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RESUMO

Introducéo: Apesar dos avancos na medicina obstétrica, a patogénese da pré-eclampsia (PE)
permanece pouco compreendida, tém-se sugerido que esta resulta de um estado de
hiperatividade simpatica, estando as catecolaminas circulantes aumentadas nessa condicéo.
Uma nova enzima, denominada renalase, foi identificada recentemente e apresenta acdo no
metabolismo de catecolaminas e reducdo da pressao sanguinea quando administrada in vivo.
Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar a possivel relacdo do polimorfismo
(rs10887800) do gene da renalase (RNLS) nos mecanismos que controlam a patogénese da
pré-eclampsia. Material e Métodos: Trata-se de um estudo transversal e quantitativo do tipo
caso controle, constituido por 94 mulheres gravidas com pré-eclampsia (casos) e 97 mulheres
gravidas normotensas (controles). Foi realizada aplicacdo de um formulario padronizado para
coleta de dados demogréaficos e clinicos e também coleta de raspado bucal, em seguida
extracdo do DNA e posterior realizagdo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real para avaliacdo do polimorfismo genético (rs10887800) no gene da renalase (RNLS).
Resultados: Houve diferenca estatistica significativa em termos de idade (p= 0,034), idade
gestacional (p=0,013) e IMC (p= 0,010) quando comparados os grupos PE e controle. Como
esperado, as médias da PAS (PE 158,15 + 1,85 vs controle 113,37 + 17,42; p= 0,013) e da
PAD (PE 102,19 + 1,37 vs controle 74,02 + 0,86; p< 0,001) apresentaram diferenca estatistica
significante entre os grupos PE e controle. Em relacdo aos parametros bioquimicos e
hematoldgicos, houve diferenca significativa para os valores de plaquetas (p= 0,017) e &cido
arico (p= 0,003), comparando os grupos de PE leve e grave. Em termos de distribuicdo
genotipica e frequéncia de alelos, ndo houve associacdo significativa do polimorfismo
rs10887800 do gene RNLS com o desenvolvimento da PE e com a gravidade. No entanto, o
genotipo GG associou-se a uma tendéncia de maior risco da doenca (GG vs AG + AA: OR =
2.16; 0.97-4.86; p = 0.05). Concluséo: O polimorfismo rs10887800 do gene da renalase ndo
pode ser considerado como um fator de predisposicdo para a suscetibilidade a PE, numa
populacdo no Nordeste do Brasil, e nem estd associado a sua gravidade. Entretanto, esses
achados ndo podem ser generalizados e recomenda-se a realizagcdo de pesquisas futuras em

amostras de tamanho maior e mais abrangentes.

PALAVRAS-CHAVE: Pré-eclampsia; Gene da renalase; Polimorfismo; Pressdo sanguinea.



ABSTRACT

Introduction: Despite advances in obstetric medicine, the pathogenesis of preeclampsia (PE)
remains poorly understood, it has been suggested that it results from a state of sympathetic
hyperactivity, with circulating catecholamines being increased in this condition. A new
enzyme, called renalase, has recently been identified and exhibits action on catecholamine
metabolism and blood pressure reduction when administered in vivo. Thus, the objective of
this study was to evaluate the possible relation of the polymorphism (rs10887800) of the
renalase gene (RNLS) in the mechanisms that control the pathogenesis of preeclampsia.
Material and Methods: This is a cross-sectional, quantitative, case-control study of 94
pregnant women with pre-eclampsia (cases) and 97 normotensive pregnant women (controls).
A standardized form was used to collect demographic and clinical data, as well as the
collection of oral scrapings, DNA extraction and subsequent real-time polymerase chain
reaction (PCR) to evaluate the genetic polymorphism (rs10887800) in the renalase gene
(RNLS). Results: There was a significant statistical difference in terms of age (p = 0.034),
gestational age (p = 0.013) and BMI (p = 0.010) when compared to the PE and control groups.
As expected, the means of SBP (PE 158.15 + 1.85 vs control 113.37 £ 17.42, p = 0.013) and
DBP (PE 102.19 + 1.37 vs control 74.02 + 0, 86, p <0.001) presented a statistically significant
difference between the PE and control sgroups. Regarding the biochemical and hematological
parameters, there was a significant difference for the values of platelets (p = 0.017) and uric
acid (p = 0.003), comparing the groups of mild and severe PE. In terms of genotypic
distribution and frequency of alleles, there was no significant association of the rs10887800
polymorphism of the RNLS gene with the development of PE and with the severity. However,
the GG genotype was associated with a trend of higher risk of the disease (GG vs AG + AA:
OR = 2.16, 0.97-4.86, p = 0.05). Conclusion: The rs10887800 polymorphism of the renalase
gene can not be considered as a predisposing factor for susceptibility to PE in a population in
northeastern Brazil, nor is it associated with its severity. However, these findings can not be
generalized and it is recommended to carry out future research on larger and more extensive

samples.

Keywords: Pre-eclampsia; Renalase; Polymorphism; Blood pressure.
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1 INTRODUCAO

A Pré-eclampisa (PE) constitui um dos distarbios mais prevalentes na gravidez e
corresponde a uma sindrome multissistémica especifica dessa condicdo, definida clinicamente
por elevacdo da pressdo arterial (>140/90 mmHg) e proteindria que excede 300 mg/dia, ou
presenca de sinais de gravidade clinica e laboratorial, mesmo sem proteinuria, apés a
vigésima semana de gestacdo e desaparecendo apos o puerpério (SHENOY; KANASAKI;
KALLURI, 2010; YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010). Afeta de 5 a 8% das gravidas,
sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade materno-fetal (GATHIRAM,;
MOODLEY, 2016; SILVA et al., 2017).

Apesar do significado clinico da PE, o tratamento dessa desordem ndo mudou
substancialmente, com o passar do tempo, uma vez que 0S mecanismos subjacentes a sua
etiopatogenia permanecem pouco elucidados. Assim, um desafio na atualidade seria
identificar biomarcadores que detectassem essa sindrome, antes mesmo do aparecimento de
suas manifestacdes clinicas, favorecendo alternativas para a prevencdo e tratamento desta
condicdo (BAGCI et al., 2016; TEIMOORI et al., 2019; YILMAZ et al., 2016).

Diversas etiologias tém sido propostas no desenvolvimento da PE, incluindo causas
placentérias, imunolégicas, genéticas e ambientais (CUNHA et al., 2011; HERTIG; LIERE,
2010; YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010). Evidéncias recentes apontam que ela é
resultante de uma hiperatividade simpatica, estando os niveis de catecolaminas circulantes,
como dopamina, noradrenalina e adrenalina, aumentados nessa condicdo (BAGCI et al., 2016;
TEIMOORI et al., 2019; YILMAZ et al., 2016).

A degradacéo de catecolaminas por meio de enzimas intracelulares, tais como catecol
— O — metiltransferase, monoamina oxidase — A (MAO-A) e monoamina oxidase B (MAO —
B), estdo envolvidas na regulacdo da pressdo arterial. Na ultima década, pesquisadores
identificaram uma nova enzima monoamina oxidase, que corresponde a uma flavina adenina
dinucleotideo (FAD) dependente da amino oxidase, soltvel, que foi denominada de renalase
(FATIMA et al., 2017; LV et al., 2016; KISELJAKOVIC et al.; 2016).

A renalase é expressa principalmente no rim sendo também encontrada no coragéo,
intestino delgado, cérebro e musculo esquelético, e tem a funcdo de metabolizar as
catecolaminas e seus substratos, reduzindo a pressdao sanguinea in vivo, suprimindo a
contratilidade cardiaca e a frequéncia cardiaca, sem alteragdes compensatdrias no ténus
vascular periférico (BOOMSMA; TIPTON, 2007; DESIR et al., 2012; QUELHAS-SANTOS
et al., 2014; SHI; WANG, 2015).
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O gene que codifica a renalase é chamado de RNLS e localiza-se no cromossomo
10923.33 sendo formado por 10 exons e 309.469 pares de bases (pb). Ela é constituida por
342 aminoacidos de comprimento, sendo formada por um dominio amino oxidase, uma regido
de ligacdo a FAD e um peptideo de sinal (FATIMA et al., 2017; LV et al., 2016;
KISELJAKOVIC et al.; 2016).

Estudos recentes tém sugerido que polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) do
gene da renalase (RNLS) podem estar associados a um maior risco de hipertensdo arterial (LV
et al, 2016; SHI; WANG, 2015; YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010;).
Especificamente, o polimorfismo rs10887800 do gene da renalase estd associado com
acidente vascular cerebral (AVC), hipertensdo, diabetes tipo 2, doenga renal terminal (DRT),
doenca coronariana e hipertensdo induzida pela gravidez (HIG) (FATIMA et al., 2017; LI et
al., 2014; STEC, 2017; STEC; KSIAZEK; BURACZYNSKA, 2016).

Este polimorfismo (rs10887800) estd localizado no intron 6, perto da divisdo
exon/intron, na regido funcional putativa, constituindo uma variante de intron que pode afetar
o splicing alternativo do RNAm, agindo como potenciador ou regulador da expressao e
sinalizacdo do gene RNLS (BURACZYNSKA et al., 2011; FATIMA et al., 2017).

Com o0 avanco nos estudos nessa area, tém-se sugerido uma possivel associacdo de
polimorfismos no gene da renalase com 0s mecanismos da patogénese da PE, porém ainda ha
uma escassez de publicacBes a cerca desse assunto. A identificacdo de biomarcadores
associados a fisiopatologia dessa condicdo possibilitaria a ampliacdo de estratégias
terapéuticas para melhorar os resultados maternos e fetais. Assim, o objetivo do nosso estudo
é avaliar a possivel relacdo do polimorfismo (rs10887800) do gene da renalase (RNLS) nos
mecanismos que controlam a patogénese da pré-eclampsia.

Para uma melhor compreensao da importancia deste estudo, segue uma breve revisao
de literatura relacionada aos mecanismos etiopatogéncios da PE e evidéncias de associa¢ao de

polimorfismos do gene da renalase com diferentes patologias incluindo a PE.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transtornos hipertensivos associados a gravidez

A gestacdo configura um fendmeno fisioldgico que envolve alteragbes dindmicas, do
ponto de vista fisico, social e emocional, necessérias para o desenvolvimento adequado da
mée e do feto, devendo entdo, ser vista como parte de uma experiéncia de vida saudavel.
Entretanto, trata-se de uma situacao limitrofe, onde a preexisténcia de qualquer doenca ou
agravo aumenta a probabilidade de desenvolvimentos desfavordveis nesse periodo,
acarretando riscos para ambas as partes (BRITO et al., 2015; CARTY; DELLES;
DOMINICZAK, 2008; CARTY; DELLES; DOMINICZAK, 2010).

Dentre estes agravos, 0s transtornos hipertensivos associados a gravidez sdo 0s mais
frequentes, podendo afetar mais de 10% das gesta¢cdes no Brasil (GATHIRAM; MOODLEY,
2016). Sua prevaléncia varia conforme a faixa etéria, raca, obesidade e presenca de patologias
associadas, como diabetes e doenca renal (ALVES, 2013; FOO et al.,, 2015; SOUSA;
JUNIOR, 2014).

Os estados hipertensos da gravidez foram classificados pelo Colégio Americano de
Obstetras e Ginecologistas em trés categorias principais: (1) hipertensdo induzida pela
gravidez (pré-eclampsia, eclampsia, sindrome de HELLP e hipertensdo gestacional); (2)
hipertensdo crénica precedendo a gravidez; e (3) hipertensdo crbnica com pré-eclampsia
sobreposta (CHAVEZ; CAVALLLI, 2016; DROST et al., 2010).

A pré-eclampsia é definida pela presenca de hipertensdo (pressao arterial sistolica
(PAS) e/ou pressdo arterial diastélica (PAD) igual ou superior a 140/90 mmHg) e proteindria
acima de 300 mg/24h, ou presenca de sinais de gravidade clinica e laboratorial, mesmo sem
proteindria, apds a vigésima semana de gestagdo e desaparecendo ap6s o puerpério, podendo
ser leve ou grave (BAGCI et al., 2016; TEIMOORI et al., 2019; YILMAZ et al., 2016).

A eclampsia compreende a presenca de crises tonico-clonicas generalizadas ou coma
na mulher com qualquer quadro hipertensivo, ndo causado por epilepsia ou qualquer outra
doenca convulsiva, podendo ocorrer durante o parto e perdurar até duas semanas depois. A
sindrome de HELLP (do inglés hemolysis, elevated liver enzymes and low platelets, que
significa hemdlise, aumento de enzimas hepaticas e plaquetopenia) é caracterizada por um
conjunto de sinais e sintomas associados a hemolise microangiopatica, trombocitopenia e
alteracbes nos testes de funcdo hepatica (BRITO et al.,, 2015; FERRAZZI et al., 2017,
SANCHEZ; PONCE; BENITEZ, 2016).
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A hipertensdo gestacional, por sua vez, cursa com elevacdo pressorica (PAS
>140mmHg e/ou PAD >90mmHg) ocorrendo na segunda metade da gravidez, em mulheres
previamente normotensas, sem alteracfes na proteintria. Em 20-50% das pacientes com
hipertensdo gestacional ha progressao a pré-eclampsia (BRITO et al., 2015; FERRAZZI et al.,
2017; SANCHEZ; PONCE; BENITEZ, 2016).

A hipertensdo cronica complica aproximadamente 3% de todas as gestacdes e é
definida como uma pressao arterial >140/90mmHg que ja existe antes da gestagdo ou surge
antes da 20? semana de gravidez. Ha ainda casos de surgimento de pré-eclampsia em mulheres
com hipertenséo crénica, constituindo a forma sobreposta (ALVES, 2013; FERRAZZI et al.,
2017; SOUSA; JUNIOR, 2014).

