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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) ¢ uma sindrome multissistémica que pode ocorrer durante a
gravidez. E uma das principais causas de mortalidade materna, fetal e neonatal durante a
gestagdo. As suas causas ndo sdo claras e os mecanismos subjacentes a sua etiopatogenia
permanecem pouco elucidados. As hipodteses de que as causas da PE sdao pelo menos
parcialmente genéticas ¢ amplamente sugerida. Assim, ¢ importante a identificagdo de
biomarcadores moleculares que a detectem, como através dos polimorfismos do gene
ERVW-1, relacionado ao processo de placentogénese. Nesse sentido, o objetivo desse
estudo foi determinar se o polimorfismo rs4727276 do gene ERVW-1 estaria associado a
PE em mulheres da regido Norte do Estado do Ceard, Brasil. Para isso, foram coletados
dados clinicos e material genético de raspado bucal de pacientes admitidas na
Maternidade Sant’Ana da Santa Casa de Misericordia de Sobral (SCMS) divididas em
dois grupos: (1) gestantes com PE (casos, n=64) e (2) gestantes normotensas (controles,
n=76). O ensaio laboratorial foi feito pela técnica de RT-qPCR por genotipagem para
identificacdo do polimorfismo rs4727276 relacionados ao gene ERVW-1 nas amostras
coletadas. As analises estatisticas foram feitas utilizando o software SigmaPlot® versao
11.0 (SYSTAT. Software Inc.) e os dados apresentados como média + erro padrao da
média (E.P.M). Em termos de distribuicdo genotipica e frequéncia dos alelos, foi
observado diferenca significativa na distribuicdo do genétipo (CC vs CG+GG/CG vs
CC+GQ) entre os grupos PE e Controle (p=0,011; p= 0,05, respectivamente), indicando
uma tendéncia de maior expressdo em PE para os respectivos genotipos. Porém, nao
apresentou relagdo com a gravidade da doenca ou com a época de surgimento. Conclui-
se que o polimorfismo rs4727276 do gene ERVW-1 demonstrou forte associacdo com a
PE em uma populagio de mulheres do Nordeste brasileiro. Além disso, pode ser
considerado um biomarcador molecular na fisiopatologia da pré-eclampsia em mulheres,

possibilitando a identificagdao dos fatores de risco para a doenga e uma detecgao precoce.

Palavras-chave: Casos clinicos. DNA. Gestagdo. Genotipagem. Hipertensao.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a multisystem syndrome that can occur during pregnancy. It’s one
of the main causes of maternal, fetal and neonatal mortality during pregnancy. Its causes
are unclear and the mechanisms underlying its etiopathogenesis remain poorly
understood. The hypothesis that the causes of PE are at least partially genetic is widely
suggested. Thus, it is important to identify molecular biomarkers that detect it, such as
through polymorphisms of the ERVW-1 gene, related to the placentogenesis process. In
this sense, the objective of this study was to determine whether the rs4727276
polymorphism of the ERVW-1 gene would be associated with PE in women from the
northern region of the State of Ceara, Brazil. For this, clinical data and genetic material
mouth scraping were collected from patients admitted in the Sant'Ana Maternity Hospital
of Holy House of Mercy Hospital of Sobral divided into two groups: (1) pregnant women
with PE (cases, n=64) and (2) normotensive pregnant women (controls, n=76). The
laboratory test was performed using the RT-qPCR technique by genotyping to identify
the rs4727276 polymorphism related to the ERVW-1 gene in the collected samples.
Statistical analyzes were performed using SigmaPlot® software version 11.0 (SYSTAT.
Software Inc.) and data presented as mean =+ standard error of the mean (SEM). In terms
of genotypic distribution and allele frequency, a significant difference was observed in
the genotype distribution (CC vs CG+GG/CG vs CC+GQG) between the PE and Control
groups (p = 0,011; p = 0,05, respectively) indicating a greater expression in PE for the
respective genotypes. However, it was not related to the disease severity or the time of
onset. It is concluded that the rs4727276 polymorphism of the ERVW-1 gene
demonstrated a strong association with PE in a population of women from the Brazilian
Northeast. Furthermore, it can be considered a molecular biomarker in the
pathophysiology of pre-eclampsia in women, enabling the identification of risk factors

for the disease and early detection.

Key-words: Clinical cases. DNA. Gestation. Genotyping. Hypertension.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Federacao Brasileira das Associagdes de Ginecologia e Obstetricia, a
pré-eclampsia (PE) ¢ uma doeng¢a multifatorial e multissistémica, que se caracteriza pela
presenca da hipertensdo arterial e proteintria apos a 20* semana de gestacdo, quando
anteriormente a gestante se apresentava normotensa, sendo responsavel por grande parte
da interrupcdo prematura da gestacdo (FEBRASGO, 2018). Além disso, ¢ possivel
apresentar PE quando ocorre disfuncdo de 6rgaos-alvo, como os rins, figado e pulmdes,
mesmo na auséncia de proteinuria (Magee, et al. 2022). Por ser uma sindrome sistémica,
ha maior possibilidade de evoluir para situagdes de gravidade como eclampsia e sindrome
HELLP (hemolysis, elevated liver enzymes and low platelets, que significa hemolise,
aumento de enzimas hepaticas e plaquetopenia). Nesse seguimento, a eclampsia refere-se
a ocorréncia de crise convulsiva tonico-clonica generalizada ou coma (Eclampsia sine
Eclampsia) em gestante com PE. Ja a sindrome de HELLP, refere-se a associagao de
intensa hemolise, comprometimento hepatico e consumo de plaquetas, em pacientes com
PE (Magee, et al. 2022; ACOG, 2020).

Diversos fatores estdo relacionados a patogénese da PE, dentre eles estdo os
fatores genéticos. Dentre os genes que potencialmente podem estar relacionados a
patogénese da PE se destaca a sincitina-1, que ¢ codificada pelo gene ERVW-1 e esta
localizado na regido de cromossomo humano 7q21.2 (ID do gene: 30816). O ERVW-1 é
um gene membro da familia multigénica de elementos retrovirais endégenos humanos
HERV-W que desempenha um papel crucial na diferenciagao de sinciciotrofoblasto e na
placentacdo ideal (Gholami Barzoki et al., 2023; Priscakova et al., 2016). Estudos
demonstraram que a desregulacdo da expressdo de sincitina-1 causa a sua redug¢@o no
trofoblasto, se correlacionando com o desenvolvimento e gravidade de PE (Knerr;
Beinder; Rascher, 2002). Além disso, a regulacdo da sincitina-1 pode ser afetada ja no
nivel transcricional (Vargas et al., 2011; Gholami Barzoki et al., 2023). Outras pesquisas
mostraram que a expressdo de ERVW-1 ¢ regulada para baixo em casos de PE, e esta
regulacdo negativa se correlaciona com a gravidade dos sintomas (Priscakova et al.,
2016).

Estudos tem evidenciado um possivel papel atuante da sincitina-1 na modulagdo
da inflamagdo e na patogénese da PE quando se compara com achados relacionados a

outras patogenias, como neuroinflamacdo e esclerose multipla (Bu et al., 2022). Porém,
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ainda nao esta claro como (ou se) a sincitina-1, ¢ o gene codificante ERVW-1, possuem
um papel no desenvolvimento da PE, mas sabe-se que um padrao fisiologicamente normal
da produgdo de sincitina-1 ¢ crucial para o desenvolvimento adequado do trofoblasto na
placentagdo (West et al., 2022; Gholami Barzoki et al., 2023). Por outro lado, a expressao
de sincitina-1 ¢ ativada e regulada positivamente em uma variedade de doengas malignas,
incluindo cancer de mama, carcinomas endometriais, cancer de ovario, cancer colorretal,
leucemia e linfoma (Huang et al., 2014).

Com o avango nos estudos moleculares de genotipagem e PE, tém-se sugerido
uma possivel associagdo de polimorfismos no gene ERVW-1 com os mecanismos que
controlam a patogénese da PE, porém ainda ha uma escassez de publicacdes sobre o
assunto. A identificacdo de biomarcadores associados a fisiopatologia dessa condi¢ao
possibilitaria a ampliacdo de estratégias de identificagdo e de terapia para melhorar os
resultados maternos e fetais. Essas estratégias incluiriam a buscar por marcadores
genéticos/epigenéticos que possam ser identificados antes que a condi¢do se manifeste
clinicamente. Assim, o objetivo desse estudo foi de avaliar a possivel relagdo do
polimorfismo do gene ERVW-1 com a patogénese da PE em uma amostragem de

mulheres da Regido Norte do Ceard, no Nordeste brasileiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sindrome da pré-eclampsia e fatores de risco associados

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome multissistémica e especifica que pode
acontecer durante a gravidez, e ¢ tradicionalmente diagnosticada quando a mulher
apresenta surgimento ou aumento da pressdo arterial (=140/90 mmHg) e proteinudria
(perda excessiva de proteinas através da urina). A PE € uma das principais causas de
mortalidade materna, fetal e neonatal (FEBRASGO, 2018). Dessa forma, a importancia
clinica desse distarbio reside, principalmente, em sua relagdo com os altos riscos
associados a morbidade. A figura 1 mostra as principais complicacdes associadas a pré-

eclampsia.

