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Resumo

Objetivos: verificar a contribui¢do dos polimorfismos rs1800469 e rs1800468 do gene
TGF-p1 e de fatores de risco para o desenvolvimento de PE.

Meétodos: trata-se de um estudo caso-controle, onde foram selecionadas 257 mulheres, da
regido de Uberaba, Minas Gerais, sendo 88 do grupo PE e 169 controles. A genotipagem foi
realizada por discriminagdo alélica através da técnica de PCR em tempo real. Odds ratio e o
intervalo de confianga de 95% foram usados para avaliar a probabilidade dos polimorfismos
estudados contribuirem com o desenvolvimento de PE. A andlise de regressdo logistica foi
realizada para avaliar a relagdo entre recorréncia familiar, tabagismo, primiparidade e
presenga dos alelos polimorficos e a suscetibilidade a PE.

Resultados: nao foi observada associagdo entre os polimorfismos rs1800469 e rs1800468
do gene TGF-f1 e PE. A andlise de regressdo logistica foi estatisticamente significativa para
recorréncia familiar, mostrando que mulheres com historico familiar de PE e mulheres pri-
migestas possuem risco aumentado de desenvolver a doenga.

Conclusées: ndo foi encontrada associagcdo entre os polimorfismos rs1800469 e
rs1800468 do gene TGF-B1 e PE. Fatores como historico familiar e primiparidade foram
associados com o risco de desenvolvimento de PE.
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Introducao

A pré-eclampsia (PE) ¢ uma sindrome hipertensiva
especifica da gestagdo humana cujos sinais e
sintomas clinicos ocorrem apds a vigésima semana
de gravidez. Caracteriza-se por aumento dos niveis
pressoricos (pressdo arterial sistolica >140mmHg e
pressdo arterial diastolica >90mmHg, aferidas em
duas ocasides com intervalos de, no minimo, 4 horas
entre elas) e proteinaria >300mg/24horas ou >1+ de
proteina detectada no exame de urina tipo I.1

Fatores de risco que predispdem ao surgimento
de PE englobam os extremos da idade reprodutiva,
primiparidade, tempo prolongado entre as gestagdes,
aumento do indice de massa corporal, historia
familiar de PE, hipertensdo preexistente, obesidade,
sindrome metabdlica e diabetes melittus.2

Nao ha um consenso sobre o que desencadeia a
PE, sendo a mesma considerada a doenga das teorias.
No entanto, sabe-se que ha a participagdo de fatores
genéticos, inflamatorios e imunoldgicos. Dentre os
fatores genéticos, a interagdo entre gene-ambiente
ocorre mais em parentes de individuos afetados do
que na populagdo em geral, pois membros da mesma
familia além de compartilharem as informacdes
genéticas, dividem os mesmos fatores ambientais.3

Em relacdo aos fatores imunoldgicos,muitas
citocinas surgem como candidatas no desenvolvi-
mento de PE, dentre elas o Fator de Crescimento
Transformante Beta-1 (TGF-f1).4

O TGF-p1 ¢ um citocina multifuncional que tem
o potencial de alterar o equilibrio entre o sinciciotro-
foblasto e o citotrofoblasto invasivo, do qual
depende o desenvolvimento normal da gestacdo e
contribui para a regulagdo da resposta imune
materna contra o aloenxerto fetal.5 Niveis médios de
TGF-p1 encontram-se aumentados em pacientes com
PE quando comparadas com mulheres normotensas.6

Os polimorfismos rs1800468 e rs1800469 estdo
localizados na regido promotora do gene TGF-S1 e
possuem a fun¢do de regular os niveis de expressao
da proteina e sdo capazes de desencadear alteragdes
nos sitios de splicing,” devido a troca das bases
dessas duas variantes no inicio da transcri¢do do
gene.8

A presenca do alelo polimoérfico A do polimor-
fismo rs1800468 interrompe um consenso de ligagao
da proteina de ligag@o ao fator de transcri¢do nuclear
CRE, que faz com que ocorra uma menor produgdo
de TGF-p1 total na circulag@o.? E, o polimorfismo
rs1800469 parece estar associado a uma atividade
transcricional aumentada,!0 elevando os niveis circu-
lantes de TGF-p1.8.9

Considerando que o gene TGF-f1 exerce sua
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influéncia em inumeros processos fisiologicos e
fisiopatologicos como o desenvolvimento fetal,
processos inflamatorios, supressdo do sistema
imune e surgimento de hipertenso, torna-se interes-
sante avaliar a contribui¢do de polimorfismos neste
gene e o desenvolvimento de PE.11

Portanto, o objetivo desse trabalho foi verificar a
contribui¢do dos polimorfismos rs1800469 ¢
rs1800468 do gene TGF-f1 e de fatores de risco para
o desenvolvimento de PE.