2.2 Pré-eclampsia

A pré-eclampsia é uma desordem multissistémica e de causa pouco compreendida,
exclusiva para a gravidez humana. Atinge cerca de 5 a 8% das gestacdes em todo o mundo.
Suas formas clinicas, o inicio do aparecimento de sintomas ao longo da gestacdo e a
gravidade materno-fetal sdo varidveis. Consequentemente, acredita-se que se trata de um
disturbio de natureza multifatorial que apresenta em comum o surgimento ou agravamento da
hipertensdo arterial (> 140/90 mm Hg) e excrecdo urinéria de proteinas (300 mg por 24
horas), apds a 202 semana gestacional (PACHECO, 2015; TURNER, 2010).

Esse disturbio pode se apresentar também na auséncia de proteinuria, estando a
hipertensdo associada a alteracdes laboratoriais hematoldgicas, na fungdo hepética e renal e
manifestacdes clinicas de edema pulmonar, sintomas neurolégicos ou visuais e disfuncéo
uteroplacentaria. Essa ampla definicdo reflete a diversidade na apresentacdo clinica da pré-
eclampsia e sugere heterogeneidade na sua patogénese. (CHAVEZ; CAVALLI, 2016;
PACHECO, 2015).

Segundo os critérios estabelecidos pelo National Blood Pressure Education Program
Working Group (NHBPEPWG), a pré-eclampsia pode ser clinicamente caracterizada nas
formas leve e grave. Esta classificagdo tem sido amplamente utilizada por basear-se em
critérios clinicos objetivos, refletindo seu progndstico e orientando a conducdo da gestacdo
que se acompanha desta importante causa de morbidade e mortalidade obstétrica (PACHECO,
2015; TURNER, 2010).

A pré-eclampsia leve tem sido historicamente caracterizada por hipertensdo
(PAS/PAD entre 140-160 / 90-110 mmHg) em duas medidas com intervalo de 4 a 6 horas e
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proteintria (=300 mg) na amostra de urina em 24 horas ou com valor igual ou superior a 1+
no teste de fita. A forma grave envolve um ou mais dos seguintes critérios: PAS /PAD > 160 /
110 mmHg enquanto em repouso no leito; proteinuria (>300 mg) na amostra de urina em 24
horas (podendo atingir a faixa nefrotica ou apresentar subvalores associados a outros sintomas
de gravidade); oliguria subita; distarbios visuais, dor de cabeca, dor abdominal, niveis
elevados de creatinina sérica e transaminases, trombocitopenia e restrigdo no crescimento
fetal (REIS et al., 2010; TURNER, 2010).

A compreensdo da pré-eclampsia como sindrome e sua diversidade de repercussfes
na gestante e concepto vém formando um conceito mais moderno, baseado no momento do
surgimento de suas manifestacfes, configurando-se como um melhor indicador de
significancia da doenca. Este corresponde a uma distincdo entre as formas precoce e tardia
(REIS et al., 2010).

H4 evidéncias de que a doenca mais grave esta associada ao inicio precoce, antes de
34 semanas de gestacdo, € menos frequente, porém é responsavel por altas taxas de morbidade
e mortalidade materna e fetal. Caracteriza-se por uma incompleta transformacéo das artérias
espirais, resultando em hipoperfusdo da placenta e reduzindo o suprimento de nutrientes ao
feto, podendo indicar sinais de restricdo de crescimento intrauterino e acarretar um
progndstico mais sombrio para a gestante e o concepto (GATHIRAM; MOODLEY, 2016;
REIS et al., 2010).

A pré-eclampsia tardia, com inicio a partir da 34% semana gestacional, é a forma mais
frequente e geralmente é associada a uma placentacdo adequada ou levemente comprometida.
Caracteriza-se por auséncia ou leve resisténcia ao fluxo nas artérias uterinas, menor
comprometimento do crescimento fetal e resultados perinatais mais favoraveis (GATHIRAM,;
MOODLEY, 2016; REIS et al., 2010).

Essa classificagcdo sugere que a etiologia da doenga parece variar de acordo com 0
tempo de apresentacdo, assim 0S mecanismos etiopatogénicos se iniciam em momentos
diferentes da gestacdo. Desse modo, alguns marcadores fisiopatologicos s@o melhores
preditores das formas de surgimento precoce, como por exemplo, os fatores antiangiogénicos
(GATHIRAM; MOODLEY, 2016; REIS et al., 2010).

Além disso, Valensise et al. (2008) constataram que a hemodindmica materna
também se distingue nas formas clinicas da PE. Eles avaliaram 1345 pacientes nuliparas
identificadas como normotensas antes de 20-22 semanas de gestagdo. Quando estas foram
avaliadas em 24 semanas de gestacdo, as pacientes diagnosticadas com doenga precoce

apresentaram maior resisténcia vascular total e menor débito cardiaco, quando comparadas as
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pacientes de inicio tardio.
Diante disso, percebe-se que as manifestacGes clinicas e alteragdes laboratoriais
desencadeadas pela PE séo varidveis e estdo relacionadas a gravidade da doenca, sendo

melhor explicadas em seguida.

2.3 Manifestac0es clinicas e laboratoriais

O aumento da pressao sanguinea desencadeado pela pré-eclampsia na gestacdo pode
acarretar alteracbes na funcdo de Orgdos alvo e causar efeitos deletérios sobre diversos
sistemas, principalmente vascular, hepético, renal e cerebral, suscitando sinais e sintomas
maternos e resultados laboratoriais que anunciam o desenvolvimento de complicacdes
relacionadas a alta morbimortalidade materna e perinatal (KAHHALE; FRANCISCO;
ZUGAIB, 2018; TURNER, 2010).

O envolvimento de maltiplos sistemas maternos caracteriza a forma grave da doenca
e pode provocar 0s seguintes sintomas: comprometimento da funcdo renal, oligdria, edema
pulmonar, convulsdes, trombocitopenia, enzimas hepéaticas anormais associadas a dor
epigastrica ou no quadrante superior direito, ou persistentes sintomas graves do SNC (por
exemplo, estado mental alterado, dores de cabega, visdo turva ou cegueira) (BRITO et al.,
2015; REIS et al., 2010).

Durante uma gestacdo normal, o fluxo sanguineo renal aumenta, levando a um
aumento da taxa de filtracdo glomerular, que resulta em uma reducdo das concentracdes
séricas de ureia e creatinina, em média 9,0 e 0,5 mg/dL, respectivamente. Nas gestantes com
PE, ao contrario, ocorre uma reducdo de cerca de 30% na taxa de filtracdo glomerular, em
virtude da glomeruloendoteliose e do vasoespasmo, resultando em aumento das concentragoes
séricas de creatinina, uréia e &cido Urico. Sugere-se ainda que o &cido Urico em concentracfes
séricas superiores ou iguais a 5,5 mg/dL é um importante marcador para deteccdo de PE,
porém ndo ¢ um bom preditor de suas complicagdes (MARTINEZ et al., 2014; PERACOLI,
PARPINELLI, 2005).

Com relacdo a fungdo hepatica, cerca de 20 a 30% das pacientes com PE apresentam
elevacdo nas concentracGes das transaminases hepaticas, aspartato transaminase (AST)
tambem chamada de transaminase glutdmica oxalacetica sérica (TGO) e alanina
transaminase (ALT), também chamada de transaminase glutdmica piravica sérica (TGP),
enquanto que as concentra¢@es de bilirrubina raramente aumentam. Acredita-se que 0s niveis

elevados das transmaminases denotam a ocorréncia de um dano hepético que, por sua vez,
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promove um aumento nos niveis de desidrogenase latica (LDH) (KAHHALE; FRANCISCO;
ZUGAIB, 2018; MARTINEZ et al., 2014).

Progressivamente com a evolucdo natural da doenca e intensificacdo do quadro
clinico, um largo espectro de situacdes podem surgir, mais comumente ocorre 0
desenvolvimento de formas graves, entre elas, a eclampsia e a sindrome de HELLP, que sdo
responsaveis pelos resultados mais desfavoraveis (KAHHALE; FRANCISCO; ZUGAIB,
2018; MARTINEZ et al., 2014; PERACOLI; PARPINELLI, 2005).

A eclampsia caracteriza-se pela manifestacdo de crises convulsivas ténico-clonicas
generalizadas e/ou coma, em gestantes com pré-eclampsia, na auséncia de doengas
neuroldgicas. Pode ocorrer durante a gestacdo, na evolucdo do trabalho de parto e no
puerpério imediato. E comumente precedida pelos sinais e sintomas de eclampsia iminente,
isto é, distarbios do sistema nervoso central (cefaleia frontal/occipital, torpor, obnubilacéo e
alteracbes do comportamento), visuais (escotomas, fosfenas, visdo embacada e até amaurose)
e gastricos (nauseas, voémitos e dor no hipocondrio direito ou no epigéstrio) (BRITO et al.,
2015; TURNER, 2010).

A causa exata das convulsdes ndo é elucidada. Pressupde-se que estejam relacionadas
ao vasoespasmo cerebral com isquemia local, a encefalopatia hipertensiva com hiperperfuséo,
0 edema vasogénico e a lesdo endotelial (KAHHALE; FRANCISCO; ZUGAIB, 2018;
PERACOLI; PARPINELLLI, 2005).

Uma das formas mais graves de pré-eclampsia, agravando o prognostico materno, € a
sindrome de HELLP, um acrdénimo utilizado para descrever a condi¢do em que uma paciente
com pré-eclampsia ou eclampsia cursa com hemdlise (hemolysis), aumento das enzimas
hepéticas (elevated liver enzymes) e plaquetopenia (low platelets) (BRITO et al., 2015;
PERACOLI; PARPINELLI, 2005; TURNER, 2010).

A anemia hemolitica microangiopéatica é o marco da sindrome de HELLP. E atribuida
a deformidade (esquizdcitos) e destruicdo das hemécias na microcirculacdo, secundarias ao
dano endotelial, com subsequente vasoespasmo e deposi¢édo de fibrina nas paredes vasculares,
que também conduzem & ativacdo, agregacdo e ao maior consumo periférico das plaquetas
(plaquetopenia). Estas alteracfes sdo comuns a fisiopatologia da pré-eclampsia (BRITO et al.,
2015; KAHHALE; FRANCISCO; ZUGAIB, 2018).

Dessa forma, tendo em vista a diversidade clinica e laboratorial que cursa com a PE,
para uma real compreensdo dessa condicdo torna-se necessario aprofundarmo-nos a cerca dos

mecanismos envolvidos na sua fisiopatologia.
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2.4 Fisiopatologia da pre-eclampsia

A pré-eclampsia é uma enfermidade especifica da espécie humana e da gestacéo e
sua etiologia permanece ndo elucidada. Apesar dos seus sinais clinicos serem aparentes apds
a vigésima semana de gestacdo, atualmente tem sido aceito que a patogénese dessa doenca é
estabelecida precocemente na fase da placentacdo, comecando no primeiro trimestre da
gravidez, sendo dificil identificar biomarcadores precoces, em virtude, principalmente, de
razbes de natureza ética, uma vez que é complicado realizar estudos na fase precoce da
gestacdo, ja que estes podem comprometer tanto a mde como o feto. Além disso a génese
dessa patologia envolve mecanismos multifatoriais (GARCIA et al., 2010; GATHIRAM,;
MOODLEY, 2016).

A placenta tem sido identificada como um substrato anatdbmico etiopatogénico
importante para a doenca e ndo ha conexdo com o ambiente uterino, uma vez que pode se
manifestar na auséncia de embrido e em casos de gestacfes ectdpicas com evolucao além da
202 semana, mostrando que o Utero também ndo se faz necessario. Assim, o Unico tratamento
efetivo parece consistir na interrupcdo da gravidez e remocdo completa da placenta. Em
muitos casos, esta medida precisa ser tomada prematuramente, visando garantir a vida da
made, do bebé ou de ambos (OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010; PACHECO, 2015).

Nesse sentido, acredita-se que o inadequado desenvolvimento placentério seja a
causa raiz dessa patologia, desencadeando revascularizacdo uterina defeituosa, intensa
resposta inflamatdria e disfuncdo do endotélio vascular materno, mecanismos fisiopatologicos
que serdo descritos mais detalhadamente nos topicos subsequentes (CHAVEZ; CAVALLI,
2016; GARCIA et al., 2010).

2.4.1 Adaptacdo placentaria

A placenta é formada por uma camada interna composta por células-tronco de
citotrofoblasto mononucleares e uma externa que contém sinciciotrofoblastos multinucleados.
No momento da placentacdo os citotrofoblastos formam os trofoblastos extravilosos (TEVS),
que invadem a zona decidual e miometrial do utero, atingindo as artérias espiraladas
miometriais ja em torno de 6 a 8 semanas de gravidez, promovendo, nesse momento,
verdadeira obstrucdo do fluxo sanguineo que banha os espagos intervilosos. Essa forma de

desenvolvimento permite que a gravidez se desenvolva inicialmente em um ambiente



24

hipoxico, protegendo as células fetais do excessivo aporte de oxigénio (ALPOIM et al., 2013;
GATHIRAM; MOODLEY, 2016).

A medida que a gestacdo progride, os TEVs promovem uma remodelacdo da camada
muscular das artérias espiraladas uterinas e, assumindo um fenétipo de células endoteliais,
substituem a camada endotelial desses vasos, transformando um sistema vascular de alta
resisténcia e baixo fluxo em um sistema de maior complacéncia, capaz de fornecer adequado
suprimento sanguineo utero-placentario ao longo da gravidez (GARCIA et al., 2010;
GATHIRAM; MOODLEY, 2016).

No decurso da pré-eclampsia, a invasdo trofoblastica sofre alteraces, de modo que
0s TEVs ndo desempenham normalmente suas func@es de invasdo e remodelamento dos vasos
uterinos, dessa forma, estes vasos apresentam menor diametro e conservam seu poder de
vasoconstricdo, desencadeando alteraces no fluxo sanguineo placentario. (GARCIA et al.,
2010; OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010).

