com o nivel de enzima na circulagéo. Esta enzima tem
um papel chave na produgdo de angiotensina e no catabolismo da
bradicinina, dois peptidieos envolvidos na modulacao do tonus vascular e na
proliferagéo das células musculares lisas.

TIRET et al, 1992, também detectaram que sujeitos com o
polimorfismo de deleg@o tinham maiores niveis de ECA no soro do que
aqueles com o polimorfismo de insergao; concluiu assim que o principal

efeito desse polimorfismo era refletido em diferentes niveis de ECA no soro
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e que esse gene exercia uma fungdo significativa na patogénese da
hipertensao essencial.

Portanto, o sistema renina-angiotensina esta fortemente implicado nos
mecanismos responsaveis pela regulagdo da resisténcia vascular,
homeostase do sal e balango hidrico, aumento da pressio sangiiinea e

associado a patogénese de doencas cardiovasculares e hipertensivas.

O SISTEMA DE COAGULACAO SANGUINEA:

Na gravidez, tambem, ocorrem algumas alteragdes da coagulagédo
sangliinea. A gestagdo normal € considerada como um estado de
hipercoagulabilidade (ALEXANDER et al, 1956) existindo elevagéo do
fibrinogénio e da protrombina, com aumento significativo de diversos fatores
da coagulagdo e modificagdes tanto da via extrinseca como da intrinseca
(WEINER, 1987).

Apesar de serem grandes as modificagdes na gestagdo normal, raros
sao os fendbmenos patoldgicos observados nestas pacientes. O mesmo nio
ocorre na DHEG, na qual observa-se o rompimento do equilibrio do
mecanismo de coagulagdo. Ocorrem fendmenos tromboembdlicos, fato ja
conhecido desde o século passado (1893) quando SCHMORL observava na
necropsia de pacientes eclampticas, a presenga de trombos disseminados
na microcirculagao, associados a focos de necrose.

A pré-eclampsia pode estar associada com anormalidades
hemostaticas, especialmente trombose nas artérias espirais da placenta,
embora qualquer vaso possa ser afetado (SHEPPARD et al., 1976, apud,
LINDOFF et al., 1997).

Provavelmente, a formagéo e o crescimento de trombos é causado
pela ativagéo local do sistema da coagula¢do, combinado com um disttrbio
no balango entre coagulagdo e reagdes fibrinoliticas, favorecendo a
formagéo de coagulos. Acredita-se que os defeitos genéticos do sistema de

coagulagdo possam desencadear doengas complexas, como o infarto do
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miocérdio, derrames, pré-eclampsia, eclampsia, e diabetes (ROSENDAAL et
al., 1997).

GENE DO FATOR V DE LEIDEN:

Recentemente, a heranga da resisténcia & agdo anticoagulante da
proteina C ativada (APC) foi encontrada como um fator envolvido na
trombofilia (DAHLBACK et al.,1993). A resisténcia a proteina C ativada &
uma anormalidade hemostatica que freqiientemente causa trombose e trata-
se de uma heranca, aparentemente autossémica dominante (DAHLBACK et
al., 1993; 1995a).

A proteina C é ativada pelo complexo trombina-trombomodulina, na
sua forma ativada (APC), e cliva os fatores de coagulagcdo Va e Vllia,
limitando a formagéo de codgulos sanglineos (ESMON, 1993; SHEN et al.,
1994).

Uma mutagado no gene fator V, localizado no cromossomo 1q 21-25 e
contendo 25 exons com mais de 80 Kb, estd sendo identificada como base
molecular para muitos casos de resisténcia a proteina C ativada (BERTINA
et al., 1994). O fator V alternativo, conhecido como fator V de Leiden, tem
uma mutagdo de guanina para adenina (G—A) no nucleotideo 1691 que
converte arginina (Arg) 506 para glutamina (Gin). A proteina C ativada cliva
o fator V normal no sitio R 506 enquanto o fator V de Leiden, Q506R, &
resistente a clivagem (GARCIA-GALA. et al., 1997).

A associagdo entre a mutagdo do fator V Q506R e o risco de
tromboembolismo venoso esta claramente estabelecida (DAHLBACK,
1995b). Co-segregacdo de trombose com a mutagao tem sido demonstrada
em estudos de grandes familias, nas quais heterozigotos e homozigotos
para a mutagdo tém um aumento do risco de sofrer trombose de 5 a 10
vezes e de 50 a 80 vezes, respectivamente (ZOLLER et al., 1994; BEUFE et
al., 1995; ROSENDALL et al., 1995).

HELLGREN et al. (1995) encontraram resisténcia & proteina C ativada

em 59% das mulheres com histdria de morbidade tromboembolitica durante



a gravidez, mas andlises da mutagdo do gene do fator V nao foram
realizadas.

LINDOFF et al. (1997) demonstraram diferengas significantes nas taxas
de proteina C ativada entre mulheres com histéria de pré-eclampsia e
controles, com gravidez normal. Mulheres com a mutacdo hereditaria do
gene do fator V e prévia pré-eclampsia apresentaram as menores taxas da
APC; e a presenca da mutagdo tendia a um aumento do risco do
desenvolvimento de pré-eclampsia de aproximadamente 2 a 3 vezes.

O marcado aumento do fator VIII durante a gravidez normal pode
reduzir a eficacia da APC e contribuir para a condicdo de
hipercoagulabilidade durante a gravidez. Esta supress@o da resposta da
APC foi, recentemente, demonstrada por BOKAREWA et al (1996) que
encontraram um risco significativo para trombose em portadores da mutagdo
do gene do fator V. Este achado de uma reduzida resposta da APC em
mulheres com prévia pré-eclampsia pode expressar uma influéncia similar

no desenvolvimento de pré-eclampsia.

A Variante G20210A da Protrombina:

POORT et al.(1996) descreveram um variagdo genética comum na
regido nao traduzida 3’ do gene da protrombina que esta associada com
elevados niveis de protrombina plasmatica e um aumento no risco de
trombose venosa , uma transicdo de G para A na posigao 20210 (DEGEN e
DAVIE,1987). Eles encontraram essa substituicdo de uma Unica base em
18% dos membros de familias trombofilicas, 6% de pacientes consecutivos
nao selecionados com trombose venosa e 2% de controles saudaveis.
ROSENDAAL et al. (1997) encontraram que a mutagao estava associada ao
aumento de 4 vezes no risco de infarto do miocardio em mulheres, enquanto
entre os homens, o risco aumentava 1,5 vezes (DOGGEN et al,, 1998).
ROSENDAAL et al. (1998) apresentaram dados de 11 centros e 9 paises,
representando um total de 5527 individuos testados. Entre estes, 111

heterozigotos portadores da mutagdo 20210 A foram encontrados. A
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estimativa de prevaléncia total foi de 2,0%. No sul da Europa, a prevaléncia
foi de 3,0%, aproximadamente duas vezes mais alta do que a prevaléncia no
norte de Europa (1.7%). A variante da protrombina parece ser muito rara em
individuos descendentes de asiaticos e africanos.

Para discernir se o polimorfismo 20210G-A originou de uma Uunica
mutagdo ou de um evento mutacional recorrente, ZIVELIN et al. (1998)
determinaram a freqgliéncia alélica de 4 dimorfismos contidos em 16 dos 21
kb do gene do fator I em 133 sujeitos caucasianos de origem judaica,
austriaca e francesa, sem relagao de parentesco, que tinham o fator It 20210
A (10 homozigotos e 123 heterozigotos) e 110 caucasianos controle.

FRANCO et al. (1999) encontraram uma freqiiéncia de 1% para o alelo
20210 em 400 membros de uma populagdo conirole saudavel e 2,7% em
263 pacientes com doenga aterosclerotica prematura.

O gene da protrombina é um gene candidato a trombose venosa. A
protrombina € o precursor da trombina, uma serino protease, que € uma
enzima chave nos processos de hemostase e trombose, exibindo atividades
procoagulante, anti-coagulante e antifibrinolitica (JACKSON,1994; BERTINA
et al,, 1992; DANG et al., 1995). A protrombina é codificada por um longo
gene de 21 kb (DEGEN e DAVIE,1987) localizado no cromossomo 11,
posicdo 11p11-g12. O gene da protrombina € organizado em 14 exons,

L H

separados por 13 introns com a regid@o 5 "upstream” nao traduzida e uma
regido 3'(ndo traduzida) a qual pode exercer uma fungéo regulatéria na
expressao do gene (ROYLE et al., 1987).

A variacdo 20210 G—A do gene da protrombina € um fator de risco
moderado para a trombose venosa. As observagdes de que o alelo 20210 A
estéd associado com elevados niveis de trombina, de que portadores desse
alelo tém, significativamente, maiores niveis de protrombina do que n&o
portadores e de que os proprios niveis elevados de protrombina so,
também, um fator de risco para a trombose, sugerem que o alelo A age por
meio dos elevados niveis de protrombina.

