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RESUMO

Introdugdo: Apré-eclampsia (PE) é definida pelo desenvolvimento de hipertensdo arterial associada a proteiniiria apds a semana
de gestagdo em mulheres previamente normotensas. A interleucina 174 (IL174) é um polente indutor de inflamacdo lecidual, e
polimorfismos no gene IL1TA podem modular a expressio génica e afetar o funcionamento das células Th17, contribuindo para
a suscetibilidade a PE. Objetivo: Investigar os polimorfismos rs4711998 A>G, rs8193036 C>T e 1s2275913 A>G no gene IL17A
em mulheres com PE. Métodos: Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, composto por 263 mulberes, sendo 89 diagnosticadas
com PE e 174 do grupo-controle. Os polimorfismos investigados foram avaliados a partir do dcido desoxirribonucleico (DNA)
genomico extraido do sangue periférico pela técnica de discriminacdo alélica por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real. O risco de os polimorfismos do gene IL1TA contribuirem com a PE foi avaliado pelo modelo de heranga através da regressdo
logistica. O poder estatistico apresentou 99,5% para a detecgdo de associagdo. A significancia estatistica foi definida como p < 0,05.
Resultados: As frequéncias genotipicas, assim como a andlise de regressdo logistica miiltipla, ndo foram estatisticamente
significativas para os polimorfismos 153761549 C>T, 153761548 A>C e 152232365 A>G do gene IL1TA. Néo foi observadia associagdo
entre nenbum dos baplotipos dos polimorfismos investigados e o risco de desenvolvimento de PE. Conclusdo: Néo ha associagdo
entre as frequéncias alélicas e genotipicas, os modelos de heranga e 0s haplotipos dos polimorfismos 154711998 A>G, 158193036
C>Ters2275913 A>G do gene IL17A e a PE.

Unitermos: pré-eclampsia; polimorfismo genético; interleucinas.

ABSTRACT

Introduction: Preeclampsia is defined by the development of hypertension associated with proteinuria after the 20™ week of gestation in
previously normotensive women. IL17A is a potent inducer of tissue inflammation and polymorphisms in the /2774 gene can modulate
gene expression and affect the functioning of Th17 cells, strengthening susceptibility to preeclampsia. Objective: To investigate the
polymorphisms rs4711998 A>G, rs8193036 C>T and rs2275913 A>G in the /2.1 74 gene in women with preeclampsia. Methods: This is a
control case study, composed of 263 women, 89 with preeclampsia and 174 of the control group. The polymorphisms investigated by real
time polymerase chain reaction (PCR) allele discrimination technique. The risk of /2774 polymorphisms contributing to preeclampsia
was assessed by the inheritance model through logistic regression. Statistical power presented 99.5% for association detection. Statistical
significance was defined as p < 0.05. Results: Genotype frequencies as well as multiple logistic regression analysis were not statistically
significant for the rs4711998 A>G, rs8193036 C>T and rs2275913 A>G polymorphisms of the/Z 7 74 gene. No association was found between
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any haplotypes of the polymorphisms investigated and the risk of developing PE. Conclusion: There is no association between the allele
frequencies, genotype, inheritance models and haplotypes of the rs4711998 A>G, 1s8193036 C>T and rs2275913 A>G polymorphisms of
the /1.174 gene and PE.

Key words: pre-eclampsia; genetic polymorphism; interleukins.

RESUMEN

Introduccion: La preeclampsia (PE) se define como hipertension arterial asociada a proteinuria después de la semana 20 de
gestacion en mugjeres anteriormente normotensas. La interleucina 17° (IL174) es un inductor potente de inflamacion tisular y
polimorfismos del gen 1L17A pueden modular la expresion génica y afectar las funciones de las células Th17, awmentando la
susceptibilidad a la PE. Objetivo: Investigar los polimorfismos rs4711998 A>G, rs8193036 C>Ty 152275913 A>G del gen TL17A
en pacientes con PE. Métodos: Se realizo un estudio de casos y controles, compuesto por 263 mugjeres: 89 diagnosticadas con PE
v 174 del grupo de control. Se evaluaron los polimorfismos investigados a partir del dcido desoxirribonucleico (ADN) gendmico
aislado de la sangre periférica por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real para discriminacion alélica. El
riesgo de los polimorfismos del gen IL17A para la PE fue evaluado segtin el modelo de berencia empleando regresion logistica.
El poder estadistico presentd 99,5% para la deteccion de asociacion. Resultados: Las frecuencias genotipicas, asi como el andlisis
de regresion logistica miiltiple, no fueron estadisticamente significativas para los polimorfismos 1$3761549 C>T, 153761548 A>C
V152232365 A>G del gen TL1TA. Ningtin haplotipo de los polimorfismos investigados mostré asociacion con el riesgo de desarrollo
de PE. Conclusion: No hay asociacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas, los modelos de herencia y los haplotipos de los
polimorfismos rs4711998 A>G, 158193036 C>T'y 152275913 A>G del gen 1L17Ay la PE.