O mecanismo exato para a invasédo trofobléstica defeituosa ndo é conhecido e isso €
dificultado pelo fato de a pré-eclampsia nédo ser diagnosticada sendo ap0s esse processo. Mas
alguns fatores tém sido sugeridos, tais como: variacdes genéticas anormais, diferenciacdo
defeituosa dos trofoblastos em conjunto com fatores extrinsecos, como fatores constitucionais
maternos e alteracBes imunoldgicas, que sdo determinantes nesse sentido (GARCIA et al.,
2010; OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010).

O embrido representa um semienxerto para 0 organismo materno devido a presenca
da carga genética paterna, mas € a placenta que entra em contato direto com o sangue materno
e deve, assim, ser tolerada por seu sistema imune. Vérios fatores contribuem para essa
tolerabilidade incluindo o fato das células trofoblasticas apresentarem caracteristicas especiais
guanto a expressdo de moléculas do sistema HLA (do inglés Human Leukocitary Antigen, que
significa antigeno leucocitario humano) (ALPOIM et al., 2013; OLIVEIRA;
KARUMANCHI; SASS, 2010).

Diferentemente da maioria das células do organismo, o trofoblasto expressa apenas
moléculas HLA-G, HLA-C e HLA-E. InteracGes entre essas moléculas e populacfes distintas
de leucdcitos na interface materno-fetal, em especial com células natural killers deciduias
(NKd) e macrofagos, devem ocorrer de forma harmonica para que seja criado um ambiente
favoravel a tolerancia imunologica. Ha ainda fenémenos de tolerancia periférica, em que
atuam células regulatérias que agem modulando a atividade de linfocitos T durante a gravidez
(ALPOIM et al., 2013; OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010).
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Estima-se que na pré-eclampsia ocorre uma quebra de tolerancia, na qual a interago
do trofoblasto com os leucdcitos deciduais gera, entre outras alteragoes, inadequada producao
de citocinas e quimiocinas que tornam a interface materno-fetal imprépria para o
desenvolvimento normal da gravidez. Além disso a invasao trofoblastica defeituosa promove
placentacdo deficiente, resposta inflamatdria e, consequentemente, lesdo endotelial (ALPOIM
etal., 2013; GARCIA et al., 2010; GATHIRAM; MOODLEY, 2016).

2.4.2 Estresse oxidativo e resposta inflamatoria

A invasdo trofoblastica deficiente implica mau controle da oxigenacdo do espaco
interviloso na fase inicial da gravidez e na persisténcia das caracteristicas primarias das
artérias uterinas espiraladas, que mantém sua elevada resisténcia, fazendo com que o sangue
banhe as vilosidades coridnicas na forma de “jatos intermitentes” e de alta pressdo. Dessa
forma, a vasodilatacdo reduzida no final das artérias espiraladas resulta em uma maior
velocidade do sangue no espaco interviloso, mas ndo reduz o volume de sangue (CHAVEZ;
CAVALLI, 2016; PACHECO, 2015).

Admite-se que a placenta ndo sofre cronicamente de hipoxia na PE, na verdade o
suprimento irregular de sangue, com eventos de hipoperfusdo e reperfusdo, causados pelo
fluxo intermitente no espaco interviloso das artérias espirais, constitui o dano placentério de
maior importancia na génese dessa sindrome (ALPOIM et al., 2013; GATHIRAM,;
MOODLEY, 2016; OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010).

Esse tipo de injuria é marcado por producdo exagerada de ROS (do inglés reactive
oxigen species, que significa espécies reativas de oxigénio) e RNS (do inglés reactive
nitrogen species, que significa espécies reativas de nitrogénio) sempre que as moléculas de
oxigénio sdo reintroduzidas no tecido ap6s o momento isquémico. Tanto ROS quanto RNS
constituem moléculas de radicais livres geradas principalmente na mitocondria celular
(ALPOIM et al., 2013; CHAVEZ; CAVALLI, 2016)

O tecido placentario, principalmente o sinciciotrofoblasto, possui pouca capacidade
antioxidativa. Diante disso, as alteracbes na maneira com que o sangue perfunde o espaco
interviloso provocam o desenvolvimento do que se caracteriza como estresse oxidativo,
induzindo a liberacdo, na circulagdo materna, de grande quantidade de material sincicial,
fatores antiangiogénicos e debris. Ocorre, entdo, a ativacdo de leucdcitos sistémicos, que

geram estimulos para maior adesdo plaquetaria, vasoconstricdo e resposta inflamatoria
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generalizada, que é mediada principalmente por citocinas pro-inflamatorias como TNF (fator
de necrose tumoral), INF-gama (interferon-gama) e IL-6 (interleucina-6) (GATHIRAM,;
MOODLEY, 2016; OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010; PACHECO, 2015;).

Assim a PE ocorre em duas fases. A primeira se instala nas primeiras 12 semanas de
gestacdo, quando hé diferenciacdo dos trofoblastos, invasdo da decidua e remodelamento das
artérias espiraladas de forma defeituosa. Isto resulta na entrada abrupta do sangue materno no
espaco interviloso, danificando mecanicamente os sinciciotrofoblastos, comprometendo a
perfusdo dos tecidos fetais (ALPOIM et al., 2013; GATHIRAM; MOODLEY, 2016;
OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010).

A segunda fase ocorre no segundo ou terceiro trimestres, como resultado da
hipoperfusdo e isquemia placentaria. A placenta isquémica libera citocinas e radicais livres do
oxigénio que induzem a disfuncdo endotelial materna sistémica e a resposta inflamatoria
excessiva, aflorando a sintomatologia identificada clinicamente (ALPOIM et al., 2013;
GATHIRAM; MOODLEY, 2016; OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010).

2.4.3 Disfuncéo endotelial

As microparticulas sinciciais que atuam no desenvolvimento da resposta inflamatéria
da pré-eclampsia também sdo capazes de lesar diretamente o endotélio, sendo observadas
caracteristicas desse processo na fisiopatologia dessa sindrome, como elevada permeabilidade
vascular, presenca sérica de fatores relacionados a injaria endotelial como fibronectina, fator
VIII e trombomodulina, além de elevada reatividade vascular (BRANDAO; CABRAL;
CABRAL, 2011; GATHIRAM; MOODLEY, 2016).

O endotélio vascular € uma enorme estrutura paracrina responsavel por grande parte
do controle do tonus vascular na arvore arterial do organismo humano. Nas gestantes, uma
série coordenada de adaptacdes fisiologicas, implementadas ao longo das primeiras vinte
semanas de gestagdo, promove o relaxamento vascular, sendo seu organismo programado para
ser vasodilatado e hiperperfundido. Um processo bem regulado de perda celular e degradacao
da matriz extracelular é necessario para que se atinja o delicado equilibrio entre a
vasodilatacdo ideal e a manutencdo da integridade vascular (BRANDAO et al., 2012;
OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010).

Em pacientes normotensas que ndo desenvolvem PE, o citotrofoblasto invade as

artérias espiraladas, assumindo caracteristicas de células endoteliais e diminuindo a
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resisténcia vascular placentéria. Caso esse processo seja deficiente, uma hipdxia tecidual gera
um aumento na producdo de substdncias antiangiogénicas. O desequilibrio entre as
substancias angiogénicas e antiangiogénicas é um fator crucial para a propagacdo da lesao
endotelial (CHAVEZ; CAVALLLI, 2016; PACHECO, 2015).

Os principais fatores angiogénicos que desempenham papéis fundamentais na
manutencdo da homeostase endotelial sdo VEGF (do inglés vasculo-endothelial growth, que
significa fator de crescimento endotelial vascular), PIGF (do inglés placental growth fator,
que significa fator de crescimento plaquetario) e TGF-f1 (do inglés tissue growth fator, que
significa fator de crescimento tumoral- B1). O VEGF participa da manutencdo endotelial de
6rgdos como rim, figado e cérebro, sinalizando por meio de dois receptores, FIK e Flt-1. Este
ultimo também tem como ligante o PIGF. O receptor para TGF-B1 ¢é constituido por um
complexo formado por AIK5-TBRII-Endoglin (BRANDAO; CABRAL; CABRAL, 2011;
CHAVEZ; CAVALLLI, 2016).

O estresse oxidativo leva a producdo placentéria de grande quantidade de fatores
antiangiogénicos como o sFlt-1 (do inglés soluble fms-like tyrosin) e a sEndoglin (do inglés
soluble endoglin). O sFIt-1 € um receptor soluvel que se forma por splicing alternativo,
levando a perda da porgdo transmembrana do Flt-1. Dessa forma, o sFlt-1 se liga as moléculas
de VEGF e PIGF circulantes e impede que esses fatores angiogénicos se liguem aos seus
receptores comuns na membrana celular (Figura 1) (GATHIRAM; MOODLEY, 2016;
OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS, 2010).

Figura 1 — Acéo do sFIt-1 interceptando os fatores angiogénicos. No primeiro desenho observa-se a ligagédo
normal entre 0 VEGF e seu receptor na membrana celular. Em seguida, observa-se a interceptacdo dos fatores
angiogénicos pelo sFlt-1, impedindo sua agdo celular. VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; PIGF:
fator de crescimento plaquetério; sFlt-1: soluble fms-like tyrosin.
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Fonte: Oliveira, Karumanchi e Sass (2010).
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Assim, a dosagem e a relacdo entre os fatores antiangiogénicos (sFlt-1 e SENG)
associada a dosagem dos fatores pro-angiogénicos (VEGF e PIGF), seriam um promissor
método de predicdo da PE, corroborando a ideia de que a injdria endotelial constitui o alvo
central da patogénese dessa doenca (GATHIRAM; MOODLEY, 2016; OLIVEIRA;
KARUMANCHI; SASS, 2010). Porém, Porto et al. (2013) ao comparar 0 processo de
placentacdo e a funcdo endotelial de 74 gestantes de alto risco, por meio de dilatacdo
fluxomediada (DFM) da arteria braquial e dopplerfluxometria de arterias uterinas, entre 16 e
20 semanas de gestacdo, constatou que a disfuncdo endotelial ndo precede cronologicamente

as manifestacdes clinicas de PE.

2.4.4 Atuacéo do sistema renina angiotensina

Verdonk et al. (2014) realizaram uma revisdo sobre o envolvimento do sistema
renina angiotensina (SRA) na fisiopatologia da pré-eclampsia. Afirmaram que em gravidezes
normais, particularmente nos estagios iniciais da gestacdo, hd um aumento no fluxo sanguineo
materno e uma diminuicdo na resisténcia vascular periférica e para compensar a diminuicdo
na pressao sanguinea, o SRA é ativado. Em contraste, na PE o fluxo sanguineo intravascular e
0 débito cardiaco séo reduzidos, enquanto a resisténcia vascular periférica € aumentada, assim
a maioria dos componentes do SRA sdo regulados para baixo.

Acredita-se que a supressdo da maioria dos componentes do SRA poderia levar a
uma resposta aumentada dos receptores de angiotensina Il do tipo | (AT-1AA) que ativariam
a angiotensina |1, podendo desempenhar um papel nos TEVS e na invasao das artérias espirais
na génese da PE (GATHIRAM; MOODLEY, 2016; OLIVEIRA; KARUMANCHI; SASS,
2010).

Entretanto, a evidéncia do papel exato do SRA na PE ¢ falha, uma vez que a maioria
dos estudos foram realizados em animais e ndo foram detectados dados conclusivos que 0s
niveis de AT-1AA estdo realmente aumentados em humanos com PE (GATHIRAM,;
MOODLEY, 2016; VERDONK et al., 2014).

Assim, constata-se que a fisiopatologia da PE ainda ndo esta bem elucidada, mas os
mecanismos supracitados sdo alvos constantes de estudos, explicando a origem de algumas
manifestacdes clinicas, como a HAS (hipertensdo arterial sistémica) e a proteindria e estdo
resumidos na figura 2.

Na busca de identificar a real causa da PE, possiveis etiologias tém sido propostas,

incluindo causas placentarias, imunoldgicas, genéticas e ambientais (CUNHA et al., 2011;
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HERTIG; LIERE, 2010; YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010). Do ponto de vista
epidemiol6gico, muitos estudos tém indicado que a PE é uma doenca associada a forte
predisposicdo familiar, e que varia também de acordo com caracteristicas geograficas,
socioeconémicas e raciais da amostra analisada (CUNHA et al., 2011; PISSETI et al., 2014).

Para a maioria da populacdo, parece representar uma desordem genética complexa e
ocorre como resultado de numerosas variantes comuns em diferentes loci que,
individualmente, tém pequeno efeito, mas coletivamente contribuem para a suscetibilidade a
doenga (HERTIG; LIERE, 2010; YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010).

Dessa forma, 0 progresso na prevencdo e no tratamento desta condigdo requer
avancos na compreensdo da fisiopatologia da doenga em nivel molecular. A descoberta de
novos biomarcadores para detectar essa sindrome, antes das manifestagcdes clinicas € uma
proposta promissora, sendo que a genética pode contribuir com essas novas opcoes (HERTIG;
LIERE, 2010; YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010).

Figura 2. Aspectos da fisiopatologia da pré-eclampsia. VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular; PIGF:

Fator de crescimentos plaquetario; sFlt-1: Receptor sollvel de tirosina cinase.
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2.5 Polimorfismos genéticos na patogénese da pré-eclampsia

Em uma espécie, os cromossomos homologos sdo bastantes similares entre sim, mas
em determinadas localiza¢cbes do cromossomo (loci) pode haver variagcBes na sequéncia do
DNA, que podem ter frequéncia superior a 1% da populacdo, caracterizando o que se
denomina polimorfismo. Assim, os polimorfismos podem atuar como marcadores genéticos,
ja que sdo transmitidos associados a outros genes localizados na regido cromossémica
préxima a eles, podendo influenciar diretamente sobre fatores de risco associados a doencas
comuns (ROCHA et al., 2007; ROMERO et al., 2014)

Atualmente os genes mais pesquisados, para a PE, sdo aqueles que codificam fatores
de coagulacdo, estresse oxidativo e substancias vasoativas, bem como os envolvidos na
funcdo placentaria e citocinas inflamatérias (ROMERO et al., 2014; KESHAVARZI et al.,
2018).

