FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Estudo dos polimorfismos do gene da adiponectina
em mulheres com hipertenséo gestacional e pré-
eclampsia

Jackeline de Souza Rangel Machado

Ribeirao Preto-SP
2012



DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Estudo dos polimorfismos do gene da adiponectina
em mulheres com hipertenséo gestacional e pré-
eclampsia.

Jackeline de Souza Rangel Machado

Pré-forma da Dissertacdo apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
como pré-requisito para a obtenc¢do do titulo de
Mestre em Reprodu¢cdo Humana

Area de Concentragéo: Ginecologia e
Obstetricia

Orientador: Prof. Dr. Ricardo de Carvalho
Cavalli

Ribeirdo Preto
2012



AUTORIZO A REPRODUCAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU
ECETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE
QUE CITADA A FONTE.

FICHA CATALOGRAFICA

Machado, Jackeline de Souza Rangel
Estudo dos polimorfismos do gene ADIPOQ da adiponectina
em mulheres com hipertensao gestacional e pré-eclampsia.
Ribeirdo Preto, 2012.

86p. il.; 30cm

Dissertacdo de Mestrado, apresentada a Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto/USP. Area de concentracao:
Ginecologia e Obstetricia.

Orientador: Cavalli, Ricardo C.

1. Adiponectina. 2. Polimorfismos. 3. Pré-eclampsia.
4. Hipertensao arterial gestacional.

FOLHA DE APROVACAO

Jackeline de Souza Rangel Machado



Polimorfismos do gene da adiponectina: associagdo com o desenvolvimento de
hipertenséo gestacional e pré-eclampsia

Dissertacdo de Mestrado apresentada a
Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto
da Universidade de S&o Paulo para
obtencdo do titulo de Mestre em
Reproducdo Humana

Area de concentracdo: Ginecologia e

Obstetricia

Aprovado em:

Banca examinadora:

Prof. Dr.
Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:




Dedico esse trabalho a meus pais que sempre
lutaram para que seus filhos adquirissem uma das
maiores riquezas do mundo “o conhecimento” e
mantiveram nossa familia sempre unida. A meus
irmaos por me apoiarem, a minha avé Dulce, que
embora ndo esteja mais aqui sempre estard me
protegendo, e em especial Ana Carolina e a Lorena
por compartilharem seu conhecimento, por sua
amizade, apoio e compreensao durante essa jornada,

tornando possivel a concluséo desse trabalho.

Agradecimentos



Aprendi que nada na vida se conquista sem esfor¢co e determinacéao,
certamente a conclusdo deste trabalho exigiu muito dos dois, mas acima de
tudo sé foi possivel gracas ao apoio, incentivo e solidariedade de muitos, e a

eles gostaria de demonstrar toda minha gratidao.

“Acima de tudo, na vida, temos necessidade de alguém que nos obrigue a
realizar aquilo de que somos capazes. E este o papel da amizade."

Ralph Waldo Emerson

Agradeco a minha familia por estar sempre ao meu lado me amando, apoiando

e me fortalecendo, tudo que sou hoje devo a voceés.

A meus amigos que me ajudaram a manter a sanidade e alegria.

As minhas amigas Lorena e Ana Carolina que sempre foram um exemplo a ser
seguido, por sua determinacédo, competéncia, inteligéncia, profissionalismo, por
sempre estar ao meu lado, me ensinando, incentivando, por me ajudar todos os

dias com meu trabalho e principalmente e por sua fé em mim.

A Ana Carolina Bueno, pela paciéncia, atencdo e por compartilhar seu

conhecimento.

Ao meu orientador Prof. Dr. Ricardo de Carvalho Cavalli, que confiou em minha
capacidade desde o inicio, por me dar a oportunidade de crescer como
profissional e como pessoa.

A todos do Laboratério de Farmacologia principalmente ao Prof. Dr. José

Eduardo Tanus dos santos.

A todos do Departamento de Ginecologia e Obstetricia por serem sempre muito
competentes e atenciosos, principalmente a Suelen.
Aos membros da banca, por aceitarem o convite, abdicarem dos seus afazeres

diarios e assim contribuirem para a concluséo desse trabalho. Muito Obrigada.



"Talvez ndo tenhamos conseguido fazer o melhor, mas lutamos para que o
melhor fosse feito, ndo somos o0 que deveriamos ser e ndo Somos 0 que iremos
ser, mas gracas a Deus ndo somos o0 que éramos."

Martin Luther King



Resumo




Resumo

Machado, J. S. R. Estudo dos polimorfismos do gene da adiponectina em
mulheres com hipertensdo gestacional e pré-eclampsia. 2012. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Introducéo: a adiponectina esta envolvida na homeostase energética, através
da regulacdo do metabolismo glicidico e lipidico. Adicionalmente, apresenta
propriedades anti-inflamatorias e antiateroscleréticas. Polimorfismos no gene
da adiponectina (ADIPOQ) podem modular as concentracdes de adiponectina.
A influéncia desses polimorfismos no desenvolvimento da hipertenséo
gestacional (HAG) e da pré-eclampsia (PE) é desconhecida.

Objetivo: o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia dos polimorfismos
no gene ADIPOQ sobre o desenvolvimento da hipertensdo gestacional e da
pré-eclampsia.

Pacientes e métodos: Foram estudadas 401 gestantes sendo 161 gravidas
saudaveis (GS), 113 com HAG e 127 com PE. Os polimorfismos do gene
ADIPOQ -11391G>A (rs17300539), -11377C>G (rs266729), 45T>G
(rs2241766) e 276G>T (rs1501299) foram genotipados através de
discriminagéo alélica por reacdo de PCR em tempo real. Os haplétipos foram
inferidos através do programa PHASE 2.1.

Resultados: ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
nas freqiiéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados. Na analise
dos haplétipos, observamos pequenas diferencas nas frequiéncias haplotipicas
entre 0os grupos estudados, no entanto, nenhuma destas diferencas foi
estatisticamente significativa (P>0,05).

Conclusao: N&o encontramos nenhuma associacdo entre as variantes
genotipicas e alélicas dos polimorfismos no gene ADIPOQ com o
desenvolvimento de hipertensao arterial gestacional e pré-eclampsia.

Palavras-chave: Hipertensdo Gestacional; Pré-eclampsia; Adiponectina;
Polimorfismo.
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Abstract

Machado, J. S. R. Study of polymorphisms of the adiponectin gene in
women with gestational hypertension and preeclampsia. 2012. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Introduction: adiponectin is involved in energy homeostasis by regulating
glucose and lipid metabolism. Additionally, it presents anti-inflammatory and
anti-atherosclerotic functions. Polymorphisms in adiponectin gene (ADIPOQ)
can modulate the concentrations of adiponectin. The influence of these
polymorphisms on the development of gestational hypertension (GH) and
preeclampsia (PE) is unknown.

Aim: The aim of this work was to examine the influence of polymorphisms in
the gene ADIPOQ on the development of gestational hypertension and
preeclampsia.

Patients and Methods: we studied 401 pregnant women: 161 healthy pregnant
(HP), 113 pregnants with gestational hypertension (GH) and 127 pregnants with
preeclampsia (PE). Polymorphisms ADIPOQ -11391G>A (rs17300539), -
11377C>G (rs266729), 45T>G (rs2241766) and 276G>T (rs1501299) were
genotyped by allelic discrimination by PCR in real time. Haplotypes were
inferred using the PHASE 2.1 program.

Results: there were no statistically significant differences in allele and genotype
frequencies of the polymorphisms studied. In the analysis of haplotypes, we
observed small differences in haplotype frequencies between groups, however,
none of these differences was statistically significant (P> 0.05).

Conclusion: we found no association between the genotypic and allelic
variants of the ADIPOQ gene polymorphisms with the development of
gestational hypertension and preeclampsia.

Keywords: Gestational hypertension, preeclampsia; Adiponectin;
Polymorphism.
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1.0 Introducéo

1.1 Alterac0Oes fisioldgicas da gestacao

Durante a gestacdo normal sdo observadas diversas adaptacoes
cardiovasculares na gestante que permitem o suprimento constante de
nutrientes e metabdlitos ao feto, sem comprometer as necessidades maternas.
Estas alteracdes sao resultantes de interagcbes complexas entre hormonios,
substancias vasoativas e varios outros fatores (Pridjian, G. and J. B. Puschett
2002) . A gravidez é acompanhada por aumento de todos os fluidos corporais,
inclusive do volume sanguineo (VS) na magnitude de 40-50% (Hytten, F. E.
and D. B. Paintin 1963; Rovinsky, J. J. and H. Jaffin. 1965). A frequéncia
cardiaca (FC) também apresenta elevacdes de 22-26% (Clapp, J. F. and E.
Capeless. 1997) . Como o débito cardiaco (DC) é resultado do produto da FC x
VS, o mesmo também estd aumentado em aproximadamente 30-50%
(Robson, S. C. et al. 1989), fato esse de extrema importancia que permite fluxo
constante e flexivel conforme as necessidades do feto, além de suprir as
necessidades maternas. A partir destas alteracbes hemodinamicas,
poderiamos esperar um aumento da pressao sanguinea durante a gravidez. No
entanto o contrario é observado, ou seja, uma gravidez normal é caracterizada
por diminuicBes da pressdo sanguinea sistolica e diastélica até a 16° e 20°
semana de gestacdo (MacGillivray, I. et al. 1969; Page, E. W. and R.
Christianson. 1976). Esta reducdo nos niveis pressoéricos deve-se a diminuicédo
significativa da resisténcia vascular periférica secundariamente a
vasodilatacdo, reducdo da resposta aos vasoconstritores e angiogénese

(Chesley, L. C. et al. 1965; Gant, N. F. et al. 1974).
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Entretanto, em algumas mulheres a gravidez ndo € acompanhada por
estas alteracbes hemodindmicas que permitem a acomodagdo do volume
circulante e consequente decréscimo da pressao sanguinea. Nestas mulheres,
apos a 20° semana de gestacdo, é possivel a deteccdo de hipertenséo
caracterizada por pressdo arterial sistolica =140mmHg e/ou diastolica
=290mmHg em duas tomadas de pressdo, com intervalo de 4h, em repouso.
Nos casos onde a hipertensdo € acompanhada por proteindria (maior que 0,3
g/L em urina 24 horas), temos o diagnéstico de pré-eclampsia (PE). A
hipertensdo arterial gestacional (HAG) é diagnosticada quando ao quadro de
hipertensdo n&o se associa proteindria significativa. E importante ressaltar que
mulheres com HAG e PE nado apresentam manifestacdes hipertensivas antes

da gestacédo (Pridjian, G. and J. B. Puschett 2002) .