Palabras clave: preeclampsia; polimorfismo genético; interleucinas.

INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) € definida pelo desenvolvimento de
hipertenséo arterial (> 140/90 mmHg) associada a proteindria
(>300mg/24 horas ou > 1+ em exame com fita reagente) apos a 20
semana de gestacio ou apds a manifestacdo de sinais e sintomas,
como cefaleia, escotomas, dor abdominal, trombocitopenia
(plaquetas < 100.000/mm?), enzimas hepaticas elevadas (dobro
do basal), insuficiéncia renal (> 1,1 mg/dl), edema pulmonar e
convulsdes em mulheres previamente normotensas 2.

Ainterleucina 17A (IL17A) é um potente indutor de inflamagio
tecidual secretada pelas células Th17. Ativa as vias de sinalizacdo que
induzem a proliferacao, o recrutamento, a ativacao e a migracao de
neutrdfilos; encontra-se elevada no primeiro e terceiro trimestres
dagestacio, favorecendo o estabelecimentoda gravideze o trabalhode
parto, respectivamente® .,

Acredita-se que a IL17A esteja envolvida na patogénese da PE,
pois estudos com modelos animais mostraram que essa molécula
promove hipertensdo induzida pela angiotensina II (Ang-II),
recrutando leucdcitos durante o remodelamento vascular
hipertensivo®. Além disso, niveis elevados de IL17A ji foram
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observados em gestantes com PE, mas o mecanismo envolvido
ainda ndo é totalmente compreendido®.

0 gene que codifica a IL17A estd localizado no brago curto do
cromossomo 6 (6p12.1) e é composto por cinco éxons, codificando
uma proteina com 155 aminodcidos de pesomolecularde 17.50kD®.
Polimorfismos nesse gene ja foram associados a patogénese de
doencas autoimunes e inflamatdrias® e acredita-se que eles podem
modular a expressdo génica, bem como afetar o funcionamento das
células Th17, 0 que contribui para a suscetibilidade a PE. No entanto,
os dados disponiveis na literatura sdo escassos e controversos® 1V,
reforgando a necessidade de estudos com esse tema na populacao
brasileira. Nesse contexto, o presente trabalho visa investigar os
polimorfismos 14711998 A>G; 138193036 C>T e 152275913 A>G
no gene /2.7 74 em mulheres com PE.

MATERIAIS E METODOS

Casuistica

Trata-se de um estudo caso-controle, com 263 mulheres
atendidas pelo servico de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de
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Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM),
Uberaba, Minas Gerais, Brasil, entre julho de 2015 e setembro de
2017. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da UFTM (CAAE 44460115.1.0000.5154). Todas as participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

0 grupo de estudo foi composto por 89 mulheres diagnosticadas
com PE de acordo com os critérios estabelecidos pelo American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG)™. O grupo-
-controle foi formado por 174 mulheres sem comorbidades.
Participaram apenas aquelas sem historico de hipertensio arterial
cronica, hipotireoidismo, diabetes mzellitus, diabetes gestacional,
doencas  infectocontagiosas, doencas autoimunes, gestacdo
multipla e abortos recorrentes.

Genotipagem das amostras

Todas as participantes foram submetidas a coleta de 10 ml
de sangue total, por venopuncio, em tubos de coleta a vicuo
estéril (BD Vacutainer®), com 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA). A extracio do 4cido desoxirribonucleico (DNA) gendmico
foi realizada pelo método de fenol clorof6rmio®?.