Pissetti et al. (2014) ao tentar identificar a frequéncia do polimorfismo, rs1800896 (-
1082 A/G), no gene IL-10, que codifica a interleucina 10 (que apresenta niveis séricos mais
baixos em mulheres com PE), em 54 mulheres com PE e 172 gestantes saudaveis sugeriu a
associacdo entre a presenca do alelo G desse polimorfismo e a protecdo contra o
desenvolvimento da PE. Entretanto, mais estudos sobre a contribuicdo dessas variagdes e 0s
mecanismos pelos quais afetam o risco de desenvolver PE ainda necessitam ser realizados.

Partindo do pressuposto que a PE esta relacionada ao desequilibrio de fatores
angiogeénicos circulantes, resultando em disfuncdo endotelial, alguns autores, por sua vez, tém
se destinado a pesquisar polimorfismos em genes que codificam o VEFG, que tem grande
importancia nessa hipotese explicativa dessa patologia (CUNHA et al., 2011; ROMERO et al.,
2014).

Nesse sentido, Romero et al. (2014) estudaram o polimorfismo +936 C/T no gene
VEGF em 45 gestantes com PE e 49 controles saudaveis, e preliminarmente ndo encontraram
associacdo entre os genotipos e os alelos do VEGF com pré-eclampsia. Em consonancia,
Cunha et al. (2011) ndo encontrou associagdo significativa do polimorfismo VEGF +936C/T
com a PE, porém observou diferencas significativas para o polimorfismo VEGF -2578C/A
entre os grupos, formados por 52 mulheres com PE e 28 saudaveis, sendo o alelo A mais
frequente no controle, sugerindo a possibilidade da portadora do alelo A apresentar menor
suscetibilidade para o desenvolvimento dessa sindrome.

Entretanto, a maioria desses estudos envolve amostras pequenas e pouco
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representativas para avaliagdes significativas de polimorfismos genéticos, e os resultados tém-
se demonstrado inconclusivos. Diante disso, estdo sendo realizadas pesquisas buscando novos
biomarcadores moleculares possivelmente envolvidos na génese da PE (BAGCI et al. 2016;
FATIMAet al., 2017; YILMAZ et al., 2016).

Recentemente, foi identificada uma nova flavina-adenina dinucleotideo (FAD)
contendo horménio, denominada renalase, que apresenta impacto na salde cardiovascular e
desponta como um novo alvo terapéutico para pacientes com hipertensdo essencial (DESIR,
2009; FEDCHENKO et al., 2013; STEC; KSIAZEK; BURACZYNSKA, 2016).

2.6 Renalase

A renalase é secretada no sangue pelos rins, embora também expressa no coracao,
musculo esquelético, cérebro e intestino delgado. Essa enzima, em condic¢Bes basais, mostra-
se inativa no plasma, sendo ativada por um aumento modesto na pressao arterial sanguinea
(PAS) ou por excessos de catecolaminas (BAGCI et al., 2016; TEIMOORI et al., 2019;
YILMAZ et al., 2016).

Corresponde a uma monoamina oxidase soluvel com atividade significativa em
relacdo as catecolaminas noradrenalina, adrenalina e dopamina, mas com pouca ou nenhuma
atividade em relacdo a outras aminas, como serotonina, tiramina, benzilamina, metilamina e
espermidina (BOOMSMA,; TIPTON, 2007; DESIR et al., 2012; SHI; WANG, 2015).

Os mecanismos moleculares que medeiam a ativacdo da renalase in vivo ainda ndo
sdo conhecidos. A possibilidade é que o aumento das catecolaminas possa causar alteracdo na
sua conformacdo, com a dissociagdo subsequente de um inibidor ou ligacdo de um ativador
circulante. E provavel que ela ndo s6 degrade catecolaminas, mas também metabolize
substratos adicionais, que podem ser relevantes para sua fungdo cardioprotetora
(ABDALLAH; SABRY, 2013; BURACZYNSKA et al., 2011; DESIR, 2011).

O gene que codifica essa enzima é chamado de RNLS e localiza-se no cromossomo
10g23.33 sendo formado por 10 exons e 309.469 pares de bases (pb). E constituida por 342
aminoéacidos de comprimento, sendo formada por um dominio amino oxidase, uma regido de
ligacdo a flavina adenina dinucleotideo (FAD) e um peptideo de sinal (FATIMA et al., 2017;
LV et al., 2016; KISELJAKOVIC et al.; 2016).

Estudos recentes tém demonstrado a associagdo de polimorfismos no gene dessa
flavoproteina com diferentes doengas relacionadas a disfuncdo da renalase e, portanto, a

distdrbios no metabolismo de catecolaminas, como a hipertensdo (LV et al., 2016;
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KISELJAKOVIC et al.; 2016; SHI; WANG, 2015; STEC; KSIAZEK; BURACZYNSKA,
2016). Zhao et al. (2007) detectaram a associa¢do de dois polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) (rs2576178 GG e rs2296545 CC) do gene da renalase com hipertensdo essencial a
partir da andlise de 2586 individuos chineses (1317 casos hipertensos e 1269 controles
normotensos). Por sua vez, Shi e Wang (2015), a partir de uma metandlise, ndo encontraram
associacdo do polimorfismo (rs2296545) do gene da renalase com o risco de hipertensao
arterial.

Buraczynska et al. (2011) ao investigar o envolvimento de trés polimorfismos do
gene da renalase na hipertensdo em 892 pacientes com diabetes tipo 2, averiguaram que 0
alelo C do polimorfismo (rs2296545) esta associado a hipertensdo nos pacientes com essa
disfuncdo metabdlica. Constataram ainda uma forte associac¢do do polimorfismo (rs10887800)
com acidente vascular cerebral em pacientes com e sem diabetes. O alelo G deste
polimorfismo pode ser util na identificacdo de diabetes em pacientes com risco aumentado de
acidente vascular cerebral.

Li et al. (2014), por sua vez, constataram que o polimorfismo rs10887800 no gene
RNLS estd intimamente associado com aterosclerose cerebral intracraniana grave e estenose
vascular em pacientes chineses com AVC isquémico, denotando uma predi¢do de severidade
da doenga.

Estima-se que anormalidades na via da renalase contribuem também para o aumento
de riscos cardiovasculares em pacientes com doenca renal crénica, uma vez que seus niveis
estdo marcadamente reduzidos nessa condi¢cdo clinica (DESIR, 2009; DESIR; PEIXOTO,
2013; KISELJAKOVIC et al.; 2016). Stec et al. (2012) identificaram uma significativa
diferenga na frequéncia dos alelos G dos polimorfismos rs2576178 e rs10887800 do gene
RNLS, em pacientes poloneses com doenga renal terminal, fazendo terapia de substitui¢do
renal, com e sem hipertensdo arterial. Stec (2017) detectou que a variante polimorfica
rs10887800 do gene RNLS influencia o nivel de renalase circulante em pacientes submetidos a
hemodialise e, portanto, elucida a relevancia potencialmente funcional deste polimorfismo
nessa populacéo.

Stec, Ksiazek e Buraczynska (2016) averiguaram a associa¢do de dois SNPs no gene
da renalase (rs10887800 e rs2576178) e o risco de doenga arterial coronariana (DAC) em 309
pacientes com insuficiéncia renal cronica submetidos a hemodialise, constatando correlacéo
positiva apenas com o polimorfismo rs10887800, além disso os pacientes com genétipo GG e
alelo G apresentaram maior suscetibilidade a DAC. Em consonancia, Kiseljakovic et al.

(2016) nao encontraram associa¢do do polimorfismo rs2576178 com hipertensdo arterial em
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pacientes em hemodidlise na populagdo da Bdsnia e Herzegovina.

Desir et al. (2007) constataram ainda uma reducdo do dano miocardico durante a
isquemia aguda em modelos de coracGes de ratos, com injuria renal, perfundidos com
renalase. Corroborando ao pressuposto da funcdo cardioprotetora dessa amino oxidase. Li et
al. (2014) detectaram que o alelo A do polimorfismo rs2576178 do gene RNLS pode ser um
fator predisponente da doenga arterial coronariana em pacientes hipertensos. E Baranowska et
al. (2017) atestaram uma associacdo significativa da variante Glu37Asp do polimorfismo
funcional rs2296545 do gene da renalase e a hipertrofia ventricular esquerda em uma grande
coorte de pacientes do sexo feminino com estenose adrtica, sugerindo que a renalase
desempenha um papel na resposta hipertréfica a sobrecarga de presséo.

Ao investigar a possibilidade de influéncia da renalase na etiologia da hipertensao
induzida pela gravidez (HIG), Elsetohy et al. (2014) avaliaram 52 mulheres egipcias com HIG
e 50 controles normotensas e obtiveram diferencas significativas na distribuicdo dos gendtipos
de rs2576178 e rs10887800 entre os grupos, constatando que esses polimorfismos de RNLS
supracitados ndo apenas estdo associados a etiologia da HIG, mas também podem ser

avaliados como preditores dessa patologia.

2.6.1 Renalase e pré-eclampsia

Ha evidéncias crescentes de que as fungdes da renalase podem ser relevantes para a
patogénese de doencas humanas comuns, como: hipertensdo, acidente vascular cerebral,
diabetes, doencga renal terminal, doenga coronariana e hipertensdo induzida pela gravidez
(FATIMA et al., 2017; LI et al., 2014; STEC, 2017; STEC; KSIAZEK; BURACZYNSKA,
2016). A descoberta dessa nova flavoproteina que regula a pressdo arterial e a fungédo
cardiovascular, por meio da modulacéo de catecolaminas, tem sugerido uma nova alternativa
de explicacdo da génese da pré-eclampsia (DESIR, 2009; QUELHAS-SANTOS et al., 2014).

Diante dos resultados encontrados com 0s estudos experimentais mais recentes
pressupde-se que eclampsia e PE sdo estados de hiperatividade simpética. Dessa forma, tanto
as atividades simpaticas das suprarrenais como as do sistema nervoso simpatico estdo
aumentadas em doentes com PE, assim como também h& um aumento na concentracdo de
catecolaminas nessas enfermidades, incluindo a epinefrina. Correlacionando-se, assim, 0
provavel aumento do nivel de epinefrina no plasma com o aumento da pressao arterial (PA)
no desenvolvimento dessa patologia (BAGCI et al., 2016; TEIMOORI et al., 2019; YILMAZ
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etal., 2016).

Dessa forma, 0 metabolismo das catecolaminas e seus substratos, mediado pela nova
flavina adenina dinucleotideo dependente de amino-oxidase, a renalase, parece estar
fortemente associada a regulacdo da pressdo arterial nas gestantes acometidas por essa
sindrome (BAGCI et al., 2016; DESIR et al., 2012; QUELHAS-SANTOS et al., 2014).

Yilmaz et al. (2016) avaliaram as concentracfes plasmaticas de renalase num total de
120 mulheres (40 mulheres com pre-eclampsia, 40 gravidas normotensas e 40 mulheres ndo
gravidas saudaveis) e sua associacdo com 0s niveis pressoricos e taxa de filtracdo glomerular
(TFG). Demonstraram que 0s niveis de renalase sdo elevados em mulheres gravidas em
comparacdo com individuos normais. Além disso, constataram baixos niveis dessa enzima em
gestantes com PE e foram correlacionados inversamente com 0s niveis pressoricos e
positivamente com a taxa de filtracdo glomerular, resultando em proteindria.

Em consonéncia, Bagci et al. (2016) investigaram dois polimorfimos do gene RNLS
(rs2576178 e rs10887800), localizados nas regides funcionais putativas, em um grupo de 110
mulheres com PE e 102 controles gravidas normotensas na Turquia. Apenas o polimorfismo
rs10881800 revelou diferencgas estatisticamente significativas em termos de distribuicdo
genotipica e frequéncias alélicas entre pacientes pré-eclampticos e controles, estando 0s
genotipos GG e alelo G associados a um impacto aditivo na pressdo sanguinea nessa
condicdo, podendo contribuir para o desenvolvimento e manutencéo da PE.

Teimoori et al. (2019), por sua vez, ao avaliar a relacdo destes mesmos
polimorfismos do gene da renalase com a PE, em um grupo de mulheres no sudeste do Ir4,
constataram associacdo somente do polimorfismo rs10887800 e apenas com a forma grave da
PE. O efeito da combinacdo destes polimorfismos (rs2576178 e rs10887800) denotaram ainda

uma associacao do genotipo GG e alelo G com um maior risco de PE.
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3 JUSTIFICATIVA

Diante da necessidade da compreensdo da fisiopatologia da PE para um diagnostico
mais precoce e intervencdo adequada, alguns estudiosos, ao investigarem mecanismos
etiopatogénicos subjacentes & sua génese, tem indicado que essa condicdo apresenta forte
predisposicdo familiar e que varia também com caracteristicas geogréficas, socioecondmicas e
raciais da amostra analisada, sugerindo que o componente genético pode contribuir para a
suscetibilidade a doenca (CUNHA et al., 2011; PISSETI et al., 2014)

Dessa forma, avangos na compreensdo da fisiopatologia da doenca em nivel
molecular, a partir da descoberta de novos biomarcadores para detectar essa sindrome, antes
das manifestacdes clinicas, tem sido uma proposta promissora, de modo que a genética pode
contribuir com essas novas op¢fes, uma vez que, varios estudos tém procurado uma possivel
associacdo de polimorfismos de genes com a etiopatogenia da PE (HERTIG; LIERE, 2010;
YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010).

