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Resumo

OBJETIVOS: Identificar a frequéncia do polimorfismo no gene I-10, rs1800896 [[1082 A/G), em mulheres com
préeclampsia (PE] e em mulheres do grupo controle e associar a presenca deste polimorfismo com a protegdo contra
o desenvolvimento da PE. METODOS: Fstudo do fipo caso-controle, no qual foram selecionadas 54 mulheres com
PE, classificadas de acordo com os critérios da National High Blood Pressure Education Program e 172 mulheres
do grupo confrole, com pelo menos duas gesfagdes saudéveis. O polimorfismo proposto foi estudado utilizando-se a
técnica de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real [PCR|, com sondas de hidrélise. A andlise estafistica foi
realizada utilizando-se o teste de associagdo do x?. Odds ratio e seu intervalo de confianca de 95% foram usados
para medir a forca de associagdo entre o polimorfismo estudado e o desenvolvimento da PE. RESULTADOS: Foi
observado aumento significativo da frequéncia do gendtipo AG entre mulheres do grupo controle (85 versus 15% nas
mulheres com PE|. O alelo G ¢ significativamente mais frequente entre as mulheres do grupo controle do que nas com
PE (Teste %% p=0,01). O odds ratio para as portadoras do alelo G foi de 2,13, indicando que apresentam menor
risco de desenvolver PE do que as ndo portadoras. CONCLUSOES: Sugere-se associagdo entre a presenca do dlelo
G do polimorfismo no gene I1-10, rs1800896 (-1082 A/G), e a prote¢do confra o desenvolvimento da PE. Mais
estudos sobre a confribuicdo dessas variagdes e os mecanismos pelos quais afetam o risco de desenvolver PE ainda
necessitam de ser realizadas.

Abstract
PURPOSE: To identify the frequency of polymorphism in the Il-10 gene, rs1800896 [[1082 A/GJ, in women with

preeclampsia [PE) and in women in a control group and fo associate the presence of this polymorphism with profection
against the development of PE. METHODS: This was a case-control study conducted on 54 women with PE, classified
according fo the criteria of the National High Blood Pressure Education Program, and on 172 control women with af least
two healthy pregnancies. The proposed polymorphism was studied by the technique of real time polymerase chain reaction
(GPCR), with hydrolysis probes. Statistical analysis was performed using the x? test. Odds ratio and confidence inferval
of 95% were used to measure the strength of association between the studied polymorphism and the development of PE.
RESULTS: Statistically increased frequency of the AG genolype was observed among control women (85 versus 15% in
women with PE). The G allele was significantly more frequent among control women than PE women [x? test, p = 0.01).
The odds ratio for carriers of the G allele was 2.13, indicating a lower risk of developing PE compared fo non<arriers.
CONCLUSIONS: Thus, an association is suggested to occur between the presence of the G allele of the polymorphism
in the I-10 rs 1800896 (1082 A/G) gene and protection against the development of PE. More studies invesfigating the
confribution of these variations and the mechanisms by which they affect the risk of developing PE still need to be undertaken.
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Introducao

A pré-eclampsia (PE) é uma desordem multissistémi-
ca de etiologia desconhecida, que ocorre em cerca de 5%
de todas as gestacdes. Pode se manifestar como sindrome
materna, através de hipertens@o, proteiniria com ou sem
alteraches em vdrios sistemas, ou como sindrome fetal,
apresentando restri¢ao do crescimento fetal, diminuigdo de
liquido amniético e alteragdo de oxigenago'. E uma condigdo
hipertensiva exclusiva da gesta¢do®, geralmente, diagnos-
ticada na presenga de hipertensdo associada a proteintria.
Pressao arterial sistdlica de pelo menos 140 mm Hg e pressdo
diastélica de pelo menos 90 mm Hg em, no minimo, dois
momentos diferentes, com intervalo de 4 a 6 horas, ap6s a
vigésima semana de gestagdao, em mulheres previamente
normotensas sao critérios patognomonicos de hipertensdo.
Jd a proteintria é definida pela excre¢do de proteinas em
niveis superiores ou iguais a 300 mg/24 h’. Em casos mais
graves, as pacientes podem apresentar insuficiéncia renal,
insuficiéncia hepdtica, edema pulmonar, crises convulsivas
(eclampsia), hemdlise e/ou crombocitopenia. A insuficién-
cia hepdtica, hemdlise e trombocitopenia caracterizam a
sindrome HELLP (sigla em inglés para haemolisys, elevated
enzymes liver and low platelets), podendo ser um importante
agravante na pré-eclimpsia®.