Figura 1: Principais complicacdes associadas a pré-eclampsia.

4 ™\

e Y
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Disfuncioda placenta
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hipertensao
materna

Fatores antiangiogénicos e
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Restricio do
crescimento fetal

Devido
ao suprimento
sanguineo
prejudicado

Fornecimento de sangue
prejudicado a érgaos como
rins, cérebro e coragao

Fonte: Adaptado de De Alwis; Binder; Hannan, 2021.

Quando ndo tratadas, as mulheres gravidas com PE podem apresentar
complicacdes como eclampsia, ruptura hepatica, acidente vascular cerebral, edema
pulmonar ou insuficiéncia renal, que podem ser letais (Dimitriadis et al., 2023;

FEBRASGO, 2018). Além disso, a PE também estd relacionada a restricdo do
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crescimento fetal e ao parto prematuro devido, principalmente, a falta de suprimentos ao
feto pela incorreta invasdo vascular da decidua e miométrio (Figura 2). Criangas nascidas
de maes com PE tém um risco aumentado de displasia broncopulmonar e paralisia
cerebral, causadas por parto prematuro e por serem pequenas para a idade gestacional

(Hansen et al., 2010; Strand et al., 2013).

Por ser uma sindrome sistémica, ha maior possibilidade de evoluir para situagdes
de gravidade como eclampsia e sindrome HELLP. A eclampsia compreende a presenca
de crises tonico-clonicas generalizadas ou coma com quadro hipertensivo, podendo
ocorrer durante o parto e perdurar até cerca de dez dias depois (Dimitriadis et al., 2023;
Belay; Wudad, 2019). A causa exata das convulsdes podem estar relacionadas ao
vasoespasmo cerebral com isquemia local, a encefalopatia hipertensiva com
hiperperfusdo, a edema vasogénico e a lesdo endotelial (Zugaib; Pulcineli, 2016; Wright,
2017). Ja sindrome de HELLP ¢ caracterizada por um conjunto de sinais e sintomas
associados a hemolise microangiopatica, sendo este o principal fator caracteristico da
sindrome, a trombocitopenia e de alteracdes nos testes de fungao hepatica (Ferrazzi et al.,

2017; Sanchez; Ponce; Benitez, 2016).

Figura 2: Invasdo endovascular do citotrofoblasto nas artérias em espiral. (A) Nao
apresenta a invasdo do citotrofoblasto. (B) Apresenta uma vascularizag¢do superficial e
incorreta, impedindo o suprimento de nutrientes e oxigénio ao feto. (C) Utero gravitico
normal apresenta correta invasdo vascular da decidua e miométrio. CTE: Células do
trofoblasto extraviloso; CTEN: Células do trofoblasto endovascular.
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Fonte: Parham, 2004.
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A PE pode ser clinicamente caracterizada nas formas leve e grave (baseadas
principalmente em critérios clinicos e prognosticos), e classificada em precoce ou tardia
(considerando a idade gestacional). A forma grave de PE envolve um ou mais dos
seguintes critérios: (1) pressdo arterial sistolica (PAS)/pressao arterial diastolica (PAD) >
160/110 mmHg enquanto em repouso; (2) proteinuria (>300 mg) na amostra de urina em
24 horas; (3) oliguria subita; (4) distarbios visuais, dor de cabega, dor abdominal; (5)
niveis elevados de creatinina sérica e transaminases, trombocitopenia e restrigdo no
crescimento fetal (Reis et al., 2010; Turner, 2010). Ja4 a forma leve, sem sinais de
gravidade, quando (1) PAS/PAD entre 140-159/90-100 mmHg e com proteindria (=300
mg) na amostra de urina em 24 horas ou com valor igual ou superior a 1+ no teste de fita
(dois deles) ou 2+ em uma fita (FEBRASGO, 2018; Zugaib; Pulcineli, 2016), sem os
demais critérios de gravidade definidos acima. Em relagdo a idade gestacional, a
manifestagdo de PE de inicio precoce ocorre em um periodo <34 semanas ¢ a
manifestagdo tardia >34 semanas (FEBRASGO, 2018). A PE precoce estd geralmente
associada a um comprometimento do desenvolvimento placentdrio e da circulagao
uteroplacentdria. J4 a PE de inicio tardio, frequentemente estd associada a distirbios
metabolicos, inflamagdes e comprometimentos endoteliais (Reis et al., 2010).

Embora a predi¢ao perfeita entre fatores de risco associados ao desenvolvimento
da PE ndo seja estabelecida, a disting@o entre mulheres de baixo e alto risco € possivel.
Fatores de risco alto incluem hipertensdo prévia, doengas renais, diabetes e doencas
autoimunes (Bramham et al., 2014). Fatores de risco moderados incluem idade de 40 anos
ou mais, intervalo gestacional maior que 10 anos, indice de massa corporal (IMC) de 35
kg/m? ou mais, sindrome do ovario policistico, historia familiar de pré-eclampsia e
gravidez multipla (NICE, 2011; Roos et al., 2011). Além disso, um estudo demonstrou
que mulheres que doaram um rim tinham duas vezes mais probabilidade de ter PE do que
mulheres que nao doaram um rim (Garg et al., 2015). Em relacdo a predisposicao
hereditaria, embora alguns autores tenham atribuido a participagao de polimorfismos de
alguns genes, os resultados ainda permanecem inconsistentes. Entretanto, estudos
mostram que um histérico familiar de PE em uma gravidez anterior aumenta o risco em

gestagoes subsequentes (Dias, 2015; Zhao, 2013; Oliveira, 2016).

Fatores clinicos e de estilo de vida adicionais que predizem a PE no inicio da
gravidez incluem pressdo arterial média na 15* semana de gesta¢do, peso materno ao

nascer, historia familiar de doenga coronariana ou PE (North et al., 2011). Em um grande



23

estudo multicéntrico realizado nos Estados Unidos, fatores de risco clinicos (raga, IMC e
pressao arterial de entrada) combinados com alteracdo nas concentracdes sanguineas
maternas de fatores angiogénicos, entre o primeiro e o inicio do segundo trimestre,
predisse PE de inicio precoce (sensibilidade de 88%; especificidade de 80%) (Myatt et
al., 2013).

Os resultados de outro estudo mostraram que uma combinagao de biomarcadores
(Tabela 1), fatores de risco clinicos e ultrassom Doppler da artéria uterina na 20* semana
de gestacdo teve uma precisdo muito boa para prever a PE (Kenny et al., 2014). Os
resultados de uma meta-analise confirmaram a precisdo do ultrassom Doppler da artéria
uterina no primeiro trimestre para a previsao de inicio precoce de PE (sensibilidade 48%;
especificidade 92%) (Velauthar et al., 2014). Além disso, as concentracdes de fator de
crescimento placentario circulante (PIGF), fator de crescimento endotelial vascular
tirosina quinase 1 e endoglina soltivel diferem significativamente antes de 30 semanas de
gestacdo em mulheres que desenvolveram PE, mas a precisdo do teste desses marcadores

€ muito baixa para permitir seu uso na pratica clinica (Kleinrouweler et al., 2012).

Tabela 1.
Biomarcadores identificados/selecionados utilizados no
estudo citado.

Biomarcador

Angiogenina
BNP (Peptideo natriurético cerebral)
CRP (Proteina C reativa)
Cistatina C
Elafina
ICAM-1 (Molécula de adesao intercelular 1)
IL-1Ra (Antagonista do receptor de interleucina 1)
Leptina

Receptor de leptina

PIGF (Fator de crescimento placentario)
TIMP1 (Inibidor tecidual da metaloproteinase 1)
Fonte: elaborada pelo autor, baseada em Kenny et al. (2014).

Biomarcadores sdo moléculas encontradas no soro das gestantes que podem ser
associadas a PE antes que a condi¢do se manifeste clinicamente ou caso ja tenha se

manifestado (Portelli; Baron, 2018; Kenny et al., 2014). A PE esta ligada a alteragdes nos
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niveis circulatdrios maternos de proteinas pro e antiangiogénicas, que tém sido estudadas
como indicadores ao longo da idade gestacional (Myat et al., 2013). Esses e outros fatores
sdo os responsaveis por indicar a presenga da desordem por meio, principalmente, das

manifestagdes clinicas e laboratoriais.

