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Resumo

OBJETIVO: Identificar polimorfismos genéticos do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), posicées
+936C/Te-2578C/A, em mulheres com préeclampsia. METODOS: Tratarse de um estudo transversal,consfituido por
80 mulheres distribuidas em dois grupos: préeclémpsia e grupo controle. A caracterizagdo da amostra foi realizada
mediante enfrevista préestruturadae complementada por dados transcritos dos prontuérios. Para identificagdo dos
polimorfismos foi realizada extragdo de DNA, amplificacdo das sequéncias pela Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) com primers especificos e andlise por Polimorfismos de Comprimentos de Fragmentos de Restrigdo (RFLP). A
andlise estatistica dos resultados foi realizada de forma descritiva e pelo teste do %2, O modelo de regressdo logistica
moliipla foi utilizado para deferminar o efeito dos polimorfismos na préeclampsia. RESULTADOS: Evidenciou-se
uma maior frequéncia do alelo T do polimorfismo VEGF +936C/T nas pacienfes com pré-eclampsia, embora com
diferenca n&o significativa.A presenca do alelo A do VEGF -2578C/A foi maior no grupo controle, com diferenga
significativa. CONCLUSOES:Néo foi observada associacdo significativa do polimorfismo VEGF +936C /T com a
préeclampsia. Para o polimorfismo VEGF -2578C /A observa-se diferenca significativa entre os grupos, sendo o alelo
A mais frequente no controle, sugerindo a possibilidade da portadora do alelo A apresentar menor suscefibilidade
para o desenvolvimento de préeclampsia.

Abstract

PURPOSE:To identify genetic polymorphisms of endothelial growth factor (VEGF), positions +936C/T and -2578C/A,
in women with pre-eclampsia. METHODS:This was a cross-sectional study conducted on 80 women divided info two
groups: preeclampsia and control. The sample was characterized using a pre-struciured interview and data franscribed
from the medical records. DNA exiraction, amplification of sequences by the Polymerase Chain Reaction (PCR) with
specific primers and polymorphism analysis of Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) were performed to
identify polymorphisms. The stafistical analysis was performedin a descriptive manner and using the % fest. The multiple
logistic regression model was used to determine the effect of polymorphisms on pre-eclampsia. RESULTS:Ahigher
frequency of the T allele of theVEGF +936C /T polymorphism was observedin patients with pre-eclampsia, but with no
significant difference. The presence of allele A of the VEGF -2578C/A was significantly higher in the control group.
CONCLUSIONS:No significant association was observed between VEGF +936C/Tpolymorphism andpre-eclampsia.
For the VEGF -2578C/A polymorphism a significant differencewas observed between thecontrol and pre-eclampsia
group, with allele A being the most frequent in the control, suggesting the possibility that carriers of allele A have lower
susceptibility to the development of pre-eclampsia.
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Introducao

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome multissistémica
especifica da gravidez, definida clinicamente como pressdo
arterial aumentada (>140/90 mmHg) e proteintria que
excede 300 mg/dia apés a vigésima semana de gestagéo,
podendo cursar também com edema'”. Afeta de 5 a 8%
das grdvidas, sendo a principal causa de morbidade e
mortalidade materno-fetal®>.

Os fatores de risco incluem: primiparas, multiparas
com novo parceiro, PE em gesta¢Bes anteriores e idade
materna (extremos do periodo reprodutivo). Algumas
condicdes obstétricas que aumentam a massa placentiria
como gesta¢ao multipla e mola hidatiforme também
contribuem para o maior risco de PE®?. O diagnéstico
precoce e a intervencdo sdo de importancia vital em reduzir
a mortalidade materna e perinatal'’.

Apesar de existirem muitas pesquisas nessa area, a
patogénese da PE é pouco compreendida'?. Possiveis etio-
logias tém sido propostas, incluindo causas placentdrias,
imunolégicas, genéticas e ambientais. Alguns estudos
sugerem que a PE estd relacionada ao desequilibrio de
fatores angiogénicos circulantes, resultando em disfungdo
endotelial'"12.