Embora a causa da PE permanega desconhecida, mui-
tas hip6teses foram propostas’. Uma das mais fortemente
aceitas baseia-se no distdrbio da funcdo placentdria no
infcio da gestacio®, quando ocorreriam anormalidades
no processo inflamatério, comum a todas as mulheres na
segunda metade da gestagdo. A desordem seria, portanto,
o resultado final da resposta inflamatdria sistémica contra a
gestacdo. Fatores como aumento do tamanho da placenta,
estimulo anormal gerado por uma placenta pequena ou
uma resposta materna exagerada a essas situagdes, que
podem aumentar a resposta inflamatéria sistémica materna
a gestacio, predisporiam 2 PE®. Dois componentes prin-
cipais poderiam ser causadores da resposta inflamatéria
exacerbada: o estimulo excessivo ou a resposta materna
exagerada a presenca da placenta’.

Do ponto de vista epidemiolégico, muitos estudos
tém indicado que a PE é uma doenga associada a forte
predisposi¢do familiar, e que varia também de acordo
com caracteristicas geograficas, socioecondmicas e raciais
da amostra analisada®’. Somado a isso, foram descritos
loci de suscetibilidade ao desenvolvimento da PE em
diferentes popula¢oes. Em familias da Austrdlia e Nova
Zelandia, foram identificados dois Jocz: 2p12 e 2q23'.
J4 em familias da Finlandia, os /oci identificados foram
os 2p25 e 9p13'". Para a maioria da populag¢do, no en-
tanto, a PE parece representar uma desordem genética
complexa e ocorre como resultado de numerosas variantes
comuns em diferentes /oci que, individualmente, tém

pequeno efeito, mas coletivamente contribuem para a
suscetibilidade a doenca'?.

Embora o genétipo paterno parega exercer influ-
éncia no aparecimento da PE, a maioria dos estudos
genéticos baseia-se apenas no gendtipo materno e para
tal, a estratégia de genes candidatos tem sido muito
empregada. Nesse sentido, genes envolvidos com a
homeostase materna e sistema cardiovascular ou rela-
cionados a regula¢do da resposta inflamatéria materna
tém sido estudados®!*!4. Assim, torna-se importante
investigar polimorfismos em genes de citocinas que
poderdo ser Gteis como marcadores moleculares de
suscetibilidade/resisténcia ao desenvolvimento da PE.

A Interleucina 10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatéria,
cujas principais fontes sio as células Th2, tem provivel
papel contra o desenvolvimento da PE. Foi observado que
mulheres com PE apresentaram niveis séricos de IL-10
significativamente mais baixos do que mulheres que ndo
desenvolveram PE', sugerindo um papel protetor para
a IL-10. Vdrios polimorfismos de um tnico nucleotideo
(SNP) foram descritos na regidgo promotora do gene IL-10".
VariacGes genotipicas na regido promotora do gene IL-10
podem ser responsaveis pelas diferencas interindividuais na
produgio de IL-10 e, consequentemente a suscetibilidade ao
desenvolvimento da PE. Mesmo com os avangos nos estudos
em PE, sua etiopatologia permanece desconhecida, com
poucos trabalhos na literatura associando polimorfismos
genéticos no gene IL-10 com a PE%1617,

Este trabalho teve como objetivos identificar a
frequéncia do polimorfismo no gene IL-10, rs1800896
(-1082 A/G) em mulheres com PE e em mulheres do
grupo controle (normotensas), além de buscar associagdo
entre a presenga deste polimorfismo e a possivel prote¢io
contra o desenvolvimento da PE.