Métodos

Trata-se de um estudo caso-controle, onde foram
selecionadas 257 mulheres com idade entre 18 e 45
anos, sem historico de hipertensdo arterial, doenca
renal ou outras doengas cronicas. O grupo de estudo
foi composto por 88 mulheres diagnosticadas com
PE de acordo com os critérios de classificagdo do
American  College  of  Obstetricians  and
Gynecologists.! A média de idade do grupo de estudo
foi de 27,5 anos (+6,6), a pressao arterial sistolica
(PAS) média foi de 155,4mmHg (£22,4) e a pressao
arterial diastolica (PAD) de 106,6mmHg (£14,6).
Em relacdo ao habito tabagista, 12,5% do grupo de
PE eram fumantes ¢ 27,4% do grupo de estudo
tinham histérico familiar de PE. O grupo controle
foi composto por 169 mulheres sem nenhum tipo de
intercorréncia. A média de idade do grupo controle
foi de 31,8 anos (+7,8), a PAS média foi de
114,3mmHg (+11,6) e a PAD de 75,6mmHg (+13,6).
Em relagdo ao hébito tabagista, 14,6% do grupo
controle eram fumantes e o historico familiar de PE
foi de 5,3%.

Todas as participantes foram selecionadas no
Ambulatério Maria da Gléria e/ou Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro (HC-UFTM) e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da UFTM (CEP / UFTM - CAAE
44460115.1.0000.5154).

Foram coletados 10 mL de sangue periférico de
cada participante do estudo ¢ a extragdo do DNA foi
feita pelo método de fenol-cloroformio.12

A genotipagem das amostras para os polimor-
fismos rs1800469 e rs1800468 do gene TGF-f1 foi
feita por discriminagdo alélica por PCR em tempo
real, com sondas de hidrolise TagMan® (Applied
Biosystems, EUA), (n° dos ensaios: C___ 8708473 10;
C_ 8708474 20, respectivamente). O aparelho
utilizado para a genotipagem foi o StepOnePlus
(AB) e as condigdes para cada ciclo foram: 95 °C por
10 minutos e 40 ciclos de amplificagdo com 95 °C



por 15 segundos ¢ 60 °C por 1 minuto. Em cada ciclo
o aparelho analisou a fluorescéncia emitida dos
alelos selvagem e mutante, marcados como FAM e
VIC.

Os modelos genéticos e os haplotipos foram
analisados através software SNPStat. O teste de Qui-
Quadrado (y2) foi utilizado para testar se as
distribuigdes genotipicas seguiam o equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW). O modelo de regressao
logistica multipla foi utilizado para determinar o
efeito dos fatores de risco e PE. Os modelos
incluiram os seguintes dados: habito tabagista (refe-
réncia: ndo fumante), histérico familiar de PE (refe-
réncia: ndo), primiparidade (referéncia: nio),
presenca do alelo polimorfico T e A (referéncia:
ndo). Os resultados do modelo de regressdo logistica
foram apresentados em Odds Ratio (OR) e intervalos
de confianga de 95% (IC-95%). O poder estatistico
apresentou 80% para deteccdo de associagdo,

Tabela 1
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utilizando o software G POWER 3.1 e o nivel de
significancia considerado foi de 5% (p< 0,05).

Resultados

A analise dos modelos genéticos para os polimor-
fismos rs1800469 e rs1800468 do gene TGF-S1
encontram-se na tabela 1.

Para o polimorfismo rs1800469 nio foi encon-
trada diferenca estatisticamente significativa em
nenhum dos modelos genéticos analisados
(Codominancia: p=0,93; Dominancia: p=0,78;
Recessivo: p=0,87 e Sobredominancia: p=0,70).
Ambos os grupos encontram-se em Equilibrio de
Hardy-Weinberg (PE: 32=0,24; p=0,62; C: 42=0,10;
p=0,75).

Para o polimorfismo rs1800468 também nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa
em nenhum dos modelos genéticos analisados

Analise de modelos genéticos para os polimorfismos rs1800469 e rs1800468 do gene TGF-f7 e Pré-eclampsia.