O nivel de protrombina pode ser considerado como um efetor, sugerindo que

outros fatores de risco aléem do alelo A possam ser responsaveis por altos



niveis de trombina. Como os elevados niveis de trombina estimulam a
formacao de trombos venosos ainda néo esté claro (POORT et al, 1996).

DE STEFANO et al (1999) descobriram que pacientes heterozigotos
para o fator V de Leiden (1691 G-A) e para a protrombina 20210 G-A tinham
um aumento do risco de trombose recorrente de 2,6 vezes em relacdo aos
portadores do Fator V sozinho. Pacientes heterozigotos para o Fator V de
Leiden tinham um risco recorrente para a trombose venosa similar ao dos
pacientes que tinham qualquer outra mutagéo conhecida no Fator Il ou no
Fator V.

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR ¢é uma técnica usada para a amplificacdo de seqliéncias
especificas de DNA através da extensao simultéanea de pequenas moléculas
de DNA de fita simples denominadas iniciadores ou primers. Este método foi
desenvolvido por KARY MULLIS na década de 80, embora o principio tenha
sido descrito em detalhes na década seguinte por KHORANA e
colaboradores (INNIS et al, 1990). E um método in vivo que pode ser
utilizado para identificar, com alta sensibilidade, doengas causadas por virus
e/ou bactérias, doencas genéticas em exames prenatais, sequenciamento,
clonagem e outros (WILLIAMS, 1989).

A PCR utiliza-se do mesmo principio in vivo das DNAs polimerases que
séo encarregadas da sintese da fita complementar de DNA no sentido 5’ —
3, porém usam primers artificialmente produzidos que acabam por limitar o
tamanho do fragmento a ser amplificado. A reagdo de PCR é constituida por
ciclos e cada ciclo envolve 3 passos: desnaturacdo, anelamento e extensao.
A fita dupla do DNA é aquecida aproximadamente a 90-95 °C causando a
sua deshaturag&o e tornando cada fita acessivel aos primers. A temperatura
é reduzida a, aproximadamente, 35-60°C o que faz as duas fitas se unirem
novamente, mas pelo grande excesso de primers na mistura, em relagao a
quantidade de DNA, as fitas se unir&o aos primers. Novamente a

temperatura é elevada atingindo cerca de 72°C que é a temperatura 6tima
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para atividade da enzima Tag DNA polimerase que coordena a extensao dos
primers a partir de sua por¢éo terminal 3’ em sentidos opostos utilizando 4
desoxirribonucleotideos (dATP, dGTP, dCTP e dTTP). Varios ciclos sao
repetidos permitindo a amplificagdo de uma regido particular do DNA (SAIKI
et al., 1989).

LIS-SSCP

O LIS-SSCP (Low lonic Strength Single Stranded Comformation
Polymorphism) foi inicialmente descrito por ORITA et al. (1989). Esta técnica
mostra ser simples e efetiva na detecgdo de pontos de mutagdo e demonstra
vantagens em relagdo ao procedimento original onde se fazia o uso de
formamida. As vantagens do LIS-SSCP se verificam na maior nitidez na
visualizacdo das bandas, maior estabilidade da conformagdo do DNA de fita
simples (ssDNA) visto que a baixa concentragdo idnica impede a hibridagéo das
fitas sense e anti-sense (MARUYA et al.,1996).

A deteccdo de variantes na sequéncia do DNA é importante para a
identificagc@o de doengas causadas por mutagdes em alguns genes. Uma vez que
h&a uma grande porgao de variagdes genéticas devido a seqliéncias diferentes de
bases, ¢ necessario 0 uso de técnicas que detectem mutagles ou seqliéncias
polimérficas (SHEFFIELD et al.,1992)

Embora o SSCP seja utilizado em alta freqiéncia, os parametros que
influenciam a sua eficiéncia ndo foram completamente avaliados. Diferentes
dados relativos a sua eficiéncia tem sido observados abrangendo cerca de 35 a
100% (ORITA et al.,1989; SAIKAI et al.,1992; MICHAUD et al.,1992).

Esta técnica é baseada na desnaturagéo da fita dupla de DNA e cada fita
simples assume uma conformagdo especifica, baseada na seqléncia. A
mobilidade eletroforética depende da seqgiiéncia, forga idnica, posicdo da mutagao
e outros parametros de o{imizagéo (SHEFFIELD et al.,1993; KIYAMA & FUJITA
1996; HOSHINO et al.,1992).
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Abstract:
SILVA, Elisangela Rosa. Molecular Markers Associated to Preeclampsia.

Preeclampsia, or pregnancy-specific hypertensive disease, is a pathology which,
despite obstetrical care, occurs during pregnancy causing discomfort for both
mother and fetus. Preeclampsia is a syndrome unique to pregnancy.

Hypertension, edema and proteinuria are some of the characteristics of its
manifestation. Even though many advancements have been done in the last
years, studies still couldn’t establish an etiology for the disease. It's believed to be
a multiple-cause disease and genetic factors are believed to be involved on it's
manifestation. During a normal pregnancy several physiological modifications
occur. RAAS, which is responsible for muscular tonus, hydric balance and salt
homeostasis maintenance, suffers changes that, in a preeclampsia pregnancy,
become harmful to the pregnant woman'’s health. Another extensively affected
system is the blood clotting system, which is said to be in hypercoagulable state.
The present study analyses the angiotensinogen variant M235T, the angiotensin |
converting enzyme I/D polymorphism, the angiotensin I receptor | variant A1166C,
which are RAAS components, and genetic variants of Factor V of Leiden, R06Q,
and protrombin A20210G, which are part of the blood coagulation chain.
Peripheral blood samples for DNA exctraction and genotyping were collected
under a term of agreement from 50 preeclamptic pregnant women and 47 normal
pregnant women. Genotipical and allelic frequencies for each gene were
calculated and no statistically significant differences were found between the
studied groups. Angiotensinogen was the only gene to show statistically significant
canonical correlation with preeclampsia manifestation (R= 0.21 p<0.035) and
there was a small increase on this correlation when the Factor V of Leiden gene
was included in the analysis (R= 0.26 p<0.035). The estimated effect on the odds
ratio for the angiotensinogen gene was 2.16, i.e., heterozigous M235T women
have 2.16 times greater risk to develop preeclampsia than M/M , and T/T genotype
predisposes women to 4.32 times greater risk to develop preeclampsia when
compared to M/M homozygotes. The analysis of non-genetic risk factors (age,

number of pregnancies, presence of edema, systemic systolic and diastolic blood
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pressure) related to occurrence of preeclampsia was statistically significant (R=
0.83 p<0.00001). Therefore, non-genetic factors influenced preeclampsia
manifestation in about 80% of the cases studied, and among genetic factors,
angiotensinogen was the only one that contributed in 20% of cases. Even though
the results of this study have suggested a stronger influence by non-genetic
factors, genetic evaluation of subjects with a family predisposition for
preeclampsia, or suspect clinical situation is very important for early diagnosis and
disease prevention, avoiding morbidity and mortality for both pregnant woman and

fetus.
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Resumo:
SILVA, Elisangela Rosa. Marcadores Moleculares Associados a Preé-

Eclampsia.

A pré-eclampsia ou doenca hipertensiva especifica da gravidez (DHEG) é uma
patologia que ainda hoje, apesar dos cuidados obstétricos, é responsavel por uma
alta taxa de morbi-mortalidade materno-fetal no mundo todo. Clinicamente se
caracteriza pela presenga de hipertensdao, edema e proteinuria. Embora varios
avancos tenham sidos feitos ao longo dos anos, os estudos ndo conseguiram
ainda estabelecer uma etiologia para a doenga. Acredita-se que ela seja uma
doenga com causas multiplas e que fatores geneticos estejam envolvidos na sua
manifestacdo. Durante a gravidez normal ocorrem varias modificagtes
fisiolégicas. O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) que &
responsavel pela manuténgéo do tonus muscular, balango hidrico e homeostase
encontra-se alterado durante a gravidez normal; na DHEG este sistema é
responsavel pela elevagdo da pressdo arterial e pelo edema. Outro sistema
amplamente afetado, é o da coagulagédo sangliinea, que € dito em estado de
hipercoagulabilidade. No presente estudo foram analisados a variante M235T do
angiotensinogénio, o polimorfismo de I/D da enzima conversora da angiotensina |,
a variante A1166C do receptor | de angiotensina Ii, que sdo componentes do
SRAA, e as variantes genéticas do Fator V de Leiden, R506Q, e da protrombina,
A20210G, que fazem parte da cascata da coagulagdo sanglinea. Amostras de
sangue periférico para exiragdo e genotipagem de DNA foram coletadas,
mediante termo de consentimento, de 50 mulheres gravidas com pré-eclampsia e
de 47 gravidas normais. As freqiiéncias genotipicas e alélicas de cada gene foram
calculadas e nzo houve diferengas estatisticamente significativa entre os grupos
estudados. O gene do angiotensinogénio foi o Unico a apresentar correlagéao
estatisticamente significativa com a manifestagdo da pré-eclampsia (R= 0,21
p<0,035) e houve pequeno acréscimo na correlagdo quando o gene do Fator V de
Leiden foi incluido na analise (R= 0,26 p<0,035). O efeito estimado na “odds ratio
“ para o gene do angiotensinogénio foi de 2,16, ou seja individuos heterozigotos