1.2 Relevéancia das doencas hipertensivas gestacionais

O aumento da pressdo sanguinea em gestantes tem efeitos deletérios
sobre diversos sistemas, principalmente vascular, hepatico, renal e cerebral.
Todas as complicacbes observadas nestes sistemas podem explicar a alta
morbimortalidade materna e perinatal em mulheres com PE e HAG, fazendo
destas patologias as principais causas de morte materna no Brasil e no mundo
(Saftlas, A. F. et al. 1990; Laurenti, R. et al. 2004). A incidéncia mundial de PE
de 2-10% das gestacdes (World Health Organization International Collaborative
Study of Hypertensive Disorders of Pregnancy. 1988; Gaio, D.S. et al. 2001). E
interessante ressaltar que existem alguns fatores de risco que aumentam a
probabilidade de uma gestante apresentar PE, tais como hipertensédo e

diabetes pré-existentes, obesidade e etnia.
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1.3 Fisiopatologia da pré-eclampsia

Embora a fisiopatologia da pré-eclampsia ndo tenha sido totalmente
elucidada, fatores como predisposi¢céo genética e desordens imunoldgicas que
resultam em isquemia placentaria e lesdo endotelial, além de falha da
placentacdo, sdo amplamente aceitos, sendo a isquemia placentaria
considerada um fator primordial para o desenvolvimento da doenca (Brosens
ILA et al. 1972). Porém, acredita-se que a PE seja uma doenca multifatorial,
exigindo que os estudos sejam cada vez mais abrangentes.

Como citado anteriormente, a reducdo na perfusdo placentaria tem sido
aventada como um fator primordial para desenvolvimento da PE (figura 1). No
inicio do segundo trimestre da gestacao normal (18-20 semanas), instala-se um
processo referido como “pseudovasculogenese”, caracterizado pela migracao
das células do citotrofoblasto em direcdo as arteriolas uterinas espiraladas,
onde sofrem diferenciacdo em células com fenétipo endotelial. Nesse processo,
ocorre remodelacdo gradual da camada endotelial destes vasos e destruicéo
do tecido elastico-muscular das artérias e arteriolas, tornando-as mais
dilatadas (Lyall, Bulmer et al. 1999; Redman and Sargent 2005). Esta
migracao/diferenciacdo das células do citotrofoblasto € consequente as
alteracdes nos perfis de expressado de certas citocinas, moléculas de adesao,
constituintes da matrix extracelular, metaloproteinases e dos antigenos de
histocompatibilidade (HLA-G) (Roberts, Taylor et al. 1991). Todas essas a¢cdes
citotrofoblasticas que culminam com o aumento do calibre das arteriolas
espiraladas asseguram suprimento sanguineo adequado ao crescimento fetal

(Lyall, Bulmer et al. 1999).
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Parece que na PE ocorre auséncia ou diminuicdo da invasao
trofoblastica, levando a modificacdo incompleta das artérias espiraladas
maternas e, consequentemente, a reducdo da perfusdo sanguinea placentéria
(Roberts, Taylor et al. 1991; Redman and Sargent 2005) e suas consequéncias
maléficas.

A demanda placentéria necessaria para corrigir o suprimento sanguineo
inadequado ao feto é muito maior, comprometendo a irrigacdo dos 6rgdos

maternos. Nesse estagio, a sindrome torna-se sistémica e afeta mdultiplos

orgaos, com presenca de edema generalizado (Roberts, Taylor et al. 1991).

Placentacido Normal Placentacio Anormal

Q'! Citotrofoblasto | |
: endovascular

itrofoblasto
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Figura 1. Representacdo esquematica da fisiopatologia da pré-eclampsia (Redman

and Sargent 2005). Adaptada de Redman, et al., 2005.

Na PE hé evidencias de um desequilibrio entre agentes vasodilatadores
e vasoconstritores, resultando em reducdo da perfusdo placentaria e hipoxia
gue, de certa forma, estariam relacionadas a liberacdo de fatores na circulacéo
materna ocasionando disfuncéo endotelial sistémica (Noris, Perico et al. 2005;
Sandrim, Palei et al. 2008). Alguns fatores presentes na PE como resisténcia a
insulina, alteracbes na funcdo imune e disfuncdo endotelial podem estar
relacionados a adiponectina (Carvalho et al, 2006)

Na atualidade, sabe-se que a adiponectina aumenta a sensibilidade a
insulina (Tilg, H. and Moschen. A.R. 2006). Estudos tém demonstrado que 0s
niveis séricos de adiponectina sdo menores em pacientes com resisténcia a
insulina e Diabetes mellitus tipo 2 quando esses sdo comparados a individuos
saudaveis (Hotta K. et al. 2000; Matsuzawa Y. et al. 2004; Weyer C. et al. 2001;
Menzaghi, C. et al. 2004). Por sua vez, a resisténcia a insulina pode dar inicio a
uma série de eventos, dentre eles a sindrome metabdlica (SM) e a disfuncdo
endotelial, achados frequentes na PE. Além disso, estudos ja comprovaram a
relacdo entre resisténcia a insulina e desenvolvimento subsequente de
hipertensdo na gestacao (Solomon, C.G. et al. 1994).

Uma das consequéncias da SM ¢€ alteracdo na resposta vasoconstritora,
explicada pelo fato de que altos niveis circulantes de insulina causam retencéo
de sodio e outros efeitos vasculares, tais como proliferacdo e expansao de
matriz celular e da musculatura lisa dos vasos (Stehouwer C.D.A. et al. 1997).
Na presenca de hiperinsulinemia, fatores neuro-humorais tais como

angiotensina Il (Ang Il), endotelina (ET) e vasopressina (VP) também
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estimulam a proliferacdo de células do musculo liso vascular e do endotélio. A
insulina também modifica o transporte ibnico através da membrana celular,
aumentando os niveis de calcio citosdlico dos tecidos renal e vascular. Além
disso, o efeito desse horménio sobre diversos fatores de crescimento contribui
para o desenvolvimento da lesdo vascular ao potencializar o processo
aterosclerético. Em pessoas geneticamente predispostas a hipertenséo arterial
e/ou nefropatia, todos esses fatores contribuem para acentuar a lesdo da
vasculatura e dos érgaos-alvo (Carvalho, M H C. et al. 2006).

Com relagéo a alteracao na funcéo imune, alteracdes das células T e dos
macroéfagos durante a PE podem desencadear a producéo de citocinas como o
TNF-alfa e a IL-1(ndo abreviar a 12 vez), que sdo os principais mediadores
proinflamatérios. Niveis elevados do TNF-alfa podem causar disfuncéo
endotelial direta e indiretamente, o que ja foi demonstrado em estudos
relacionados a PE (Pober, J.S. and Cotran, R.S.1990; Chen,G. et al. 1996). Os
niveis de TNF-alfa podem ser modificados por diferentes concentracbes de
adiponectina, uma vez que a mesma inibe a expressdo desta citocina
proinflamatdria (Tilg, H. and Moschen. A.R. 2006).

A disfuncdo endotelial presente na PE resulta em menor disponibilidade de
oxido nitrico (NO) e/ou no desequilibrio de fatores de relaxamento e contragdo
derivados do endotélio, como a endotelina-1, a angiotensina e oxidantes (Pré-
eclampsia: etiologia e pratica clinica, 2009). O NO desempenha um papel
fundamental na regulacdo do tdnus vascular e além de seu efeito
vasodilatador, o0 NO também protege contra a lesdo vascular, inflamacéao e
trombose através da inibicdo da adeséo de leucdcitos e plaquetas ao endotélio.

A adiponectina por sua vez atua como protetora contra o desenvolvimento da
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disfuncdo endotelial por promover a geracdo de NO através da ativacdo da
sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS). Além disso, essa a adiponectina
inibe a geracdo de superoxido e aumenta a atividade da (eNOS) nas células
endoteliais (Zhu W. et al. 2008) (figura 2). Assim, a redug¢do dos niveis de
adiponectina pode ser associada a disfungcédo endotelial (Ouchi N. et al. 2003).
Corroborando essa idéia, a hipoadiponectinemia parece estar associada com
comprometimento da vasodilatacdo dependente do endotélio (Szmitko P.E. et
al. 2007).

Reforcando esses dados, estudos mostram que gravidas com PE
apresentam niveis alterados de adiponectina (Ramsay, J. et al. 2003; Avci, I. et

al. 2010).

‘ Adiponectina protege contra:

Adiponecna de-alto ‘ Disfuncio endotelial ‘ | Tieian s ErisEas aa placa | ‘ Rupiura da placa e trombose
peso molecular
JICAM-1 JFormacio de células ft TIMP-1
eNOS IVCAM-1 espumosas 3 Agregaciio plaquetaria
L Apoptose de CE JE-Selectina 8 Oxidaciio LDL O Formacio de tromhos
{Formacdo ROS D NF«B U Proliferacéio de CML O Desgaste da capa fibrosa
& 11-8 JMigracio de CML
{IL-10

Saudavel

A Estados de haixas concentrages
| : ;
' de adiponectina promovem:

‘ ‘ Ruptura da placa e trombose

Figura 2. Acgles anti-inflamatérias e antiateroscleréticas da adiponectina. A

Ativagio das células endoteliais | | Iniciagdo progressdo daplaca

adiponectina, através das suas acdes anti-inflamatérias acdes sobre o endotélio

vascular, € um regulador molecular da aterosclerose. Adiponectina parece proteger
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contra todas as fases da formacdo de placas ateroscleréticas, mantendo o endotélio
funcional e saudavel, além de proteger contra trombose. NO, 6xido nitrico; eNOS,
sintase endotelial do éxido nitrico, EC, células endoteliais; ROS, espécies reativas de
oxigénio; TNF, fator de necrose tumoral; IL, interleucina; CML, célula muscular lisa;
HMW, adiponectina de alto peso molecular; TIMP-1, inibidor tissular de
etaloproteinase-1 (Szmitko P.E. et al. 2007). Adaptada de Szmitko P.E. et al. 2007.

1.4 Adiponectina

A adiponectina é um dos hormonios protéicos secretados pelos adipécitos e
esta envolvida na homeostase energética, através da regulacdo do
metabolismo glicidico e lipidico. Adicionalmente, ela apresenta propriedades
anti-inflamatorias e antiateroscleréticas (Fonseca, A., Miriam, H. et al. 2006).

A caracterizagdo do gene da adiponectina foi realizada simultaneamente
por grupos independentes. Isto explica a diversidade existente na nomenclatura
deste gene: ACRP30 (adipocyte complement-related protein of 30kDa),
ADIPOQ, APM1 (adipose most abundant gene transcript) e GBP28 (gelatin-
binding protein, 28 kDa) (Kershaw E.E. and Flier, J.S. 2004).