Métodos

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, do qual
foram selecionadas 226 mulheres, distribuidas em dois
grupos: pré-eclimpsia (grupo caso; n=54) e controle
(n=172), provenientes da regido do Tridngulo Mineiro,
Minas Gerais. As participantes do estudo foram recrutadas
entre janeiro de 2008 e dezembro de 2013. As mulheres
com pré-eclampsia foram atendidas e diagnosticadas
no setor de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro
(HC-UFTM). O diagnéstico foi baseado nos critérios
estabelecidos pelo National High Blood Pressure Education
Program?. As mulheres do grupo controle, normotensas,
haviam apresentado duas ou mais gestacGes, levadas
a termo, com filhos sauddveis e sem intercorréncias.
Foram incluidas no estudo apenas mulheres com mais
de 18 anos de idade. A caracteriza¢io da amostra foi
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realizada mediante entrevista pré-estruturada com as
participantes da pesquisa e complementada por dados
transcritos dos prontudrios.

Foram coletados 20 mL de sangue periférico de todas
as participantes do estudo. O DNA gendémico foi extraido
de leucécitos pela técnica de Fenol-Cloroférmio'®.

Para amplificagdo das sequéncias e determinagdo
dos gendtipos, foi realizada a técnica de reacdio em ca-
deia da polimerase em tempo real (QPCR), utilizando o
sistema de sondas de hidrdlise (Identifica¢do do ensaio:
C 553275_20; TagMan® Applied Biosystem), se-
gundo as recomendagdes do fabricante. As condi¢des de
amplificagdo foram: 95°C por 10 minutos, seguida de
50 ciclos de amplificacdo (92°C por 15 segundos e 60°C
por um minuto). Para cada ciclo, o soffware determinava
o sinal fluorescente emitido pelas sondas marcadas com
VIC ou FAM. As amostras foram processadas pelo sistema
de PCR Real-Time 7300 (Applied Biosystems).

Para a andlise estatistica, os dados foram compila-
dos no software Excel® 4.0, utilizando-se sua planilha
eletrénica 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 dispersao
e variabilidade (desvio padrido). As varidveis categdricas
foram analisadas por meio do sofrware SPSS, versido
16.0, empregando-se frequéncias relativas, bem como
andlise de associa¢do em tabelas de contingéncias )*.
Odds ratio (OD) e seu intervalo de confianca de 95%
(IC95%) foram usados para medir a for¢a de associa¢do
entre o polimorfismo estudado e o desenvolvimento da
PE. 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.

Resultados

A amostra total foi composta por 226 mulheres, sendo
172 (76%) do grupo controle e 54 (24%) com PE, com
faixa etdria entre 21 e 51 anos. O grupo controle apre-
sentou faixa etdria maior ou igual a 40 anos, enquanto
que no grupo com PE, a faixa etdria foi inferior a 40 anos.
As mulheres do grupo controle haviam tido, em média,
de trés a cinco gestagdes, e as mulheres do grupo com PE
tiveram de uma a trés gesta¢des, como pode ser observado
na Tabela 1.

Em relagdo a andlise da frequéncia genotipica para
o polimorfismo no gene IL-10, rs1800896 (-1082
A/G), foram analisadas 226 mulheres. Das 82 mu-
lheres com o genétipo AA, 55 (67,1%) sdo do grupo
controle e 27 (32,9%) do grupo com PE. O genétipo
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AG foi observado em 120 mulheres, sendo 102 (85%)
do grupo controle e 18 (15%) do grupo com PE. Foi
observado que 24 mulheres apresentaram o gendtipo
GG, das quais 15 (62,5%) do grupo controle e nove
(37,5%) do grupo com PE. Houve diferengas signi-
ficativas na frequéncia dos genétipos quando o gru-
po de mulheres com PE foi comparado com o grupo
controle (Teste X*; p=0,003). Pode-se observar que os
genétipos AG e GG foram mais frequentes no grupo
controle do que no grupo com PE. Esses resultados
estdo apresentados na Tabela 2.