M235T tém um de risco de 2,16 vezes maior de desenvolver pré-eclampsia do
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que individuos M/M e os portadores do gendtipo T/T tém um risco, 4,32 vezes
maior em relacdo aos individuos M/M. A andlise dos fatores de risco nao
genéticos (idade, numero de gestagdes, presenga de edema, pressao arterial
sistdlica e diastdlica) associados & ocorréncia da pré-eclampsia foi
estatisticamente significante (R= 0,83 p<0,00001). Portanto os fatores nao
genéticos influenciaram a manifestagdo da pré-eclampsia em aproximadamente
80% dos casos estudados e, dentre os fatores genéticos, o angioténsinogénio foi
o Unico a contribuir, sendo responsével por uma parcela de 20% dos casos.
Embora os resultados do estudo tenham apontado para uma maior contribuigao

dos fatores nio genéticos, a avaliagdo genética de individuos com predisposigéo

familiar para a pré-eclampsia ou com quadro clinico suspeito é de grande
importancia no diagnostico precoce € prevengdo da doenga evitando os quadros

de morbidade e mortalidade para a gestante e 0 feto.
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1-Introducao

A gravidez é acompanhada por uma série de mudancas fisiologicas.

Durante este estagio a mulher apresenta modificagoes fisiologicas normais

relacionadas ao desenvolvimento da gravidez, contudo, pode também

apresentar modificagdes prejudiciais a saude da mae e do feto.

A pré-eclampsia é uma das patologias mais comuns durante a gravidez,

sendo caracterizada pela elevagao da presséo arterial, presenca de edema e

a0 sa l
proteinuria. As causas dessa doenga nao $ao tota
que a pré-eclampsia

mente conhecidas,

embora vérios estudos tenham sido feitos. Acredita-se

tenha mdltiplas causas € alguns estudos indicam para uma possivel causa

genética.
Os genes que codificam 03 componentes
SRAA) sao ditos genes candidatos envolvidos no

do sistema renina-

angiotensina-aldosterona ( ‘ - |
nto de doengas cardiovasculares como hipertensao essencial,

desenvolvime e
dio e derrame. Alguns estudos encontraram indicios de que

infarto do miocéa s . |
esses genes estejam relacionados a hipertensao induzida pela gravidez
(BROUGHTON,1999). o |

O gene do angiotehsinogénio, um horménio inativo do SRAA, possui
aproximadamente 15 polimorfismos, destes apenas dois tém contribuido de
o desenvolvimento das doencgas cardiovasculares e

forma significativa para _
ITRE et al.,1992; INOUE et al.,1995). A variante

pré-eclampsia (JEUNEMA

T174M tem sido mais rel ’ nioea |
variante M235T esta relacionada a hipertensao e pré-eclampsia (WARD et

al,1993: ARNGRIMSSON et al., 1993 FROSSARD et al.,1998;). Essa

variante caracteriza-se por uma substituico do aminoacido metionina por

acionada ao infarto do miocardio, enquanto a

treonina, na posigao 235 da proteina. Essa mudanga de aminoéacidos resulta
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em uma potencializagdo dos niveis de formagdo do hormonio
angiotensinogénio, fazendo com que haja, ao final do metabolismo, uma
maior producao de angiotensina |l que & um potente vasoconstritor.

A enzima conversora de angiotensina (ECA) tem um importante papel no
SRAA. Ela cliva a angiotensina |, uma proteina inativa, convertendo-a no
horménio vaso constrictor ativo angiotensina I1l. O gene da ECA possui um
polimorfismo de deleg&o/ inser¢do de 287 pb no intron 16 que tem sido aivo
de varios estudos. E sabido pela literatura que individuos portadores do
polimorfismo de inserg&o(l/l) produzem em média niveis mais baixos de
enzima do que individuos portadores do polimorfismo de delegcéo (D/D) que
possuem niveis meédios elevados da ECA e que os individuos heterozigotos
para o polimorfismo (I/D) tém medias intermediarias (RIGAT et al.,1990).
Alguns pesquisadores afirmam que esse polimorfismo € um marcador
molecular para a ocorréncia de doencas coronarianas e hipertensdo em
geral, porém ha controvérsias em alguns estudos mais recentes
(GARDEMANN, 1995; MITCH, 1995; SINGER , 1996; TEO, 1995).

Outro componente do SRAA ¢é o gene do receptor | de angiotensina .
Este receptor esta presente no endotélio, mediando a ag@o da angiotensina
II. A variante 1166 deste gene, caracterizada pela transversdo de A — C
esta sendo relacionada a hipertensdo e ao aumento de infarto do miocardio
quando esta ocorre simultanea ao alelo D da ECA (INACIO,1999).

A pré-eclampsia relaciona-se também a uma ativag@o da cascata de
coagulagdo sanglinea, a qual muitas vezes leva a um desequilibrio entre os
fatores procoagulantes e anticoagulantes resultando em trombose da artéria
espiral da placenta ou de outras regides. Varios estudos comprovam o
aumento da atividade de alguns componentes da coagulagdo (ALEXANDER
et al.,1956; WEINER,1987). Altera¢es no nimero e fungéo das plaquetas e
anormalidades hemostaticas sdo caracteristicas da pré-eclampsia
(WEINER,1988; REDMAN et al.,1978; STUBBS et al.,1986; BALLEGEER et
al.,1992; NORRIS et al.,1993; KONIUNENBERG et al.,1997).

A resisténcia a proteina C ativada (APC), causada por uma mutagado no

gene do fator V da coagulagao, fator V de Leiden, na qual ocorre a troca de
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um G—A na posi¢ao 1691 foi associada a ocorréncia de trombose venosa e
pré-eclampsia em varios estudos (LINDOFF et al.,1997).

A variante G20210A da protrombina (PROT), embora seja uma mutagao
rara, também relaciona-se a pré-eclampsia. A troca de guanina por adenina
na posi¢do 20210 da proteina leva a uma produgdo maior de protrombina
plasmatica, sendo um fator de risco para doencas tromboemboliticas
(GRANDONE et al.,1998).

A associagdo ou nao das variantes do AGT, da ECA, do AT1, do FVL e
da PROT com a pré-eclampsia é de suma importancia na tentativa de se
descobrir a etiologia dessa doenga, pois uma vez descoberta a associagédo
das mesmas com a patologia, tratamentos preventivos poderdo amenizar o
sofrimento da gestante e do feto. O estudo dos polimorfismos destes genes

como preditores da pré-eclampsia foi o objetivo do presente trabatho.
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2-Objetivos:

Objetivo primario: ‘
Determinar o efeito dos polimorfismos génicos da protrombina, Fator V
de Leiden, enzima conversora de angiotensina, receptor | da angiotensina

e angiotensinogénio isoladamente e associados na ocorréncia de pré-

eclampsia durante a gravidez.

Objetivo secundario:

Avaliar a presenga de fatores de risco ndo genéticos: nimero de
gestagdes, idade, press@o arterial (mmHg), maxima e minima, raca e

edema; associados aos polimorfismos génicos e a ocorréncia de pré-

eclampsia.
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3-Pacientes e Métodos:

O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Genética
Molecular, do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de

Uberlandia e no BioGenetics Tecnologia Molecular Ltda, em Uberlandia-MG.

3.1-Material Bioldgico:

Amostras de sangue periférico de pacientes gravidas foram obtidas na
enfermaria de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC UFU). A coleta foi feita em tubo
vacutainer de 5 ml com EDTA, , mediante um termo de consentimento
(anexo 1) assinado pelas pacientes e autorizagdo da Comissao de Etica da
UFU.

As pacientes foram classificadas em dois grupos:

grupo [:-50 mulheres gravidas portadoras de DHEG internadas na
maternidade do HC UFU;

grupo lI:-48 mulheres gravidas saudaveis internadas na maternidade do
HC UFU para a realizagéo do parto.

Todas as pacientes do grupo | foram submetidas a avaliagédo clinica,

laboratorial, eletrocardiografica, ecocardiografica .