O gene humano da adiponectina (gene ADIPOQ) estd localizado no
cromossomo 3g27, apresentando um tamanho molecular de cerca de 16
kilobases (kb), sendo composto por 3 exons e 2 introns (Kadowaki T. et al,
2006). O gene ADIPOQ apresenta homologia importante com os genes do
colageno VIII e X e com a proteina Cl1q do complemento. A adiponectina
apresenta peso molecular de 28kDa. E composta por 244 aminoéacidos,
incluindo um peptideo sinalizador, uma por¢cdo amino-terminal (N-terminal) e
uma porcao carboxi-terminal (C-terminal). A por¢cdo N-terminal € composta por
uma sequéncia curta de repeticbes G-X-Y, semelhante ao colageno. Esta

molécula ndo possui porcdo transmembrana hidrofébica. No plasma, trés
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formas circulantes da adiponectina podem ser encontradas: a forma globular ou
trimérica de baixo peso molecular (LMW), a forma hexamérica de peso
molecular médio (MMW) e a forma de peso molecular elevado (HMW),
considerada forma integra da adiponectina (Kadowaki, T., Yamauchi, N.T. et al.
2006). Ela corresponde a aproximadamente 0,01% das proteinas plasmaticas
totais, variando entre 5 a 30ug/mL (Jazet, I.M. et al. 2003; Ouchi, N., Kihara, S.,
Arita, Y., et al. 1999).

A acdo da adiponectina € mediada por dois receptores especificos: o
receptor de adiponectina tipo 1 (ADIPOR1) e tipo 2 (ADIPOR2). As acles
antidiabéticas da adiponectina sdo mediadas por esses receptores e a
expressao reduzida dos mesmos estd associada a um aumento da resisténcia
insulinica. O gene do ADIPORL1 é expresso em varios tecidos, principalmente
no musculo esquelético e apresenta maior interagdo com a adiponectina
globular e menor interagdo com a adiponectina integra. O gene do ADIPOR2 é
expresso de forma abundante no tecido hepéatico e apresenta afinidade
intermediéria tanto para a forma globular quanto para a forma integra da
proteina (Kershaw E.E. and Flier, J.S. 2004). Estes receptores sao proteinas de
membrana, sendo a por¢cdo N-terminal intracelular e a porgdo C-terminal
extracelular (Kadowaki, T., Yamauchi, N.T. et al. 2006). No endotélio, a
adiponectina estimula a fosforilacdo da eNOS em Serl177 e também aumenta
a interacdo entre eNOS e HSP90 (heath-shock protein 90), formando um
complexo necessario para a ativacdo maxima da eNOS. APPL1 é uma proteina
adaptadora endosomal que esta envolvida na transducao de sinal de multiplos

estimulos extracelulares. A superexpressao da forma constitutivamente ativa
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da AMPK é suficiente para estimular a ativacdo da eNOS e a producdo de NO

(Zhu W. et al. 2008) (Figura 3).
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Figura 3. Eventos de sinalizacdo intracelular que medeiam as acOes da

adiponectina nas células endoteliais (Zhu W., et al. 2008). Adaptada de Zhu W.
et al. 2008.

1.5 Polimorfismos no gene ADIPOQ
Estudos genéticos tém fornecido evidéncias sobre o papel da

adiponectina na sindrome metabdlica, diabetes mellitus tipo 2 e obesidade.
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Recentemente, varios estudos tém confirmado a associacdo de polimorfismos
do gene da adiponectina (ADIPOQ) do tipo Single Nucleotide Polymorphisms -
Polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNPs) com resisténcia periférica a
insulina, hipertensdo, sindrome metabdlica e risco cardiovascular (Melistas, L.
et al. 2009; Filippi, E. et al. 2004; Leu, H.B. et al.2011; Jang, Y. et al 2005).
Concentragbes reduzidas de adiponectina resultam da interacdo entre esses
polimorfismos SNPs e fatores ambientais (Kadowaki, T. and Yamauchi, T.
2005).

A literatura mostra estudos sobre a relacdo entre variantes dos
polimorfismos +45T>G e +276G>T, localizados respectivamente no exon 2 e
intron 2 (figura 4) e o desenvolvimento da PE. Saarela, T. et al., em 2006,
demonstrou que o gendtipo TT quando comparado aos genétipos GG e GT no
SNP +276G>T foi associado a protecdo contra PE (P = 0,012). Nesse estudo,
as distribuicdbes gendtipicas e alélicas do SNP +45T>G nao foram
estatisticamente diferentes entre os grupos estudados. Na andlise dos
hapl6tipos estimados, os haplétipos T-G e G-G foram significativamente mais
frequéntes no grupo de PE (P = 0,042) quando comparados com o haplétipo T-
T, reforcando a associacdo de haplétipos do SNP +45T>G e SNP +276G>T
com a susceptibilidade a PE (Saarela, T. et al. 2006).

Embora existam indicagcdes de que os polimorfismos -11391G>A e -
11377C>G, localizados na regido promotora (figura 4), possam regular as
concentracfes plasmaticas de adiponectina, ndo ha relatos de estudos que
associem esses dois ultimos polimorfismos com o desenvolvimento de HAG ou

PE.
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Figura 4. Representacdo esquematica do gene ADIPOQ. Os exons aparecem

representados como retangulos e os introns como linhas horizontais.

2.0 Justificativa

De maneira geral, pode-se inferir que polimorfismos do gene ADIPOQ
modulam a expressado e/ou funcdo da adiponectina, favorecendo assim o
desenvolvimento de doencas. No entanto, ndo encontramos nenhum estudo
analisando simultaneamente a associacdo dos polimorfismos +45T>G e
+276G>T, localizados respectivamente no exon 2 e intron 2 e -11391G>A e -
11377C>G, localizados na regido promotora, com o desenvolvimento de HAG e

PE, fato este que justifica a importancia do presente trabalho.
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3.0 Hipotese

Neste estudo, formulamos a hipotese de que pode haver associagao
entre os polimorfismos do gene ADIPOQ e o risco de desenvolvimento de HAG

ou PE.

37



Objetivos
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4.0 Objetivos

Verificar a associagéo entre os polimorfismos 11391G>A (rs17300539), -
11377C>G (rs266729), 45T>G (rs2241766) e 276G>T (rs1501299) localizados
no gene ADIPOQ e a ocorréncia de HAG ou PE;

Investigar se haplétipos do gene da adiponectina que incluam os quatro

polimorfismos acima mencionados estao associados com PE ou HAG.
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5.0 Pacientes e métodos
5.1 Selecé&o das participantes

Para realizacdo deste estudo foram selecionadas 113 gravidas com
HAG e 127 gravidas com PE, em seguimento no Ambulatorio de Gestacéo de
Alto Risco do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sédo Paulo (HCFMRP-USP), além de 161 gestantes
sadias do Ambulatério de Pré-natal de Baixo Risco do Centro de Referéncia da
Salde da Mulher (MATER), pelo método de amostragem por conveniéncia.
Todas as voluntarias que aceitaram participar desse estudo, apds explicacdo
detalhada do projeto, assinaram o “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido” (em anexo).

Os diagnésticos de HAG ou PE foram realizados com base nas
orientacdes da Federacdo Brasileira das Sociedades de Ginecologia e
Obstetricia (Vasconcelos MJA 2002). Foram classificadas como portadoras de
HAG as gestantes com idade gestacional superior a 20 semanas, pressao
arterial sistélica > 140mmHg e/ou diastdlica > 90mmHg, em duas tomadas de
pressao, com intervalo de 4h, em repouso e com valores de proteinudria
inferiores a 300 mg /24 horas. As gestantes com esses mesmos niveis
pressoricos, com mais de 20 semanas e com proteindria superior a 300 mg /24

horas receberam o diagnéstico de PE.

5.1.2 Critérios de incluséo
Foram incluidas neste estudo gestantes com idade gestacional igual ou
superior a 20 semanas e com diagnoéstico de hipertensao arterial gestacional

(HAG) e pré-eclampsia (PE).
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5.1.3 Critérios de excluséo
Foram excluidas pacientes que apresentaram as seguintes patologias:

cardiopatias, diabetes e hipertensao arterial crénica (HAC).

5.2 Métodos
5.2.1 Coleta e processamento das amostras de sangue

O procedimento de coleta foi realizado em uma sala com temperatura
ambiente, onde as gestantes permaneceram sentadas permitindo a regulagem
da altura do braco necessaria para a coleta. As pacientes foram informadas
sobre o procedimento a ser realizado. Inicialmente foram realizados todos os
procedimentos antissepsia do local da puncdo necessarios para prevenir a
contaminagao direta do paciente e da amostra, antes de cada coleta o
responséavel realizada a higienizacdo adequada das maos e calcavas as luvas
descartaveis.

A metodologia utilizada para a coleta foi a que utiliza o sistema a vacuo,
no entanto, em algumas pacientes com acessos venosos dificeis utilizou-se
escalpe. As agulhas e os tubos utilizados na coleta foram descartados em local
adequado.

Foram coletados 10 mL de sangue venoso periférico de cada paciente
incluida no estudo, empregando-se procedimentos de rotina. As amostras
foram coletadas utilizando-se EDTA como agente anticoagulante. Apos a
homogeneizacdo do sangue, aliquotas destinadas a genotipagem foram

armazenadas em trés tubos devidamente rotulados e armazenados a —20°C.

5.2.2 Equipamentos utilizados
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- Centrifuga (CELM LS — 3 plus)

- Real time - PCR (Real Time 7500 System (Applied Biosystems)

- Banho Maria (Nova Etica)

- Espectrofotbmetro para quantificacdo da concentracdo de DNA gendmico

extraido (Thermo Scientific, USA)

5.2.3 Extragc&do do DNA gendmico (Sambrook J, R. D. M. C. 2001).

Para a extracdo do DNA de cada amostra, em trés tubos eppendorfs
adicionamos 300uL de sangue total e 900uL de tampéao de lise de hemécias.
ApOs homogeneizagdo por 10min, os tubos foram centrifugados por 20s a
maxima velocidade (temperatura ambiente). O sobrenadante foi descartado e
os pellets foram reunidos em um Unico tubo. Adicionamos tampao de lise
celular gelado, e os tubos foram homogeneizados invertendo-os de 30 a 50
vezes (precipitacdo SDS). Adicionamos 3uL de proteinase K (20mg/mL) a esse
tubo que foi incubado em banho-maria a 55°C de 3 a 16h, sendo resfriado a
temperatura ambiente posteriormente. Entdo, 200uL de solucdo de acetato de
potassio foram adicionados, misturando em vortex por 20s. Incubamos em gelo
por 5min, e em seguida centrifugamos a velocidade maxima por 3min a 4°C.
Em um novo tubo colocamos o sobrenadante juntamente com 600uL de alcool
isopropilico (Isopropanol). Este foi homogeneizado e centrifugado a maxima
velocidade por 1min a 4°C, sendo o sobrenadante descartado por decantacao.
Foram adicionados 600uL de Etanol 70% ao pellet de DNA, para lava-lo, e
depois centrifugamos a maxima velocidade por 1min.