2.2 Manifestacdes clinicas e laboratoriais

De modo geral, as mulheres com PE ndo se sentem doentes até a condi¢ao se
tornar grave, oferecendo risco de vida (Dimitriadis et al., 2023; Belay; Wudad, 2019). Por
1sso, € necessario que seja realizada a deteccao precoce pelos profissionais de satde para
evitar a evolucao da doenca, o que coloca em risco a vida da mae e do feto (Bhering et
al., 2021). Clinicamente, os critérios diagnosticos para PE sdo definidos por elevacio da
pressdo arterial (>140/90 mmHg) apds 20 semanas de gestacdo, combinada ou ndo a
proteintria que excede 300 mg/dia ou 2+ de proteina em um teste de fita isolado, ou ainda
1+ de proteina em dois testes de fita, podendo estar associada a presenga de sinais de
gravidade clinica e/ou laboratorial, mesmo sem proteinuria e desaparecendo apos o
puerpério (Dimitriadis et al., 2023; FEBRASGO, 2018). A hipertensdo ¢ definida como
pressdo arterial sistolica superior a 140 mmHg ou pressdo arterial diastdlica superior a 90
mmHg em duas ocasides com intervalo de 4 a 6 horas (ACOG, 2020). O quadro
hipertensivo no distirbio da pré-eclampsia pode ser relacionado a isquemia placentaria e
disfuncdo endotelial através do desequilibrio entre fatores inflamatoérios e aumento de
espécies reativas de oxigénio (ERO), resultando em disfungao endotelial e aumento da
resisténcia vascular periférica (Figura 3).

Outras disfungdes e complicagdes podem ser consideradas, como complicagdes
neuroldgicas ou hematoldgicas, disfungdo uteroplacentaria ou restricdo do crescimento
fetal, insuficiéncia renal e envolvimento hepatico (Zugaib; Pulcineli, 2016; FEBRASGO,
2018; Hansen et al., 2010; Strand et al., 2013). Um recente estudo mostrou que a pré-
eclampsia/eclampsia/sindrome HELLP sdo uma das principais causas de lesdo renal
aguda relacionada a gravidez, destacando a necessidade de intervengdes preventivas para
reduzir esses problemas e até mesma a mortalidade materna, como através da medi¢ao
regular da pressao arterial, check-ups regulares e adesao aos cuidados pré-natais (Gautam

et al. 2024).
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Alteracdo nos parametros hematologicos ¢ comum e caracteristico durante o
estado gravidico normal, como o aumento do volume sanguineo, aumento de glébulos
vermelhos e brancos e a diminui¢ao de plaquetas (Chandra et al., 2012). Em relagdo a PE,
um estudo pioneiro mostrou que as plaquetas circulam em um estado mais extensamente
ativado durante a PE do que durante a gravidez normal (Konijnenberg et al., 1997). Além
disso, ha aumento da quantidade de linfocitos como um indicativo de estado

inflamatorio/imune, como ja avaliado em outro estudo (Wang et al., 2019).

2.3 Fatores genéticos relacionados a pré-eclampsia

As causas da PE nao sdo claras e, apesar do seu significado clinico, o tratamento
dessa desordem nao mudou substancialmente com o passar do tempo, uma vez que os
mecanismos subjacentes a sua etiopatogenia permanecem pouco elucidados. As hipdteses
de que a causa da PE ¢ pelo menos parcialmente genética ¢ amplamente sugerida. Assim,
um desafio na atualidade seria identificar biomarcadores moleculares que detectassem
essa sindrome antes mesmo do aparecimento de suas manifestacdes clinicas ou padroes
genéticos relacionados, favorecendo alternativas para a prevencao e tratamento (Sun et
al., 2019; Teimoori et al., 2019).

Estudos pioneiros sugeriram que as causas genéticas da PE estariam relacionadas
a um unico gene dominante atuando na mulher (Arngrimsson; Bjornsson; Gelrason,
1995). Porém, outros teorizaram que o gendtipo materno seria o principal responsavel
pela suscetibilidade de desenvolvimento da desordem, mas haveria uma pequena parte
sendo desempenhada pelo genotipo fetal (Cooper; Brennecke, 1993). No mais,
investigacoes indicam que a PE estd sob controle genético multifatorial (Buurma et al.,
2013; Chang; Seow; Chen, 2023). Acredita-se que a pré-eclampsia resulte de uma
complexa interacao entre componentes genéticos e fatores ambientais. A evidéncia de um
componente genético vem de estudos familiares, que mostraram que a PE ¢ relativamente
comum entre filhas e irmas de mulheres com PE (Esplin et al., 2001; Nilsson et al., 2004).
Além disso, a prevaléncia de pré-eclampsia difere entre varios grupos étnicos (Steegers
et al., 2010). No entanto, a genética subjacente ¢ complexa e atualmente ndo esta claro

quais genes estdo envolvidos e como as variantes genéticas individuais contribuem para

a PE.
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Figura 3: Fisiopatologia da pré-eclampsia: isquemia placentaria, disfungdo endotelial e
hipertensdo. A isquemia placentaria resulta no aumento da sintese de Fms-like tirosina
quinase solavel 1(sFlt-1), Fator de necrose tumoral (TNF)-a ¢ Interleucina (IL)-6,
autoanticorpos do receptor de angiotensina II tipo 1 (AT1-AA) e tromboxano. O aumento
desses fatores parece resultar em disfuncdo endotelial pela diminuicdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) e aumento das espécies reativas de oxigénio
(ERO) e da endotelina-1, que por sua vez resulta em disfunco renal, aumento da resisténcia
vascular periférica e, finalmente, em hipertensdo. PIGF: Fator de crescimento placentario.
VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular.
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Fonte: Gilbert (2008).

2.3.1 Placentagdo e o gene ERVW-1

A etiologia da PE ndo foi totalmente compreendida, porém uma das provaveis
causas relacionadas a esse disturbio pode estar refletida sobre a placenta. A placentagao
anormal manifesta-se com uma interrup¢ao da remodelagdo da artéria espiral materna que
leva a perfusdo placentaria insuficiente (Roberts; Bell, 2013; Parham, 2004). Estudos
demonstraram que a diferenciacdo deficiente do trofoblasto durante a PE leva a fusdo
celular insuficiente e formagao de sinciciotrofoblasto instavel e a invasao defeituosa das
artérias espirais pelo trofoblasto (Uzan et al., 2011; Knerr; Beinder; Rascher, 2002),
causando um processo fisiopatoldgico de hipdxia e inflamacdo. A metilacdo anormal do

DNA durante a placentagdo ¢ o fator epigenético mais importante relacionado a PE. Além
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disso, mudangas na modificag@o de histonas como acetilacdo e o efeito de superregulagdo
ou baixa regulagdo de miRNAs ou longos RNAs ndo codificantes em varias vias de

sinalizacdo podem resultar em PE (Kamrani et al., 2019).

A sincitina 1 € um dos fatores que medeia a fusdo das células citotrofoblasticas da
placenta com o sinciciotrofoblasto multinucleado e a diferenciac@o do sincicio, sendo sua
alta expressdo associada ao tecido placentario em condigdes fisiologicas normais
(Gholami Barzoki et al., 2023; Muir; Lever; Moffett, 2006; Handwerger, 2010). A
sincitina 1 ¢ codificada pelo gene ERVW-1, localizado no locus de cromossomo humano
7921.2 (nimero de acesso do GenBank AC000064, posi¢des 28068 a 38289). Um estudo
demostrou que niveis reduzidos da expressao de sincitina-1 em sindromes placentarias se
correlacionam com hipermetilacdo epigenética da regido promotora de ERVW-1,
afetando ndo s6 a placentogénese, mas também o desenvolvimento do feto e da mae
durante a gravidez (Ruebner et al., 2013). Nesse contexto, outros estudos demonstraram
que a desregulacdo da expressdao da sincitina 1 no trofoblasto se correlaciona com o

desenvolvimento e a gravidade da PE (Knerr; Beinder; Rascher, 2002).