3.2-Extracao de DNA:

As extragdes de DNA foram feitas segundo o método de isolamento de
DNA adaptado de SAMBROOK et al.,(1989). O sangue, armazenado a 4°C,
foi centrifugado para separagdo da camada de leucdcitos. Uma aliquota de
500 puL da camada de leucdcitos foi transferida para eppendorf de 1,5 ml e

acrescentou-se 1,0 ml de Tampao de Lise Hemacia (TLH) [NH4Cl 155mM,
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KHCO; 10mM e EDTA 1mM] em cada amostra, misturando por inversao

durante 30 segundos.
Esta mistura foi centrifugada 2 2500 rpm durante 5 minutos para

nucleos. Descartou-s€ O sobrenadante, repetindo-se 0 passo por

peletizar os
oloragéo creme claro. Foram

2 a 3 vezes, até que o pelete adquirisse uma ¢
adicionados 150 pL do Tamp#o de Lise do Nucleo (TLN) [Tris - HCI 10mM

(pH 8,0), EDTA 2mM, NaCl 400mM] e ressuspendeu-se o pelete. Adicionou-

se, entao, 5 pL de SDS (dodecil sulfato de sédio) a 10% gelado e 2,5 pl de

proteinase K (20 mg/ml) & solugdo € as amostras foram incubadas por 6
horas 4 60° C. Depois, 100 uL de NaCl saturado foram adicionados as

ocadas em gelo por 10 minutos. As amostras foram

amostras que foram col
o sobrenadante e

00 rpm por 15 minutos, recolheu-se

centrifugadas a 2.5
nao congelado, misturando-se por

adicionou-se 800 pL de etanol absoluto

té que ocorresse a precipitagao. Girou-se 0 tubo em seu eixo no

inverséo a
sentido horizontal, para prender 0 DNA a
sobrenadante. O pellet foi javado em 1,0 ml de etanol 70%. Descartou-se 0
pendidos em volume variavel de TE [TRIS -

parede do tubo, descartando-se 0

dlcool e os peletes foram ressus

HCI 1omM, EDTA 1 mM (pH. 7,4)
o da concentragao

] de acordo com O tamanho dos mesmos. A

seguir foi feito 0 caleul de DNA por espectrofotdmetro a

260 nm.

otensinogénio:

3.3-PCR para genotipagem do gene do angi

nogénio com 165 pb, contido no exon

mento do gene do angiotensi
PCR, segundo RUSS et al.(1993)

O frag
eio da

2 cédon 235 foi amplificado por m

com os seguintes primers:
1.5.CCG TTT GTG CAG GGC CTG GCT CTC T-3'

2. 5.CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGA CCC C-3
as nas seguintes condicbes: 100 ng de DNA

da primer, 200 puM de dNTPs, 1,5mM de MgCly, 1
da Taq DNA polimerase 1X em um

As reagbes foram feit

gendmico, 10 pmoles de c2

U de Taq DNA polimerase € tampao
volume final de 30uL. A PCR foi feita em um termociclador MJ. Research,
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Inc. utilizando-se o seguinte programa: 902 C por 3 min, 10 ciclos de 942 C
por 1 min, 682 C 1min, 72° C 1 min; seguidos por 30 ciclos de 90° C 30 s, 68°
C 1 min, 722 C 30 s e uma extensao final de 722 C por 10min.

O produto amplificado de 165 pb foi visualizado em gel de agarose 2%
corado com 3 uL de brometo de etideo (10 mg/ml).

Dez microlitros do produto de PCR foram digeridos com a enzima Tth
111 | (New England Biolabs) segundo as especificagdes do fabricante. As
reacdes foram incubadas por 4h a 37°C.

Essa enzima de restricdo reconhece o seguinte sitio de restrigao:

5 GACN ! NNGTC &
3" CTGNNTNCAG 5

A variante M235T apresenta ou nao sitio de restricdo para a enzima; na
presencga de C (citosina) na posigéo 704, cédon 235, o produto amplificado €
clivado, resultando em dois fragmentos de 141 pb e 24 pb, que
correspondem ao alelo T235 e na presenga de T (timina) na mesma posigao
o fragmento nao sofre clivagem, resultando em um fragmento de165 pb que
corresponde ao alelo M235. Individuos homozigotos para o alelo T235
(T235T) apresentam dois fragmentos de 141 pb e 24 bp, os heterozigotos
(M235T) tém trés fragmentos de 165 bp, 141 bp e 24 bp e os homozigotos
para o alelo M235 (M235M) apresentam apenas um fragmento de 165 bp. O
produto da restricéo foi visualizado em gel de agarose 2,5% corado por

brometo de etideo, apés eletroforese a 100 volts por 1 hora.

3.4-PCR para genotipagem do gene da ECA:

O fragmento correspondente ao intron 16 do gene da ECA foi
amplificado, conforme RIGAT et al. (1992) apud NAKAI et al.(1994) com os
primers abaixo:

5'- CTG CAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT- 3

5. GAT GTG GCC ATC ACATTC GTCAGA T-3'.

Cada reagao consistiu 100 ng de DNA gendmico, 25 pmol de primer, 1,5
mmol/L de MgClz, 0,5mmol/L de cada dNTP, 1 U de Tag DNA polimerase e
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tampao da Taq DNA polimerase 1X em um volume de reagd@o de 30 pL. A
PCR utilizou o programa: 30 ciclos a 932 C por 1,5 min, 582 C por 2 min e

72° C por 2 min.
mo do intron 16 € caracterizado pela delegao/inserg¢ao de um

O polimorfis
ualizados em gel de

fragmento de 287 pb no gené da ECA. Os produtos Vis
agarose 2%, corado com brometo de etidio, caracterizardo os gendtipos em
o para a dele¢ao (D/D) possui uma banda

duas bandas de 490 pb e 203 pb e o

resenta um fragmento de 490 pb.

questdo. Um individuo homozigot
de 203 pb, o heterozigoto (D/1)

homozigoto para a insersao (/1) ap

3.5- PCR para genotipagem do gene fator V:

o do gene fator v com 223bp, contido no exon 10, cédon

Um fragment
A et al., (1997) por meio da PCR

506, foi amplificado segundo GARCIA-GAL

com os primers:
1- ACC CAC AGA AAA TGA TGC CCA G e
2-TGC CCC ATT ATT TAG CCA GGA G N
A reacdo de PCR foi realizada nas seguintes condigoes: 100 ng de DNA

genoémico, 7,5 pmoles dé cada primer, 200 uM de dNTP, 1,5mM MgCl,
tampao da Taq DNA polimerase (1X) e 1U de Tag-DNA polimerase
(Promega) em um volume final de reagdo de 30 ul. A PCR foi feita em um

esearch, Inc. ytilizando-se
por 30 ciclos a: 95%C por 30s,

o seguinte programa: 95°C

termociclador MJ. R

durante 5 min, desnaturagao inicial, seguidos ~ .
desnaturacéo, 56°C por 60s, anelamento, € 75°C por 30s, extensao .Ao final

tem
destes 30 ciclos, acrescentou-s€ uma

5 minutos. O
O fragmento, de 223pp, foi visualizado em gel de agarose 2% corado
com brometo de, etideo € documentado por meio do aparelho de VDS

(VideoDocumentation system-PharmaciaBnotech). - |
Dez microlitros de cada produto da PCR foram digeridos com a enzima
mi

(New England Biolabs) segundo as especificagbes do

m incubadas por 4h a 37°C.

peratura de extensdo de 75°C por

de restricio Mnl |
fabricante. As reagoes fora
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A enzima Mnl| reconhece o seguinte sitio:

5'... CCTC (N);....1.. 3"
3'... GGAG (N)...T....5'

Dois sitios de restricdo da enzima Mn/ | estio presentes no alelo normal
amplificado, criando fragmentos de 37, 82 e 104 pares de bases. No Fator V
de Leiden, a mutag&o leva a perda de um sitio de restricdo produzindo dois
fragmentos de 82 e 141 pares de bases. Um individuo homozigoto para o
alelo normal (A2A) possui os fragmentos de 37, 82 e 104 pb; um
heterozigoto (A;Az) apresenta fragmentos de 37, 82, 104 e 141 pb; enquanto
um homozigoto para o alelo mutante (AtA;) contém fragmentos de 82 e 141
pb (Jeff et al., 1997). O produto da restri¢ao foi visualizado apds eletroforese

em gel de agarose 4% corado com brometo de etidio.

3.6-PCR para Genotipagem do Gene do Receptor AT1:

Um fragmento do gene do receptor 1 da angiotensina Il (AT1) contendo
856 pb, localizado na regido 3’ ndo traduzida, foi amplificado segundo TIRET
et. al. (1994) pelo par de primers

‘5 —AAT GCT TGT AGC CAA AGT CAC CT- 3’
5-GGC TTT GCTTTG TCT TGT TG- 3’

Esta regido abriga a variante 1166, caracterizada pela transversdo A—C
no nucleotideo que ocupa essa posigao.