As pesquisas mais recentes tém apontado que a PE esta relacionada a um estado de
hiperatividade simpatica, e que a degradacdo de catecolaminas por meio da renalase, uma
nova amino oxidase recem descoberta, estaria relacionada ao mecanismo de controle da PA
nessa condi¢do. H& evidéncias crescentes que polimorfismos genéticos no gene RNLS, que
codifica essa enzima, estdo associados a patogénese de varias doencas, tais como: hipertensao
arterial, acidente vascular cerebral, diabetes, doenca renal terminal, doenca coronariana e
hipertensdo induzida pela gravidez (FATIMA et al., 2017; LI et al., 2014; STEC, 2017; STEC;
KSIAZEK; BURACZYNSKA, 2016).

O polimorfismo (rs10887800) do gene RNLS esta localizado no intron 6, perto da
divisdo exon/intron, na regido funcional putativa, constituindo uma variante de intron que
pode afetar o splicing alternativo do RNAm, agindo como potenciador ou regulador da
expressao e sinalizacdo desse gene, sendo um dos mais promissores e, portanto, o alvo do
nosso estudo. (BURACZYNSKA et al., 2011; FATIMA et al., 2017). Além disso, j& foi
encontrada previamente associagéo desse polimorfismo com a PE em gestantes da Turquia e
do Ird. (BAGClI et al., 2016; TEIMOORI et al., 2019).

Entretanto, ainda h4 uma escassez de publica¢bes investigando a associacdo de
polimorfismos do gene RNLS com os mecanismos da patogénese da PE e uma auséncia de
trabalhos relevantes em populagdes da América do Sul sobre o tema, isso constitui o incentivo
a realizacdo dessa pesquisa em mulheres brasileiras (BAGCI et al., 2016; TEIMOORI et al.,
2019).
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Caso identifique-se uma associagdo significativa de algum gendtipo especifico deste
polimorfismo em mulheres com PE, este poderia ser considerado um novo biomarcador
genético que traria melhores esclarecimentos frente as condutas com mulheres gestantes,
possibilitando modificar a evolugdo da doenca e melhorar o prognéstico materno e perinatal,
reduzindo as altas taxas de mortalidade nessa populacdo, o que traria impacto na situacdo

socioecondmica do Brasil.
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4 HIPOTESE

A ocorréncia de uma associacdo significativa de algum gendtipo especifico do
polimorfismo do gene da renalase (RNLS) em mulheres com pré-eclampsia pode ser
considerado como um biomarcador genético na patogénese dessa condicdo, possibilitando a
identificacdo da suscetibilidade a doenca e uma deteccdo mais precoce, antes mesmo das
manifestacdes clinicas.

Dado o papel cardioprotetor da renalase em condi¢des associadas ao aumento do
tdnus simpatico, atuando na regulacdo da PA por meio da degradacdo de catecolaminas,
sugere-se uma relevancia fisiopatolégica dessa enzima no desenvolvimento da PE, podendo

ser considerada uma substancia com potencial utilidade diagnostica e terapéutica.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

e Avaliar a possivel relacdo do polimorfismo (rs10887800) do gene da renalase (RNLS)

nos mecanismos que controlam a patogénese da pré-eclampsia.

5.2 Especificos

e Relacionar os parametros demogréaficos das pacientes com pré-eclampsia e controles

saudaveis, incluindo a pressao arterial;

e Comparar os dados bioquimicos e hematoldgicos nas pacientes com pré-eclampsia

leve e grave;

e Identificar a relacdo entre o polimorfismo (rs10887800) do gene da renalase (RNLS)

com a gravidade da pré-eclampsia.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Sujeitos

Este estudo transversal e quantitativo do tipo caso controle foi constituido por 94
mulheres gravidas com pré-eclampsia (casos) e 97 mulheres gravidas normotensas
(controles). Todas as pacientes foram admitidas na Maternidade da Santa Casa de
Misericordia de Sobral. O diagnostico de pré-eclampsia foi determinado de acordo com a
Sociedade Internacional para o Estudo da Hipertensdo na Gravidez (ISSHP) (BROWN et al.,
2001).

Os seguintes critérios foram utilizados para o diagnéstico de PE: pressao arterial
sistolica (PAS) e pressdo sanguinea diastdlica (PAD) igual ou superior a 140/90 mmHg, pelo
menos, em duas medi¢des, no minimo com 4 horas de intervalo, e a proteinUria acima de 300
mg por 24 horas. O grupo controle foi recrutado a partir do mesmo centro sendo constituido
por mulheres gravidas voluntarias normotensas.

Os critérios de inclusdo das gestantes com PE (casos) foram: idade da paciente >18
anos; idade gestacional igual ou superior a 20 semanas; pressdo arterial sistlica (PAS) e
pressdo sanguinea diastolica (PAD) igual ou superior a 140/90 mmHg, pelo menos, em duas
medi¢des, no minimo com 4 horas de intervalo; proteindria acima de 300 mg por 24 horas, em
amostras isoladas, ou com valor igual ou superior a 1+ pelo método semi-quantitativo de fita,
conforme o protocolo clinico adotado na maternidade. Foram incluidas ainda as formas graves
de PE, mesmo na auséncia de proteindria.

Para o grupo das gestantes normotensas (controles) os critérios de inclusao foram:
idade da paciente > 18 anos; estar no terceiro trimestre de gestacdo; ndo apresentar histéria de
hipertensao ou PE; pressao sistolica/diastolica < 120/80mmHg.

Os critérios de exclusdo, comuns aos dois grupos foram: gestacdo multipla; presenca
de doengas intercorrentes como disturbios de coagulacéo, doengas cardiovasculares, doencas
renais, doencas autoimunes, doencas hepaticas e céncer; hipertensdo crénica e gestacional;
diabetes mellitus pregressa e gestacional; proteindria isolada; trombocitopenia; niveis
elevados de transaminases sem hipertensdo; doencas cronicas e inflamatdérias maternas;
colestase intrahepética da gravidez, hepatite e natimorto. Somente no grupo controle foram
também excluidas pacientes com histéria pregressa de pré-eclampsia.

O tamanho da amostra foi definido com base em resultados preexistentes que

encontraram associacdo significativa de polimorfismos especificos do gene RNLS com
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diversas patologias, inclusive a PE (BAGCI et al., 2016; FATIMA et al., 2017,
KISELJAKOVIC et al., 2016; STEC; KSIAZEK; BURACZYNSKA, 2016).

As pacientes com PE incluidas na pesquisa foram categorizadas em dois grupos com
base na gravidade da doenca, ou seja, PE grave, definida quando apresentar um ou mais dos
seguintes critérios: PAS /PAD: 160 / 110 mmHg medida em duas ocasifes com um intervalo
de pelo menos quatro horas, e ter proteintiria (>300mg) na amostra de urina em 24 horas
(podendo atingir a faixa nefrotica ou apresentar subvalores associados a outros sintomas de
gravidade), distarbios visuais, dor de cabeca, dor abdominal, niveis elevados de creatinina
sérica e transaminases, trombocitopenia, restricdo crescimento fetal (REIS et al., 2010;
TURNER, 2010).

Foi considerada como PE leve quando PAS / PAD estivesse entre 140-160 / 90-110
mmHg e com proteinuria (>3g) na amostra de urina em 24 horas ou com valor igual ou

superior a 1+ no teste de fita (REIS et al., 2010; TURNER, 2010).

6.2 Coleta dos dados e raspado bucal

A abordagem das pacientes foi realizada na enfermaria de alto risco da Maternidade
da Santa Casa de Misericdrdia de Sobral (CE), na beira do leito, mediante esclarecimentos
sobre o conteldo e objetivo da pesquisa e sem prejuizos a assisténcia, no periodo de
Junho/2018 a Fevereiro de 2019, mediante assinatura de termo de consentimento (apéndice
A) pelas pacientes envolvidas no estudo, conforme aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisa da instituicdo, com o numero de CAAE: 86263417.2.0000.5054, conforme as
normas estabelecidas pela Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (anexo A).

Para a coleta dos dados demograficos e clinicos foi utilizado um formulario
padronizado (apéndice B), permitindo identificar parametros como: idade materna, idade
gestacional, PAS e PAD, indice de massa corporal (IMC), histéria anterior de PE e histéria
familiar de PE em ambos os grupos. Os dados de hematocrito (HCT), hemoglobina (Hb),
creatinina, uréia, acido drico, contagem de globulos brancos (WBC), contagem de plaguetas
(PLT), TGO, TGP, desidrogenase latica (LDH) e teste da fita urinaria foram obtidos pelos
resultados dos testes laboratoriais de rotina que constavam nos prontuarios e usados para
avaliar a gravidade da doenca no grupo das pacientes que apresentavam PE.

Para obtencdo do DNA gendémico e avaliacdo do polimorfismo rs10887800 do gene

RNLS da renalase foram colhidas amostras de raspado bucal, que foram armazenadas a —
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80°C, até posterior avaliacdo da expressao génica por reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR).

6.3 Ensaio laboratorial

O ensaio laboratorial do estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular e
do Desenvolvimento (LBMD) do Nucleo de Biologia Experimental (NUBEX) da
Universidade de Fortaleza (UNIFOR).

6.3.1 Extracéo de DNA

As amostras dos raspados bucias obtidas foram armazenadas a —80°C até posterior
extracdo de DNA genémico. A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se o kit DNA Extract
All Reagents (Applied Biosciences), segundo protocolo do fabricante. Em um tubo de 1,5 ml
misturou-se 50 pL de saliva com 50 pL de tampé&o de lise. As amostras foram aquecidas a 95°
C por 3 minutos e em um bloco pré-aquecdio. Em seguida as amostras foram mantidas a
temperatura ambiente por 1 minuto e adicionou-se 50 pL de solucdo tampéo estabilizante. O
material foi centrifugado por 1 minuto a 10.000 g a temperatura ambiente e em seguida a
concentracdo de DNA em cada amostra foi quantificada utilizando-se o kit Quibit dsSDNA
Assays Broad Range (Promega). O DNA assim obtido e quantificado foi genotipado utilizado

a técnica de PCR em tempo real.

6.3.2 Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

O método de gPCR foi usado para a determinacao do polimorfismo (rs10887800) do
gene da renalase (RNLS), por meio de um equipamento que associa um termociclador a um
leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz proveniente de uma reacdo de amplificagdo. A
metodologia utilizou fluoréforos do tipo TagMan®, que correspondem a sondas de
hibridizacéo utilizadas para detectar sequéncias especificas no DNA amplificado na PCR.

Para as PCR de genotipagem utilizou-se placas de 96 po¢os em um volume total de
10 uL/pogo. Cada reacdo foi preparada contendo 5 pl TagMan GTXpress Mix (2x) (Thermo
Fisher), 0,25 pl TagMan SNP Genotyping Assay (40x) (Thermo Scientific), 2 pl DNA
gendmico a 1,5 ng/ul, e 2,75 pl H2O ultra pura. Os ciclos térmicos foram de 95°C por 20
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segundos para ativacdo da polimerase e 40 ciclos de: desnaturacdo a 95°C por 3 segundos e
anelamento/ extensdo a 60°C por 90 segundos. O reagente TagMan GTXpress Mix é
compospto por AmpliTag® Fast DNA Polymerase, UP, dNTPs, Tracking Dye e ROX™ dye. O
reagente TagMan SNP Genotyping Assay (rs10887800) é composto por um par de iniciadores
(primers) ndo marcados (concentragdo final de reacdo 900 nM) e as sondas fluorescentes:
Applied Biosystems™ VIC™ dye — MGB para o alelo A e Applied Biosystems™ FAM™ dye
— MGB para o alelo G (concentrado final de reacdo 200 nM). As sequéncias de primers
utilizados para amplificar os fragmentos de DNA foram publicados por Bagci et al. (2016): 5'-
CAGGAAAGAAAGAGTTGACAT -3° (Sense) e 5- AAGTTGTTCCAGCTACTGT -3’
(Antisense). O nimero genebank do gene da renalase é Gene 1D:55328.

Apds o preparo do mix de reacao e da placa com as amostras especificas, estas foram
pré-lidas em um instrumento de PCR em Tempo Real StepOnePlus (Applied Biosystems).
Apos a pré-leitura, foram realizados os ciclos termais para amplificacdo das amostras de DNA
para a genotipagem das pacientes. Ao final foi realizada uma pos-leitura (da qual foram
descontados os valores iniciais de fluorescéncia em cada amostra), que foi analisada através
do StepOne™ Software v. 2.3 para a discriminagao alélica.

A distribuicdo genotipica envolveu 03 formas de variantes: homozigoto (AA),
heterozigoto (AG) e homozigoto (GG). Cada genétipo foi avaliado sob modelos de
hereditariedade genética (dominantes, recessivos e codominantes).

6.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o SigmaPlot® versdo 11.0
(SYSTAT. Software Inc.). Foi realizado teste de Shapiro-Wilk para analisar distribuicdo
normal dos dados. Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M)
ou mediana com auxilio do Teste t (parametricos) ou Mann-Whitney (ndo parametricos),
ambos de amostras independentes, para comparar os valores de parametros demogréaficos
entre 0s grupos pré-eclamptico e controle, e parametros bioquimicos e hematoldgicos de
mulheres com PE leve e grave.

O Teste X2 de Pearson ou Teste exato de Fisher foi realizado para comparar a
distribuicdo de gendtipos e frequéncia de alelos em todos os grupos. Modelos de regressao
logistica foram utilizados para avaliar a associagdo entre os genotipos e a PE.

A abordagem do risco relativo foi feita pela avaliagdo do “odds ratio” (OR) por

regressdo logistica contemplando um intervalo de confianca (IC) de 95% de certeza. Um valor
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de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente significante.