Foi realizada, ainda, uma andlise para a presenca
do alelo G. Foram agrupados como “presenca do alelo
G” os genétipos AG e GG, e como auséncia de G o
genétipo AA. A auséncia do alelo G foi verificada em
82 mulheres, sendo 55 (67%) do grupo controle e 27
(33%) do grupo com PE. Observou-se a presenca do
alelo G em 144 mulheres, sendo 117 (81,2%) do gru-
po controle e 27 (18,8%) do grupo com PE. O alelo
G € significativamente mais frequente nas mulheres
do grupo controle do que no grupo com PE (Teste X7
p=0,01). A razdo de chance (odds ratio) para as por-
tadoras do alelo G foi de 2,13 (IC95% 1,14-3,96),
sugerindo menor risco de desenvolver PE do que as ndo
portadoras. Os dados estdo representados na Tabela 3.

Tabela 1. Distribuico da idade, nimero de gestacdes e nimero de abortos em mulheres
com pré-ecldmpsia e grupo controle

Grupo
Controle Pré-eclampsia
Média de idadexDP 40,1£11,5 28,4470
Menos de 40 anos 72/120 48/120
40 anos ou mais 66/68 2/68
nimero de gestacdes+DP 3,4+1,5 2,0+1,2

DP: desvio padréo

Tabela 2. Distribuicto das frequéncias dos gendtipos do polimorfismo no gene IL-10,
rs1800896 (-1082 A/G), em mulheres com pré-ecdmpsia e grupo controle

- Pré-edampsia Grupo controle Total
Genotipo
% n % n %
AA 277 329 55 67,1 82 100
AG 18 15,0 102 85,0 120 100
GG 9 375 15 62,5 24 100
Total 54 24,0 172 76,0 226 100

Tabela 3. Distribuicdo da frequéncia do alelo G do polimorfismo no gene IL-10, rs1800896
(-1082 A/G), em mulheres com pré-eclimpsia e do grupo conirole

Pré-eclimpsia  Grupo controle Total
Alelo G f/o np % — (|cg§%) Valor p*
Auséncia 27 330 55 67,0 82 100 1,0 0,01
Presenca 27 188 117 81,2 144100 2,1(1,1-39)
Total 54240 172 760 226 100

Sendo significativo quando p<0,05




Discussao

Neste trabalho, foi estudado o polimorfismo genético
no gene IL-10, rs1800896 (-1082 A/G) e sua associacdo
com a protecdo contra o desenvolvimento de PE. Alguns
estudos, em diferentes populagdes, pesquisaram esse mesmo
polimorfismo, sendo a maioria dos resultados divergentes
dos obtidos na populacio aqui analisada'®!7-19-4,

Os resultados obtidos sugerem importante associagiao
do polimorfismo no gene IL-10 rs1800896 (-1082 A/G)
com a prote¢do contra o desenvolvimento da PE ()
p=0,003), com maior frequéncia dos gendtipos AG e
GG entre as mulheres do grupo controle. Esse resultado
foi comprovado quando os gendtipos AG e GG foram
agrupados em “presenca de G”, com maior frequéncia
deste alelo entre o grupo controle. O OR observado foi
de 2,13, sugerindo que as mulheres portadoras do alelo
G carreiam duas vezes menos risco de desenvolver a PE
do que as n@o portadoras.

Em estudo realizado com mulheres norte-americanas,
ndo foi observada associa¢do entre o polimorfismo no
gene IL-10 e o desenvolvimento da PE'. Resultados
semelhantes foram encontrados na Austria’>*® e na
India'®!7. Entretanto, em mulheres iranianas, foi
observada frequéncia aumentada do alelo -1082G no
grupo com PE?..

Por outro lado, pesquisa anterior com mulheres
brasileiras identificou frequéncia diminuida do genétipo
-1082GG em mulheres brancas com PE em rela¢do ao
grupo controle?®, dados semelhantes aos observados no
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