O progresso na prevencao e no tratamento desta
condi¢do requer avangos na compreensio da fisiopatologia
da doenca em nivel molecular'®. A descoberta de novos
biomarcadores para detectar essa sindrome, antes das ma-
nifestacdes clinicas é uma proposta promissora, sendo que
a genética pode contribuir com essas novas opgdes®'>!.
Entre os genes candidatos estdo incluidos aqueles que
codificam fatores da coagulacio, estresse oxidativo e
substincias vasoativas, bem comoos envolvidos na fungio
placentdria e citocinas inflamatérias'®".

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é
um importante fator angiogénico, produzido por macréfa-
gos, linfécitos T, células tumorais e pelo citotrofoblasto, e
representa papel fundamental na regulacdo da implantagdo
da placenta através dos seus efeitos na remodelagdo vascular
e na sobrevivéncia e invasio do citotrofoblasto'®.

O gene que codifica VEGF é altamente polimérfico,
estd localizado no cromossomo 6p21.3 e contém 14kb
na regido codificante com oito éxons e sete introns'’. Os
polimorfismos VEGF podem ser tteis como indicadores
de suscetibilidade para PE'®. Baseado na predisposi¢io
genética, esta relagdo pode ser fortemente mostrada pela
associag¢do entre polimorfismos genéticos e aumento de
risco para o desenvolvimento de PE". Alguns desses, tais
como VEGF +936C/T e VEGF -2578C/A podem ter um
impacto na produg¢do do VEGE, sendo que sua diminui¢do
predispde risco aumentado para PE'®!18:%,

Considerando-se a PE como um dos principais pro-
blemas da pritica obstétrica e a importancia do VEGF

para a gravidez, este estudo teve o objetivo de identificar
polimorfismos do gene VEGF nas posicoes -2578C/A e
+936C/T em mulheres com PE.

Métodos

Trata-se de um estudo transversal e quantitativo,no
qual foram incluidas por 80 mulheres distribuidas em dois
grupos: pré-eclampsia e grupo controle. Todas foram aten-
didas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro (HC-UFTM), no periodo de agosto de
2008 a dezembro de 2009. No grupo caso, foram incluidas
52 mulheres, com idade igual ou superior a 18 anos, que
apresentaram PE durante a gestacdo, verificadapelo exame
de proteintria e classificadas de acordo com o consenso do
National High Blood Pressure Education Program (NHBPEP,
2000). O grupo controle foi composto por 28 mulheres
com idade igual ou superior a 18 anos que apresentaram
duas ou mais gestacdes sem intercorréncias, com filhos
normais. Foram excluidas mulheres com idade inferior
a 18 anos e no grupo controle, aquelas com sindromes
hipertensivas e outras complica¢des. A caracteriza¢do da
amostra foi realizada mediante entrevista pré-estruturada
com os sujeitos da pesquisa e complementada por dados
transcritos dos prontudrios. As varidveis analisadas foram:
idade, etnia, niimero médio de gestacdes, tabagismo,
etilismo, presenca de doenga cronica e pré-natal.

A extragio do DNA foi realizada pelo método de
fenol/cloroférmio. Para amplificacio das sequéncias,
as amostras de DNA gendmico foram submetidas
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizan-
do-se pares de primers: VEGF +936C/T — sense: 5’-
AAGGAAGAGGAGACTCTGCGCAGAGC — 3’ e
antisense: 5’ -AAATGTATGTATGTGGGTGGGTGTGTC-
TACAGG-3’; VEGF -2578C/A — sense: S’-
GGGCCTTAGGACACCATACC-3’ e antisense: 5’-
TGCCCCAGGGAACAAAGT-3". A amplificagdao do
produto de PCR das amostras foi visualizada por meio
de eletroforese em gel de agarose 3% e coloragio pelo
GelRed (Biotium®).

Os produtos da PCR foram submetidos a digestdo por
enzimas de restri¢do especificas para cada polimorfismo em
estudo: VEGF +936C/T pela enzima N/zIII (BioLabs®)
e VEGF -2578C/A pela enzima Bg/II (BioLabs®), por 3
h a 37°C. Em rela¢do ao polimorfismo +936C/T, para o
alelo C formou-se um fragmento de 208 pb e para o T,
122 e 86 pb. Jd para 0 -2578C/A, o alelo C, 267pb e o
A 208 e 60pb.