0s polimorfismos rs4711998 A>G; 1s8193036 C>T e 152275913
A>G do gene /L 174 foram avaliados pela técnica de discriminagao
alélica por reacdo da cadeia da polimerase (PCR) em tempo real,
com a utilizacdo de sondas de hidrolise TagMan (ThermoFisher
Scientific). As reacdes de PCR continham 10 ng de DNA, 1,5 pl de
TagMan Universal Master Mix (2x), 0,1 pl de iniciadores e sondas
(10x) e dgua ultrapura suficiente para um volume final de 5 pl,
incluindo os controles negativos adequados em todos os ensaios.
As reagdes foram realizadas no aparelho StepOnePlus (Applied
Biosystems™), sob as seguintes condigdes: 95°C por 10 minutos
e 40 ciclos de amplificagdo (95°C por 15 segundos e 60°C por
1 minuto). Para cada ciclo, o soffware determinou o sinal
fluorescente a partir das sondas marcadas com VIC ou FAM.

Analise estatistica

As varidveis continuas foram descritas por média + desvio
padrio (DP), e as varidveis categricas, expressas em porcentagem.
As comparagcoes estatisticas entre dois grupos foram realizadas
com o emprego do teste Mann-Whitney para dados quantitativos e
Qui-Quadrado (y?) para varidveis qualitativas.

Para avaliar o risco dos polimorfismos 1s4711998 A>G,
138193036 C>T e 12275913 A>G do gene IL174 contribuirem
com a PE, foi realizada a andlise de regressao logistica multipla,
por meio do programa SNPStat (disponivel em: http://bioinfo.
iconcologia.net/SNPstats_web). Nessa andlise, foram utilizados
os seguintes modelos de heranga: codominante (homozigoto
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selvagem X heterozigoto x homozigoto polimérfico); dominante
(homozigotoselvagem x heterozigoto + homozigoto polimorfico);
recessivo (homozigoto polimdrfico x homozigoto selvagem +
heterozigoto). O programa SNPStats também foi utilizado para
inferir os haplotipos a partir da frequéncia populacional estimada.
Os resultados foram apresentados em odds ratio (OR), com
intervalo de confianca (IC) de 95%. O poder estatistico apresentou
99,5% para a deteccdo de associagdo, utilizando o soffware G
POWER 3.1. A significancia estatistica foi definida como p < 0,05.

RESULTADOS

Caracteristicas dos sujeitos

Participaram deste estudo 263 mulheres, divididas em grupo de
estudo (PE) e grupo-controle (C). O grupo PE foi composto por 89
mulheres; e o grupo C, por 174. A caracterizacio da amostra pode
ser observada na Tabela 1. As médias de idade materna, idade
gestacional e peso dos recém-nascidos (RN) foramsignificativamente
menores no grupo PE (27,1 anos, 34,2 semanas e 2111,27 gramas,
respectivamente). A média da pressao arterial sistolica e diastolica
foi estatisticamente maior no grupo PE (1558 e 103,3 mmHg,
respectivamente). O ntimero de mulheres primigestas e mulheres
com histéria familiar de PE também foi significativamente maior
no grupo PE (40,4% e 30,3%, respectivamente).

TABELA 1 — Caracterizagio da amostra

Varidveis Grupo C (. =174) Grupo PE (z = 89) p
(mlg(iiefgsﬁs) 316+78 27,1+ 64 <0,001
e s s <o
(é diz eiogg I;imas) 3203844802  211127+8555 <0001
(média iPAD; ity 1142 = 104 1558227 <0001
(média j%% - 751+ 103 1033149 <0001
Prgﬂéf)sm’ 26 (14,9%) 36 (404%) <0001
Hisdria %T}l;ar de P, 15 (8,6%) 27603% <0001

DP: desvio padrdo; RN: recém-nascido; PAS: pressio arterial sistolica; PAD: pressio
arterial diastolica; Grupo C: grupo-controle; Grupo PE: grupo pré-eclampsia. Varidveis

quantitativas comparadas pelo leste de Mann-Whitney; varidveis qualitativas por
Qui-quadrado.

Genotipagem

Para os polimorfismos rs4711998 A>G, rs8193036 C>T e
132275913 A>G no gene IL174, foram analisadas 260 (173 C
e 87 PE), 259 (171 C e 88 PE) e 263 (174 C e 89 PE) amostras,
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respectivamente. As frequéncias genotipicas e alélicas sdo
apresentadas na Tabela 2.

Ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre as frequéncias genotipicas e os grupos para os polimorfismos
investigados (x*= 0,13; 3,02 e 3,02; p = 0,93; 0,22 e 0,22,

dos haplétipos dos polimorfismos investigados e o risco de
desenvolvimento de PE.