Removemos o sobrenadante por aspiracdo e com papel de filtro. O pellet

de DNA foi seco a temperatura ambiente por 15min, e em seguida foi
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redissolvido em 50uL de TE (pH 7,6) e incubado em banho-maria a 65°C por
1h, ou 16h a temperatura ambiente, para hidrata-lo. Posteriormente, realizamos
a quantificacdo do DNA genbmico em espectrofotbmetro (Thermo Scientific,

USA).

5.2.4 Genotipagens

Os polimorfismos do gene ADIPOQ, na regido promotora (-11391G>A, -
11377C>G) e no exon 2 e intron 2 (+45T>G e +276G>T, respectivamente)
foram genotipados a partir do DNA gendmico pelo método de discriminagéo
alélica por PCR em tempo real. As genotipagens foram realizadas no aparelho
Real Time 7500 System (Applied Biosystems).

As sequéncias de primers e probes foram determinadas com o auxilio do
Applied Biosystems Design Service e do software File Builder 3.0. Os ligantes
fluorogénicos utilizados foram FAM e VIC. Para a realizagdo da genotipagem
foram utilizados 3,125 pL de TagMan 2x Universal Master Mix® (Applied
Biosystems, CA), 0,156 uyL de primer-probe (470 nM e 100 uM,
respectivamente), 3,0 uyL de DNA e 0,46 uL de &gua purificada livre de
DNAse/RNAse, resultando em um volume total de 6,74 uL por reagcdo. Uma
placa de 96 pocos por amostra foi usada para genotipar o polimorfismo em
cada individuo. DNA com gendétipo conhecido foi utilizado como controle
positivo e agua como controle negativo em cada experimento.

A nomenclatura oficial dos polimorfismos estudados, sua localizac&o
gendmica e a identificacdo do ensaio especifico, fornecido pelo fabricante

(Applied Biosystems), encontram-se na tabela 1.
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Tabela 1. Identificacéo e localizacdo dos polimorfismos do gene ADIPOQ estudados e

cbdigos dos respectivos ensaios para a discriminagéo alélica por PCR em tempo real.

Polimorfismo Identificacdo
(n° de bases em relagdo ao ATG)  (Referense SNP)

Identificagdo do ensaio

Localizacdo no gene (Applied BiosystemsTM)

-11391G>A rs17300539 Regido promotora c 33187774 10
-11377C>G rs266729 Regido promotora ¢ 2412786 10
45T>G rs2241766 Exon 2 c 26426077 10
276G>T rs1501299 Intron 2 ¢ 7497299 10

5.2.5 Variaveis genotipicas

Os individuos foram divididos em trés grupos para cada polimorfismo
estudado, segundo a presenca ou nao da forma nativa do alelo. As categorias
genotipicas foram as seguintes: homozigoto para a forma nativa (-11391GG, -
11377CC, +45TT e +276GG), heterozigoto (- 11391 GA, -11377CG, +45TG e
+276GT) e homozigoto para a forma variante (-11391AA, -11377GG, +45GG e

+276TT).

5.2.6 Analise estatistica

As caracteristicas clinicas e bioquimicas foram comparadas entre os
grupos estudados utilizando-se o teste t de Student ndo-pareado, ANOVA de
uma via, e qui-quadrado para variaveis nominais. Valores de P<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Foi feita a corre¢cdo de Bonferroni
para as frequéncias genotipicas e alélicas, sendo considerados
estatisticamente significativos valores de P<0,01(P= 0,05/5 analises).

As distribuicbes dos gendtipos para cada polimorfismo foram avaliadas

guanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg. O Programa PHASE v2.1 foi utilizado
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para a determinacdo dos haplotipos resultantes da combinacdo dos quatro
polimorfismos (-11391G>A, -11377C>G, 45T>G e 276G>T) e estimativa da
freqUuéncia destes. Diferencas nas frequéncias genotipicas, alélicas e
haplotipicas foram avaliadas pelo teste do qui-quadrado (x?). Valores de P<0.05

foram considerados estatisticamente significantes.

5.3 Considerag6es Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP em

20/07/2009 sob o niumero 5182/2009 (em anexo).
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6. Resultados

Na tabela 2 estdo sumarizadas as caracteristicas das 401 gestantes
selecionadas para este estudo. N&ao foram detectadas diferencas significativas
entre as gestantes saudaveis (GS), as com HAG e as com PE em relacédo a
etnia, tabagismo, freqiéncia cardiaca, concentracdo de hemoglobina e
hematdcrito. Entretanto, houve diferencas significativas quanto a idade, indice
de massa corporal (IMC), pressdo sanguinea sistélica, pressdo sanguinea
diastolica, glicemia, creatinina, proteindria, peso fetal, idade gestacional da
coleta e idade gestacional do parto.

Com relacdo a idade, as gestantes com HAG e as gestantes com PE
apresentaram idade mais elevada quando comparadas as gravidas saudaveis.
O IMC médio do grupo controle foi menor que os das gestantes com HAG e
PE. Como esperado, as gestantes com HAG e PE apresentaram niveis
pressoricos sistélicos e diastdlicos maiores quando comparados aos das
gestantes saudaveis. Entretanto, esses valores foram inferiores a 140/90
mmHg, uma vez que a maioria dessas pacientes estava utilizando terapia
farmacoldgica hipotensora (metildopa).

As gestantes com HAG e PE apresentaram valores médios de glicemia
de jejum maiores quando comparadas com as GS. As concentracbes médias
de creatinina foram menores nas gestantes com HAG em relagcédo as GS e com
PE. Observamos que a proteindria, foi superior em mulheres com PE
comparadas com aquelas com diagnodstico de HAG. O peso de nascimento
médio foi menor nas gestantes com PE, assim como a idade gestacional da
coleta e a idade gestacional do parto, quando comparadas com as GS e

aquelas com HAG.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados.

Parametros GS (n=161) HAG (n=113) P PE (n=127) P
Idade (anos) 24,75+0,4 26,90+ 0,6* 0,0059 26,98+0,6* 0,0100
Etnicidade (% brancas) 67,80 77,20 NS 74,20 NS
Fumante (%) 11,80 13,60 NS 6,40 NS
IMC (Kg/m?) 23,30+0,3 28,76+0,6* P<0,0001 27,11+0,5* P<0,0001
PAS (mmHg) 111,6040,8 133,10+1,6* P<0,0001 140,30+1,9*" P<0,0001
PAD (mmHg) 72,10+0,7 84,33+1,1* P<0,0001 88,42+1,1*" P<0,0001
FC (batimentos/min) 82,65+0,7 81,63+0,7 NS 82,89+0,8 NS
Glicemia (mg/dL) 74,65+1,1 87,20+2,6* 0,0001 87,43+2,2*  P<0,0001
Hb (g/dL) 11,82+40,1 11,76+0,1 NS 12,12+0,1 NS
Hct (%) 35,42+0,5 35,32+0,3 NS 36,63+0,4 NS
Creatinina (umol/l) 0,69+0,1 0,61+0,1 NS 0,69+0,2 % 0,0001
Proteinuria (mg/24h) ND 161,80+9,7 1234+185,4"  P<0,0001
Peso fetal (g) 3317+46,4  3212+49,3 NS 2584+87,3*"  P<0,0001
IG coleta (semanas) 36,64+0,3 36,24+0,4 NS 34,35+0,4* % 0,0001
IG parto (semanas) 39,75+1,4 38,95+1,6 NS 36,16+4,3* ¥ P<0,0001

IMC, indice de massa corporal (kg/m?); PSS, pressdo sanguinea sistdlica (mmHg); PSD,
pressdo sanguinea diastdlica (mmHg); FC, freqiéncia cardiaca (batimentos/minuto); Hb,
hemoglobina (g/dL); Hct, hematdcrito (%); IG coleta, idade gestacional da coleta (semanas); IG
parto, idade gestacional do parto (semanas); ND, ndo determinado. Valores expressos como
médias + DPM.

*p<0,05 comparado ao grupo de gravidas saudaveis.

#p<0,05 comparado ao grupo Hipertensao arterial gestacional

O exame das frequiéncias genotipicas dos controles (individuos livres de
doenca) quanto a aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) fornece
uma indicacdo da qualidade no planejamento e execucdo do estudo de
associagcado (Zintzaras, E. and J. Lau 2008). Desvios do EHW podem ser
devidos a erros de genotipagem, estratificacdo populacional e viés na escolha
do recrutamento dos controles (Zintzaras, E. and J. Lau 2008; Xu, J., A. Turner,
et al. 2002).

Erros na genotipagem podem levar a erros severos na analise do estudo
de associac¢dao, introduzindo viés e perda de precisédo e, além disso, o poder de

detectar associagcfes é diminuido. Dessa maneira, observamos que apenas as
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distribuicées genotipicas do SNP-11377 no grupo PE ndo se encontram dentro
do equilibrio de Hardy-Weinberg, ja as distribuicdes dos gendtipos dos outros
trés polimorfismos estudados no nosso trabalho se mostraram dentro do

equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 3).
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Tabela 3. Equilibrio de Hardy- Weinberg

G-11391A GS HAG PE
observado GG 146 94 110
GA 15 19 15
AA 0 0 2
p 0,95 0,92 0,92
q 0,05 0,08 0,08
esperado GG 146 95 107
GA 14 17 19
AA 0 1 1
X2 0,35 0,06 0,03
P 0,85 0,57 0,65
C-11377G GS HAG PE
observado cC 93 61 81
CG 57 36 27
GG 11 16 19
p 0,76 0,70 0,74
q 0,25 0,30 0,26
esperado CcC 92 55 70
CG 60 48 48
GG 10 10 8
X? 0,02 0,01 0,02
P 0,93 0,18 0,0038
T+45G GS HAG PE
observado TT 131 81 97
TG 29 29 26
GG 1 3 4
p 0,90 0,84 0,87
q 0,10 0,16 0,13
esperado TT 131 81 95
TG 28 30 29
GG 1 3 2
X? 0,59 0,03 0,04
P 0,99 0,99 0,65
G+276T GS HAG PE
observado GG 68 59 66
GT 74 46 47
TT 19 8 14
p 0,66 0,73 0,71
q 0,34 0,27 0,30
esperado GG 66 59 63
GT 69 45 53
TT 18 9 11
X2 0,01 0,03 0,00
P 0,98 0,96 0,67
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Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre as frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados quando comparadas as GS

e gestantes com HAG ou PE (tabela 4).

Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas dos quatro polimorfismos

analisados em gestantes saudaveis, hipertensas gestacionais e pré-eclampsia.