O produto de digestio foi aplicado em gel de poliacri-
lamida 10% e os fragmentos descritos foram separados em
eletroforese, corados pela prata e as imagens foram obtidas
pelo Sistema de Captura de Imagens (L-PIX®). A andlise
foi feita pelo tamanho dos fragmentos de restri¢io.
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Para a andlise estatistica, os dados foram compila-
dos no software Excel® 4.0, utilizando-se sua planilha
eletronica para armazenamento. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada de forma descritiva e inferencial.
Para varidveis quantitativas,utilizaram-se medidas de
posicdo ou centralidade (média) e medidas de dispersdo
e variabilidade (desvio padrdo). As varidveis categdri-
cas foram analisadas por meio do soffware StatView®
empregando-se frequéncias relativas, bem como, andlise
de associac¢do em tabelas de contingéncias . O equi-
librio de Hardy-Weinberg (HWE) foi realizado pelo
teste do X*. O modelo de regressio logistica multipla
foi utilizado para determinar o efeito dos polimorfismos
na PE, tendo como referéncia a auséncia do polimor-
fismo.Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando p=0,05.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro
—Protocolo CEP n° 1115-08 em 18 de abril de 2008, e
todas as mulheres assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido.

Resultados

O grupo caso foi composto por 52 pacientes (65%
da amostra) portadoras de PE com média de idade de
26,9+6,4 anos. No que se refere a etnia, 7(13,5%) eram
negras e 45(86,5%) ndo negras. A média de gestacdes
entre as mulheres do grupo foi de 1,98+1,20, sendo que
23 (44,2%) eram primiparas, 46 (88,5%) ndo tabagistas e
4(7,7%) apresentavam alguma doenca cronica (hipertensdao
arterial cronica, glaucoma e hipotireoidismo). Todas as
mulheres (100%) fizeram pré-natal com média de sete
consultas. Ndo houve relato de etilismo, uso de drogas
ou gestagdo multipla. Na amostra, 12 (23%) tinham
histdria de aborto.

Todas as pacientes apresentaram proteiniria >300mg
em urina de 24 h ou pelo menos ++ no teste de fita (dipstick).
A média da pressio arterial sistdlica foi de 157+23mmHg
e da diast6lica 105x16mmHg. Dentre algumas compli-
cagbes maternas ocorreram, em sete mulheres (13,5%) a
sindrome HELLP, em trés (5,8%) iminéncia de eclampsia
e duas (3,8%) evoluiram para eclimpsia pré-parto.

A maioria das gestacGes do grupo com PE encerrou-se
por partos cesarianos e apenas seis (11,5%) por partos vaginais.
Ao que se refere 2 idade gestacional no momento do parto,
19 (36,5%) estavam com menos de 34 semanas, 19 (36,5%)
entre 34 a 37 semanas e 13 (25%) mais que 37 semanas.

Neste grupo, 40 (77%) mulheres referiram histéria
familiar de hipertensdo e/ou hipertensdo na gesta¢io e as
demais 12 (23%) desconhecem a informagcio ou ndo houve
casos na familia. Os relatos de hipertensdo especifica da
gestacdo na familia foram de 29 (55,8%).
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O grupo controle foi constituido por 28 mulheres
(35% da amostra) que apresentaram duas ou mais gesta-
¢Oes sem intercorréncias, com filhos sauddveis. A média
de idade foi de 25,1+5,31 anos e 28,6% eram negras.

A Figura 1 mostra o gel de poliacrilamida com os
gendtipos T/T, C/T e CC do polimorfismo do gene VEGF
posicdo +936C/T.As frequéncias dos genétipos C/C, C/T
e T/T do polimorfismo do gene VEGF +936C/T no grupo
PE foram 65,0, 31,0 e 4,0%, respectivamente. No grupo
controle,foram 78,6% (C/C), 17,8% (C/T) e 3,6% (T/T). As
diferengas ndo foram estatisticamente significativas (y’=1,6;
p=0,4) (Tabela 1).Considerando-se a presen¢a ou ndo do
alelo T, ndo foi observada diferenga significativa (}*=1,5;
p=0,2), apesar do mesmo apresentar maior frequéncia
nas portadoras de PE (35%). As frequéncias genotipicas
encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg entre
as pacientes (°=0,005; p=0,95) e entre os individuos
controles (x*=0,95; p=0,33).