6.5 Aspectos éticos da pesquisa

O cuidado ético fundamental do estudo consistiu em manter em sigilo 0 nome das
mulheres envolvidas na pesquisa. Para tanto, cada caso foi identificado no instrumento de
coleta de dados, apenas pelo nimero do prontuario, iniciais do nome e nimero do caso da
pesquisa. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Ceara, com o nimero de CAAE: 86263417.2.0000.5054, conforme as normas
estabelecidas pela Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (anexo A).

Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, sendo
informados dos riscos e beneficios do estudo. O manejo do material biolégico foi assistido
pela resolugdo CNS N° 441, de 12 de maio de 2011 e foi estritamente utilizado apenas para

avaliagdo gendmica que concerne 0 objetivo deste estudo.
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7 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo um total de 191 mulheres, sendo 94 gestantes com preé-
eclampsia e 97 gestantes saudaveis, que foram genotipadas para o polimorfismo rs10887800
do gene RNLS da renalase. Os parametros demograficos e clinicos dos sujeitos do estudo
estdo resumidos na tabela 1. Observou-se diferenca estatisticamente significante entre
pacientes com PE e controle em termos de idade materna, idade gestacional e indice de massa
corporal. Como esperado, as médias da pressdo arterial sistdlica e diastolica foram
significativamente mais elevedas em mulheres com PE quando comparadas ao grupo controle
(p=0,013 e p=0,001, respectivamente). O mesmo ndo ocorreu com as demais variaveis

analisadas.

Tabela 1: Dados demograficos do grupo de mulheres gestantes sem pré-eclampsia e
com pré-eclampsia.

A Controle Caso PE p valor
VARIAVEIS (n =97) (n =94)

Idade materna 25.38 £0.65 27.31 £0.63 0.034*
Idade gestacional 34.76 + 0.37 33.45+0.36 0.013*
indice de massa 28.61 +0.55 30.81 + 0.64 0.010*

corporal

Pressao arterial 113.37 £ 17.42 158.15+1.85 0.013*

sistolica

Pressao arterial 74.02 +0.86 102.19 +1.37 0.001*

diastélica
Gestacgdes (N°) 02 02 0.861
Paridades (N°) 01 01 0.920
Historia familiar de PE 13.04%/ 86.96% 34.83%/ 65.17% -
SIN
Historia pregressa de 0% /100 % 22.47 %/ 77.53% -
PE S/N

Fonte: elaborada pelo autor.

Os valores sao dados como média + erro padrao da média para idade materna, idade
gestacional, indice de massa corporal, pressdo arterial sistélica e diastélica. E
mediana para numero de gestacbes e paridades. * (p<0,05) em relagdo ao grupo
controle (Teste t student / Mann-Whitney).

Os parametros bioguimicos e hematologicos do grupo de pacientes com PE foram

apresentados na tabela 2 e discriminados conforme a gravidade da doenca. Houve diferenca
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estatisticamente significante nos valores de plaquetas e na quantificagdo de acido Urico entre o
grupo de gestantes com pré-eclampsia grave quando comparados com 0 grupo de gestantes
com pré-eclampsia leve (p = 0,017; p = 0,003, respectivamente). N&o se observou diferenca
estatisticamente significante entre os demais parametros bioquimicos e hematoldgicos

analisados.

Tabela 2: Dados bioquimicos e hematolégicos do grupo de mulheres gestantes com pré-eclampsia
subdivididas pela gravidade: leve e grave.

5 Pré-eclampsia leve Pré-eclampsia grave p valor
VARIAVEIS (n =14) (n =80)
Globulos 11133,57 + 909,26 11126,85 + 346,49 0.994
brancos
386642,86 + 158642,68 217758,67 + 7686,10 0.017*
Plaquetas
HM 4,20 + 0,29 4,19 + 0,06 0.950
HB 12,51 + 0,56 11,98 £0,23 0.354
HT 35,27 £ 0,82 35,53+ 0,62 0.861
Creatinina 0.72 +0.03 0,80 + 0,03 0.213
Ureia 18.29 + 1.50 23,97+ 1,20 0.050
Acido Urico 3.99 +0.30 5,32 +0,18 0.003*
HDL 486.86 + 36.81 644,76 + 55,31 0.218
TGO 23.71+1.78 41,50 + 6,18 0.220
TGP 14.43 +1.09 30,31 +4,41 0.126

Fonte: elaborada pelo autor.

Os valores sao dados como média * erro padrdo da média. * (p<0,05) em relagcdo ao grupo pré-
eclampia leve. (Teste t student). HM: Hemécias; HB: Hemoglobina; HT: Hematdcrito; HDL:
Desidrogenase latica; TGO: Transaminase glutdmica oxalacética sérica; TGP: Transaminase
glutamica pirGvica sérica.

A distribuicdo genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo rs10887800 em
gestantes com PE e controles foram demonstradas na tabela 3. A distribui¢do de genotipos de
rs10887800 foi encontrada como 28 (28,9%), 44 (45,4%) e 25 (27,7%) para AA, AG e GG,
respectivamente no grupo controle e 27 (28,7%), 54 (57,4%) e 13 (13,9%) para AA, AG e GG,
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respectivamente no grupo de mulheres com PE. N&o houve diferengas estatisticamente
significativas em termos de distribuicdo de gendétipos do polimorfismo rs10887800 entre
mulheres do grupo controle e grupo pre-eclamptico. No entanto, o genétipo GG do
polimorfismo rs10887800 foi associado a uma tendéncia de maior risco de PE quando
comparado com os controles (GG vs AG + AA: OR = 2.16; 0.97-4.86; p = 0.05).

As frequéncias dos alelos A e G do polimorfismo em estudo para o grupo controle
foram 72 (51,1%) e 69 (48,9%), respectivamente, e para as pacientes com PE foram 81
(54,7%) e 67 (45,3%), respectivamente. Nao houve diferencas estatisticamente significativas
em termos de frequéncias alélicas entre mulheres do grupo controle e grupo pré-eclamptico
(GvsA: OR =1.16; 0.71-1.89; p = 0.61).

Tabela 3: Distribuicdo genotipica e frequéncia alélica do grupo de mulheres gestantes sem pré-
eclampsia e mulheres gestantes com pré-eclampsia.

. . Controle Caso PE OR (IC 95%)/ p valor
Polimorfismo (n=97) (n=94)
Gendtipos
(rs10887800)
AA 28 (28.9) 27 (28.7) (AAvs AG + GG: OR = 1.01; 0.51-1.98; p = 0.89)
AG 44 (45.4) 54 (57.4) (AG vs AA + GG: OR = 0.61; 0.33-1.13; p = 0.12)
(GG vs AG + AA: OR = 2.16; 0.97-4.86; p = 0.05)
GG 25 (27.7) 13 (13.9)
Alelos
(rs10887800)
A 72 (51,1%) 81 (54,7%)
(GvsA:OR =1.16; 0.71-1.89; p = 0.61)
G 69 (48,9%) 67 (45,3%)

Fonte: elaborada pelo autor.

Os dados foram apresentados como nimero de sujeitos e porcentagem, conforme apropriado.
OR = odds ratio; vs: versus.
O odds ratio (OR) foi dado com intervalo de confianca de 95% (ICs).

As gestantes com PE foram subdivididas conforme a gravidade da doenca, sendo 80
pacientes com PE grave e 14 com PE leve, estas foram avaliadas quanto a distribuicéo
genotipica e frequéncia alélica para investigar associacdo do polimorfismo em analise com a
gravidade de PE. Na tabela 4 foram descritas a distribuicdo de genoétipos e frequéncia de
alelos nos grupos de PE grave e leve.

No grupo leve, a distribuicdo de genotipos de rs10887800 foi de 4 (28,6%), 8
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(57,1%) e 2 (14,3%) para AA, AG e GG, respectivamente. Por sua vez, no grupo grave a
distribuicdo genotipica foi encontrada como 23 (28,7%), 46 (57,5%) e 11 (13,7%) para AA,
AG e GG, respectivamente. Em termos de gravidade da doenca ndo houve diferencas
estatisticamente significativas quanto a distribuicdo de genotipos nos grupos de PE leve e
grave.

As frequéncias dos alelos A e G de rs10887800 para as pacientes com PE leve foram
12 (54,5%) e 10 (45,5%), respectivamente, e para as pacientes com PE grave foram 69
(54,8%) e 57 (45,2%), respectivamente. Nao houve diferencas estatisticamente significativas
em termos de frequéncias alélicas quanto a gravidade da doenca (G vs A: OR =0.99; 0.37-
2.70; p = 0.83).

Tabela 4: Distribuicdo genotipica e frequéncia alélica e sua relagdo com a gravidade da pré-
eclampsia

PE grave PE leve OR (IC 95%)/ p valor
Polimorfismo (n =80) (n=14)
Gendtipos
(rs10887800)
AA 23 (28.7) 04 (28.6) (AAvs AG + GG: OR = 1.01; 0.25-4.29; p = 0.75)
AG 46 (57.5) 08 (57.1) (AG vs AA + GG: OR = 1.01; 0.28-3.63; p = 0.78)
GG 11 (13.7) 02 (14.3) (GG vs AG + AA: OR =0.96; 0.16-7.13; p = 0.71)
Alelos
(rs10887800)
A 69 (54,8%) 12 (54,5%)
(G vs A: OR =0.99; 0.37-2.70; p = 0.83)
G 57 (45,2%) 10 (45,5%)

Fonte: elaborada pelo autor.

Os dados foram apresentados como nimero de sujeitos e porcentagem, conforme apropriado.
OR = odds ratio; vs: versus.
O odds ratio (OR) foi dado com intervalo de confianca de 95% (CLS).



48

8 DISCUSSAO

O presente estudo enfoca a relevancia da funcdo cardioprotetora da renalase e
explora, pela primeira vez, a possivel associacdo de seu polimorfismo génico com o0s
mecanismos que medeiam a patogénese da pré-eclampsia, em uma populacdo brasileira.
Foram estudadas 191 mulheres, sendo 94 gestantes com PE e 97 gestantes normotensas, que
foram genotipadas para o polimorfismo rs10887800 do gene RNLS da renalase.

Na caracterizacdo demografica dessas pacientes, foram encontradas diferencas
significativas entre 0s grupos caso (gestantes com PE) e controle (gestantes normotensas), em
termos de idade materna, idade gestacional e IMC. Nesses casos, as evidencias apontam como
justificativa a contribuicdo da epigenetica nesse cenario. Assim, Burton et al. (2019), através
de uma revisdo da literatura, constataram que esses mesmos fatores podem ser considerados
preditores da PE, sendo o IMC>30, idade materna> 40 anos e os menores valores de IG
indicativos de maior propensdo a PE. Em consonancia, Belay e Wudad (2019) identificaram
também que gestantes com idade menor que 24 anos eram Menos propensas a ocorréncia da
doenca do que aquelas com idade maior que 35 anos, corroborando assim com os resultados
do estudo em questdo.

Conforme previsto, nossos resultados denotaram que as médias da pressdo arterial
sistolica e diastolica foram significativamente mais elevadas em mulheres com PE quando
comparadas ao grupo controle (p=0,013 e p=0,001, respectivamente), similarmente aos
achados de Bagci et al. (2016) e Teimoori et al. (2019), estudos recentes que também
compararam os valores de PA em gravidas com PE e controles normotensas. 1sso porque as
alteracdes na pressdo arterial sisttmica demonstram ser inerentes aos mecanismos
etiopatogenicos da doenga.

A PE gera complicagbes maternas que podem aumentar o risco de uma doenca
cardiovascular posteriormente e promover danos fatais, incluindo aborto, baixo peso ao nascer
do concepto, restricdo de crescimento intrauterino e nascimento prematuro. Além de favorecer
uma variedade de problemas, tais como complica¢cGes hematoldgicas, comprometimento da
funcdo renal e hepatica, sintomas neuroldgicos, doengas metabolicas, nutricionais e
enddcrinas (BRITO et al., 2015; FERRAZZI et al., 2017).

Dessa forma, com base nos critérios clinicos supracitados, pode-se distinguir duas
formas da doenga, a leve e a grave. Em nossos estudos, analisamos os achados laboratoriais
das pacientes com PE e os relacionamos com a gravidade da doenca. Os valores de plaquetas

e a quantificacdo de acido urico demonstraram diferencas estatisticamente significativas entre
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0s grupos de gestantes com PE grave e leve, estando 0s primeiros em menor nimero e esses
ultimos mais elevados nas pacientes com PE grave, respectivamente (p = 0,017; p = 0,003,
respectivamente).

Os indices aumentados de &cido Urico nas gestantes com PE possivelmente estdo
relacionados a reducdo na taxa de filtracdo glomerular que promove uma depuracdo renal
prejudicada, sendo este considerado um importante marcador do diagndstico precoce de PE e
também da sua gravidade, podendo se correlacionar aos desfechos maternos e perinatais.
Assim, Le et al. (2109), a partir de um estudo de coorte envolvendo 205 mulheres no Vietna
com PE e categorizadas em dois grupos em termos de gravidade (leve e grave), constataram
que o &cido urico, além de importante marcador de inicio e gravidade da doen¢a, comportou-
se como bom preditor de complicacBes neonatais, resultando em aumento do risco de parto
prematuro, baixo indice de Apgar, restricdo de crescimento intrauterino e morte neonatal.

A plaguetopenia, por sua vez, resulta do dano endotelial proprio da doenca, que
acarreta maior consumo desses componentes sanguineos, podendo associar-se a sua
gravidade. Assim, Rebahi et al. (2018), em uma pesquisa huma Unidade de Terapia Intensiva
Obstétrica no Marrocos, com pacientes portadoras de PE, reveleram a relacdo de alguns
fatores de risco que favorecem a progressao da gravidade da doenca, dentre eles a
trombocitopenia.