Cada reagao de PCR foi feita com: 100ng de DNA gendmico, tampao da
Tag-DNApolimerase (1x), 10 pmoles de cada primer, 200uM de cada dNTP,
2,5mM de MgClz e 1,5U da enzima Tag-DNApolimerase. O programa
utilizado para amplificagdo do fragmento consistiu de uma desnaturagao
inicial de 5 minutos a 95°C , seguida por 34 ciclos compostos por

desnaturagéo a 94° C por 30 segundos, anelamento a 58° C por um minuto
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e extens&o a 72° C por 35 segundos. O produto amplificado foi visualizado

em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio.
Dez microlitros do produto amplificado foram digeridos com trés

unidades da enzima de restricdo Dde | durante 5 horas a 372 C de acordo
com as instrugdes do fabricante (Life Technologies). Esta enzima reconhece

O seguinte sitio de restrigéo:
5-C 4 TNAG -3’
3-GANT T C -5’
gene AT1 ocorre o aparecimento de um sitio

No fragmento em estudo do
de restricio no alelo mutante, pois a substituicdo de um A por C cria outro

sitio de reconhecimento da enzima Dde . Assim, o alelo A do gene do AT1
possui um sitio de restricdo para a enzima, gerando dois fragmentos de 600
e 256 pb e o alelo C, mutante, possui dois sitios produzindo trés fragmentos

de 600, 146 e 110bp cada.
O produto de restrigéo foi visualizado em gel de agarose 2% corado com

viduos homozigotos para o alelo A

brometo de etidio apds eletroforese. Indi
0 e 256 pb, os homozigotos para o alelo C

apresentam duas bandas de 60
apresentam trés bandas de 600, 146 e 110 pb e os heterozigotos A/C

Possuem quatro bandas de 600, 256, 146 e 110 pb.

3.7 PCR para genotipagem do gene Protr ombina

de 345 pb, pertencente ao exon 14 e regido 3’ nio

Um fragmento
traduzida do gene da protrombina, foi amplificado segundo POORT et a/,

(1996). usando os seguintes primers:

5TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC 3 e o primer mutagénico,

5'ATA GCA CTG GGA GCA TTGAA'GC 3

A reagdo foi realizada na seguintes condicdes: 100 ng de DNA
gendmico, 7 pMoles de cada primer, tampao da Tag-DNApolimerase (1X),
25 mM de MgCl,, 200uM de cada dNTP e 1 U da enzima Tag-

DNApolimerase.
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O programa utilizado para amplificagdo desse fragmento foi
desnaturagdo inicial por 5 min a 95° C; seguida por 34 ciclos
correspondentes as fases de desnaturagdo a 94° C por 30 segundos,
anelamento a 522 C por 1 minuto e extensado 722 C por um minuto. Ao final
foram acrescentados mais 5 min de extensdo a temperatura de 72° C. O
produto amplificado de 345 pb foi visualizado, apos eletroforese, em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo.

Dez microlitros do produto amplificado foram digeridos com trés
unidades da enzima de restricdo Hind lll a 372 C por 8 horas. Essa enzima
reconhece o seguinte sitio de restricio:

5ALAGCTT 3
3 TTCGATA®

A variante 20210 G—A do gene da protrombina, na presenga do alelo G
nao é clivada pela enzima Hind Ill, mantendo um fragmento de 345 bp. No
alelo A a enzima reconhece um sitio enzimatico e cliva o fragmento, gerando
dois novos fragmentos de 322 e 23 pb. Assim, ap6s a eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etideo, os fragmentos foram
visualizados obtendo 0s seguintes padres de bandas: individuos
homozigotos para O alelo G apresentam um unico fragmento de 345 pb
individuos heterozigotos A/G apresentam fragmentos de 345, 322 e 23 pb e

homozigotos para o alelo A apresentam os fragmentos de 322 e 23 pb.

3-8 LIS-SSCP para genotipagem dos genes do AGT, FVL e PROT.

O LISS-SSCP foi utilizado como técnica alternativa para a genotipagem
dos individuos, pois trata-se de um método de baixo custo e de alta
eficiéncia na detecgdo de polimorfismos e novas mutagdes.

Apés a amplificagdo de cada gene, 2uL de produto amplificado foram

misturados a 20Ul de tampé&o de LIS (sacarose 10%, azul de bromofenol

0,01%, xilenocianol 0,01%). As amostras foram incubadas a 97°C por 5

minutos e posteriormente, 10pL das mesmas foram aplicados em gel de
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poliacrilamina 12% (acritamida/ bisacrilamida = 49:1). A eletroforese teve
duracdo aproximada de 3 a 6 horas, dependendo do gene, sendo aplicada
nesta uma corrente constante de 15mA e temperatura de 4°C. Em seguida,
o gel foi corado com nitrato de prata (Pharmacia), possibilitando a

visualizagé@o dos resultados.

3-9 Analise estatistica:

A andlise das frequéncias génicas e genotipicas dos genes do
AGT, ECA, AT1 e FVL foi feita pelo teste t, para verificar se havia ou nao
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, pacientes DHEG e
controles.

O teste t foi aplicado as médias dos fatores de risco (n® de gestagdes,
idade, pressdo sistémica sistolica e diastdlica e edema) associados aos
gendtipos de cada grupo para verificar se havia diferengas significativas
entre as médias obtidas em cada grupo.

A analise de correlagbes canbnicas foi feita para analisar a associagdo
dos fatores genéticos e nao genéticos, isoladamente e em conjunto, a
predisposi¢ao de ocorréncia da DHEG.

Os efeitos aditivos e de dominancia dos genes podem ser estimados por
meio do modelo de regressao linear multipla: adotando o modelo de
MATHER & JINKS (1984) Para andlise muitivariada de dados binarios,
DOBSON (1990), afirma que o modelo logistico, constitui-se em uma
poderosa técnica, similar a regressao linear multipla para dados continuos.
Deste modo, 0s efeitos dos genes sobre a pré-eclampsia foram estimados
utilizando o modelo de regresséo logistica (Proc Logistic do SAS) para o
calculo dos "odds ratio", utilizando os programas Statistica versdo 5.0
(1994/95) e SAS versao 6.08 (1993).



4- RESULTADOS E DISCUSSAO:

rtadoras de DHEG e 47 pacientes

50 pacientés po
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4y um fragmento de 165
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os de 141 € 24 p
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or meio da técnica de

visualizado em
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correspondente ao fragmento
165 , 141 e 24 pb e T/T com fragment

pb é muito pequeno, ndo sendo possivel
em deste gene também foi feita p
al demonstrou repetibilidade e especificidade

ata para detecgdo de mutagdes.

agarose. A genotipag

LIS-SSCP (Figura-5) @ a4
ya segura e bar

sendo uma alternati

duto amplificado do gene AGT em gel de agarose 2%.




figura —4: Restricdo enzimatica do produto amplificado do gene do AGT com

a enzima Tth Il 1
Coluna : 1- marcador molecular de 50 pb
Colunas: 2,6,7,10- fragmento de 165 pb, individuos M/M
Colunas:3,4,9, 11,12,13- fragmentos de 165,141 e 24 pb, individuos M/T
Colunas: 5 e 8- fragmentos de 141 e 24 pb, individuos T/T.

T S R

Figura-5: LIS-SSCP do fragmento do gene do AGT.
Colunas 1 e 5 —individuos M/M, caracterizado pelas bandas B e D
Colunas 2 e 4 —individuos T/T, caracterizados pelas bandas A e C

Colunas 3 e 6 — individuos M/T, caracterizados pelas bandas A, B, C e D
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A genotipagem do gene da ECA resultou em trés padrdes de bandas de
acordo com cada gendtipo. Os individuos D/D apresentaram um fragmento
de 203 pb, os I/D possuem 2 fragmentos de 490 e 203 pb e os individuos I/l

um fragmento de 490 pb. Os gendtipos foram visualizados em gel de

agarose 2% (Figura-6).

Figura: 6- Genotipos do polimorfismo I/D da ECA em gel de agarose 2%.
Coluna 1- marcador de peso molecular de 100 pb

Colunas 2 e 5 — bandas de 203 e 490pb que caracterizam o gendtipo I/D
Colunas 3, 4 e 6- bandas de 203pb caracteristicas do gendtipo D/D
Coluna 7 — banda de 490 pb caracterizando o gendtipo I/l

Coluna 8- controle de reagéo (branco)

A amplificagé@o, via PCR, do gene do AT1 resultou em um fragmento de
856 pb (Figura-7). A restricao enzimatica com a enzima Dde | resultou nos
seguintes gendtipos: A/A com fragmentos de 600 e 256 pb, A/C que possui
fragmentos de 600, 256, 146 e 110 pb e C/C com fragmentos e 600, 146

e110 pb (figura-8).