TABELA 3 — Modelos de heranca dos polimorfismos rs4711998 A>G, rs8193036

C>T e 52275913 A>G do gene IZ17A nos grupos controle e PE

respectivamente). Os grupos PE e controle dos polimorfismos Modelo  Gendtipo Controler (%) PEn (%) ORO5%1C) p
158193036 C>T e 152275913 ASG no gene ILI7A estio em “42/?98 e T 1
equilibrio de Hardy Weinberg (PE: )= 1,83 e 040 ep =0,18e (0 . MG 6 (58:1) 35 (40:2) 086 (048-155) 038
0,53; C: x*= 0,01 € 0,02 e p = 0,92 e 0,88, respectivamente). O A (162 13(149) 1,1 (05-2.44)
grupo-controle do polimorfismo rs4711998 A>G néo estd em EHW Dominante G/G 79 (45,7) 30 (44,8) 1
(PE: 2= 1,18ep = 028; C: x> = 4,67 ep = 0,03). NGNA 94 (543)  48(552) 092 (054-159) 078
> R - o N Recessivo G/G-AG  145(83,8)  74(85,1) 1
A andlise de regressio logistica multipla ndo demonstrou WA 28(162)  13(149) 1,18 (0,56-2,49) 0,66
diferenca estatisticamente significativa para os polimorfismos 158193036
153761549 C>T, 153761548 A>C e 1$2232365 A>G do gene IL174 /T 104 (608) 47 (53.4) 1
em nenhum dos modelos de heranca avaliados (Tabela 3). Codominante ¢/T 59 (345  31(352) 0,82 (046-146) 031
C/C 8 (4,7) 10 (11,4) 0,46 (0,16-1,29)
Dominante /T 104 (60,8) 47 (53,4) 1
TABELA 2 - Distribuicio das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfis- O/TC/C 67 (39,2) 41 (46,6) 0,73 (0,43-126) 0,26
mos 13761549 C>T; 1s3761548 A>C e 12232365 G>A no gene IL174 Recessivo TTT 163953 78(886) !
Polimorfismo ~ Controle 7z (%) PE 1 (%) 1 b o 8 (4.7) 10(114) 05 (018135 0,17
154711998 152275913
GG 79 (45,7) 39 (44,8) G/G 99(569) 59 (66,3) 1
AG 66 (38,1) 35 (40,2) 0,13 0,93 Codominante  A/G 656374 28G5 131074232 034
A 28 (16,2) 13 (15) MA 10 (5,8) 2(2,2)  2,55(0,52-12,49)
158193036 Dominante G/G 99(56,9) 59 (66,3) 1
TT 104 (60,8) 47 (53.4) AG-AA 75 (43,1) 30 33,7) 1408243 023
or 59 (345) 31352) 302 022 Recessivo G/G-A/G 164 (94,2) 87 (97,8 1
«© 8 (47) 10 (114) MA 10 (5,8 2(22) 231(04811,17) 0,26
: . PE: pré-eclampsia; OD: odds ratio; IC: intervalo de confianga.
152275913
GG 99 (56,9) 59 (66,3)
AG 65 (373) 28 (31,5) 302 022 TABELA 4 — Haplotipos do gene IL17A4
AA 10 (5,8) 202) Gene  Haplotipo Controle PE OR (IC-95%) b
Frequéncia alélica 11174 G-T-G 043 0,42 1 -
I’S4711998 A-T-G 0,17 0,16 1,05 (0,52-2,14) 0,89
A 122 (055) 61 (0,35) G-T-A 0,1 0,09 1,03 (0,57-2,84) 0,95
G 224 (0765) 113 (0765) A-C-G 0,08 0,13 0,63 (0,31-1,29) 0,2
8193036 G-C-G 0,05 0,09 0,69 (0,28-1,69) 041
C 502 51029 ATA 006 002 2340341589 039
T 2%7 (078) 125 071) GCA 004 003 133036495 067
152275913 A-C-A 0,02 0,02 1,13 (0,25-5,05) 0,88
A 85 (0,24) 32(0,18) PE: pré-eclampsia; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga.
G 263 (0,76) 146 (0,82)
PE: pré-eclampsia. DISCUS S/&O
Haplotipos

Alteracdes no sistema imunoldgico jd foram associadas a
patogénese da PE. Nesse contexto, a IL17A e sua potente atividade
inflamatoria parecem desempenhar um papel importante na
etiologia da PE!?.