Polimorfismo Genétipo GS HAG OR (95% ClI) P PE OR (95% Cl) P
(n =161) (n=113) (n =127)

AdipoQ GG 146 (90,68%) 94 (83,19%) 1,00 (referencia) 110 (86,61%) 1,00 (referencia)
G-11391 A GA 15(9,32%) 19(16,81%) 1,97(0,95-4,06) NS 15(11,81%) 1,33(0,62-2,83) NS
AA 0 (0%) 0 2(1,57%) 6,63(0,32-139,60) NS
v2=3,09 NS

Alelos
G 307 (95,3%) 207 (91,6%) 235 (92,5%)

A 15 (4,7%) 19(8,4%) 1,88(0,93-3,78) NS  19(7,5%) 1,65(0,82-333) NS

AdipoQ CcC 93 (57,76%) 61 (53,98%) 1,00 (reference) 81 (63,78%) 1,00 (reference)

C-11377G CG  57(3540%) 36(31,86%) 0,96(057-1,63) NS 27(21,26%) 054 (0,32-0,94) NS
GG 11(6,83%) 16(14,16%) 2,22(0,96-510) NS 19 (14,96%) 1,98(0,89-4,41) NS

v?=4,03 NS =979 NS
Alelos
C 243 (75,5%) 158 (69,9%) 189 (74,4%)
G 79 (24,5 %) 68(30,1) 1,32(0,90-1,94) NS 65 (25,6%) 1,06 (0,72-1,55) NS
AdipoQ TT 131 (81,37%) 81(71,68%) 1,00 (reference) 97 (76,38%) 1,00 (reference)
T+45G TG 29 (18,01%) 29 (25,66%) 1,62 (0,90-2,90) NS 26(20,47%) 1,21(0,67-2,19) NS
GG 1 (0,62%) 3(2,65%) 4,85(0,49-47,46) NS  4(3,15%) 6,02(0,66-54,82) NS
v2=4,52 NS v*=3,06 NS
Alelos
T 291 (90,4%) 191 (84,5%) 220 (86,6%)
G 31(9,6%) 35(155%) 1,72(1,03-2,88) NS 34 (13,4%) 1,45(0,86-2,43) NS
AdipoQ GG 68 (42,24%) 59 (52,21%) 1,00 (reference) 66 (51,97%) 1,00 (reference)
G+276 T GT 74 (45,96%) 46 (40,71%) 0,72 (0,43-1,19) NS 47(37,01%) 0,65(0,39-1,07) NS
T 19(11,80%) 8(2,65%) 0,48(0,19-1,19) NS 14(11,02%) 0,76(0,35-1,64) NS
v¥=3,35 NS v} =284 NS
Alelos
G 210 (65,2%) 164 (72,6%) 179 (70,5%)

T 112(34,8%) 62(27,4%) 0,56(049-103) NS 75(295%) 0,78(0,55-1,12) NS

GS, gestantes saudaveis; HAG, gestantes com hipertenséo arterial gestacional; PE, gestantes
com pré-eclampsia; OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianga; NS: nao significativo.

*p<0,05 GS vs HAG (teste do qui-quadrado, »3).

# p<0,05 GS vs PE (teste do qui-quadrado, »?).

Correcgdo de Bonferroni p< 0,01
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O passo seguinte deste trabalho foi avaliar se havia diferencas nas
distribuicbes dos haplotipos envolvendo variantes genéticas dos quatro
polimorfismos analisados (-11391G>A, -11377C>G, +45T>G e +276G>T).

Apesar de a analise haplotipica ser a melhor ferramenta para a
identificacdo de genes candidatos que possam predispor a doencas
cardiovasculares, visto que a andlise combinada de marcadores genéticos em
uma regiao de interesse (hapl6tipo) pode ser mais informativa do que o estudo
dos polimorfismos isoladamente (Crawford Dc, N. D. 2005), observamos que
ndao houve diferencas estatisticamente significativas entre as frequéncias

haplotipicas dos grupos de voluntarias estudados (tabela 5).

Tabela 5. Frequéncia de haplétipos estimados em gestantes saudaveis,

hipertensas gestacionais e com pré-eclampsia.

Hapltipos  GS HAG  OR(95%Cl) P PE  OR(95%Cl) P
(n=161) (n=113) (n=127)

H1 GCTG 0,39 0,37  1,08(0,61-1,9) NS 0,37 1,08 (0,61-1,9) NS
H2 GCTT 0,25 0,16 1,75(0,86-3,5) NS 023 1,11(0,58-2,1) NS
H3 GCGG 0,06 0,08 0,73(0,24-21) NS 0,08 0,73(0,24-2,1) NS
H4 GCGT 0,00 0,02 0,119(0,01-41) NS 0,00 0 NS
H5 GGTG 0,15 020 070(0,33-1,4) NS 0,19 0,75(0,35-1,5) NS
H6 GGTT 0,07 0,06 1,17(0,38-3,6) NS 004 1,80(0,5-6,3) NS
H7 GGGG 0,02 0,02 1,00(0,10-7,2) NS 003  0,65(0,1-4,0) NS
H8 GGGT 0,00 001 033(0,01-82) NS 0,00 0 NS
H9 ACTG 0,02 0,02 1,00(0,10-7,2) NS 0,02 1,00(0,10-7,2) NS
H10 ACTT 0,02 0,02 1,00(0,10-7,2) NS 0,03 0,65(0,10-4,0) NS
H11 ACGG 0,01 0,02 049(0,04-55) NS 002 049 (0,04-55) NS
H12 ACGT 0,00 0,00 0 NS 0,00 0 NS
H13 AGTG 0,00 0,01  0,33(0,01-82) NS 0,00 0 NS
H14 AGTT 0,00 0,00 0 NS 0,00 0 NS
H15 AGGG 0,00 0,00 0 NS 0,00 0 NS
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GS,gestantes saudaveis; HAG, gestantes com hipertensado arterial gestacional; PE, gestantes
com pré-eclampsia; OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianca.
*p<0, 0033 (0,05/15 ou 0,05/ndmero de haplétipos).

Foram analisadas separadamente as frequéncias genotipicas e alélicas

das pacientes brancas, pacientes com o IMC>30 e com IMC<30.

6.1 Gestantes Brancas

Na tabela 6 estdo sumarizadas as caracteristicas clinicas e laboratoriais
das 300 gestantes de etnia branca selecionadas para este estudo. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos GS, HAG
e PE em relacdo a idade, tabagismo e frequéncia cardiaca. No entanto,
observou-se que os grupos diferiram em relacdo ao IMC, pressédo sanguinea
sistdlica, pressdo sanguinea diastdlica, glicemia, concentracbes de
hemoglobina, concentracdes de hematdcrito, creatinina, proteindria, peso fetal,
idade gestacional da coleta e idade gestacional do parto.

Com relacdo ao IMC, quando comparadas com as GS as gestantes com
HAG e com PE apresentaram um IMC superior. Na comparacdo dos niveis
pressoricos, as gestantes com HAG e PE apresentaram maior pressao arterial
sistdlica e diastélica em relacdo as GS, observou-se ainda que as gestantes
com PE apresentaram niveis pressoricos sistolicos e diastolicos maiores
guando comparadas com as HAG.

As gestantes com HAG e PE apresentaram valores médios de glicemia
de jejum maiores quando comparadas com as GS. As concentracdoes de
hemoglobina foram maiores nas gestantes com PE em relacdo as GS e com

HAG, o mesmo foi observado nas concentracbes de hematoécrito. As
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concentracfes médias de creatinina foram menores nas gestantes com HAG
em relagcdo as GS e com PE mas observou-se diferenga singnificativamente
estatistica apenas na comparacdo entre HAG e PE. Quando comparamos a
proteinuria, observou-se que essa foi superior em mulheres com PE em relacéo
as com diagnéstico de HAG. O peso de nascimento médio foi menor nas
gestantes com PE quando comparadas com as gestantes saudaveis e as com
HAG. As gestantes com PE apresentaram idade gestacional de coleta menor
gquando comparadas com as GS e aquelas com HAG o mesmo foi observado

em relacéo a idade gestacional do parto.

Tabela 6. Caracteristicas clinicas e laboratoriais das gestantes brancas.

Parametros GS (n=119) HAG (n=88) P PE (n=93) P
Idade (anos) 24,98+0,5 26,25+ 07 NS 26,58+0,7 NS
Fumante (%) 8,40 6,80 NS 13,90 NS
IMC (Kg/m2) 23,48+0,4 29,30+0,7* P<0,0001 27,48+0,6* P<0,0001
PAS (mmHg) 111,90+0,9 133,9+1,8* P<0,0001 141,4+1,8* P<0,0001
PAD (mmHg) 72,15+0,7  85,15+1,3* P<0,0001 89,42+1,1* P<0,0001
FC (batimentos/min)  83,58+0,9 82,11+0,8 NS 83,03+0,9 NS
Glicemia (mg/dL) 75,42+1,3 87,12+2 5% 0,0001 89,66+3,1* P<0,0001
Hb (g/dL) 11,80+0,1  11,83%0,1 NS 12,24+0,1**  0,0162
Hct (%) 35,63%0,5 35,42+0,3 NS 36,97+0,4*" 0,0186
Creatinina (umol/l)  0,70+0,04  0,61+0,01 NS 0,68+0,01"  0,0007
Proteintria (mg/24h) ND 149,6+10,9 1306+226,1" P<0,0001
Peso fetal (g) 3374+51,3  3230%58,1 NS  2624+98,8* P<0,0001
IG coleta (semanas) 36,73%0,3 36,39+0,4 NS 34,34+0,5  0,0013
IG parto (semanas)  39,68+0,1  38,99:0,2*  0,0073  36,25:0,5* pP<0,0001

IMC, indice de massa corporal (kg/m?); PSS, pressido sanguinea sistolica (mmHg); PSD,
pressédo sanguinea diastélica (mmHg); FC, freqiiéncia cardiaca (batimentos/minuto); Hb,
hemoglobina (g/dL); Hct, hematdcrito (%); |G coleta, idade gestacional da coleta (semanas); IG
parto, idade gestacional do parto (semanas); ND, ndo determinado. Valores expressos como

médias + DPM.

*p<0,05 comparado ao grupo de gravidas saudaveis.
#p<0,05 comparado ao grupo Hipertensao arterial gestacional

Na analise das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos -

11391G>A,

-11377C>G,

+45T>G e +276G>T ndo foram encontradas
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diferencas estatisticamente significativa quando comparados os grupos GS,

HAG e PE (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncias genotipicas e alélicas dos quatro polimorfismos
analisados em gestantes saudaveis, hipertensas gestacionais e pré-eclampsia

de etnia branca.