Caso Controle
Modelo Genétipo OR (IC=95%) ]
n % n %

rs1800469

Codominancia c/C 28 34,6 56 34,4 1,00 0,93
/T 40 49,4 72 46,8 0,90 (0,50-1,63)
T/T 13 16,1 26 16,9 1,00 (0,45-2,24)

Dominancia c/C 28 34,6 56 36,4 1,00 0,78

CT-TIT 53 65,4 98 63,6 0,92 (0,53-1,62)

Recessivo c/C-C/T 68 84 128 83,1 1,00 0,87
T/T 13 16,1 26 16,9 1,06 (0,51-2,20)

Sobredominéancia C/C-T/IT 41 50,6 82 53,2 1,00 0,70
(@4) 40 49,4 72 46,8 0,90 (0,53-1,54)

rs1800468

Codominancia G/G 84 95,5 158 93,5 1,00 0,59
G/A 4 4,5 10 5,9 1,33 (0,40-4,37)
A/A 0 0,0 1 0,6 NA (0,00-NA)

Dominancia G/G 84 95,5 158 93,5 1,00 0,52

G/A-A/A 4 4,5 11 6,5 1,46 (0,45-4,73)

Recessivo G/G-G/A 88 100,0 168 99,4 1,00 0,36
A/A 0 0,0 1 0,6 NA (0,00-NA)

Sobredominéancia G/G-A/A 84 95,5 159 94,1 1,00 0,64
G/A 4 4,5 10 5,9 1,32 (0,40-4,34)

OR= Od(ds ratio, IC= intervalo de confianca.
Regressdo logistica multipla.
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Tabela 2

Prevaléncia dos haplotipos dos polimorfismos rs1800469 e rs1800468 do gene TGF-B71 das mulheres com Pré-eclampsia e

Controles.

Haplétipo Grupo PE Grupo C OR (IC-95%) p
G-C 0,569 0,560 1,00 -
G-T 0,408 0,404 1,01 (0,68 - 1,50) 0,95
A-C 0,022 0,035 1,54 (0,50 - 4,73) 0,46
A-T 0,0 0,0 - -

OR= Od(ds ratio; Grupo PE= Grupo pré-eclampsia; Grupo C= Grupo Controle; IC= intervalo de confianca.
Algoritimo EM

Tabela 3

Analise da contribuicao dos fatores de risco entre os grupos Pré-eclampsia e Controles.

Variavel PE C
analisada OR IC (95%) P
n % n %
Tabagismo 1,82 0,318-0,680 0,496
Sim 10 12,2 23 14,8
Nao 72 87,8 132 85,2
<0,001
Historico familiar 17,76 1,984-4,354
Sim 22 26,8 9 5,8
Nao 60 73,2 146 94,2
<0,001
Primiparidade 19,32 2,163-5,311
Sim 30 36,6 11 7.1
Nao 52 63,4 144 92,9
Polimorfismos 0,665
rs1800469 2,25 0,147-0,432
cC 29 35,4 56 36,1
CT-TT 53 64,6 99 63,9 0,355
rs1800468 2,13 0,674-0,924
GG 78 95,1 144 92,9
GA-AA 4 4,9 11 7.1

OR= Od(ds ratio; IC= intervalo de confianca; C=controle; PE= pré-eclampsia.
Regressao logistica maltipla.
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(Codominancia: p=0,59; Dominancia: p=0,52;
Recessivo: p=0,36 e Sobredominancia: p=0,64).
Ambos os grupos encontram-se em Equilibrio de
Hardy-Weinberg (PE: 42=3,12; p=0,07; C: %2=0,048;
»=0,82).

A prevaléncia dos haplétipos dos polimorfismos
rs1800469 e rs1800468 do gene TGF-f1 encontram-
se na tabela 2 e ndo foi observada diferenca estatisti-
camente significativa.

A anélise de regressao logistica entre os fatores
de risco conhecidos para o desenvolvimento de PE
pode ser observada na tabela 3. Observou-se dife-
renga estatisticamente significativa para recorréncia
familiar (p<0,001) e primiparidade (»p<0,001) em
PE, indicando que esses fatores estdo envolvidos no
desenvolvimento de pré-eclampsia.

Discussao

O presente trabalho investigou os polimorfismos
rs1800469 e rs1800468, da regido promotora do
gene TGF-f1 e a suscetibilidade a PE.

O teste de modelos genéticos (codominancia,
dominancia, recessividade e sobredominancia) nao
encontrou associacdo entre o polimorfismo
rs1800469 do gene TGF-f1 ¢ PE.Nossos resultados
diferem dos encontrados por Deepthi et al.,13 que
analisaram o polimorfismo rs1800469 do gene TGF-
p1, com uma amostra de 469 mulheres indianas,
sendo 239 do grupo com PE e 230 controles. Esses
autores demonstraram associagdo entre o modelo
sobredominante e observaram que o gendtipo TT
predispde a PE, enquanto o gendtipo CT parece ter
um efeito protetor em relagdo ao desenvolvimento
dessa doenga. Esses resultados podem ter sido
encontrados devido a amostra ser maior em relagdo
ao presente estudo e pela populagdo indiana ser
geneticamente homogénea, o que ndo ¢ o caso da
populagao brasileira.