54



55

Figura 7- Fragmento de 856 pb corresponde ao gene do ATH1.

Coluna 1- Marcador de peso molecular de 100pb.
Colunas 2 a 7- Banda de 856 pb, amplificada do gene do AT1.

{ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
O — ooy R N R e

5 ’;“ b3 \é‘ﬁx{ “}
At Eithilep St

Figura:8- Restricdo enzimatica do fragmento do gene AT1 com a enzima Dde |

Coluna 1- marcador de peso molecular de 100pb.
Coluna 2- Fragmentos de 600, 146 e 110pb, representando o gendtipo C/C.

Colunas 3,4,5,6,7,9,10 12,13 e 14- fragmentos de 600 e 256 pb

representando o gendtipo de individuos A/A .
Colunas 8 e 11 — fragmentos de 600, 256, 146 e 110 pb representando o

genotipo A/C.
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O fragmento do gene do FVL com 223 pb foi amplificado e visualizado

em gel de agarose 2% (figura-9).
perados para 0s genotipos A2/A2, que apresentou

e A2/A1 com fragmentos de 141, 104, 82 e

A restricdo enzimatica resultou nos

padrées de bandas es

fragmentos de 104, 82 € 37 pb
37 pb (figura-10). Nenhum individuo A1/A1 foi encontrado na amostragem.

Este gene foi submetido a genotipagem também por meio da técnica de

LIS-SSCP ( figura-11)

o fragmento de 223 pb do gene FVL.

Figura: 9- Amplificagao d
olecular de 100pb

Coluna 1- marcador de pesom

Colunas 2 a 8- Fragmento de 223 pb do gene FVL.

oot
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Figura: 10- Restricdo enzimatica do fragmento de 223pb do gene do FyL

com a enzima Mnl .
Coluna 1- marcador de peso molecular de 100pb.
Colunas 2,3,5,7, 9,10 e 11- bandas de 104, 82 e 37 pb representando 0s

gendtipos A2/A2 do gene do FVL.
Colunas 4, 6 e 8- bandas de 141,104, 82 e 37 pb representando os

gendtipos A2/A1.

=

Figura: 11- LIS-SSCP do fragmento do gene FVL.
Colunas 1,2,4 e 6- individuos A2/A2 representados pelas bandas A e C,

Colunas 3 e 5- individuos A2/A1 representados pelas bandas A B, CeD.



plificado e genotipado por restricao

O gene da protrombina foi am

enzimatica com a enzima Hind lll. A amplificagao result
os seguintes genotipos: G/G, G/A e A/A

ou em um fragmento

de 345pb. Esperava-se encontrar
regido 20210 deste gene, na qual ocorre uma

correspondentes  a
por se tratar de uma variagdo rara so

substituicdo de G— A, porém

encontramos o genotipo G/G, que apds restricdo prod
345 pb, uma vez que nao possul sitio de restrigdo. A genotipagem deste

pela técnica de LIS-SSCP, mas nenhuma variagao foi
12 e 13). Assim a fregiiéncia génica e

uziu um fragmento de

gene foi feita também

detectada neste fragmento.(figuras

alélica desse gene foi de 1, ou seja 100%.

matica do fragmento de 345pb

céoe restrigao enzi

Figura: 12- Amplifica
do gene da Protrombina.

Coluna 1- marcador de peso molecular de 50pb
— fragmento amplificado com 345pb

Colunas2ab
a com Hind lll, banda de 345pb

Colunas 6 a 10- restrigao enzimatic

representando O genotipo normal G/G
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Figura: 13- LIS-SSCP do fragmento do gene da protrombina.
Colunas de 1 a 7- Padréo para o genotipo G/G.

As freqiiéncias genotipicas € génicas de cada um dos genes em

estudo foram calculadas (Tabela—2), porém ndo houve diferencas

estatisticamente significativas quando se fez a comparagdo, por meio do
teste t, do grupo de pacientes DHEG com as pacientes controle.
e ocorréncia do gene do AGT sa@o muito varidveis,

As freqiiéncias d
LIFTON et al. (1993) encontrou uma freqiiéncia para os gendtipos M/M, M/T

e T/T de 2%, 28% e 70% em negros (affo-americanos) e em caucasianos as
%, 46% e 12% respectivamente.

freqiiéncias encontradas foram de 42
HEGELE et al. (1994) encontrou as seguintes freqiiéncias na populagio

européia: M/M, 33%; M/T, 52% € T/T, 156%. Portanto é necessério que se
ra se estabelecer as freqiiéncias do AGT na

faca um estudo direcionado pa

Populagio brasileira.
para 0s genotipos da ECA, tanto no grupo

As frequéncias encontradas
de paciente DHGE quanto no grupo controle, estdo muito proximas das

estimadas para a populagao brasileira [ /1 (0,2), /D (0,4) e D/D (0,4) ]. As

frequiéncias para os alelos | € D também se aproximam das frequiéncias
asileira em 0,4 e 0,6 respectivamente

estimadas para a populagao br

(INACIO, 1999).
resentou uma freqiiéncia inferior as

A variante A1166C do AT1 ap
€ncontradas por BONNARDEAUX et al. (1994) e WANG et al.(1997); eles
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analisaram a presenga do alelo C em caucasianos portadores de
hipertensdo e normotensos. As fregiiéncias encontradas por esses autores
foram de 0,36 versus 0,28 e de 0,40 versus 0,29 em hipertensos e
normotensos respectivamente. Estudos da freqtiéncia desse alelo associado

a pré-eclampsia, especificamente, ndo foram encontrados na literatura.
A frequéncia encontrada para o alelo A1 do FVL no grupo DHEG foi a

mesma encontrada por O'SHAUGHNESSY et al.(1999) num estudo feito
com 283 mulheres com pré-eclampsia, 5%, e a freqtiéncia encontrada para o
grupo controle foi, praticamente, a mesma da encontrada por FRANCO et
al.(1995) para a populagéo branca, 2,6%.

A variante G20210A da protrombina € de ocorréncia rara e nio foi
detectada na populagdo em estudo. FRANCO et al (1999) encontraram
uma freqiiéncia de 1% para o alelo A 20210 em 400 membros de uma
populagdo saudavel.

Os dois grupos, pacientes DHEG e controle, foram subdivididos quanto
ao gendtipo do AGT, formando os subgrupos M/M, M/T e T/T com o objetivo
de verificar se haviam interagbes especificas de genotipos desfavoraveis dos
diversos genes analisados. Para cada um os novos grupos foram calculadas
as freqiiéncias associadas dos gendtipos do FVL, ECA e AT1 (Tabela-3).
Um dado interessante foi a observagéo de que a maioria dos individuos do
grupo T/T estdo associados aos gendtipos /D e D/D da ECA. Conforme
descrito anteriormente, o gendtipo T/T estd relacionado a presenga de
concentrages mais elevadas de angiotensinogénio plasmatico e a presenga
do alelo D estd associada a niveis maiores da ECA. Assim ha indicios de
que os alelos T e D estdo agindo sinergicamente no SRAA, um inibindo a
manifestacéo do outro, ou seja, a alta concentragao da ECA tem seu efeito
mascarado pela presenga de uma grande oferta de substrato. Deste modo, o
que realmente estaria controlando o SRAA seriam apenas as quantidades
iniciais de AGT e finais de angiotensina Il produzida. Outra observacéo
importante 6 que a mutagéo para o fator V de Leiden nos heterozigotos s¢ €
encontrada nos gendtipos considerados normais para o angiotensinogénio
(M/M e M/T). O mesmo pode ser inferido para a presenga dos gendtipos /D
e D/D da ECA dentro do gendtipo M/M do AGT. Estas observagdes podem

—

e i————r X
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Mascarar o verdadeiro efeito dos genes, pois as freqUéncias encontram-se

desbalanceadas.

Tabela-2: Freqiiéncias genotipicas e génicas dos genes do AGT, ECA, AT1

€ do FVL nos grupos de paotentes DHEG e Controle,

Pac:entes (DHEG) :
‘Géﬁéifprca» génica | i
M/M 8 16% 48% 13 27,66% 60,64%
M/T 32 64% 31 65,96%
/T 10 20% 52% 3 6,38% 39,36%
50 100% 100% 47 100,00% 100,00%
i1 7 14% 38% 6 12,77% 34,04%
I/D 24 48% 20 42,55%
D/D 19 38% 62% | 21 44,68% _ 6596%
50 100% 100% | 47 100,00% 1oo,ooo/j
A/A 32 64% 79% 36 76,60% 86,18%
A/C 15 30% 9 19,15%
c/C 3 6% 21% | 2 425%  13,83%
50 100% | 47 100,00% 100,00%7
A1/A1 0 0% 5% 0 0,00% 2,13%
A1/A2 5 10% 2 4,25%
A2/A2 45 90% 95% 45 95,75% 97,87%
50 100% 100% 47 100,00% 100,00"/;
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Tabela-3: Freqliéncias genotipicas e nimero de pacientes e controles encontrados

para os genes do FVL, ECA e AT1 associados aos gendtipos do AGT.