Os cromossomos homologos sdo parecidos entre si, mas em determinadas
localizagdes do cromossomo (loci) pode haver variacdes na sequéncia do DNA,
caracterizando o que se conhece por polimorfismo. Dessa forma, os polimorfismos
podem atuar como marcadores genéticos, uma vez que sdo transmitidos associados a
outros genes localizados na regido cromossdmica proxima a eles, podendo influenciar
diretamente sobre fatores de risco associados a doengas (Romero et al., 2014). Em um
estudo realizado com uma populagdo europeia, foram identificados 4 polimorfismos
relacionado ao gene ERVW-1, chamadas de rs4727276, rs148592540, rs569899772 e
1s555416193 (Priscakova et al., 2016). Apesar do estudo ndo ter mostrado relacao
significativa entre os polimorfismos encontrados e os casos de PE, o polimorfismo
154727276 se mostrou mais frequente. Além do estudo citado, parece ndo haver
investigacdes que discutam a possivel associagdo de variantes genéticas (polimorfismos)

do gene ERVW-1 em suas regides reguladoras em casos de PE.



28

3 JUSTIFICATIVA

Em virtude das consequéncias da pré-eclampsia (PE), em casos de nao
diagnostico e tratamento, torna-se cada vez mais imprescindivel o conhecimento da
patogénese dessa enfermidade. Nesse sentido, os estudos da doenga por meio da
descoberta de novos biomarcadores moleculares tém sido esperangosos, uma vez que
varias investigagoes tém procurado uma possivel associacao de polimorfismos de genes
com a etiopatogenia da PE (Cunha et al., 2011; Oliveira, 2016; Pissetti et al., 2014;
Teimoori et al., 2019).

Observa-se 0 aumento do risco em gestantes com historico familiar e com
histéria de PE em gestacdo anterior, o que reforca a hipdtese que existe um componente
genético influenciando o desenvolvimento dessa patologia (Oliveira, 2016). Outras
caracteristicas geograficas, socioecondmicas € raciais sugerem que O componente
genético pode contribuir para a sua suscetibilidade (Cunha et al., 2011; Pisseti et al., 2014;
Teimoori et al., 2019). Nesse contexto, pesquisas t€m demonstrado que a desregulagao
da expressdo de sincitina-1, gene relacionado a patogénese da PE e codificada pelo gene
ERVW-1, se correlaciona com o desenvolvimento e gravidade da doenga, e que a
regulacao da sincitina-1 pode ser afetada ja no nivel transcricional (Vargas et al., 2011).
Em um estudo realizado com a populacdo da Eslovaquia, foram identificados 4
polimorfismos relacionado ao gene ERVW-1, chamadas de rs4727276, rs148592540,
r$569899772 e rs555416193 (Priscakova et al., 2016). Para este estudo, foi eleito o
polimorfismo rs4727276 do gene ERVW-1 devido a sua maior frequéncia na populagao
investigada no estudo de referéncia. Desta maneira, a relevancia desta pesquisa estar na
possibilidade de relacionar o polimorfismo do gene ERVW-1 (rs4727276) e a PE em
mulheres brasileiras cearenses.

Pensando em uma forma preventiva e terapéutica, o presente estudo podera
contribuir para a elucidacdo dos mecanismos que controlam a patogénese da PE, caso
exista associagdo do polimorfismo com o gene supracitado. Nesse sentido, aumenta-se a
possibilidade de expandir novas estratégias na assisténcia das pacientes com esse perfil,
uma vez que ainda ha poucos trabalhos que investigaram a associagao de polimorfismos
do gene ERVW-1 com os mecanismos da patogénese da PE. Além disso, ndo ha
investigacdes com populacdes do Brasil, aumentando o destaque a realizacao dessa

pesquisa em mulheres do Nordeste brasileiro.
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4 HIPOTESES

Polimorfismo do gene ERVW-1 (rs4727276) pode ser associado a achados
genéticos de expressdo génica relacionados a pré-eclampsia e a achados

epidemioldgicos e laboratoriais em mulheres da Regido Norte do Ceara.

Polimorfismo do gene ERVW-1 (1s4727276) pode ser considerado um
biomarcador molecular na fisiopatologia da pré-eclampsia em mulheres da Regiao
Norte do Ceara, no Nordeste Brasileiro, possibilitando a identificagcdo de fatores

de risco para a doenga.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Determinar se o polimorfismo do gene ERVW-1 (rs4727276) estd associado a

patogénese da pré-eclampsia.

5.2 Objetivos especificos

e (orrelacionar a possivel associa¢do do polimorfismo do gene ERVW-1 (rs4727276)

com os achados epidemiologicos e laboratoriais das pacientes admitidas na

Maternidade Sant’ Ana da Santa Casa de Misericordia de Sobral.

e Identificar a relacdo entre o polimorfismo do gene ERVW-1 (1s4727276) com a
incidéncia da pré-eclampsia em mulheres da regido Norte do Ceard admitidas na

Maternidade Sant’ Ana da Santa Casa de Misericordia de Sobral.
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6 CAPITULO 1

Avaliacao da associacio do polimorfismo do gene ERVW-1 (rs4727276) com a

pré-eclampsia em mulheres brasileiras
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Resumo

Apesar dos avancos da medicina obstétrica, a pré-eclampsia (PE) ainda nao foi totalmente
compreendida. E amplamente sugerido que as causas da PE sdo pelo menos parcialmente
genéticas. Assim, ¢ importante a identificacdo de biomarcadores moleculares que a
detectem, como através dos polimorfismos do gene ERVW-1, relacionado ao processo de
placentogénese. Este estudo foi realizado para avaliar a possivel associagdo entre a
presenca do polimorfismo do gene ERVW-1 (rs4727276) com a PE. Trata-se de um
estudo transversal, do tipo caso-controle, quantitativo realizado com 64 mulheres
gestantes com PE (casos) e 76 mulheres gestantes normotensas (controles). Utilizou-se
um formuléario padronizado para coleta de dados demograficos e clinicos, além de
amostras de raspagem oral para extracdo de DNA e subsequente andlise genética por RT-
qPCR. Os dados sugerem que, como esperado, houve maior indice de massa corporal
(IMC) e aumento da pressao arterial em pacientes com PE quando comparado ao
Controle. Também se observou aumento significativo nos valores de Linfocitos e na
quantificacdo de Desidrogenase lactica entre o grupo com PE quando comparado ao
Controle. Em termos de distribuicdo genotipica e frequéncia alélica, foi observado
diferenca significativa na distribui¢do do genotipo (CC vs CG+GG/CG vs CC+GQG) entre
os grupos, indicando uma tendéncia de maior expressio em PE para os respectivos
genoétipos. Porém, ndo apresentou relagdo com a gravidade da doenga ou com a época de
surgimento. Conclui-se que o polimorfismo rs4727276 do gene ERVW-1 demonstrou
forte associagdo com a PE em uma populacdo de mulheres do Nordeste brasileiro,
podendo ser considerado um biomarcador molecular na fisiopatologia da pré-eclampsia,

possibilitando a identificagdo de fatores de risco e/ou uma deteccao precoce.

Palavras-chave: Casos clinicos. DNA. Gestagdo. Genotipagem. Hipertensao.
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1 Introduciao

A pré-eclampsia (PE) ¢ uma doenga multifatorial e multissistémica, que se
caracteriza clinicamente pela presenca da hipertensdo arterial (>140/90 mmHg) e
proteinuria apos a 20* semana de gesta¢do (Dimitriadis et al., 2023). Também pode-se
apresentar PE quando ocorre disfungdo de érgaos-alvo, como os rins, figado e pulmdes,
mesmo na auséncia de proteinuria (Magee, et al. 2022).

Embora a predi¢do entre fatores de risco e o desenvolvimento da PE ndo seja
estabelecida, ¢ possivel fazer a distingdo entre mulheres de baixo e alto risco de
desenvolvimento do distarbio. Fatores de risco incluem hipertensdo prévia, doencas
renais, idade de 40 anos ou mais e indice de massa corporal (IMC) (NICE, 2011; Roos et
al., 2011; Bramham et al., 2014). Apesar da sua importancia clinica, seu tratamento nao
mudou muito ao longo do tempo e um grande desafio na atualidade ¢ de identificar
biomarcadores que detectem a doenga.