Para o polimorfismo rs1800468 do gene TGF-f1
ndo foram encontrados dados relativos a analise de
modelos genéticos que pudessem ser relacionados
com os resultados obtidos no presente estudo.
Mesmo este estudo sendo pioneiro nesse tipo de
analise, ndo foi encontrado associagdo estatistica-
mente significativa entre o0 modelo de heranca e a
suscetibilidade a PE.

No presente trabalho ndo foi observada diferenga
estatisticamente significativa entre a prevaléncia dos
haplétipos  dos polimorfismos rs1800469 e
rs1800468 do gene TGF-f1 e PE.

Aguilar-Duran et al.14 em um estudo mexicano
analisaram os haplotipos de trés polimorfismos do
gene TGF-f1, rs1800469, rs1800468 e rs1800470 e,

Polimorfismos do Gene TGF-B1 em Mulheres com Pré-Eclampsia

nesse caso, foi encontrado um desequilibrio de
ligagdo moderado. O haplotipo mais frequente foi
rs1800468G/rs1800469C/rs1800470C, no entanto
esse resultado ndo foi associado com o desenvolvi-
mento de PE.

O estudo feito por Deepthi et al.13 analisaram os
haplétipos dos polimorfismos rs1800470 e
rs1800469 ¢ a predisposi¢do ao desenvolvimento de
PE e encontraram que os hapldtipos C-C e T-T estéo
associados a suscetibilidade aumentada para essa
doenga.

Para a analise de regressdo logistica, observou-
se que mulheres com histéria familiar de PE
possuiam um risco aumentado em dezessete vezes de
desenvolver a doenga quando comparadas com
mulheres sem recorréncia familiar. Esses resultados
estdo de acordo com os realizados na Noruega ¢ no
Reino Unido onde filhas de mulheres que tiveram PE
apresentaram duas vezes mais risco de desenvolver a
doenga em comparagdo com mulheres sem historico
familiar. Os dados do Reino Unido ainda descrevem
que mulheres ndo nascidas de uma gestagdo com PE,
mas que relatavam historico familiar dessa doenga
possuiam um risco maior em relagdo as mulheres
sem historico familiar.15.16

Mutze et al.17 também observaram esse compo-
nente hereditario, demonstrando que 25 a 31% das
filhas de mulheres que tiveram PE desenvolvem essa
doenca em sua gestacdo. Ja Cnattingius et al.3
sugeriram que cerca de 67% da suscetibilidade a PE
¢ causada por fatores genéticos, enquanto 32% sédo
de fatores diversos, refor¢ando a natureza multifato-
rial da PE.

Além do histérico familiar de PE, a analise de
regressao logistica demonstrou que mulheres primi-
paras apresentaram risco aumentado em dezenove
vezes de desenvolver PE quando comparadas as
mulheres com mais de duas gestagdes. Esses resul-
tados assemelham-se aos Khader et al.,18 em
mulheres da Jordania, observando um risco aumen-
tado em duas vezes em desenvolver PE na primeira
gestagdo do que em gestagdes posteriores.
Hernandez-Dias et al.19 também demonstraram que
mulheres multiparas sem historia de PE tinham 1%
de risco de desenvolver a doenga, enquanto mulheres
com PE em uma ou duas gestagdes consecutivas
apresentaram de 15 a 30% de risco de recorréncia,
respectivamente.

Esse aumento no risco de PE em mulheres pri-
migestas pode ser explicado pela imaturidade do
sistema imunolégico materno. O aumento da PE em
primiparas pode ser justificado pela diminui¢do do
tempo de exposi¢do aos antigenos paternos, assim o
desenvolvimento da tolerdncia imunoldgica
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necessaria ao aloenxerto fetal fica prejudicado, ocor-
rendo a rejeigdo e, com isso, a suscetibilidade a PE
torna-se aumentada.20,21

Assim, existem poucos dados na literatura
mundial sobre o papel dos polimorfismos rs1800469
e 151800468 do gene TGF-f1 e a suscetibilidade a
PE. Sabe-se que essa doenga ¢ um transtorno
complexo com gravidade clinica variavel.l.22 A PE ¢
uma doenga multigénica, portanto espera-se que
ocorra um envolvimento de diversos genes associ-
ados aos seus mecanismos de desenvolvimento.
Sendo assim, estudos com diferentes genes fazem-se
necessarios na tentativa de compreender o real papel
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