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Resumo

Objetivos: avaliar a associagdo entre o polimorfismo rs1799998 do gene CYPI1IB2 e a

suscetibilidade a PE em uma populagdo brasileira.

Meétodos: participaram desse estudo 61 mulheres com PE e 116 mulheres normotensas. O
polimorfismo rs1799998 do gene CYP11B2 foi amplificado por PCR alelo-especifica. O risco
do polimorfismo rs1799998 do gene CYP11B2 contribuir com a PE foi avaliado pela andlise

de regressdo logistica multipla.

Resultados: as frequéncias genotipicas observadas foram 1.64% CC, 91.80% CT e 6.56%
TT no grupo PE e 11%CC, 73%CT e 16%TT grupo controle. A distribui¢do da frequéncia
genotipica ndo estava em Equilibrio de Hardy Weinberg em nenhum dos grupos estudados. A

andlise de regressdo logistica multipla demonstrou diferencga estatisticamente significativa

para o polimorfismo rs1799998 no modelo recessivo.

Conclusdo: o presente trabalho sugere associagdo do genotipo C/C no modelo recessivo,
do polimorfismo rs1799998 do gene CYP11B2 com a suscetibilidade a PE.
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Introducao

A pré-eclampsia (PE) ¢ definida como a presenga de
hipertensdo apds a vigésima semana de gestacdo,
com a presenga de proteintria ou outros achados
como trombocitopenia, insuficiéncia renal, elevagio
das transaminases, edema pulmonar, altera¢des
neurologicas focais e visuais. 1,2 Afeta cerca de 5%
das gestagoes em todo o mundo, sendo a principal
causa de partos prematuros no Brasil.3

Apesar da gravidade, sua patogénese ainda ndo é
bem compreendida, sendo considerada uma doenga
multifatorial. Diabetes, gravidez multipla, nulipari-
dade, obesidade, idade materna superior a 40 anos,
doenga renal, hipertensdo arterial cronica, intervalo
> 10 anos desde a tltima gravidez e historia pessoal
ou familiar de PE sdo considerados fatores de risco
para o desenvolvimento da doenga.45

Diversos genes ja foram relacionados ao desen-
volvimento de PE, dentre eles genes codificadores
de proteinas do sistema renina-angiotensina-aldos-
terona (SRAA), como o gene Cytochrome P450
Family 11 Subfamily B Member 2 (CYP11B2).6-8
Este gene codifica um membro da super-familia de
enzimas do citocromo P450, que tem atividade 18-
hidroxilase esterdide para sintetizar aldosterona.
Haplotipos nesse gene ja foram associados a uma
rara forma mendeliana de hipertensao, o aldostero-
nismo remediado por glicocorticoides. Um dos
polimorfismos mais estudados ¢ um SNP rs1799998,
localizado na regido promotora do gene, posi¢do
-344 , onde ha a troca de citosina por timina910 ¢ sua
associag@o com o desenvolvimento de PE tém sido
estudada.ll Desse modo, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a associa¢do entre o polimor-
fismo rs1799998 do gene CYP11B2 e a suscetibili-
dade a PE em uma amostra da populacéo brasileira.

Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro (CEP/UFTM n° 1115-08) e todas as partici-
pantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). O grupo de estudo foi
composto por 61 mulheres maiores de 18 anos (idade
média de 28.7 + 8.3 anos), diagnosticadas com PE,
seguindo os critérios estabelecidos pelo ACOG,
2013.2 O grupo controle foi composto por 116
mulheres com idade superior a 18 anos de idade
(idade média de 40.3 = 11.8 anos) que nao apresen-
taram alteragdo dos niveis pressoricos em suas
gestacoes. Todas as participantes foram recrutadas
no Servico de Ginecologia e Obstetricia do Hospital
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de Clinicas da UFTM. Mulheres com historico de
doengas cronicas foram excluidas do estudo. As
informagdes clinicas foram obtidas por entrevistas e
revisdo do prontudrio médico.

O DNA genomico foi isolado a partir de 8 mL de
sangue periférico coletado por venopuncido, em
tubos a vacuo e estéril (BD Vacutainer®), com
EDTA, pela técnica de fenol-cloroformio descrita
por Sambrook.12 O polimorfismo rs1799998 do gene
CYP11B2 foi amplificado por reagcdo em cadeia da
polimerase alelo-especifica (PCR ASO) utilizando
os seguintes primers: CYP11B2-344C: F-5'-
TTAAAAGAATCCAAGGCT-3"; CYP11B2-344T:
F-5’- TTAAAAGAATCCAAGGCC-3’e CYPI1IB2
Ex1 as: R-5’- AGGTGCAGGTGCTCATAA - 3. A
PCR foi realizada a partir de 200 nanogramas de
DNA (1pL), 20 pmoles de cada primer (1pL),
tampdo 10X (3pL) (Invitrogen™, Carlsbad,
California, EUA), 5U Taq DNA polymerase (0,2uL),
2mM dNTP (2puL), 50mM de MgCl12 (2uL) e agua
ultrapura para o volume final de 30 uL. A amplifi-
cacdo foi realizada no termociclador Mastercycler®
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) nas seguintes
condic¢des: desnaturagdo 94°C por 5 minutos e 35
ciclos de amplificag@o (94°C por 30 segundos, 60°C
por 30 segundos, 72°C por 30 segundos) e extensio
final a 72°C por 10 minutos. O produto da PCR foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 2%,
corado com GelRed®, permitindo a visualizagdo de
uma banda de 558 pb. As imagens foram adquiridas
pelo sistema de captura de imagens (L-PIX®).