Na Figura 2, observam-se os genétipos C/C, C/A e
A/A do polimorfismo do gene VEGF posicdo -2578C/A.
As frequéncias desses gendtipos foram 58,0, 31,0
e 11,0% no grupo PE. J4 no grupo controle, foram
33,0% (C/C),60,0% (C/A) e 7,0% (A/A). As diferencas
foram estatisticamente significativas ((’=6; p=0,049)
(Tabela 2).Considerando-se a presenga ou ndo do alelo
A, foi observada diferenga estatisticamente significativa
(x*=4,2; p=0,04), sendo mais frequente no grupo con-
trole (67%).As frequéncias genotipicas encontraram-se
em equilibrio de Hardy-Weinberg entre as pacientes
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Figura 1. Gel de poliacrilamida 10% com os produfos de PCR (208pb), do
polimorfismo VEGF +936C/T, digeridos pela enzima de restrigdo Nldlll,
mostrando os gendtipos T/T, C/T e CC. Peso Molecular [PM)=25pb;
produto ndo digerido (ND).

Tabela 1. Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo VEGF +936(/T nos grupospré-
eclimpsiae controle

Genotipos Total
Condiciio C/C /T /1
n % n % n % n %
PE 34 65,0 16 31,0 2 4,0 52 100
C 22 78,6 5 17,8 1 3,6 28 100
Total 56 70 21 26,3 3 37 80 100

PE - pré-eclampsia; C - controle; VEGF - fator de crescimento do endotélio
vascular; %?=1,6; p=0,4




Polimorfismos genéticos do fator de crescimento do endotélio vascular na pré-eclampsia

(x*=0,15; p=0,70) e entre os individuos controles
(%*=1,98; p=0,70).

Analisando-sea combinag¢do genotipica dos poli-
morfismos do gene VEGF +936C/A e VEGF -2578C/A,
observa-se uma frequéncia maior da combina¢io CCCA,
no total da amostra (32%). Considerando-se os grupos
separadamente, a combina¢do mais frequente na PE foi
CCCC (34,6%) e no grupo controle foi CCCA (50%)
(Tabela 3).

Figura 2. Gel de poliacrilamida 10% com os produtos de PCR (267pb), do
polimorfismo VEGF -2578 C/A, digeridos pela enzima de restricdo Bgll,
mostrando os gendtipos A/A, C/A e C/C. Peso Molecular [PM)=25pb;
produto ndo digerido (ND).

Tabela 2. Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo VEGF-2578 (/A, nos grupospé-
eclimpsiae controle

Gendtipos Total
Condicéio c/C C/A A/A
n % n % n % n %
PE 30 58 16 31 6 11 52 100
C 9 33 16 60 2 7 27 100
Total 39 49 32 4 8 10 79 100

PE - pré-eclampsia; C - controle;VEGF - fator de crescimento do endotélio
vascular; %?=6; p=0,049.

Tabela 3. Frequéncia da combinacio genofipica dos polimorfismos VEGF +936(/T e
-2578C/A entre individuos dos grupospré-eclimpsiae controle

Combinaciio PE C Total
genotipica

VEGF n % n % n %
+936/-2578
CCAA 4 77 2 7.8 6 77
CCCA 12 23,1 13 50 25 32
cccc 18 34,6 6 23,1 24 31
(TAA 2 38 0 0 2 25
CTCA 3 6 1 38 4 5
(4[4 1 21 3 1,5 14 18
TTAA 0 0 0 0 0 0
TTCA 1 19 1 38 2 25
TTCC 1 19 0 0 1 1,3
Total 52 100 26 100 78 100

PE - pré-eclémpsia; C - controle; VEGF - fator de crescimento do endotélio
vascular.

Na andlise de regressdo logistica multipla, foram
analisados os polimorfismos +936C/T e -2578C/A do
gene VEGFem pacientes com PE e individuos controles
e ndo foram encontradas diferencas entre os grupos para
o polimorfismo +936C/T (OR=1,95;1C95%=0,91-6,25;
p=0,206) e para o polimorfismo -2578C/A (OR=0,41;
1C95%=0,15-1,10; p=0,08).

Discussao

OVEGEF é um importante fator angiogénico e repre-
senta papel fundamental como regulador na proliferacdo
celular endotelial e permeabilidade vascular. O gene que
codifica o VEGF é altamente polimérfico e seus polimor-
fismos funcionais podem ser tteis como indicadores de
suscetibilidade para a PE'®.