Dessa forma, dada a diversidade clinica dessa patologia sugere-se uma
heterogeneidade na sua patogénese. A descoberta recente de uma nova monoamino oxidase
soltvel, chamada de renalase, que apresenta papel importante na degradacédo de catecolaminas
na circulacdo e, subsequentemente, uma diminuicdo da pressdo arterial, tem sugerido uma
nova alternativa de explicacdo da génese da PE (STEC, 2017; STEC; KSIAZEK;
BURACZYNSKA, 2016).

Evidéncias atuais demonstraram que h& um aumento na concentragdo de
catecolaminas nesse disturbio, principalmente a adrenalina, estando, dessa forma, as
atividades simpaticas aumentadas e sugerindo que isso explicaria 0 aumento da PA nessa
enfermidade (BAGCI et al., 2016; YILMAZ et al., 2016)

Assim, a renalase pode estar relacionada ao controle da PA nas gestantes acometidas
por essa sindrome, através do metabolismo das catecolaminas e seus substratos, ressaltando o
seu relevante papel na regulacdo da funcdo cardiovascular. A associa¢do dessa enzima com
hipertensdo, isquemia do miocérdio, acidente vascular cerebral isquémico, lesdo renal aguda,
disfuncdo cardiaca e diabetes tem sido reportada largamente, mas ainda ha escassez de
estudos que a correlacionem com a PE (FAVA et al., 2012; LV et al., 2016; REZK et al.,
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2014).

Desir et al. (2012), em um estudo realizado com ratos sujeitos a nefrectomia subtotal
(5/6 Nx) e que desenvolvem hipertensdo arterial e doenca renal terminal, constataram que
uma Unica dose de renalase recombinante (1,3mg/Kg), administrada por via subcutanea,
diminuiu a PAS e PAD, promovendo efeitos equivalentes a 5mg/Kg de enalapril.

Ao avaliar o efeito a longo prazo da renalase recombinante, Baraka e ElI Ghotny
(2012) mostraram que os ratos que a receberam diariamente durante 04 semanas tiveram
reducdo significativa na noradrenalina no plasma, pressdo arterial média, hipertrofia do
ventriculo esquerdo e fibrose cardiaca.

Estima-se que a renalase tem um potente efeito hipotensor e que esse seja mediado
pela sua capacidade de metabolizar catecolaminas na circulacao, principalmente a adrenalina,
seu principal substrato fisiologico. Sugerindo que em condi¢des que cursam com hipertensédo
arterial seus niveis estejam marcadamente diminuidos (DESIR, 2009; FAVA et al., 2012).

Nesse sentido, Yilmaz et al. (2016), constataram baixos niveis de renalase em
gestantes com PE e os correlacionou com elevacdo da PA e lesdo renal, apresentados por
proteindria e baixos niveis de taxa de filtracdo glomerular. Em conformidade, Rezk et al.
(2014) encontraram niveis mais elevados de adrenalina em pacientes egipcios com doenca
renal cronica e hipertensdo, por provavel diminui¢do dos niveis de renalase nessas condicOes
clinicas.

Os estudos mais recentes tém se concentrando em investigar o papel de
polimorfismos do gene da renalase, que podem alterar seu mecanismo de ativacao e assim sua
funcdo cardioprotetora e sua associacdo com doencas que cursam com alteragdes no
metabolismo de catecolaminas, dentre eles os mais comumente estudados sdo: rs10887800,
rs2576178 e rs2296545.

Zhang et al. (2015) realizaram um sequenciamento de alta produtividade para
identificar genes especificos e polimorfismos relacionados que mostraram tendéncia a
predisposi¢cdo ao AVC isquémico em 743 pacientes com a doenca, na China. Encontraram
uma alta relacdo comparativa da renalase com AVC isquémico, atraves dos polimorfismos
rs10887800, rs2576178 e rs2296545, proporcionando uma evidéncia de que essa enzima é um
ponto chave na fisiologia vascular cerebral.

Em concordancia, Zhao et al. (2007) identificaram a associacdo das variantes
genéticas do gene da renalase rs2576178 e rs2296545 com a susceptibilidade a hipertenséo
essencial, em um total de 2586 sujeitos no norte da China.

O polimorfismo rs10887800 do gene RNLS é o alvo do presente estudo e ja foi
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reportada sua associacdo com diversas patologias como AVC, hipertensdo arterial e induzida
pela gravidez, diabetes tipo 2 e gestacional, doenca renal cronica e doencas cardiacas. Esse
polimorfismo esta localizado perto da fronteira exon/intron numa regido funcional putativa
que pode afetar o splicing alternativo do RNA mensageiro e atuar como um potenciador ou
regulador da expressao e sinalizacdo génica. Ele também pode ter papel potencial no gatilho
de vérias doengas e parece ser um passo adiante em fatores de sondagem que podem interagir
entre doencas poligénicas multifatoriais (AKBARI et al., 2018; FATIMA et al., 2017; STEC,
2017).

Li et al. (2014) investigaram as correlagdes entre os polimorfismos do gene da
renalase (rs10887800, rs2576178 e rs2296545) e gravidade da estenose aterosclerdtica
cerebral vascular intracraniana, em 212 pacientes com AVC isquémico comparados com 244
controles saudaveis, numa populacdo do norte da China e encontraram associa¢do do genétipo
GG e alelo G apenas do polimorfismo rs10887800 com a severidade da doenca. Stec et al.
(2012), analisaram a potencial associagdo dos polimorfismos rs10887800 e rs2576178 com
HAS, em pacientes caucasianos de origem polaca com doenca renal terminal e identificaram
associacéo do alelo G de ambos os polimorfismos com risco aumentado de HAS.

O presente estudo ndo identificou diferencas estatisticamente significativas em
termos de distribuicdo de gendtipos e frequéncias alélicas do polimorfismo rs10887800 entre
mulheres do grupo controle e grupo pré-eclamptico. No entanto, o gen6tipo GG foi associado
a uma tendéncia de maior risco de PE quando comparado com os controles (GG vs AG + AA:
OR =2.16; 0.97-4.86; p = 0.05).

Por sua vez, Bagci et al. (2016) constataram associacado significativa do genotipo GG
e alelo G do polimorfismo rs10887800 com a PE e com a gravidade da doenga, em um estudo
composto por 110 gestantes com PE e 102 controles saudaveis, numa populagdo na Turquia.
O alelo G aumentou o risco da doenga em 1,66 vezes e revelou um impacto aditivo na presséo
sanguinea nas pacientes com PE. Elsetohy et al. (2014) encontraram associagdo do gendtipo
AG do polimorfismo rs10887800 e do gendtipo GG do polimorfismo rs2576178 com a
hipertensdo induzida pela gravidez, em um grupo de pacientes egipcias, constatando que esses
polimorfismos além de serem associados a etiologia da HIG poderiam também ser avaliados
como preditores.

O estudo mais recentemente publicado que avalia a relagdo entre os polimorfismos
rs2576178 e rs10881800 e a suscetibilidade a PE, em gravidas na regido sudeste do Ird, foi
idealizado por Teimoori et al. (2019). Isoladamente, esses polimorfismos ndo foram

associados a PE, apenas o efeito da combinacao deles denotou associacdo do genotipo GG e
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alelo G com maior risco de PE.

Stec, Ksiazek e Buraczynska (2016) avaliaram 309 pacientes hemodialisados (107
com DAC e 202 sem DAC) na Poldnia e verificaram que apenas ap0s ajustes estatisticos o
gendtipo GG do polimorfismo rs10887800 associou-se a um maior risco de DAC, sob o0s
modelos genéticos dominantes e recessivos.

Em contrapartida, Akbari et al. (2018) ndo encontraram diferencas significativas no
risco ou efeito protetor do polimorfismo rs10887800 com a HAS e/ou DAC, afastando a
hipdtese de que este polimorfismo poderia representar um fator de predisposi¢do para essas
patologias em uma populagédo no sudeste do Ira.

Fatima et al. (2017) encontraram uma modesta associagdo do polimorfismo
rs10887800 com a diabetes gestacional, em um estudo realizado no Paquistdo, com uma
amostra de 198 pacientes, sendo 99 com a doenca e 99 controles saudaveis e todos eram
normotensos. No entanto, apds ajustes estatisticos para idade, IMC e porcentagem de gordura
corporal, o efeito do polimorfismo supracitado tornou-se protetor, sugerindo que essa variante
genética produz seu efeito uma vez que os fatores ambientais levam a um ambiente
fisiopatoldgico favoravel a diabetes gestacional. Dessa forma, constataram que o alelo G
estaria ligado apenas a predisposicdo ao desenvolvimento de fendtipos de sindrome
metabolica em um futuro préximo.

Alguns estudos envolvendo esse e outros polimorfismos do gene RNLS da renalase
ndo identificaram associacdo do alelo G e genotipo GG com o risco de doenca em uma
variedade de condicGes clinicas. Stec (2017), por exemplo, observaram uma associacdo do
polimorfismo rs10887800 com os niveis de renalase, em pacientes hemodialisados,
encontrando um menor nivel dessa amino oxidade nos pacientes com genotipo AA em
comparacdo com os portadores de AG e GG.

Li et al. (2015), verificaram que o alelo A do polimorfismo rs2576178 pode ser um
fator de suscetibilidade de doenca coronariana em pacientes hipertensos, enquanto, o alelo G
esteve associado a um fator de protecdo. Perceberam ainda, que o alelo C do polimorfismo
rs2296545 foi associado a predisposicdo a HAS. Corroborando esses achados, Lv et al.
(2016), por meio de uma meta-anélise, constataram uma associacao significativa do alelo C
do polimorfismo rs2296545 com o risco de HAS, em todos os modelos genéticos, de modo
que esse alelo conferiu um risco maior de HAS em relacdo ao alelo G, assim como também o
genotipo CC esteve associado a um maior risco de HAS quando comparado ao genétipo GG.

Em uma coorte prospectiva, Farzaneh-Far et al. (2010) verificaram ainda, uma

associacdo do gendtipo CC e alelo C da variante Glu37Asp do polimorfismo rs2296545 com
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aumento nas probabilidades de hipertrofia cardiaca, disfuncéo e isquemia e capacidade pobre
de exercicio, em individuos com DAC e fungéo renal normal.

Diante dos resultados controversos reportados por esses achados de associacdo do
polimorfismo génico da renalase com varias patologias, nossos resultados nao identificarem
associacao significativa da variante genética rs10887800 com o desenvolvimento de PE,
apesar de uma tendéncia ao aumento do risco da doenca, e também ndo constataram
associacdo com a gravidade da doenca, ndo identificando diferencas estatisticamente
significativas quanto a distribuicdo de genotipos e frequéncias alélicas nos grupos de PE leve
e grave. Isso contrasta com os resultados de Bagci et al. (2016) e Teimoori et al. (2019), que
encontraram associacao do genotipo GG desse polimorfismo com maior risco de PE grave.

A discrepancia entre nossos achados e outros estudos pode estar relacionada a
heterogeneidade genética das populac@es, podendo o efeito do polimorfismo ser diferente nas
varias populagdes estudadas e ser afetado pelas variacdes geograficas e fatores epigenéticos.
Além disso, esse é o primeiro estudo realizado no Brasil com intuito de investigar a
associacdo de variantes génicas dessa enzima na patogénese da PE, dificultando a comparacéo
dos nossos resultados com dados preexistentes. Sem contar, que nosso pais apresenta uma
populagéo bastante miscigenada, o que pode requerer estudos com amostra populacional que
contemple as varias ragas existentes aqui e nos concentramos apenas na populacdo do
Nordeste.

Uma variedade de evidéncias reportaram a associacdo de polimorfismos do gene
RNLS com diversas condi¢fes clinicas, entretanto, o mecanismo subjacente pelo qual eles
afetam a hipertensdo e, subsequentemente, o desenvolvimento de PE néo € claro. No entanto,
sugere-se que eles poderiam atuar por alteracdo do nivel de expressao ou atividade da enzima
renalase. Assim, a avaliagdo da atividade e dos niveis de renalase e catecolaminas no plasma,
principalmente adrenalina, e a possivel associacdo destes com os polimorfismos do gene que
codifica essa enzima, permitiriam a identificacdo de resultados mais valiosos.

Apesar dos resultados conflitantes, nosso estudo desponta como uma promissora
alternativa para identificacdo de marcadores genéticos nos mecanismos que medeiam a
patogénese da PE e que ainda sdo tdo incertos, estimulando a realiza¢do de pesquisas futuras

com amostras maiores e mais abrangentes a cerca da contribuicdo da renalase nesse processo.
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9 CONCLUSAO

Em conclusdo, esse estudo realizado com o intuito de averiguar a associacdo do
polimorfismo rs10887800 do gene da renalase em gestantes com PE, sugeriu pela primeira
vez que esse polimorfismo supracitado ndo pode ser considerado como um fator de
predisposicdo para a suscetibilidade a PE, numa populacdo no Nordeste do Brasil, e nem esta
associado a sua gravidade. Entretanto, nossos resultados ndo podem ser generalizados, uma
vez que houve uma tendéncia ao aumento de risco para a doenca nas gestantes que
apresentaram genotipo GG.

Sendo assim, nossos dados podem abrir portas para novas discussoes a respeito desse
cenario e a realizacdo de pesquisas futuras com amostras de tamanho maior poderiam revelar

um efeito mais conciso dos polimorfismos da renalase na génese da PE.
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11 APENDICE

11.1 Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido

\océ esta sendo convidado por Mara Suellem de Freitas Moura como participante de
uma pesquisa, onde ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos
desta pesquisa sejam esclarecidos.