Diversos fatores estdo relacionados a patogénese da PE, dentre eles estdo os
fatores genéticos. A sincitina 1 ¢ um dos fatores que medeia a fusdo das células
citotrofoblasticas da placenta com o sinciciotrofoblasto multinucleado e a diferenciagdo
do sincicio (Gholami Barzoki et al., 2023; Muir; Lever; Moffett, 2006; Handwerger,
2010). Esse fator ¢ codificado pelo gene ERVW-1. Estudos demonstraram que niveis
reduzidos da expressao de sincitina-1 em sindromes placentarias se correlacionam com
hipermetilacdo epigenética da regido promotora de ERVW-1, afetando o
desenvolvimento do feto e da mae durante a gravidez (Ruebner et al., 2013). O gene
ERVW-1 possui 4 polimorfismos conhecidos (rs4727276, rs148592540, rs569899772 e
r$555416193) (Priscakova et al., 2016), porém, parece ndo haver investigacdes que
discutam a possivel associacdo entre expressao de variantes genéticas (polimorfismos) do
gene ERVW-1 com a patogenia da PE no Brasil.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a associagdo do polimorfismo
154727276 do gene ERVW-1 com a patogenia de PE em gestantes de uma regido do

Nordeste brasileiro.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/clinical-significance
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2 Material e métodos

2.1 Aspectos éticos da pesquisa

O cuidado ético fundamental do estudo foi manter em sigilo o nome das mulheres
envolvidas na pesquisa. Para tanto, cada caso foi identificado no instrumento de coleta de
dados apenas pelo numero do prontudrio, iniciais do nome e niimero do caso da pesquisa.
O estudo foi submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro Universitario
INTA (UNINTA) conforme as normas estabelecidas pela Resolucao 466/12 do CNS e
aprovado sob o nlimero 6.055.778. Além disso, o estudo foi autorizado pela Comissdo de
Pesquisa do Departamento de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) da SCMS. Todos os
pacientes assinaram o TCLE, sendo informados dos riscos e beneficios do estudo. O
manejo do material biologico foi assistido pela resolugdo CNS N° 441 de 12 de maio de
2011, e estritamente utilizado apenas para avaliagdo gendmica que concerne o objetivo

deste estudo.

2.2 Desenho e local do estudo

Trata-se de um estudo transversal, do tipo caso-controle, quantitativo. O estudo
foi realizado com mulheres gestantes admitidas na Maternidade de Sant’Ana da Santa
Casa de Misericordia de Sobral (SCMS) mediante autorizacao pela Comissao de Pesquisa
do Departamento de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) da instituicdo. O ensaio
laboratorial foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular e do Desenvolvimento
(LBMD) e no Nucleo de Biologia Experimental (Nubex) — Universidade de Fortaleza
(UNIFOR).

O desenho do estudo esta disposto na Figura 1 e as etapas estdo descritas nos

subtopicos seguintes.
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Figura 1: Desenho do estudo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

2.3 Populacio e amostra

O estudo foi realizado com um total de 140 pacientes, sendo 64 mulheres gestantes
com PE (casos) e 76 mulheres gestantes normotensas (controles), admitidas na
Maternidade Sant’Ana da SCMS. O diagnostico de PE foi estabelecido de acordo com a
Federacao Brasileira das Associacdes de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO, 2018).
Para o diagnéstico foi utilizado: (1) PAS >140 mmHg e/ou PAD >90 mmHg, pelo menos,
em duas medi¢des, em um intervalo minimo de 4 horas; (2) proteinuria acima de 300 mg
por 24 horas, em amostras isoladas, ou com valor igual ou superior a 1+ pelo método
semi-quantitativo de fita (em duas fitas diferentes) ou 2+ em uma fita isolada, conforme
o protocolo clinico adotado na maternidade. O grupo controle foi constituido por

mulheres gestantes voluntarias normotensas.
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2.4 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo para os casos gestantes PE foram: (1) idade da paciente
>18 anos; (2) idade gestacional >20 semanas. Foram incluidas ainda as formas graves de
PE: sinais clinicos de iminéncia de eclampsia (cefaleia, turvagdo visual, escotomas,
epigastralgia, nduseas e/ou vomitos) ou pico de pressdo arterial (PAS >160 mmHg e/ou
PAD >110), mesmo na auséncia de proteinuria.

Os critérios de inclusdo para o grupo das gestantes normotensas (controles) foram:
(1) 1dade da paciente >18 anos e estar no terceiro trimestre de gestacao; (2) ndo apresentar
historia de hipertensdo ou PE; (3) pressao sistolica/diastolica <120/80mmHg.

Os critérios de exclusdo, comuns aos dois grupos foram: (1) gestagdo multipla; (2)
presenga de doengas intercorrentes como distarbios de coagulagdo, doencas
cardiovasculares, doengas renais, doencas autoimunes, doengas hepaticas e cancer; (3)
hipertensdo cronica e gestacional; (4) diabetes mellitus pregressa e gestacional; (5)
proteintria isolada; (6) trombocitopenia; (7) niveis elevados de transaminases sem
hipertensao; (8) doengas cronicas e inflamatorias maternas; (9) colestase intra-hepatica

da gravidez, hepatite e natimorto.

2.5 Coleta de dados

O estudo foi realizado na enfermaria de alto risco da Maternidade Sant'Ana da
SCMS, a beira do leito, mediante esclarecimentos sobre o tema e o objetivo da pesquisa
e sem prejuizos a assisténcia, no periodo de mar¢o/2023 a setembro/2023. A participagdo
no estudo ocorreu através de assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE, Anexo A) pelas pacientes, conforme aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa
e segundo as normas estabelecidas pela Resolugcdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (CNS).

Para a coleta dos dados demograficos e clinicos foi utilizado um formulério
padronizado (Apéndice A), permitindo identificar parametros como: idade materna, idade
gestacional, PAS e PAD, IMC, histoéria anterior de PE e historia familiar de PE em ambos
os grupos. Os dados de hematdcrito (HCT), hemoglobina (Hb), creatinina, ureia, acido
urico, contagem de glébulos brancos (WBC), contagem de plaquetas (PLT), transaminase

oxalacética (TGO), transaminase piravica (TGP), desidrogenase latica (LDH). Esses
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dados foram obtidos pelos resultados dos testes laboratoriais de rotina (de PE).
Proteintria de 24 horas foram obtidos pelo teste da fita urindria. Apos coleta e analise dos
dados, dois grupos foram formados: (i) PE (Caso) e (ii) Normotensas (Controle).

Ap6s coleta e andlise dos dados, dois grupos foram formados com base na
gravidade da doenca: (i) PE com sinais de gravidade - definida quando apresentou um ou
mais dos seguintes critérios: (1) PAS/PAD 160/110 mmHg medida em duas ocasides com
um intervalo de pelo menos 4 horas com proteintria (>300mg) na amostra de urina em
24 horas (podendo atingir a faixa nefrdtica ou apresentar subvalores associados a outros
sintomas de gravidade) ou com valor igual ou superior a 1+ pelo método semiquantitativo
de fita (em duas fitas diferentes) ou 2+ em uma fita isolada; (2) sinais clinicos de turvagdo
visual, escotomas, epigastralgia, cefaleia, nauseas e/ou vomitos; (3) niveis elevados de
creatinina sérica e transaminases, trombocitopenia, restricdo crescimento fetal ou sinais
de insuficiéncia placentaria (FEBRASGO, 2018). E em (ii) PE sem sinais de gravidade
quando (1) PAS/PAD esteve entre 140-159/90-100 mmHg e com proteinuria (=300 mg)
na amostra de urina em 24 horas ou com valor igual ou superior a 1+ no teste de fita (dois
deles) ou 2+ em uma fita (FEBRASGO, 2018; Zugaib; Pulcineli, 2016), sem os demais
critérios de gravidade definidos acima. Considerou-se a PE de surgimento precoce
quando os sinais e sintomas caracteristicos foram evidenciados em idade gestacional <34
semanas e tardia quando >34 semanas (FEBRASGO, 2018).

Para obten¢dao do DNA gendmico e avaliagao do polimorfismo do gene ERVW-1
foram colhidas amostras de raspado bucal com a utilizagao de cytobrush®. As amostras
foram acomodadas em tubos identificados e armazenadas a -80 °C até posterior avaliagdao
da expressdo génica por Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real

(RT-qPCR).

2.6 Ensaio laboratorial

2.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o PureLink™ Genomic DNA Mini

Kit (Thermo Fisher Scientific - K182002), seguindo protocolo do fabricante. Em um tubo

de 1,5 mL foi misturado 50 puL de saliva com 50 uL de tampao de lise. As amostras foram

aquecidas a 95 °C por 3 minutos. Em seguida, foram mantidas a temperatura ambiente
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por 1 minuto e adicionado 50 pL de solugdo tampao estabilizante. O material foi
centrifugado por 1 minuto a 10.000 rpm em temperatura ambiente ¢ em seguida a
concentragdo de DNA em cada amostra foi quantificada utilizando-se o kit Quibit®
dsDNA Assays Broad Range (Promega). O material genético obtido foi genotipado
utilizado a técnica RT-qPCR.