A progressdo da PE pode ser modificada na presenca
dos polimorfismos VEGF -2578C/A e +936C/T que pre-
dispdem a baixa capacidade de producio de VEGF'®%,
No presente estudo,ndo foi observada diferenca signifi-
cativa para os genétipos (C/C, C/T e T/T) do gene VEGF
+936C/T e paraa presenga do alelo T,provavelmente devido
ao nimero reduzido de mulheres no grupo controle.No
estudo de Shim et al.'®, esse polimorfismo foi analisado em
110 pacientes com PE e 209 controles e se demonstrou
aumento de susceptibilidade e fator de risco independente
para o desenvolvimento de PE em portadoras do alelo T.
Entretanto, outras autoras’! mostraram resultados contra-
ditérios, sem encontrar diferenga significativa, semelhante
aos achados do presente estudo.

Em relacdo aos trés genétipos (C/C, C/A e A/A) do
VEGF -2578C/A, foram encontradasdiferengas estatis-
ticamente significativas (x’=6; p=0,049). Sendo que o
genétipo C/C apresentou maior frequéncia na amostra
total (49%). Analisando-se os grupos separadamente
encontraram-se frequéncias diferentes no que se refere
ao tipo de gendtipo, sendo que na PE o predominante
foi C/C (58%) e no controle o genétipo C/A (60%).
Em relag@o a presenga do alelo A, notou-se uma maior
frequéncia no grupo controle (67%), com diferenga
significativa.

Dados semelhantes foram encontrados em um estudo
realizado na Hungria, onde se observou um percentual
maior dos gendtipos C/C e C/A nas pacientes com PE e no
grupo controle, respectivamente. No entanto, o genétipo
mais comum foi C/A quando considerada a amostra total
(grupo controle e PE)'°.Considerando-se que o VEGF
tem um papel importante na integridade da barreira de
filtra¢do glomerular, assim como a inibi¢do de sua ativi-
dade pode levar a proteindria, pode-se sugerir que, em
portadoras do alelo A, a proteintiria esta associada a baixa
produgdao de VEGF**??% o que é contraditério com os
achados acima descritos.

Rev Bras Ginecol Obstet. 2011; 33(7):158-63
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Apesar de o presente trabalho mostrar diferenca
significativa entre a frequéncia genotipica dos grupos,
os gendtipos observados diferem dos encontrados por
outros autores. Em mulheres gregas, verificou-se uma
frequéncia maior do genétipo C/A nos grupos controle
e de PE, porém, sem diferenca significativa®'. No Brasil,
em estudo constituido por trés grupos: hipertensdo
gestacional, OE e controle, observou-se uma incidéncia
maior do genétipo C/A na amostra total e nos grupos
separadamente. Entretanto, essa diferenca foi significativa
somente quando foram excluidas as mulheres negras das
andlises®®. Isto deve-se provavelmente pelo fato de que
diferencas entre etnias podem influenciar na distribui¢do
dos polimorfismos de VEGFE.

Outros estudos revelam resultados contraditérios.
Foi verificado que casos precoces de PE estavam mais
presentes nas portadoras do alelo VEGF -2578A, su-
gerindo que a PE pode ser acelerada na presenca deste
polimorfismo'®. Investigando-se a presenga do alelo A em
relagdo aos grupos controle, hipertensdo gestacional e PE,
encontrou-sefrequéncia maior desse alelo nas pacientes
com hipertensdo gestacional, no entanto, a diferenca ndo
foi significativa®l.

Nas bases de dados pesquisadas (MEDLINE, LILACS
e SCIELO) ndo foram encontrados artigos a respeito da
combinagdo genotipica dos polimorfismos VEGE, posi¢oes
+936C/T e -2578C/A, associados com PE. Entretanto,
deve-se considerar que o gene VEGFestdlocalizado em
uma regido do cromossomo 6 altamente polimdrfica, e
que a combinagdo deste comoutros genes, possivelmente
associados aPE, deve ser analisada; o que justifica a andlise
de combinacido genotipica.

Resultados conflitantes podem ser justificados por
possiveis interferéncias, tais como: diferentes critérios
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