A avaliagdo o risco do polimorfismo rs1799998
do gene CYP11B2 contribuir para a PE, foi realizada
a analise de regressdo logistica multipla, por meio
do  programa  SNPStat (disponivel em:
http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web). Nessa
analise, foram utilizados os seguintes modelos de
heranca: codominante (homozigoto selvagem x
heterozigoto x homozigoto polimérfico); dominante
(homozigoto selvagem x heterozigoto + homozigoto
polimorfico); recessivo (homozigoto polimorfico x
homozigoto selvagem + heterozigoto). O programa
SNPStats também foi utilizado para verificar se a
frequéncia genotipica nos grupos estava em
Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW). Os resultados
foram apresentados em odds ratio (OR), com inter-
valo de confianga (IC95%). O poder estatistico apre-
sentou 95,5% para a detecg¢do de associacdo. Foi
utilizado o software G POWER 3.1 para analises. A
significancia estatistica foi definida com p<0,05.



Resultados

Foram analisadas 177 amostras, sendo 61 com PE e
116 controles. No grupo PE 1.64% (1/61) tinham
gendtipo CC, 91.80% (56/61) tinham o genotipo CT
e 6.56% (4/61) apresentaram o gendtipo TT. No
grupo controle, as frequéncias genotipicas foram
11% (13/116); 73% (85/116) e 16% (18/116), e
exibiram os genotipos CC, CT e TT, respectiva-
mente. As frequéncias alélicas foram 0,48 e 0,52
para os alelos C e T, respectivamente, em ambos 0s
grupos. A distribuicdo da frequéncia genotipica ndo
estava em EHW em nenhum dos grupos estudados
(PE: 42=43.09, p<0,001; C: 42=25.43, p<0,001).

A analise de regressdo logistica multipla de-
monstrou diferenga estatisticamente significativa
para o polimorfismo rs1799998 no modelo recessivo
(»=0.0075) (Tabela 1).

Discussao

A PE ¢ uma condicdo exclusiva de gestagdes
humanas e de grande relevancia na pratica médica.13
A presenga de um componente genético ligado a sua
etiologia ja foi demonstrada em um estudo onde
filhas de mulheres que desenvolveram PE em suas
gestagdes tiveram duas vezes mais risco de desen-
volver a doencga, quando comparadas a gestantes sem
histérico familiar. O mesmo estudo demonstrou que
a PE grave estava mais fortemente relacionada a
hereditariedade, fortalecendo os aspectos genéticos
envolvidos tanto na suscetibilidade a PE, quanto na
gravidade.4

O SRAA mantém a concentragdo plasmatica de
sddio, a pressdo arterial e o volume extracelular. O
desequilibrio nesse sistema pode resultar em

Tabela 1

Polimorfismo no gene CYP11B2 e pré-eclampsia

diversas patologias como a obesidade, diabetes e
hipertenséo.14

A contribui¢do do polimorfismo rs1799998 do
gene CYP11B2 na regulagdo da pressdo arterial ja foi
investigada em diferentes grupos populacionais,
relacionada ou ndo com pré-eclampia. No entanto,
os resultados destes estudos sdo controversos,
dependendo da etnia e outras variaveis socio-
demograficas.15-17

No presente trabalho, o modelo recessivo do
polimorfismo rs1799998 do gene CYP11B2 foi asso-
ciado a maior suscetibilidade a PE, sugerindo que o
alelo C em homizigose confere risco para o desen-
volvimento da doenga. Entretanto Vasconcelos et
al.18 avaliaram 303 mulheres brasileiras, sendo 118
gestantes saudaveis, 115 com hipertensdo arterial
gestacional e 70 com PE e ndo observaram relagao
entre 0 rs1799998 do gene CYP11B2 e sindromes
hipertensivas gestacionais.

Estudo realizado na Africa do Sul envolvendo
200 gestantes com PE de inicio precoce, 200 com PE
de inicio tardio e 200 gestantes normotensas, infec-
tadas ou ndo pelo virus da imunodeficiéncia humana,
investigou o polimorfismo rs1799998 do gene
CYPI1IB2 e ndo encontrou associagdo entre essa
variante e a suscetibilidade a PE. Contudo, a
frequéncia do alelo C foi maior no grupo de
gestantes com PE tardia sem HIV do que no grupo
controle.6

Ramirez-Salazar et al.19 avaliaram o papel do
polimorfismo rs1799998 do gene CYPIIB2 na
pressdo arterial e nos niveis de aldosterona circu-
lantes em gestantes e observaram apenas uma
tendéncia marginal para menores niveis pressoricos
em mulheres portadoras do genotipo TT no grupo de
gestantes normotensas € nenhuma associa¢ao entre

Frequéncia genotipica do polimorfismo rs1799998 do gene CYPT11B2.