2.6.2 Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

O método de RT-qPCR foi usado para a determinagdo do polimorfismo do gene
ERVW-1 (1s4727276) A metodologia utiliza fluoréforos do tipo TagMan®, que
correspondem a sondas de hibridizagao utilizadas para detectar sequéncias especificas no
DNA amplificado na PCR. Para as PCR de genotipagem, foram utilizadas placas de 96
pogos em um volume total de 10 pL/poco. Cada reacao foi preparada contendo 5 pL Mix
Master de Genotipagem TaqMan™ (ThermoFisher Scientific- 4371355), 0,25 pL
TagMan™ SNP humano (ThermoFisher Scientific [rs4727276]), 2 uL. DNA gendémico a
1,5 ng/uL e 2,75 pL HxO ultrapura. O reagente TagMan™ Genotyping Master Mix
(ThermoFisher Scientific- 4371355) é composto por AmpliTaq® Fast DNA Polymerase,
UP, dNTPs, Tracking Dye e ROX™ dye. O reagente TagqMan™ human SNP Genotyping
Assay (ThermoFisher Scientific [rs4727276]) € 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 (concentracdo final de reacdo 200 nM).

Apo6s o preparo do mix de reagdo e da placa com as amostras especificas, estas
foram pré-lidas em um termociclador de PCR em Tempo Real Step One Plus (Applied
Biosystems). Apos a pré-leitura, os ciclos termais foram realizados 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)
para a discriminacao alélica. A distribui¢do genotipica envolveu 3 formas de variantes:
homozigoto (CC), heterozigoto (CG) e homozigoto (GG). Cada gendtipo foi avaliado sob

modelos de hereditariedade genética (dominantes, recessivos e codominantes).
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2.7 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o SigmaPlot® versdo 11.0
(SYSTAT). O teste de Shapiro-Wilk foi feito para analisar a distribuicdo normal dos
dados. Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média (E.P.M) ou
mediana com auxilio do Teste t (paramétricos) ou Mann-Whitney (ndo paramétricos),
para comparar os valores de parametros demograficos entre os grupos PE e controle, e
parametros bioquimicos e hematoldgicos de mulheres com PE. O Teste Qui-quadrado ou
Teste exato de Fisher foi necessario para comparar a distribuicdo de gendtipos e
frequéncia de alelos em todos os grupos. A abordagem do risco relativo foi feita pela
avaliacdo do “odds ratio” (OR) por regressdo logistica contemplando um intervalo de
confianga (IC) de 95% de certeza. Um valor de p<0,05 foi considerado como

estatisticamente significante.

3 Resultados

Foram incluidas no estudo 140 mulheres, sendo 64 gestantes com PE e 76 gestantes
saudaveis, genotipadas para a presenga do polimorfismo rs4727276. Parametros clinicos
estdo resumidos na Tabela 1. Observou-se diferenca estatisticamente significante entre
pacientes com PE e controles em relagdo a indice de massa corporal (p<0,000008). Como
previsto, as médias das pressdes arteriais sistolica e diastolica foram significativamente
maiores nas mulheres com PE (140.00+20.70/83.33+13.45) quando comparadas aquelas
do grupo controle (113.00+£9.23/73.504+8.75) (p = 0,00001 e p = 0,013, respectivamente).

Essa tendéncia nao foi observada nas demais variaveis.

Tabela 1. Caracteristicas gerais das pacientes incluidas no estudo.

Variaveis Controles (n = 76) Casos (n = 64) p - valor
Idade materna 26.60+5.87 27.94+6.26 0,229
Idade gestacional 33.434+3.50 33.13+3.90 0,646

IMC 28.49+5.11 33.04+£5.65 0,000008*
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PAS 113.00+9.23 140.00+20.70 0,00001*

PAD 73.50+8.75 83.33+13.45 0,013*
Gestagoes (N) 1 1 0,424
Paridade (N) 1 1 0,484

*p < 0,05 ¢ considerado significativo.

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos no grupo PE estdo apresentados

na Tabela 2 e distribuidos de acordo com ao grupos estudados (Casos e Controles).

Observou-se diferenga estatisticamente significante nos valores de Linfocitos e na

quantificacdo de Desidrogenase lactica entre o grupo com PE (Casos) e Controle (p =

0,009; p = 0,016, respectivamente). Nao houve diferenca estatistica entre os demais

parametros hematologicos e bioquimicos analisados.

Tabela 2. Alguns pardmetros hematoldgicos e bioquimicos incluidos no estudo.

Variaveis Controles (n = 76) Casos (n = 64) p-valor
Hemoglobina 11.97+1.43 1160.01+7169.42 0,224
Hematocrito 35.70+4.76 35.89+4.71 0,852
Leucocitos 0.38+0.96 0.88+1.25 0,323
Plaquetas 223878+50929 243571+£100283 0,269
Linfocitos 12.83+4.17 20.14+6.64 0,009*
Creatinina 0.74+0.11 0.81+£0.34 0,591
Ureia 17.93+6.23 20.36£8.63 0,454
Acido trrico 2.80£1.56 3.96+1.31 0,235
Desidrogenase lactica 300.23£151.72 573.63+208.47 0,016*

*p < 0,05 ¢ considerado significativo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2210778922000071?via%3Dihub#t0010
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A distribuigdo genotipica e a frequéncia alélica do polimorfismo rs4727276 em
gestantes com PE e controles sdo mostradas na Tabela 3. Foi observado diferenca
significativa na distribui¢do do genotipo (CC vs CG+GG/CG vs CC+GG) do
polimorfismo rs4727276 do gene ERVW-1 entre os grupos PE e Controle (p = 0,011; p
= 0,05, respectivamente), indicando uma tendéncia de maior risco de PE para os
respectivos gendtipos. Além disso, houve diferenca significativa nas frequéncias alélicas

entre os grupos (G vs C, p =0,039).

Tabela 3. Distribuigdo dos gendtipos e alelos do polimorfismo rs4727276 nos grupos PE

(Casos) e Controle.

Genotipos Controles (n = 76) Casos (n = 64) p-valor
(rs4727276)
CC 31(47.7%) 42(70.0%) (CC vs CG+GQG)
p=0,011*
CG 27(41.5%) 15(25.0%) (CG vs CC+GG)
p=0,05*
GG 7(10.8%) 3(5.0%) (GG vs CG+CC)
p=0,235
Alelos Controles (n = 76) Casos (n = 64)
C 58 (89,2%) 57 (95%) (Gvs C)
p=0,039*%
G 34 (52,3%) 18 (30%)

*p < 0,05 ¢ considerado significativo.

A distribuicao genotipica do polimorfismo rs4727276 em gestantes com PE Leve
e Grave ou Precoce e Tardia sdo mostradas na Tabela 4. Em termos de severidade,
nenhuma diferenca significativa entre a distribuicao de genotipos e o grau da doenca foi
observada (Leve ou Grave). Além disso, também ndo foi observada diferenca

significativa entre a época do surgimento da doenga (Precoce ou Tardia).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2210778922000071?via%3Dihub#t0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2210778922000071?via%3Dihub#t0015
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Tabela 4. Distribuicao dos gendtipos do polimorfismo rs4727276 em pacientes com PE Leve e Grave ou Precoce e

Tardia.

Genétipos PE Leve PE Grave p-valor PE Precoce PE Tardia p-valor
(rs4727276) (n=10) (n=4) (n=33) (n=21)
CC 9(81.8%) 2(18.2%) (CCuvs 25(64.1%) 14(35.9%) (CCvs
CG+GG) CG+GG)
p=0,176 p = 0,467
CG 1(33.3%) 2(66.7%) (CGvs 7(58.3%) 5(41.7%) (CGvs
CC+GQG) CC+GQG)
p=0,176 p= 1,000
GG 0(0.0%) 0(0.0%) (GG vs 1(33.3%) 2(66.7%) (GG vs
CG+CCO) CG+CC)
p=0,553 p=0,553

*p < 0,05 ¢ considerado significativo.

4 Discussao

Este estudo ¢ pioneiro em avaliar a associagdo do polimorfismo rs4727276 do
gene ERVW-1 com a patogénese da pré-eclampsia em mulheres do Brasil. O gene
ERVW-1, localizado no locus de cromossomo humano 7q21.2, ¢ responsavel por
codificar a sincitina 1, um dos fatores que medeiam a fusdo das células citotrofoblasticas
da placenta com o sinciciotrofoblasto multinucleado. No mais, a alta expressdo da
sincitina 1 estd associada a placentacdo normal (Gholami Barzoki et al., 2023;
Handwerger, 2010). Nesse sentido, as evidéncias sugerem que niveis reduzidos de
sincitina-1 se correlacionam com hipermetilagdo epigenética da regido promotora de
ERVW-1 afetando a placentogénese, o desenvolvimento do feto e da mae durante a
gravidez e com com o desenvolvimento e a gravidade da PE (Ruebner et al., 2013; Knerr;
Beinder; Rascher, 2002).