[ ~ ANGIOTENSINOGENIO
GENES S CREra
GENOTIPOS M/M M/T T/T
Paciente Controle | Paciente Controle | Paciente Controle
| (8) (1) B2 () | (19 @
FVL | A1/A1 0,00 0,00 0,00 0,00 [ 000 000
A1/A2  |0375(3) 000 | 006(2 008(2)| 000 000
A2/A2  |0625(5) 1,0(18) | 0,94(30) 0,94(29)| 1,0(10)  1,0(3)
ECA i 0,00 0,00 |0188(6) 0,13(4) | 0,1(1) 0,67 (2)
I/D 0,625 (5) 0,54(7) [0,375 (12) 0,35 (11)| 0,7(7) 0,33 (1)
D/D 0,375(3) 0,46 (6) 0,437 (14) 05(16) | 02(2) 0,00
AT1 AA |0625(5) 09212) | 0,59 (19) 068 (21)] 08(8) 067 (2)
| | A/C 0,375(3) 0,08(1) | 0,34(11) 0,26(8) | 0,1(1) 0,33 (1)
c/C 0,00 000 | 006(2) 0062 | 01(1) 0,00 J

Além dos fatores genéticos foram estudados fatores de risco nao
genéticos. A Tabela-4 mostra a média de ocorréncia dos fatores de risco na

pré-eclampsia associadas aos gendtipos do AGT, ECA, AT1 e FVL dentro

de cada fator isoladamente. As médias de ocorréncia dos fatores de risco

foram analisadas pelo teste t e apenas as pressdes arteriais sistolica e

diastdlica foram estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela -4. Médias obtidas para fatores de risco na pré-eclampsia associadas aos
Gendtipos especificos de quatro polimorfismos génicos do Fator V de Leiden
(FVL), Angiotensinogénio (AGT),Enzima Conversora da Angiotensina (ECA) e
Receptor 1 da Angiotensina Il (AT1).

Numero de Gestag¢des (n9)

Homozigotos Heterozigotos Homozigotos

Genes
Normais Mutantes
*PE *C *PE *C *PE *C
FVL 2,311 2,2727 2,22 2 - .
AGT 2,625 2,111 2,33 2,36 1,7 1,74
ECA 2,571 2,8 2,42 2,42 2,16 2,136
AT1 2,156 2,144 2,733 2,44 1,66 3,5
*Presséo Arterial Sistémica Sistdlica (mmHg)
FVL 164 110,6 157 -105 -
AGT 161,25 113,75 161,56 118,75 163,5 125
ECA 154,28 118 165,62 112,63 160,8 118
AT1 164,37 113,7 159,66 110 170 120
*Pressdo Arterial Sistémica Diastdélica (mmHg)
FVL 107,3 68,66 105 65 - -
AGT 106,25 81,4 107,65 81,61 107 77,5
ECA 106,42 95 104,79 64 105 78
AT1 105,31 70 109 70 120 70
Idade média (anos)
FVL 27,55 24,02 27,2 24 - -
AGT 26,75 22 28,44 27,45 25,2 25,5
ECA 08,57 2166 27,625 234 27 25,28
AT1 27 23,94 29 26,22 25,666 27,5
Edema (% de pacientes afetadas)
FVL 91% 54,54% 60% 100% - -
AGT 87,50% 50% 93,75% 93,70%  70% 50%
ECA 85,71%  33,33% 91,66% 55% 84,21% 61,90%
AT1 90,63%  58,33% 86,66% 44,40% 66,66%  50%
*PE- Pacientes com pré-eclampsia, *C- Controle
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Nas Tabelas 5 e 6 encontram-se as estimativas de maxima
verossimilhanca, bem como os resultados dos testes de hipdtese para a nulidade
dos parametros, obtidos pelo Proc Logistic do SAS, considerando o modelo de
regressao logistica.

Observa-se na Tabela 5, que apenas o efeito aditivo do gene AGT foi
significativo (p<0,0340), desse modo um novo modelo, contendo apenas esse
efeito, foi ajustado, para o qual as estimativas de maxima verossimilhanga obtidas
encontram-se apresentadas na Tabela 6. A estimativa do efeito aditivo do gene
AGT (“odds ratio”) na pré-eclampsia ¢ igual a 2,161, podendo-se inferir que, uma
mulher heterozigota M/T possui 2,16 mais chances de apresentar pré-eclampsia
do que as homozigotas normais M/M. E que, as homozigotas para o alelo mutante

T/T possuem 4,32 vezes mais chances de apresentar pré-eclampsia, quando

comparadas com as homozigotas normais.

Tabela 5- Estimativas de méaxima verossimilhanga e teste de hipotese para a

nulidade do parametro, para os genes AGT, ECA, AT1 e FVL, considerando os

efeitos aditivos (B;) e de dominancia ({3)

Genes Parémet"roy Chi-quadrado De |~ P-valor | Odds ﬁatio
| Wald FR
AGI B 4,4932 0,0340 2,327
B2 0,4824 0,4873 0,721
ECA B4 0,0231 0,8792 0,951
B2 0,3762 0,5397 1,314
AT1 B 0,3068 0,5796 1,299
Bs 0,3360 0,5622 1,443
FVL B 1,1278 0,2882 2,500
B - : :
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Tabela 6 Estimativas de méaxima verossimilhanga e teste de hipétese para a
nulidade do parametro, para o gene AGT, considerando apenas o efeito

aditivo do mesmo.
Gene " Parametro | Chi-quadrado De P-valor Odds Ratio
Wald
AGT B 4,2940 0,0382 2,161
|

A andlise dos gendtipos do angiotensinogénio (AGT), da enzima
conversora de angiotensina | (ECA), do receptor | de angiotensina Il (AT1) e do
fator V de Leiden (FVL) associados a pré-eclampsia e aos fatores de risco nao
genéticos (idade, n® de gestagdes e pressdo arterial sistémica) foi feita por meio
de correlagdes canodnicas (Tabela-7).

Ao correlacionar a condi¢éo de pré-eclampsia isoladamente, com cada um

dos genétipos em estudo, observamos que existe uma correlagao significativa
somente com o gene do AGT (R=0,21 - p< 0,035) e quando incluimos o gene do
FVL ocorre um discreto aumento da correlagéo (R=0,26 - p< 0,035). Os demais

genes nao alteram o valor da associagao.
Embora fosse esperado encontrar uma associagdo positiva da pré-

eclampsia com os demais genes do SRAA, isto ndo ocorreu na populagéo em
estudo. Observou-se que o AGT, o precursor desta via, parece regular os passos

subseqlientes do metabolismo, exercendo uma fungéo principal no processo que
leva a formagdo da angiotensina Il. Na presen¢a da variante 235T 0s niveis
médios de angiotensinogénio produzido sdo maiores, e a renina parece clivar todo

esse AGT. Consequentemente, ha uma maior formacgdo de angiotensina | e a
ECA ir4 agir degradando todo este substrato, independente do polimorfismo I/D.

iunto, possui uma alta correlagao

O grupo de fatores ndo genéticos, em conj
(R=0,8348 - p< 0,0001). Quando comparados

com a condicgo de pré-eclampsia
isoladamente cada um contribui com sua parcela significativamente, exceto a raga

e o nimero de gestagdes (Tabela-7).
Para cada grupo foi calculada a média de ocorréncia dos fatores genéticos e

ndo genéticos (Tabela-8). No grupo de pacientes foram obtidas médias maiores e
estatisticamente significativas (p<0,05), ou seja, tanto os fatores genéticos quanto
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0s n&o genéticos estdo influenciando na manifestagcdo da pré-eclampsia, dentro

do grupo de pacientes.

Tabela-7: Andlise de correlagdes candnicas (CR) para os fatores de risco

genéticos e ndo gengéticos quanto a ocorréncia da pré-eclampsia.