Polimorfismo Geno6tipo GS HAG OR (95% Cl) P PE OR (95% CI) P
(n=119) (n=88) (n=93)
AdipoQ GG 107 (89,92%) 70(79,55%) 1,00 (referencia) 82(88,17%) 1,00 (referencia)
G-11391A  GA  12(10,08%) 18(20,45%) 2,29 (1,04-505 NS 10(10,75%) 1,09 (0,45-2,64) NS
AA 0 (0%) 0 1(1,08%) 3,91(0,16-97,27) NS
=439 NS 7$=132 NS
Alelos
G 226 (95%) 158 (89,8%) 174 (93,5%)
A 12 (5%) 18(102%) 2,15(1,01-458) NS  12(65%) 129(057-2,96) NS
AdipoQ cC 68 (57,14%) 48 (54,55%) 1,00 (referencia) 56 (60,22%) 1,00 (referencia)
C-11377G  CG  42(3529%) 28(31,82%) 0,94 (052-173) NS 22(2366%) 054(0,30-096) NS
GG 9(7,56%)  12(13,64%) 2,22(0,96-510) NS 15(16,13%) 1,98(0,89-4,41) NS
1$=2,08 NS =171 NS
Alelos
C 178 (74,8%) 124 (70,5%) 134 (72%)

G 60(252%)  52(295) 124(080-192) NS  52(28%) 1,15(0,75-178) NS

AdipoQ 1T 97 (81,51%) 60 (68,18%) 1,00 (referencia) 71(76,34%) 1,00 (referencia)
T+45G TG 21(17,65%) 26 (29,55%) 2,00(1,04-3,87) NS 19(20,43%) 1,24(0,62-2,47) NS
GG 1(0,84%) 2(2,21%) 3,23(0,29-36,45) NS  3(3,23%) 4,09(0,42-40,25) NS

72 =5,06 NS 72 =1,96 NS
Alelos
T 215(90,3%) 146 (83%) 161 (86,6%)
G 23 (9,7%) 30(17%)  1,92(1,07-344) NS 25(134%) 1,45(0,79-2,65) NS
AdipoQ GG 50 (42,02%) 46 (52,27%) 1,00 (referencia) 48 (51,61%) 1,00 (referencia)
G+276 T GT 55(46,22%) 35(39,77%) 0,69(0,39-1,24) NS 37(39,78%) 0,70(0,39-1,24) NS
T 14 (11,76%)  7(7,95%) 054(0,20-1,47) NS  8(8,60%) 0,59(0,23-1,55) NS
12=2,35 NS 2= 2,04 NS
Alelos
G 155 (65,1%) 127 (72,2%) 133 (71,5%)

T 83(34,9%)  49(27.8%) 072(047-1,10) NS 53(285%) 0,74(049-113) NS

GS, gestantes saudaveis; HAG, gestantes com hipertensdo arterial gestacional; PE, gestantes
com pré-eclampsia; OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianga; NS: nao significativo.

*p<0,05 GS vs HAG (teste do qui-quadrado, »3).

# p<0,05 GS vs PE (teste do qui-quadrado, %?).

Correcédo de Bonferroni p< 0,01
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6.2 Gestantes com IMC>30

Na tabela 8 estdo sumarizadas as caracteristicas clinicas e laboratoriais
das 90 gestantes com IMC>30.

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre
0os grupos em relacdo a idade, etnicidade, tabagismo, IMC, frequéncia
cardiaca, concentracdes de hemoglobina, concentracbes de hematdécrito e
peso fetal. As gestantes com IMC>30 mostraram diferentes em relagcdo aos
niveis pressoricos sistolicos e diastdlicos, tendo as gestantes diagnosticadas
com HAG e com PE niveis mais elevados quando comparadas ao grupo de
gravidas saudaveis, contudo € importante lembrar que esses valores foram
inferiores a 140/90 mmHg, devido ao fato de que a maioria dessas pacientes
estava utilizando terapia farmacolégica hipotensora (metildopa).

Com relacao aos valores médios de glicemia de jejum as gestantes com
HAG e PE apresentaram valores maiores, no entanto essa diferenca so foi
estatisticamente significativa na comparacao entre as gestantes com PE e as
gravidas saudaveis. Houve diferenca também em relacdo a idade gestacional

da coleta e idade gestacional do parto, tendo as gestantes diagnosticadas com

HAG e PE idades menores em comparacgao as GS.
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Tabela 8. Caracteristicas clinicas e laboratoriais das gestantes com IMC>30.

Paréametros GS (n=8) HAG (n=42) P PE (n=40) P
Idade (anos) 25,25+4,1 26,41+ 5,2 NS 27,39+5,4 NS
Etnicidae (% brancas) 62,50 85,40 NS 77,50 NS
Fumante (%) 12,50 7,310 NS 7,50 NS
IMC (Kg/m2) 35,30£3,6  35,97+4,8 NS 34,69+3,7 NS
PAS (mmHg) 116,8+10,2 129,3+15,6* 0,0234 135,9+17,6 * 0,0076
PAD (mmHg) 76,25+7,0 81,44+12,8 NS 86,35+12,4* 0,0154
FC (batimentos/min) 84,38+7,7 83,5615,7 NS 82,80+6,6 NS
Glicemia (mg/dL) 74,57+12,8 89,04+18,3 NS 86,56+12,9* 0,0047
Hb (g/dL) 11,71+1,7  11,98+1,1 NS 12,13+1,1 NS
Hct (%) 36,01+6,8  35,92+3,5 NS 36,4613,5 NS
Creatinina (umol/l) ND 0,5910,1 0,62+0,1
Proteinuria (mg/24h) ND 164,7+63,2 722,91751,9# P<0,0001
Peso fetal (g) 3563+397,9 3311+580,1 NS 3019+765,4 NS
IG coleta (semanas) 38,14+1,9 35,08%+4,3* 0,0408 34,8314,3 NS

IG parto (semanas) 40,67+1,2 38,60+1,7* 0,0098 37,772, 7* 0,0064

IMC, indice de massa corporal (kg/m?) ; PSS, pressio sanguinea sistélica (mmHg); PSD,
presséo sanguinea diastélica (mmHg); FC, freqliéncia cardiaca (batimentos/minuto); Hb,
hemoglobina (g/dL); Hct, hematdcrito (%); IG coleta, idade gestacional da coleta (semanas); IG
parto, idade gestacional do parto (semanas); ND, ndo determinado. Valores expressos como
médias + DPM.

*p<0,05 comparado ao grupo de gravidas saudaveis.

#p<0,05 comparado ao grupo Hipertensao arterial gestacional

Nas gestantes com IMC>30 nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as frequiéncias genotipicas e alélicas dos

polimorfismos estudados (Tabela 9).
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Tabela 9. Frequéncias genotipicas e alélicas dos quatro polimorfismos
analisados em gestantes saudaveis, hipertensas gestacionais e pré-eclampsia
com IMC>30.

Polimorfismo Genotipo GS HAG OR (95% ClI) P PE OR (95% Cl) P
(n=8) (n=42) (n=40)
AdipoQ GG 7 (87,50%) 36 (85,7%) 1,00 (referencia) 38(95,0%) 1,00 (referencia)
G-11391 A GA 1(12,50%) 6(14,2%) 1,17(0,12-11,26) NS 2(50%)  1,087(0,45-2,64) NS
AA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
7£=0,02 NS 72 =0,64 NS
Alelos
G 15(93,75%)  78(92,9%) 78 (97,5%)
A 1(6,25%) 6 (7,1%) 2,15(1,01 - 4,58) NS 2 (2,5%) 1,30 (0,57 - 2,96) NS
AdipoQ cc 5 (62,50%) 22 (52,3%) 1,00 (referencia) 56 (60,2%) 1,00 (referencia)
C-11377G CG 3(37,50%)  12(285%) 1,17(0,12-11,26) NS  22(23,6%) 0,37 (0,03 -4,64) NS
GG 0 (0%) 8(19,0%) 4,16(0,21-8358) NS  15(16,1%) 3,67(0,18-73,50) NS
7£=183 NS 12 =288 NS
Alelos
C 13(81,3%) 56 (66,7%) 57 (71,3%)
G 3(18,8%) 28(33,3%) 2,17 (0,57 - 8,23) NS  23(288%) 1,75(0,45-6,71) NS
AdipoQ T 6 (75,00%) 31(73,81%) 1,00 (referencia) 32(80,00%) 1,00 (referencia)
T+45G TG 2(25,00%) 10(23,81%) 0,97 (0,17 - 5,58) NS  6(1500%) 0,56 (0,09 - 3,48) NS
GG 0 (0%) 1(2,38%) 0,62(0,02-16,97) NS 2(5,00%) 1,00(0,04-23,38) NS
7£=0,19 NS 7£=0,82 NS
Alelos
T 14 (87,5%) 72 (85,7%) 70 (87,5%)
G 2 (12,5%) 12 (14,3%) 1,17 (0,23-5,79) NS 10(12,5%) 1,00 (0,20 - 5,07) NS
AdipoQ GG 4(50,00%)  23(54,76%) 1,00 (referencia) 25(62,50%) 1,00 (referencia)
G+276 T GT 2 (25%) 17 (40,48%) 1,48 (0,24 - 9,03) NS  12(30,00%) 0,96 (0,15 - 5,99) NS
TT 2 (25%) 2 (4,76%) 0,17 (0,02 - 1,62) NS 3(7,50%) 0,24 (0,03-1,92) NS
7£=389 NS =219 NS
Alelos
G 10 (62,5%) 63 (75,0%) 62 (77,5%)
T 6 (37,5%) 21(25,0%) 0,56 (0,18-1,71) NS  18(22,5%) 0,48(0,15-1,51) NS

GS, gestantes saudaveis; HAG, gestantes com hipertenséo arterial gestacional; PE, gestantes
com pré-eclampsia; OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianga; NS: néo significativo.

*p<0,05 GS vs HAG (teste do qui-quadrado, ¥?).

# p<0,05 GS vs PE (teste do qui-quadrado, 2.

Correcédo de Bonferroni p< 0,01

6.3 Gestantes com IMC<30

As caracteristicas clinicas e laboratoriais das 288 gestantes com IMC<30
estdo sumarizadas na tabela 10.

As gestantes analisadas ndo apresentaram diferencas em relacdo a

etnicidade, tabagismo e freqiéncia cardiaca. No entanto, houve diferencas
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guanto a idade, IMC, PAS, PAD, glicemia, hemoglobina, hematdcrito,
creatinina, proteindria, peso fetal, idade gestacional da coleta e idade
gestacional do parto.

Em relacdo a idade as gestantes diagnosticadas com HAG e PE
apresentaram idade superior quando comparadas as GS, o mesmo foi
observado em relagdo ao IMC. Quando comparadas com as gestantes
saudaveis, as HAG e as PE apresentaram niveis pressoricos sistolicos e
diastolicos maiores, tendo as gestantes com PE 0s maiores niveis.