Este projeto pretende estudar o que acontece com as concentracfes de uma
determinada substancia importante para o controle da pressdo sanguinea ao longo de sua
gravidez, chamada de Renalase. Seréa realizado na enfermaria de alto risco da Maternidade da
Santa Casa de Misericordia de Sobral (CE), na beira do leito, a coleta dos dados terd duracéao
de 40 minutos, aproximadamente.

Serd realizada a aplicagdo de um questionario com dados referentes a sua salde e
gravidez, em seguida sera coletada uma amostra de sua saliva, de maneira simples e nao
dolorosa, sendo o material armazenado em tubos e guardado para posterior analise genética
em Freezer a— 80°. O material coletado sera enviado ao laboratério de Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara, Campus Sobral, Curso de Medicina.

Este material serd utilizado para realizar as medidas dessa determinada substancia
importante na regulacdo da pressdo sanguinea durante a gestacdo. Este estudo ndo
comprometerd em nada a conduta médica e os procedimentos comuns realizados durante sua
gestacéo.

N&o ha beneficio direto para vocé, pois se trata de estudo experimental testando a
hipotese de que uma alteragdo genética nas concentragGes dessa substancia poderd estar
relacionada com a pré-eclampsia e que possa vir a ser GUteis como medida de prevencédo
primaria dessa doenca. Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum
beneficio.

N&o havera riscos diretos para vocé, nem para seu bebé, o risco que pode acontecer
refere-se a perda de sigilo dos seus dados envolvidos na pesquisa. Qualquer dado que possa
ser publicado posteriormente em revistas cientificas, ndo revelara a sua identidade. Entretanto,
orgdos governamentais ligados a saude podem solicitar informacdes a respeito da pesquisa e
identidade dos participantes nela envolvidos.

\Vocé pode retirar 0 seu consentimento para participar deste estudo a qualquer

momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
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tratamento na Instituicdo. Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa.

\océ tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de
qualquer ddvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situacdes
relacionadas com a pesquisa e 0 tratamento a que serd submetida.

A sua participacdo na pesquisa ndo lhe acarretard despesas e também ndo lhe
oferecera nenhum tipo de pagamento.

A sua contribuicdo sera de grande valia para o desenvolvimento e progresso das

pesquisas em pacientes com pré-eclampsia.

OBSERVACAO: Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais

responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. A principal
investigadora é a poés-graduanda Mara Suellem de Freitas Moura que pode ser
encontrada na Universidade Federal do Cear4, Campus Sobral, Curso de Pds-
graduacdo em Ciéncias da Saude (telefone 88-999303703).

Endereco da responsavel pela pesquisa:

Nome: Mara Suellem de Freitas Moura

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral
Endereco: Rua Comandante Maurocélio Rocha Ponte, 100 — Derby
Telefones para contato: (88) 999303703

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida, sobre a sua participacdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teofilo, fone: 3366-8344/46. (Horario: 08:00-12:00
horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela
avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres

humanos.

O abaixo assinado , anos, RG: , declara

que ¢ de livre e espontanea vontade que esta como participante dessa pesquisa. Eu declaro que
li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds sua leitura,

tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetdo, como também sobre a pesquisa e
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recebi explicacdes que responderam por completo minhas davidas. Ficaram claros para mim
quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos
e das condigcdes que me foram asseguradas e acima relacionadas. Declaro, ainda, que
concordo inteiramente com as condi¢cdes que me foram apresentadas e que, livremente,
manifesto a minha vontade de participar do referido projeto, podendo retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo
ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste

Servico. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Sobral, / /

Nome do participante da pesquisa:

Data: Assinatura;

Nome do pesquisador:

Data: Assinatura:

Nome da testemunha:

Data: Assinatura;

Nome do profissional que aplicou o TCLE:

Data: Assinatura:
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11.2 Apéndice B — Ficha de coleta de dados das mulheres do estudo

QUESTIONARIO APLICADO AS PACIENTES

DATA: |/ /
GRUPO 01 ( )

Diagnostico de pré-eclampsia dado em:

Médico responsavel:

N°. do Protocolo:

GRUPO 02 ()

Identificacéo:

Nome: Idade:
Data de nascimento: / /
Estado Civil: Profisséo: Raca:

Escolaridade:

Naturalidade:

Endereco:

Telefone: ()

Anamnese:

Presenca de doencas intercorrentes? (Distlrbios da coagulacdo, doengas cardiovasculares,

doencas renais, doencgas autoimunes, doencas hepéticas, diabetes, cancer, sangramento, pre-

eclampsia na familia, complica¢des em gravidez anterior)

Historia familiar: ( ) SIM ( ) NAO
Fumante: ( )SIM () NAO

Consumo de &lcool: ( ) SIM () NAO Quantidade:
Pratica exercicio fisico: ( ) SIM () NAO
Frequéncia: Modalidade:




Informacdes sobre a gestacao e antecedentes gineco-obstétricos:

Idade gestacional: _ semanas

Pré-natal: ( ) SIM ( ) NAO

Gravidez maltipla: ( ) SIM () NAO

GPA (Gravidez Parto Aborto): / /
Mesmo pai: ( ) SIM ( ) NAO

Partos vaginal (PN) ou cirurgico (PC)?

Idade do primeiro parto:

Intervalo interpartal (meses):
Parto prematuro: ( ) SIM () NAO

Filhos vivos:

Principais queixas:
( ) Cefaléia ( ) Epigastralgia ( ) Escotoma
( ) Outros :

Uso de medicamentos:

Informacoes clinicas e laboratoriais

Altura: _ cm

Peso:  Kg

Ganho de peso na gravidez: __ Kg

Exames laboratoriais: Data da realizacdo: __ / /
Hm: TGO:
Hb: TGP:
Ht: Bilirrubina total:
Global: Bilirrubina direta:
N.b Bilirrubina indireta:
N.S Ac. Urico:
E Creatinina:
B Uréia:
L LDH:
M Outros:
Plaquetas:

Pressao arterial: / mmHg
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12 ANEXO

12.1 Anexo A — Parecer Consubstanciado do CEP

UFC - UNIVERSIDADE ~ Plobaforma
FEDERAL DO CEARA [ Wi\ rasi

PARECER COMSUBSTANCIADD DO CEP
DADOE DO PROJETD DE PE 22U 54

THulo da Pesguisa: ASSOCIACAD DO POLIMORFISMO (re1 0887800} DO GEME D REMALASE (RMLS)
EM MULHERES COM PRE-ECLANMP 31N

Pesqulzador: MARA SUELLEM DE FREITAS MOLIRA

Araa Tematica:

Waredao: 2

CAAET BE2853417.2.0000.5054

Ingflful;3o Propanents: UNIVERSIDADE FECERAL DO CEARA - CAMPUS DE S0BRAL
Patrocinador Principal: Firardamsanta Praprio

DADCDE DO PARECER]

HNamearo do Parecer: 2685131

Apregsntagio do Projeto:

Trata-se de wm estiudo transversal @ quantiativo da fipo caso controde. Serd constfuido por mulhenes
griwidas com pré-sodmasia (cases] & mulbares grividas normatensas (sorimales). Todas s pacienies seria
admitidas na Maternidade da Santa Casa de Misencondia de Sobral. O diagndstics de pré-scldmpsia serd
determinade de acorda com a Sooedade Intermacional para o Estudo da Hipertensdo na Gradidez. O
sepuinbes cA¥nos serda wilizados pars o diagndsticn de PE: pressdo arerial sistdlica (PAS]) & pressia
sanguinea dasiclica (PAD) deve sor supsnor & 140090 mmHg, pela meanas, em duss medigdes, no minima
cam 4 h de imercals, & a proleindria deve ssracima de 300 mg por 24 hs, s muberes grvioas que nda
presncherem a esses oriténos secho sxcluidas do esiude. O grupe de controle serd recrutada a partic da
mesma centro sepdo constiluido por muberes grividas valunidnias normotensas com pelo menas uma
gravidar, sem hisitria de PE. 0% enbénas de inclusdo das gestanies cam PE {casas) serdal idade
gestacional igual au supenar 3 20 semanas; pressio arterial sedlica (PAS) & pressdo sanguinea diastdlica
(PAD) superior & 14080 mmHg, pelo mencs, em duas medicoes, no minime com 4 b de intervalo;
proteinna acma de 300 mg por 24 hs, em amosios isolydas, pelo mésodo semiguantitativa de fila,
canforme a pratocalo clinico adotads na matemidadE serda induidas ainda as farmas graves de PE, mesma
na auséncia de prolenieia. Para o grupo das gestantes pormatensas (controles) os cridgrios de inclsda
sardo! astar no terosin inmesire de gestacio; ter pelo menas uma gravidez antenar; sem qualguer histaria
de hiparensio ou PE; pressio sstdlicadastdica 120080mmHg. A

Emdwreoo: Mo Cel. Moseas S0 06 elo, W0

Emrm: Modolle Teshia CEI": Bo&n.-27Y

ur: CE Municipio: FUORTAELEIA

| mlwbone: (35560 144 bk carmapald al b

Pilgins 1 chi (13



UFC - UNIVERSIDADE -~

. 7 " Plabaforma
FEDERAL DO CEARA/ o \‘ljlmril

iy i e ddies Pyanimiars oL HERYL T340

abardagem das padentes serd realizada na enfermania de alto risco da Malemidade da Sants Casa de
Misericordia de Sobral (CE), na beaira do leito, medianie ssdanacimanios socbre o conbaddo @ objelivo da
pesuisa & 2em prejuizos 3 assisbhnda. Serdo colhidas amasires de raspado bucal de 100 mukberes com
diggnastion de PE & 100 mulheres do grupae cantnale.

Obetivo da Peaqulea:

Avadiar 3 peociacio antra o palmaorfzma (re10887H00) da gene RALS com a pré-acldmpsia

Awallagho dos Rlacos @ Beneficioa:

Rigcos:

0% risens e dficuldades sda pequenas am vidude g infrassttucs disponivel na Universidade envabdda no
projess & todas as nfomacies serdo ratadas de forma confidendal. Alem disso, a melodologia proposta é
de conhesimenta doe coordenadar & demais calaboradoees. O igcas que padem ooarmar refaname-se 5 pendas
de sigika dos dados ermalvidos na pesquisa.

Beneficios:

A poanréncia de uma provivel associachs significatva do polimafisma (re1088TA00] da pane da neralies
com & pré-achmpsia, esty poderd ser considerada um novo marcador genéticn na patogfness desss
candigio, peeshiltandn unomaior corhedmento nessa drea o desss forma amplisndo as esirasigag
terapbulices & praventivs.

Comentarlos & Conslderagies sobre 8 Peagulsa:

Pesquisa relevante, gue visa ddaliar falores gendticos associados a0 desenvalvimenta de pré eclampsia,
cam s lentar estabelecer um marcadar bickbgico pars essa palalogia no nossa meio.

Conzlderagdes sobre o8 Termos oo apressniagho obrigatoria:

Todas of fermos de apresentadas obrigatdria foram apresentados. Conforme salictada a pescuisadon
refer o TCLE e adequou o cronograma.

Recomandagies:

Mo e aplica.

Conclusdes ou Pandéncias & Lista de Insdaquagbes:

P = aplica.

Conglderagdes Finals & critérlo do CEP:

Eate parscer fol elaborado baseado nos documenios abalxo relaclonados:

Endereco Mus Cal. Musis Sa Mo, S0

Emrm: Rodols Te2hia CEI" Boain.a7ry
W CE Muniipo: FORTALELA
lwlwtone:  [AEESEA.AI44 ik orvenpand i b

Pgan J s 0
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Tipa Documero Aruivg Pr=tagam fuatar Situacks
Inlrmactes Basicas| PR INFORMACOES BASICAS DO P | 16052018 Areita
tha Projio ROJETD Sd3485 pdf 0340004
Coranagrama CRONOGRAMA VERSAD 3 DE 16 0 18052018 | MARA SUELLEM DE| Aceita
& 018 pdf 033530 | FREITAS MOURA
TCOLE | Terme= e | TERMO DE CONMSEWTIMENTD LIVE | 168052018 | MARA SUELLEM DE| Aceita
AssEntimento | E E ESCLARECIDD VERSAD 3 DE 0X37:20 | FREITAS MOURA
Jussificativa de 16 05 2016, pdf
AUSARCE
Projeto Detahado | | Projelo Versao 3 de 18 05 2018 pdf 16052018 | MARA SUELLEM DE| Aceita
Brechiurs 033701 | FREITAS MOURA
Irvastnadar
Cutras Carta de aruenciapo HME208 | MARA SUELLEM DE| Aceita
103058 | FREITAS MOURA
Cutras Tarma de compramssa, pdf 07022018 | MARA SUELLEM DE| Aceita
18:40042 [ FREITAS MOLURSA
Declaracio de Declarscan de cancardancia pal 07022018 | MARA SUELLEM DE| Aceita
Pesqueadaras 183838 | FREITAS MOURA
Cuimas Carts de aprecies, pif 07228 | MARA SUELLEM DE| Aceita
1838202 [FREITAS MOURSA
Cutras Curriculs Lattes pdl 07022018 | MARA SUELLEM DE| Aceita
183709 | FREITAS MOURA
Orgamenta Oreamenta. pdf 72208 | MARA SUELLEM DE|  Aceiba
18:36:35 [ FREITAS MOURSA
Cutras Duclarscan de Fiel Depasitano. pdf 07022018 | MARA SUELLEM DE| Aceita
18:34:56 | FREITAS MOURA
Falba de Rosio Falbay de Rasta, pdf 72208 | MARA SUELLEM DE|  Aceiba
18:20:30 | FREITAS MOLURA
Sttuagio do Parecer:
fgrawado
Hecesalta Apreclagio da CONEP:
M
FORTALEZA, 30 de Maio de 2018
&painado por:
FERMANDD ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coondanadaor)
Emderago: Mus L L
Esmrm i I CEI"
[ H HMunicipi: FLORTS
| eletens |

E-mu
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