Modelo Genétipo PE (N=61) Controle (N= 116) OR (1C95%) p
n % n %

T 4 6,6 18 15,5 1,00
Codominante (@2) 56 91,8 85 73,3 0,35 (0,11-1,09) 0,0041

c/c 1 1,6 13 11,2 3,42 (0,33-35,29)
Dominante T/T 4 6,6 18 15,5 1,00

C/T-C/C 57 93,4 98 84,5 0,39 (0,13-1,23) 0,08

Recessivo T/T-C/T 60 98,4 103 88,8 1,00

c/C 1 1,6 13 11,2 8,83 (1,09-71,29) 0,0075

OR= odds ratio; Regressao Logistica Multipla.
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os gendtipos investigados e os niveis de aldosterona
circulantes. No entanto, niveis elevados de aldos-
terona ja foram associados com menor pressao arte-
rial materna e variantes de ganho de func¢éo do gene
CYP11B2 parecem reduzir o risco de desenvolver
PE.20

Um estudo realizado na Polonia com 59
gestantes diagnosticadas com PE e 109 controles
também ndo encontrou associagdo entre o polimor-
fismo rs1799998 do gene CYPI/IB2 e a PE, mas
observou o genotipo TT mais frequente no grupo de
estudo do que em gestantes normotensas.!!

Além de polimorfismos genéticos, alteragdes
epigenéticas no gene CYP1IB2 podem ser respon-
saveis por variagdes interindividuais e interétnicas
na suscetibilidade as doencgas.2! A expressao signi-
ficativamente maior de miRNA-4421, um regulador
do gene CYP11B2, ja foi observada em placenta de
mulheres com PE, associada a elevagdo da pressdo
arterial, presenga de proteintria e baixo peso ao
nascimento dos fetos. A hiperexpressdo de miRNA-
4421 regula negativamente a expressao do gene
CYPI11B2, inibindo a proliferacdo trofoblastica e
bloqueando o ciclo celular, sugerindo a presenca de
outros mecanismos regulatorios envolvidos na
expressdo génica que contribuem com o desenvolvi-
mento da PE, que devem ser considerados.22

No presente trabalho, tanto o grupo controle
quanto o grupo de estudo ndo estavam em EHW. O
EHW depende de um numero de suposicgoes,
incluindo heranca mendeliana simples em orga-
nismos diploides, acasalamento ao acaso, populagdo
infinita e auséncia de mutagdo, migragao, ou selecao.
Além da quebra dos pressupostos, a inobservancia
do EHW pode ser causada por erro de genotipagem,
que pode originar resultados falsos positivos em
estudos de associagdo genética e por amostragem
ndo aleatoria.23,24

Em uma amostra verdadeiramente aleatdria, cada
individuo da populacdo tem uma oportunidade igual
de ser amostrado, fato praticamente impossivel de
ser alcangado em qualquer situagdo real. Esse viés ¢
minimizado através dos individuos heterozigotos, ja
que estes sdo mais ou menos provaveis de serem
amostrados do que poderia ocorrer por mero
acaso0.25.26 No presente trabalho, aparentemente ndo
ocorre esse viés amostral, tendo em vista a elevada
frequéncia de heterozigotos em ambos os grupos. A
inobservancia do EHW em nossa amostra sugere que
os pressupostos que mantém o EHW ¢é que ndo estdo
sendo seguidos, influenciando o modo como os
alelos sdo distribuidos ao longo das geracdes. No
entanto, ndo ¢ possivel identificar com precisao qual
pressuposto esta sendo violado.
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Dentre as limitagdes do presente estudo esta a
nossa casuistica. No entanto, ressaltamos que a
amostra selecionada incluiu mulheres apenas com
PE, sem outras comorbidades, garantindo a homo-
geneidade dos dados. Estudos futuros com uma
casuista maior, em colaboragdo com outros centros
de pesquisa, fazem-se necessarios para ampliar o
conhecimento dos aspectos moleculares envolvidos
na etiologia da PE. Além disso, estudos adicionais
que realizem a investigacdo conjunta de outros
polimorfismos do SRAA em um numero maior de
pacientes e a influéncia de possiveis fatores ambien-
tais sdo necessarios para validar nossos dados e
determinar se o polimorfismo rs1799998 do gene
CYP11B2 pode, no futuro, ser utilizado como um
marcador molecular capaz de rastrear precocemente
a suscetibilidade a PE.

O presente trabalho sugere associacdo do
genotipo recessivo C/C do polimorfismo rs1799998
do gene CYP11B2 com a suscetibilidade a PE.
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