As gestantes diagnosticadas com PE apresentaram ainda valores
médios de glicemia de jejum maiores quando comparadas com as GS, além
disso as concentracdes de hemoglobina, hematoécrito e creatinina foram
maiores em PE em comparacdo as gestantes com HAG, o mesmo foi
observado para a proteindria.

Diferengas no peso fetal também foram encontradas entre os grupos,
sendo peso de nascimento médio menor nas gestantes com PE, assim como a

idade gestacional da coleta e a idade gestacional do parto, quando

comparadas com as GS e aquelas com HAG.
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Tabela 10. Caracteristicas clinicas e laboratoriais das gestantes com IMC<30

Pardmetros GS (n=138) HAG (n=67) P PE (n=83) P
Idade (anos) 24,80+5,9 27,02+ 7,2 NS 27,10+7,3* 0,0418
Etnicidae (% brancas) 62,30 76,10 NS 71,10 NS
Fumante (%) 12,30 14,90 NS 6,00 NS
IMC (Kg/m?2) 22,62+3,3 24,17+3,3* 0,0015 23,67+3,4 NS
PAS (mmHg) 112,3+8,6 136,1+16,2* P<0,0001 144,5+17,3* P<0,0001
PAD (mmHg) 72,35+7,1 87,36+11,0+ P<0,0001 90,75+10,4* P<0,0001
FC (batimentos/min)  82,76+8,5 81,57+8,3 NS 83,02+8,8 NS
Glicemia (mg/dL) 75,16+10,8 81,54+14,2 NS 89,38+25,7* 0,0008
Hb (g/dL) 11,90+1,5 11,75+1,2 NS 12,13+1,9" 0,0131
Hct (%) 35,59+5,1 35,30+3,6 NS 36,7345,2" 0,0099
Creatinina (umol/l) 0,67+0,1 0,62+0,2 NS 0,71+0,2" 0,0002
Proteinaria (mg/24h) ND 135,4+63,5 1560+1791,0° P<0,0001
Peso fetal (g) 3306+540,4 3116+507,2* 0,0106  2427+913,4* P<0,0001
IG coleta (semanas)  37,03+2,5 37,31+3,5 NS 34,0154  P<0,0001
IG parto (semanas) 39,71+1,4 39,22+1,3* 0,0118 35,4624,7*"  P<0,0001

IMC, indice de massa corporal (kg/m?) ; PSS, pressdo sanguinea sistdlica (mmHg); PSD,
pressdo sanguinea diastdlica (mmHg); FC, frequéncia cardiaca (batimentos/minuto); Hb,
hemoglobina (g/dL); Hct, hematécrito (%); IG coleta, idade gestacional da coleta (semanas); IG
parto, idade gestacional do parto (semanas); ND, ndo determinado. Valores expressos como

médias + DPM.

*p<0,05 comparado ao grupo de gravidas saudaveis.

#p<0,05 comparado ao grupo Hipertensao arterial gestacional

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre as frequéncias

genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados quando comparadas as GS

e gestantes com HAG ou PE com IMC<30 (tabela 11).
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Tabela 11. Frequéncias genotipicas e alélicas dos quatro polimorfismos
analisados em gestantes saudaveis, hipertensas gestacionais e pré-eclampsia
com IMC<30.

Polimorfismo  Genotipo GS HAG OR (95% ClI) P PE OR (95% ClI) P
(n =138) (n = 67) (n =83)
AdipoQ GG 125(90,6%) 54 (80,6%) 1,00 (referencia) 69 (83,1%) 1,00 (referencia)
G-11391 A GA 13 (9,4%) 13 (19,4%) 231(1,01-532) NS 12(145%) 1,67(0,72-387) NS
AA 0 (0%) 0 (0%) 2(2,4%) 9,03(0,43-190,90) NS
v’ =482 NS
Alelos
G 263 (95,3%) 121 (90,3%) 150 (90,4%)
A 13 (4,7%) 13 (9,7%) 2,17(0,98-4,83) NS 16 (9,6%) 2,16 (1,01-4,61) NS
AdipoQ CcC 82 (59,4%) 37 (55,2%) 1,00 (referencia) 53 (63,9%) 1,00 (referencia)
C-11377G CG 47 (34,1%) 22 (32,8%) 1,04 (0,55-1,96) NS 21(253%) 0,69(0,37-1,28) NS
GG 9 (6,5%) 8 (11,9%) 1,97 (0,70-5,51) NS  9(10,8%) 1,55(0,58-4,15) NS
=175 NS 1% =265 NS
Alelos
C 211 (76,4%) 96 (71,6%) 127 (76,5%)
G 65 (23,6 %) 38(28,4) 1,28 (0,80-2,05) NS 39(23,5%)  0,99(0,63-1,57) NS
AdipoQ T 112 (81,2%) 45 (70,1%) 1,00 (referencia) 64 (77,1%) 1,00 (referencia)
T+45G TG 25(18,1%) 18(26,9%)  1,72(0,86-3,44) NS 18(21,7%) 1,26(0,64-2,49) NS
GG 1(0,7%) 2 (3,0%) 1,750 (0,11-28,48) NS  1(1,2%) 0,37 (0,03-4,17) NS
1% =393 NS +*=0,58 NS
Alelos
T 249 (90,2%) 191 (84,5%) 146 (88,0%)
G 27 (9,8%) 35 (15,5%) 1,81(0,99-3,32) NS 20(12,0%) 1,26(0,68-2,33) NS
AdipoQ GG 60 (43,5%) 35 (52,2%) 1,00 (referencia) 37 (44,6%) 1,00 (referencia)
G+276 T GT 63 (45,7%) 26(38,8%) 0,71(0,38-1,31) NS 35(422%) 0,90(0,50-1,61) NS
TT 15 (10,9%) 6 (9,0%) 0,69(0,24-193) NS 11(133%) 1,19(0,49-287) NS
7’ =1,39 NS ¥ =041 NS
Alelos
G 183 (66,3%) 96 (71,6%) 109 (65,7%)

T 93(33,7%) 38(284%) 078(049-122) NS 57(343%) 103(0,68-154) NS

GS, gestantes saudaveis; HAG, gestantes com hipertenséo arterial gestacional; PE, gestantes
com pré-eclampsia; OR, odds ratio; Cl, intervalo de confian¢a; NS: nado significativo.

*p<0,05 GS vs HAG (teste do qui-quadrado, »?).

# p<0,05 GS vs PE (teste do qui-quadrado, y?).

Correcéo de Bonferroni p< 0,01
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7. Discusséo

O presente estudo avaliou a associagdo entre o0s polimorfismos -
11391G>A e -11377C>G localizados na regidao promotora, 45T>G localizado no
exon 2 e 276G>T localizado no intron 2 do gene ADIPOQ e HAG ou PE.

A literatura mostra que esses polimorfismos ja foram analisados em
diversos grupos e que 0s mesmos estdo associados a regulacédo dos niveis da
adiponectina e desenvolvimento de inUmeras doencas, tais como obesidade,
resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica,
hipertensédo e PE (Saarela, T. et al 2006; Youpeng, B. et al. 2010; Park, JW.,
Park, J., Jee, S.H. 2011; Jang, Y. et al. 2008; Jang, Y. et al. 2005; Leu, H.B. et
al. 2011, Chang, Y.C. et al. 2009).

Em nosso estudo, nédo foram observadas diferencas significativas entre
as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo +276G>T entre 0s grupos
estudados. Esses achados diferem dos resultados do estudo realizado por
Saarela, T. et al (2006), que avaliou pacientes com PE e controles saudaveis.

O gendtipo TT do SNP+276G>T foi associado com a protecéo contra PE
(p = 0,012) (odds ratio 0,27; 95% IC: 0,09-0,80). Observou-se também que as
distribuicbes  genotipicas e alélicas no  SNP+276G>T  diferiram
significativamente entre o grupo PE e grupo saudavel (p = 0,035 e p = 0,043,
respectivamente). Vale lembrar que o estudo de Saarela foi realizado com
mulheres finlandesas, que representam uma populacdo geneticamente
diferente da brasileira que é formada pela mistura de racas, outro ponto que
diferencia nosso estudo € o fato de analisarmos também gestantes com o

diagnostico de hipertenséo arterial gestacional.
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Saarela analisou também as freqUéncias genotipicas e alélicas no
SNP+45T>G, e assim como em nosso estudo nao encontrou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. No entanto, em nossos dados
demonstram que o alelo G é mais frequente no grupo com HAG e PE do que
no grupo GS, indicando uma possivel associacdo desse alelo com maior
susceptibilidade ao desenvolvimento do processo hipertensivo.

Em nossa analise dos haplétipos estimados, ndo observamos
diferencas nas frequéncias dos haplétipos estudados, porém esses dados néo
podem ser comparados aos de Saarela, pois avaliamos os haplétipos
estimados referente aos quatro polimorfismos estudados. No estudo de
Saarela, T. et al (2006), na andlise dos haplétipos estimados, os haplétipos T-G
e G-G foram significativamente mais frequéntes no grupo de PE (P = 0,042)
guando comparados com o haplétipo T-T, reforcando a associacdo de
haplétipos do SNP +45T>G e SNP +276G>T com a susceptibilidade a PE. De
acordo com esse estudo os polimorfismos do gene ADIPOQ mostraram
associacao estatisticamente significativa, mesmo que fraca entre os haplétipos
e a suscetibilidade a PE.

Os polimorfismos +45T>G e +276G>T também foram analisados em
chinesas por Youpeng, B. et al. 2010. O estudo realizado com 81 gravidas
saudaveis, 20 gravidas com PE moderada e 87 com PE grave, assim como o
nosso, nao observou diferencas entre os trés grupos nas distribuicbes
genotipicas e alélicas (p>0,05) para nenhum dos dois polimorfismos.

No entanto, o estudo de Youpeng sugere que 0s SNPs +45T>G e
+276G>T estdo associados com importantes manifestacdes clinicas da pré-

eclampsia.
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Em um estudo realizado com individuos coreanos saudaveis divididos
em trés grupos, definidos de acordo com IMC e niveis séricos de adiponectina,
foram analisados os SNPs -11377C>G, +45T>G e +276G>T e observou-se
gue o alelo G do SNP-11377C>G e a maioria dos haplétipos incluindo esse
alelo, aumentaram significativamente o risco de obesidade. Contudo esse risco
diminuiu entre os grupos quando uma definicdo menos rigorosa de obesidade
foi utilizada. Evidéncias estatisticas do genétipo GG do SNP-11377C>G e do
dipl6tipo GT/GT composto pelos SNPs -11377C>G e +45T>G confirmaram a
contribuicdo do alelo G na direcdo de uma predisposicdo para a obesidade
(Park, J.W., Park, J., Jee, S.H. 2011).