Chi-Quadrado P- valor CR
PE x AGT 4,4304 0,038531 0,21513
PE x FV 1,2231 0,26718 0,11437
PE x AGT+FV 6,6809 0,03543 0,26328
PE x ECA 0,28533 0,5932 0,05519
PE x AT1 1,2346 0,26651 0,11453
PE x AGT+FV+ECA+AT1 7,28887 0,12416 0,27598
PE x nG 0,231 0,630 0,0497
PE x Id 6,0471 0,01393 0,25
PE x Ed 24,70294 0,0000007 |0,481852
PE x PASs 94,92 0,00000...1 10,7985
PE x PASd 86,84 0,00000...1 0,777

}EE X raga 1,2649 0,260 0,1159
108,65 0,00000...1 10,83486

PE nG+Id+PASs+PASd
+ raca

Valores significativos quando p < 0,05.
*PE- pré-eclampsia, nG- numero de gestagdes, Id- idade, Ed- edema; PASs

e PASd- presséo arterial sistémica sistélica e diastolica.
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Tabela-8 Média dos fatores de risco genéticos e nao genéticos envolvidos

na predisposi¢do a pre-eclampsia nos grupos de pacientes e controle.
"~ Falores gendlicos” [Falorss nao Genstico

TR

Pacientes

f 2,16 a

2,4 a

Controles

’ 1,86 b

0,89 b

* Médias seguidas pela mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes no

nivel de 5%, segundo o teste t student.

A associagéo positiva com os fatores de risco n@o geneticos, exceto raga e

numero de gestagdes, demonstra que eles sdo responsaveis por uma parcela
significativa no desenvolvimento da pré-eclampsia. Embora o fator genético

contribua, a presenga de condigbes favoraveis para o desencadear de uma

doenga, como ma alimentagdo, falta de exercicios fisicos, maus habitos de

higiene, falta de assisténcia médica, estabilidade emocional e financeira, etc; ¢

que provocard a manifestaggo do fator genético desfavoravel e, mesmo na sua

auséncia, esse ambiente promove outras alteragdes fisiologicas que culminam na

manifestagdo da patologia.



5-Conclusoes:

No grupo em estudo observamos que os fatores genéticos analisados
s&0 responsaveis por aproximadamente 20% dos casos de manifestacdo da
pré-eclampsia, os 80% restantes sé@o resultantes de fatores nao genéticos.
Portanto, mulheres com gravidez em idade tardia ou precoce, hipertensas e
com presenga de edema, mesmo sem nenhuma predisposi¢cdo genética, tém
grandes chances de desenvolver pré-eclampsia.

Dentre os polimorfismos estudados a variante M235T do AGT foi tnica
que apresentou uma correlagdo estatisticamente significativa com a
manifestacao da pré-eclampsia (R= 0,21 p< 0,035), com um pequeno efeito
aditivo do Fator V de Leiden (R=0,26 p< 0,035). O gene do AGT possui um
efeito aditivo. Mulheres portadoras do alelo 235T (heterozigotas) tém um
risco 2,16 vezes maior de desenvolver pré-eclampsia quando comparadas a
mulheres homozigotas para o alelo M235. Mulheres homozigotas para o
alelo mutante T possuem um risco de 4,3 vezes maior.

Estes resultados tém uma importancia significativa para o diagndstico
precoce e para a prevencdo da pré-eclampsia. O perfil obtido € suficiente
para sugerir uma terapéutica preventiva as mulheres gravidas que
apresentem predisposicdo genética, ao desenvolvimento da pré-eclampsia,

evitando assim a morbi-mortalidade materno-fetal.
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Anexo |

Termo de consentimento

O Laboratdrio de Genética Molecular da Universid andi
(UFU) esta realizando um estudo genético relacionado as poii?veﬁ:izrjs}aie liberlandla
atuar como fator de risco, levando ao quadro de pré-eclampsia ou doenca %ipeﬁgiz?vrz
egcluswa da gravidez (DHEG). Este estudo esta sob a coordenagdo do Prof. Dr. Luiz
_Rlcardo Goulart Filho e co-orientagdo do Prof. Dr. Renato Enrique Sologurén A.ché
juntamente com a aluna de mestrado em Genética e Bioguimica (UFU) Elisdngela Rosa;

da Silva,

O projeto consiste no estudo da variante M235T do gene do angiotensinogénio, do
polimorfismo de delecdo/ insergdo do gene da enzima conversora de angiotensina (EéA)
Que fazem parte do sistema renina- angiotensina responsavel pelo equih’brio’
homeostatico e regulagdo da presséo arterial, e também do gene do fator V de Leiden, o
qual apresenta uma mutagdo no cédon 506, resultando em maior propenséo a trombose

_ Para detectar as possiveis mutagbes existentes nesses genes, serao necessdrias
analises de DNA a partir de sangue periférico de mulheres grévidas portadoras de DHEG

leve e severa e de grdvidas normais, para que se possa comparar os gendtipos das
se a presenca dessas mutagbes correlacionam-se ao

mesmas e verificar
desenvolvimento da patologia.

Na realizacdo do diagnéstico molecular, serdo necessarias coletas de 15 mi de
sangue periférico de cada paciente. Para tal, utilizar-se-a seringas descartaveis, evitando
qualquer risco de contaminagdo por doengas infecciosas ou virética que sejam
transmitidas pelo sangue.O material bioldgico, sangue periférico, sera enviado para o

Labqratério de Genética Molecular da UFU, onde serdo realizados os testes moleculares.
Mediante consentimento do paciente, os resultados serdo apresentados sob anonimato

em futu_ras publicacdes cientificas e também estardo & disposi¢do de cada paciente que
0s deseje conhecer no citado laboratdrio.

Os pacientes que concordarem em participar da pesquisa poderdo desistir de
fazé-lo a qualquer momento, sem que haja prejuizo préprio.

Pelos termos apresentados por esse documento,

Eu
Concordo em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos beneficios e

direitos.

Assinatura do paciente

Assinatura da testemunha

de2000

Uberléandia, de
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Anexo i
Tabela com os fatores de risco .
genéticos no FVL e SRAA. Controles FVL AGT ECA ATl
M-51 0 i I 2
. _ S-52 0 1 2 0
Pacientes FVL AGT ECA ATl D-53 0 0 1 0
A-l 0 1 | 0 ey
I-54 0 1 2 0
M-2 0 | 1 I 0-55 I 1 0 0
c-3 0 2 ! 2 R-56 0 ] 1 0
D-4 0 1 0 i D-57 0 1 1 1
T-5 0 | 2 0 A-58 0 1 1 0
G-6 0 1 1 1 N-59 0 0 2 0
\C/-_’é 0 2 2 0 T-60 0 1 2 0
v 0 2 1 1 C-61 0 0 | 0
1o 0 l 2 0 M-62 0 2 | 0
0 1 0 1 M-63 0 1 2 0
N-11 0 2 0 0 K-64 0 ! 2 0
A-L2 I I ! 0 A-G5 0 ' 2 0
Jb_—ll j 0 2 I 0 C-66 0 ! i 0
_— 0 2 | 0 N-67 0 ] 2 1
VY 0 2 1 0 G-68 0 1 0 I
K17 8 1 ] 0 A-69 0 2 0 0
2
A-18 0 2 0 T-70 0 : f .
1 2 0 R 0 0 1 0
R-19 0 | | L-71
A-20 0 | | X E-72 : Lo
R-21 0 0 M-73 0 0 2 0
1 2 0 . 0 1 0 0
C-22 0o 1 L 0 S-74 0
M-23 0 I > o AT 0 1 Lo
D-24 0 | | , C-76 0 1 ;
525 1 I 2 | A-T7 0 1 ) i
D-26 0 1 2 0 E-78 0 l 5 0
T-27 0 0 1 1 E-79 0 1 2 0
A-28 0 1 2 ! .y . L |
5-29 1 0 2 1 Agé 0 0 1 0
E-30 0 L 0 2 A-83 0 0 ! 0
E-31 0 ! 0 0 K84 0 ! 2 0
-32 0 L 2 0 M -85 0 0 I 0
H-33 0 ! 2 1 LT-86 0 0 1 0
M -34 0 1 ! 0 M-87 0 1 2 0
R-35 0 ! 2 1 E-88 0 1 2 !
M-36 0 I 2 ! L-89 0 2 0 !
M-37 0 1 0 0 L-90 0 1 1 0
R-38 0 1 2 1 FI-91 0 0 1 0
R-39 0 1 2 0 J-92 0 0 2 0
V-40 | 0 2 0 D-93 0 1 1 0
C-42 0 0 1 0 E-95 0 0 2 0
L4 0 0 2 0 M-96 0 0 2 0
E.44 0 2 i 0 L-97 0 1 2 0
$-45 0 2 | 0
A-40 0 ! i (1) Os numeros 0, 1 € 2 correspondem aos gendtipos de
glj; (1) (l) 1 1 cada gene. Todos os gendtipos homozigotos normais
L-49 0 0 l 0 estdo representados pelo ne 0, os heterozigotos pelo
M-50 0 1 ! 0 ne 1 e 0s homozigotos mutantes pelo n? 2.