A PE ¢ uma sindrome multissistémica que pode acontecer durante a gravidez, e ¢
tradicionalmente diagnosticada quando a mulher apresenta surgimento ou aumento da
pressdo arterial e presenca de proteindria. Nesse estudo, como ja previsto, as médias das
pressoes arteriais sistolica e diastdlica foram significativamente maiores nas mulheres
com PE quando comparadas aquelas do grupo controle (p = 0,00001 e p = 0,013,
respectivamente). O quadro hipertensivo na PE pode ser relacionado a isquemia
placentaria e disfuncdo endotelial e desbalango de fatores inflamatorios, resultando em

disfun¢do endotelial e aumento da resisténcia vascular periférica (Gilbert, 2008).
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Embora a predicao entre fatores de risco associados ao desenvolvimento da PE
ndo seja bem estabelecida, a distingdo entre mulheres de baixo e alto risco € possivel.
Fatores de risco moderados incluem indice de massa corporal (IMC) de 35 kg/m? (NICE,
2011; Roos et al.,, 2011). Nesse estudo, observou-se diferenga estatisticamente
significante entre pacientes com PE e controles em relagdo ao IMC (p< 0,000008),
indicando que as pacientes diagnosticadas com a PE na amostragem deste estudo
apresentavam IMC superior em relagdo as pacientes normotensas. Um grande estudo
internacional de referéncia descreve diversos fatores de riscos associados a predicao de
PE e, entre eles, inclui o IMC como parametro para o modelo final de predi¢ao da doenga
(Kenny et al., 2014).

Neste estudo, observou-se diferenga estatisticamente significante nos valores de
Linfocitos e na quantificagdo de Desidrogenase lactica (LDH) entre o grupo com PE
(Casos) e Controle (p = 0,009; p = 0,016, respectivamente), indicando maior quantidade
dessas variaveis em pacientes com PE. Apesar dos pardmetros hematoldgicos nao serem
unicamente aceitos como preditivos ou marcadores para PE, a quantidade mais elevada
de linfécitos nas pacientes com PE pode ser um indicativo de estado inflamatorio/imune,
como ja avaliado em outro estudo (Wang et al., 2019). O LDH ¢ um marcador bioquimico
que reflete a gravidade e a ocorréncia de complicagdes da PE. Estudos mostram que
pacientes pré-eclampticos graves apresentam aumento significativo dos niveis de LDH,
além de serem mais elevados em mulheres com PE e eclampsia, correlacionando-se com
pressao arterial elevada, que ¢ um sintoma comum em pacientes com a doenga (Qublan
et al., 2005; Jaiswar et al., 2011).

Diversos estudos tém investigado a relagdo de polimorfismo de genes com a PE
(Guanetal., 2021), porém ha poucos investigando a associacao de polimorfismos do gene
ERVW-1. Neste estudo, foi observado diferenca significativa na distribui¢do do genotipo
(CC vs CG+GG/CG vs CC+GQG) do polimorfismo rs4727276 do gene ERVW-1 entre os
grupos PE e Controle (p =0,011; p = 0,05, respectivamente), indicando uma tendéncia de
maior risco de PE para esses genotipos. Além disso, houve diferenca significativa nas
frequéncias alélicas entre os grupos (G vs C, p = 0,039). Este ¢ um forte indicio da
associacao entre o gendtipo CC e CG e o alelo A com o polimorfismo do gene ERVW-1

(rs4727276) na presenca de PE da amostra estudada em mulheres do Nordeste brasileiro.

O polimorfismo rs4727276 do gene ERVW-1 foi inicialmente identificado e

relacionado @ PE em uma amostragem de uma populagdo europeia (Priscakova et al.,
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2016). Porém, no estudo citado, ndo foi observada relagao entre esse polimorfismo ¢ a
PE. A divergéncia entre o estudo citado e os dados encontrados nesta investigagdo podem
estar relacionadas a heterogeneidade genética entre as populacdes e os fatores ambientais
associados, como variagdes geograficas e fatores epigenéticos. Acredita-se que a PE
resulte de uma complexa interagdo entre componentes genéticos e fatores ambientais
(Buurma et al., 2013). Além disso, a prevaléncia de PE difere entre varios grupos étnicos

(Steegers et al., 2010).

5 Conclusao

O polimorfismo rs4727276 do gene ERVW-1 demonstrou associagdo com a PE
em uma populacao de mulheres do Nordeste brasileiro. Porém, nao apresentou relagao
com a gravidade da doenca ou com a época de surgimento. Apesar disso, pode ser
considerado um biomarcador molecular na fisiopatologia da pré-eclampsia em mulheres,

possibilitando a identificagdo dos fatores de risco para a doenga e uma detecgio precoce.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Esta pesquisa foi pioneira em mostrar a relacdo do polimorfismo rs4727276 do
gene ERVW-1 em pacientes com PE de uma populagio brasileira, mais especificamente
de uma regido do Nordeste do pais. Os dados obtidos servem de suporte e contribuem
para compreender os mecanismos genéticos relacionados a patogenia dessa doenga,
considerando que ainda ndo foi totalmente compreendida. Além disso, mostra-se
importante para pesquisas futuras na identificacdo de marcadores genéticos, uma vez que

parte da doenga possui envolvimento genético direto.

Apesar da importancia e impacto dos achados dessa pesquisa para o entendimento
da e patogenia e marcadores moleculares da PE, este estudo incluiu apenas uma pequena
amostra populacional, sendo importante estudos adicionais e analises futuras com

amostras maiores € em populagdes de outras regides do Brasil e de outros paises.
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APENDICE A - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

DATA: / / N°. do Protocolo:
GRUPO1(PE)( ) Grupo 2 (Controle) ()
Diagnotico de pré-eclampsia dado em: / /

Médico responsavel:

1. Identificacao

Iniciais do nome: Idade:
Data de nascimento: / / Estado Civil:

Profissao: Raga:
Escolaridade:

Naturalidade: Telefone: ()

2. Anamnese

Presenga de doengas intercorrentes? (Distirbios da coagulagdo, doencas
cardiovasculares, doengas renais, doencgas autoimunes, doengas hepaticas, diabetes,

cancer, sangramento, pré-eclampsia na familia, complica¢des em gravidez anterior).
Histotia familiar: () SIM  ( ) NAO

Fumante: ( ) SIM ( ) NAO

Consumo de dlcool: ( )SIM  ( )NAO

Pratica exercicio fisico: ( )SIM  ( )NAO

Frequéncia:

Modalidade:

3. Informacgdes sobre a gestacio e antecedentes gineco-obstétricos

Idade gestacional: semanas



Pré-natal: ( )SIM  ( )NAO
Gravidezmultipla:( )SIM () NAO

GPA (Gravidez Parto Aborto): / /

Mesmopai:( )SIM  ( )NAO

Partos vaginal (PN) ou cirtrgico (PC)?

Idade do primeiro parto:

Intervalo interpartal (meses):

Parto prematuro: ( ) SIM ( ) NAO

Filhos vivos:

Principais queixas:
( )Cefaleia( )Epigastralgia( ) Escotoma

() Outros:
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4. Uso de medicamentos

5. Informacgoes clinicas e laboratoriais

Altura:

Peso (kg):

Ganho de peso na gravidez:




Exames laboratoriais

Data de realizagao:
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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 Proteintiria:
Plaquetas: Outros:

Pressao arterial: / mmHg

OBSERVACAO: Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador ¢ o poés-graduando Dr, Gelton Fonteles que pode ser encontrado na
Universidade Federal do Cear4, Campus Sobral, Curso de Pds-graduagdo em Ciéncias da
Saude (telefone 85-98840-9192). Endereco do responsavel pela pesquisa: Nome: Gelton
Fonteles. Instituicdo: Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral. Endereco: Rua
Comandante Maurocélio Rocha Ponte, 100 — Derby. Telefone para contato: (85) 99705-
5475. E-mail: geltonfontelesmedicinaufc@gmail.com
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Vocé esta sendo convidado por Gelton Fonteles como participante de uma
pesquisa, onde nao deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informacoes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os
procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Este projeto pretende determinar se o polimorfismo do gene ERVW-1 esta
associado a pré-eclampsia em mulheres do nordeste brasileiro. Trata-se de estudo
transversal, do tipo caso controle, quantitativo, composto por 64 mulheres gestantes com
pré-eclampsia (casos) e 76 mulheres gestantes normotensas (controles), admitidas na
Maternidade de SantAna da Santa Casa de Misericérdia de Sobral, com o diagnostico de
pré-eclampsia estabelecido de acordo com a Federacdo Brasileira das Associagdes de
Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO, 2018).