Embora o estudo de Park tenha sido realizado em uma populagédo muito
diferente da brasileira e que o foco tenha sido a obesidade, a comparagdo com
0S nossos resultados se torna plausivel devido ao fato de a obesidade ser
considerada um dos fatores de risco para o desenvolvimento de doencas como
a HAG e PE.

Poucos estudos avaliaram a relagdo entre os polimorfismos do gene
ADIPOQ e o desenvolvimento de HAG e PE. Contudo, os polimorfismos que
analisamos em nosso estudo ja foram relacionados a outras patologias bem
como com as variagdes nos niveis de adiponectina. Como exemplo disso
temos o estudo feito por Jang, Y. et al. 2008, que demonstrou a relacao entre
os polimorfismos do gene ADIPOQ e variacbes nos niveis de adiponectina
mulheres coreanas nao diabéticas. Os autores analisaram 8 polimorfismos,
sendo quatro deles os mesmos abordados em nosso estudo. Observou-se que
portadoras do genadtipo TT do polimorfismo +276G>T tinham concentracdes de

adiponectina significativamente maior do que as portadoras do genotipo GG (p
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= 0,005), mulheres heterozigotas e mulheres homozigotas (genétipo TT no
polimorfismo +45T>G e GG no polimorfismo +276G>T) portadoras do
haplotipo TG apresentaram concentragdes menores de adiponectina em
relacdo as que ndo apresentaram esse haplotipo (p<0,001). Além da
associagdo com a variacdo nas concentracdes de adiponectina, esse estudo
demonstrou que o haplétipo TG estd associado com as concentracfes de
insulina e com o indice de resisténcia a insulina em mulheres com sobrepeso e
obesidade. (Jang, Y. et al. 2008).

Em um segundo estudo de Jang e colaboradores realizado em coreanos
ndo diabéticos, além de demonstrar a associacdo do genétipo GG do
polimorfismo +276G>T com niveis plasméticos de adiponectina menores,
demonstrou-se que os portadores do alelo G apresentam maior stress
oxidativo, indicando que a presenca do alelo G no polimorfismo +276G>T pode
contribuir significativamente para o maior risco de desenvolver doenca
cardiovascular em coreanos (Jang, Y. et al. 2005).

Em um estudo que analisou familias taiwanesas foi observado que no
SNP+276G>T a presenca dos genétipos GG e GT foi associada a presenca de
hipertensdo na sindrome metabdlica (odds ratio para GG + GT vs. TT = 2,46,
IC 95%: 1,14-5,3, p = 0,02). Nao foi observada nenhuma associacédo entre
sindrome metabdlica e/ou hipertensdo com o SNP+45T>G e nenhuma
associacdo foi observada entre os polimorfismos do gene ADIPOQ e
hipertenséo isolada nem com sindrome metabdlica sem hipertensao (Leu, H.B.
et al. 2011).

Em estudo realizado na populacdo chinesa demonstrou que o alelo G do

SNP+45T>G foi associado ao menor risco de desenvolver doenca arterial
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coronariana (DAC) (odds ratio (OR), 0.76; intervalo de confianca (IC)
95%:0.64—0.89; p=0.001, além disso o alelo G foi associado a tendéncia de
menor pressao arterial sistolica (p = 0,07). No entanto, ndo houve associagado
com outros fenotipos metabdlicos dentre eles, presséo arterial diastolica (p =
0,22), IMC (p = 0,90), glicemia de jejum (p = 0,19), triglicérides (p = 0,78) ou
colesterol total (p = 0,37). Quando Chang analisou a interagdo do SNP+45T>G
com os fatores de risco da DAC, o alelo G foi associado com o0 risco
significativamente menor de desenvolver DAC em participantes com pressao
sanguinea <140/90 mmHg (OR, 0.65; 95%ClI, 0.51-0.82; p=0.0004), os efeitos
protetores desapareceram em participantes com pressdo sanguinea =140/90
mmHg (OR, 0.98; 95%CI, 0.76— 1.28; p=0.93), indicando que outros fatores
podem estar envolvidos no aumento do risco cardiovascular. Uma interacao
semelhante foi observada entre niveis plasméaticos de colesterol total e o
SNP+45T>G (Chang, Y.C. et al. 2009).

Em nosso estudo ndo analisamos a associacdo das frequéncias
genotipicas e alélicas com nenhum dos fendtipos metabdlicos, além disso,
nossa amostra foi composta por gestantes que devido as adaptacdes
provenientes da gestacéao ja apresentam um perfil metabdlico diferenciado.

Um estudo italiano analisou a associagcdo entre os polimorfismos -
11391G>A, -11377C>G, +45T>G e +276G>T com o risco de infarto do
miocardio e diabetes tipo 2. Os grupos de estudo foram compostos por
individuos que sofreram infarto do miocardio, individuos apenas com diabetes
tipo 2, individuos que além de ter sofrido infarto do miocéardio também tinham
diabetes tipo2 e um grupo de controles saudaveis. Homozigotos TT para o

SNP+276G>T tinham metade do risco de infarto do miocardio, tanto
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iIsoladamente quanto em associagdo com diabetes tipo 2 quando comparados
com os portadores do alelo G (OR = 0,58, p = 0,01 e OR = 0,55, p = 0,006,
respectivamente). Os SNPs-11.391G>A, SNP-11.377C>G e SNP+45T>G nao
apresentaram associacao significativa com infarto em qualquer um dos trés
grupos caso (Chiodini B.D. et al. 2010).

Como foi possivel observar nos estudos sitados acima os polimorfismos
do gene ADIPOQ ja foram associados ao desenvolvimento de inumeras
doencas iclusive com a pré-eclampsia e hipertenséo.

Nosso estudo foi o primeiro no Brasil a estudar os SNPs-11.391G>A,
SNP-11.377C>G, SNP+45T>G e SNP+276G>T em gestantes com hipertensao
arterial gestacional e pré-eclampsia e embora ndo tenhamos encontrado
nenhuma relacdo entre os polimorfismos analisados e o desenvolvimento
dessas patologias, dados da literatura corroboram com a idéia de que
polimorfismos do gene ADIPOQ podem ser associados ao desenvolvimento da
HAG e PE.

A busca por mecanismos celulares, vasculares e genéticos que possam
elucidar a fisiopatologia dessas doencas talvez possa auxiliar na predicdo de
quais mulheres apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento das
mesmas, no sentido de aprimorar o acompanhamento médico, os cuidados

com a gestante e o desenvolvimento de novos tratamentos.
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8. Concluséo

Nosso estudo ndo observou nenhuma associacdo entre 0os genétipos e
alelos dos polimorfismos -11391G>A, 11377C>G, 45T>G e 276G>T e as
doengas hipertensivas gestacionais, sendo que 0 mesmo ocorreu com 0S

haplétipos.
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Ribeirao Preto, 24 de julho de 2009

Oficio n* 2380 ,/2009
CEP/MGV

Prezados Senhores,

O trabalho intitulade “QUANTIFICACAO DOS NIVEIS
DE ADIPONECTINA E LEPTINA EM MULHERES COM PRE-ECLAMPSIA”
foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 291" Reunifo
Ordinaria realizada em 20/07/2009 e enquadrado na categoria:
APROVADO, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
de acordo com o Processo HCRP n® 5182 /2009,

Este Comité segue integralmente a Conferéncia
Internacional de Harmonizagdo de Boas Prdtficas Clinicas (IGH-GCP), bem
como d Resolugdo n® 196/ 96 CNS/MS.

Lembramos gue devemn ser apresentadns a este CEP, o

Relatdrio Parcial e o Relatério Final da pesquisa.
Atenciosamente.

' Lo
GUIMARAES VILLANOVA
Vice-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

llustrissimos Senhores

PROF. DR. RICARDO DE CARVALHO CAVALLI
JACKELINE DE SOUZA RANGEL MACHADO |Aluna)
Depto. de Ginecologia e Ohstetricia

Comité de Etica em Pesquisa HCRP a FMRP-USP - Campus Universitario
FA — D000 2733; IRB - 0000 2188 e Registro SISNEP/CONEP n® 4
Fone (163 3602-2228 - E-mail : cepiiherp. fmrp usp. br
Monte Alegre 14048-300 RibeirSo Preto  SP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: “Quantificacdo dos niveis de adiponectina e leptina em

mulheres com pré-eclampsia”

Responsaveis:

Jackeline de Souza Rangel Machado

Prof. Dr. Ricardo de Carvalho Cavalli— CREMESP 91.680

Prof. Dr. Sonir Antonini

Dra. Valéria Cristina Sandrim

Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (FMRP-USP) — CREMESP
84.966

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo cujos detalhes séo:
Este projeto pretende estudar o que acontece com as concentracdes de
substancias importantes para o controle da pressdo sanguinea ao longo de sua

gravidez.

Sua participacdo neste estudo seré:
Serdo coletados 10_mL do seu sangue por pungdo venosa utilizando

técnica adequada. Este volume de sangue é cerca de 20 (vinte) vezes menor
do que o volume de sangue habitualmente doado quando um individuo doa
sangue para bancos de sangue. Este sangue serd utilizado para realizar as
medidas das substancias importantes na regulacdo da pressao sanguinea
durante a gestacdo. Este estudo ndo comprometera em nada a conduta médica
e 0s procedimentos padrdes realizados durante sua gestacao.

Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas
cientificas, ndo revelara a sua identidade. Entretanto, érgdos governamentais
ligados a saude podem solicitar informacBes a respeito da pesquisa e

identidade dos voluntarios nela envolvidos.
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Vocé pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a
gualquer momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuizo para
VOCE.

Vocé terd a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer davida a respeito dos procedimentos, riscos,
beneficios e de outras situacdes relacionadas com a pesquisa e o tratamento a
gue sera submetida. Qualquer questado a respeito do estudo ou de sua saude
deve ser dirigida ao Dr. Ricardo de Carvalho Cavalli (telefone 0xx16
36022588), do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) ou a Pos-Graduanda Jackeline Rangel
(telefone Oxx16 3602-2804, O0xx16 3602-2231) do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP).
O telefone do Comité de Etica em Pesquisa da FMRP é 016-3602-2228.

Eu, ,

abaixo assinado, declaro que em / / fui devidamente informada

em detalhes pelo pesquisador responsavel no que diz respeito ao objetivo da
pesquisa, aos procedimentos que serei submetido, aos riscos e beneficios, a
forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como a
indenizacdo quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho
pleno conhecimento dos direitos e das condicbes que me foram
asseguradas e acima relacionadas.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condicbes que me
foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar
do referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de

Paciente

Ricardo de Carvalho Cavalli / Jackeline Rangel

Testemunha
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