O estudo sera realizado na enfermaria de alto risco da Maternidade de SantAna,
na Santa Casa de Misericordia de Sobral (CE), a beira do leito, mediante esclarecimentos
sobre o tema e o objetivo da pesquisa e sem prejuizos a assisténcia, no periodo de
mar¢o/2023 a setembro/2023. As amostras dos raspados bucais obtidas serdo
armazenadas a -80°C até posterior extragdo de DNA gendmico. A extragdo do DNA sera
realizada utilizando-se o PureLink™

Para a coleta dos dados demograficos e clinicos sera utilizado um formulério
padronizado, permitindo identificar parametros como: idade materna, idade gestacional,
PAS e PAD, indice de massa corporal (IMC), histdria anterior de PE e historia familiar
de PE em ambos os grupos. Os dados de hematdcrito (HCT), hemoglobina (Hb),
creatinina, uréia, acido urico, contagem de gloébulos brancos (WBC), contagem de
plaquetas (PLT), TGO, TGP, desidrogenase latica (LDH), proteinuria de 24 horas, teste
da fita urinaria serdo obtidos pelos resultados dos testes laboratoriais de rotina (de pré
eclampsia) pela realizagdo do exame de imagem que estardo nos prontuarios € serao
usados para avaliar a gravidade da doenca no grupo das pacientes que possuem PE.

Nao ha beneficio direto para vocé, pois se trata de estudo experimental testando a
hipdtese de que uma alteragdo genética nas concentragdes desse gene podera estar
relacionada com a pré-eclampsia e que possa vir a ser uteis como medida de prevengao

primaria dessa doenca. Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de
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algum beneficio. Este estudo ndo comprometera em nada a conduta médica e os
procedimentos comuns realizados durante sua gestagao.

Nao haverd riscos diretos para vocé, nem para o seu beb€, 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 revelard a sua
identidade. Entretanto, oOrgdos governamentais ligados a saiude podem solicitar
informagdes a respeito da pesquisa e identidade dos participantes nela envolvidos.

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

Voce tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento
de qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situagdes
relacionadas com a pesquisa € o tratamento a que serd submetida. A sua participacao na
pesquisa ndo lhe acarretard despesas e também nao lhe oferecera nenhum tipo de
pagamento. A sua contribui¢do serd de grande valia para o desenvolvimento e progresso

das pesquisas em pacientes com pré-eclampsia.

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

responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal
investigador é o pods-graduando Gelton Fonteles que pode ser encontrado na
Universidade Federal do Ceara, Campus Sobral, Curso de Po6s-graduacio em
Ciéncias da Saude (telefone (85) 99705-5475).

Enderego da responsavel pela pesquisa:

Nome: Gelton Fonteles

Institui¢do: Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral

Endereco: Av. Governador Cesar Cals N 514, Centro, Marco-CE

Telefones para contato: (85) 99705-5475

O abaixo assinado ,

anos, RG: , declara que ¢ de livre e espontanea

vontade que esta como participante dessa pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apos sua leitura, tive a oportunidade
de fazer perguntas sobre o seu contetido, como também sobre a pesquisa e recebi
explicagdes que responderam por completo minhas duvidas. Ficaram claros para mim
quais sdo os propositos 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 necessério. Declaro que tenho pleno conhecimento dos
direitos e das condigdes que me foram asseguradas e acima relacionadas. Declaro, ainda,
que concordo inteiramente com as condigdes 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 o 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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ANEXO B - TERMO DE COMPROMISSO DE UTILIZACAO DE DADOS

(TCUD)

Titulo do Projeto de Pesquisa: ANALISE DA RELACAO DO POLIMORFISMO DO
GENE ERVW-1 (rs4727276) COM A PATOGENESE DA PRE-ECLAMPSIA EM
MULHERES DO NORDESTE BRASILEIRO.

Pesquisador responsavel: Gelton Fonteles.

Instituicao cedente dos dados: Santa Casa da Misericordia de Sobral (SCMS).

1. Identificacdo dos membros do grupo de pesquisa

Nome completo RG ou CPF Assinaturas
Gelton Fonteles (Pesquisador responsavel) 2007010185273 é / 4 % L _‘[ /
TH s oo LLn
José Juvenal Linhares (Orientador) 256669992 ;@4; Lven f j( n W
José Jackson do Nascimento Costa 2000031118110 e Moo eante, Cont
/;//Cm’, JM.OWK O et g o
Anderson Weiny Barbalho Silva 2003031040948
. ﬂndmwn \Mkw Ourballg Gve-
(Coorientador)
Lailton Oliveira da Silva 20079036915 _.4\;0&\_/
Davi Rocha do Nascimento 20083332213

Davi Rochee do Y ciments-

2. Declaracao do pesquisador responsavel

Dados serdo coletados somente apos aprovagdo do projeto de pesquisa pela

Comissao de Pesquisa do Departamento de Ensino, Pesquisa e Extensao (DEPE) da Santa

Casa de Misericordia de Sobral (SCMS) e Comité de Etica em Pesquisa do Centro

Universitario INTA (UNINTA): prontuérios de pacientes admitidas na Maternidade de

Sant’ Ana da Santa Casa de Misericordia de Sobral. Os dados obtidos na pesquisa somente

serdo utilizados para o projeto vinculado.
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Eu, GELTON FONTELES, abaixo assinado, pesquisador responsavel, e os
demais pesquisadores envolvidos no projeto se comprometem a manter a
confidencialidade sobre os dados coletados, bem como a privacidade de seus contetidos,
como preconizam a Resolugdo 466/12, e suas complementares, do Conselho Nacional de
Satde (CNS). Declaro entender que a integridade das informacgdes e a garantia da
confidencialidade dos dados e a privacidade dos individuos que terdo suas informacoes
acessadas estdo sob nossa responsabilidade. Também declaro que ndo repassaremos os
dados coletados ou o banco de dados em sua integra, ou parte dele, a pessoas nao
envolvidas na equipe da pesquisa. Os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados

para este projeto.

Devido a impossibilidade de obtengdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido de todos os sujeitos, assinaremos esse Termo de Consentimento de Uso de

Banco de Dados para salvaguardar os direitos dos participantes.

Sobral-CE, 03 de margo de 2023.

é!/‘ﬁ“ %"‘1[1[( N

Gelton Fonteles
Pesquisador responsavel

S duendd kniry

José Juvenal Linhares
Orientador

poni deckion do MNoselnwe e Caston

q d

) José Jackson do Nascimento Costa
Coorientador



ANEXO C - CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Caonfinuagio do Fanscer: E055.778

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

MNenhuma pendéncia.

Consideragtes Finais a criterio do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagio
Informacdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F 17/04/2023 Aneito
do Projeto ROJETO_2006026.pdf 18:41:03
TCLE/ Termos de | TCLE_.docx 17/04/2023 | JOSE JACKSON DO | Aceito
Assentimento / 18:40:27 MASCIMENTO
Justificativa de COSTA
Auséncia
Projeto Detalhado / | PROJETO_MESTRADO_gelton.docx 17/04/2023 | JOSE JACKSON DD | Aceito
Brochura 18:40:15 |MASCIMENTO
Investigador COSTA
Ctros fiel_depositario_ervwi.pdf 17/04/2023 | JOSE JACKSON DO | Aceito

18:27:41 MASCIMENTO
COSTA
Declaragdo de BIOREFOSITORIC_ERVW1. pdf 17/04/2023 | JOSE JACKSON DO | Aceito
Manuseio Material 18:23:46 MASCIMENTO
Biologico ! COSTA
Biorepositario /
Biobanco
Cromograma CROMOGRAMA_.docx 20/03/2023 |JOSE JACKSON DD | Aceito
10:21:32  |MASCIMENTO
COSTA
Ctros cartadeanuencialFC. pdf 2000312023 [JOSE JACKSON DO | Aceito
10:01:25 |MASCIMENTO
COSTA
Outros FICHADECOLETADEDADOS. docx 20/03/2023 |JOSE JACKSON DD | Aceito
08:53:51 NASCIMENTO
COSTA
Outros TCUD.docx 29/03/2023 | JOSE JACKSON DO | Aceito
08:53:07 |MASCIMENTO
COSTA
Orgamento ORCAMENTO_.docx 29/03/2023 | JOSE JACKSON DD | Aceito
08:48:01 NASCIMENTO
COSTA
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 2000312023 [JOSE JACKSON DO | Aceito
089:28:08 |MASCIMENTO
COSTA
Outros AMNUEMNCIA_SCMS5 pdf 29/03/2023 |JOSE JACKSON DO | Aceito
08:20:28 |MASCIMENTO

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

SOBRAL, 12 de Maio de 2023

Assinado por:

ANTONIO EDIE BRITO MOURAO

(Coordenador(a))
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