Os hapldtipos para os polimorfismos 154711998 A>G,
138193036 C>T e 152275913 A>G do gene IL1 74 sdo apresentados
na Tabela 4. Nao foi observada associacdo entre nenhum
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No presente trabalho, a média de idade materna e idade
gestacional, bem como o peso dos RN, foram menores no grupo
PE. Este grupo também foi composto por maior nimero de
primigestas e mulheres com historico familiar de PE e apresentou
niveis pressoricos elevados. Nossos resultados s3o condizentes
com os apresentados na literatura, os quais indicam que a PE
é uma doenca caracteristica da primeira gestagdo, com risco
aumentado para partos prematuros e RN de baixo peso, e possui
um componente genético na sua etiologia'*>.

Os polimorfismos rs4711998 A>G, rs8193036 C>T e
152275913 A>G no gene /174 estdo localizados na regido
promotora e podem regular a expressdo génica, desempenhando
um papel importante em processos fisiopatol6gicos de varias
doengas, entre elas, a PE. No entanto, essas variantes ainda n4o
foram suficientemente exploradas nesse contexto!,

No presente trabalho, néo foi observada a associacio entre
os polimorfismos 14711998 A>G, 138193036 C>T e 1s2275913
A>G no gene /.1 74 e a PE. Resultados semelhantes em relaco ao
polimorfismo rs2275913 foram relatados por Wang e/ al. (2015)1”
em um estudo com 1.031 pacientes com PE e 1.298 gestantes
normotensas. 08 autores ndo encontraram associacdo entre o
referido polimorfismo e a gravidade ou o inicio de manifestacio
dos sintomas de PE em mulheres chinesas da etnia Han. Anvari
et al. (2015)® investigaram o polimorfismo rs2275913 no gene
IL174 em 261 gestantes iranianas com diagndstico de PE —
divididas de acordo com a gravidade dos sintomas — e 278
gestantes sauddveis; nenhuma associagdo foi encontrada entre
esse polimorfismo e a PE grave ou leve.

Embora nossos resultados ndo tenham associado o
polimorfismo rs2275913 4 PE, ele parece modular a expressao de
IL17A e, consequentemente, os niveis circulantes dessa citocina.
Isso foi demonstrado por um estudo realizado no Egito, que
observou a associacdo entre esse polimorfismo e o risco de abortos
recorrentes, sendo o gendtipo AA correlacionado com um maior
nivel sérico de IL17A, o que demonstra que o aumento dessa
citocina € prejudicial & gestagio™.

Até o momento nao ha dados disponiveis na literatura a
respeito da associacdo entre os polimorfismos rs4711998 A>G
e 138193036 C>T no gene da /2174 e a PE, sendo este estudo o
primeiro a investigar o papel dessas variantes na PE. Apesar disso,
eles parecem contribuir com a inflamagdo descontrolada, como
observado em estudos com doenca arterial coronariana®, doenca
de Graves™ e cincer esofdgico®), que detectaram associacio
entre esses polimorfismos e as condigdes anteriormente citadas.

No presente trabalho, o grupo C do polimorfismo rs4711998
do gene /1174 ndo estava em EHW. A inobservancia do EHW
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em nosso estudo sugere que os pressupostos que o mantém néo
sdo seguidos no grupo-controle desse polimorfismo e podem
influenciar 0 modo como os alelos sao distribuidos através das
geracles. Entretanto, nao € possivel identificar com precisio qual
pressuposto estd sendo violado. Outro fator que pode influenciar
no EHW € o efeito do drop-out alélico, que ocorre quando alguns
alelos so insuficientemente amplificados, levando ao excesso de
individuos homozigotos. Esse efeito aparentemente nio ocorre no
presente estudo, pois as frequéncias genotipicas do grupo-controle
nesses polimorfismos so semelhantes as de outras populagdes®.

Nao foi detectada associacio entre os haplGtipos dos
polimorfismos rs4711998 A>G, 1s8193036 C>T e 152275913
A>G no gene /L7174 e a PE. Nossos resultados sdo semelhantes
aos encontrados em um estudo realizado no Ird, que nao
observou associacao entre haplétipos que contém o polimorfismo
132275913 do gene /2.7 74 € o risco de desenvolvimento de PE®. No
entanto, hapl6tipos com polimorfismos do gene /2774 ja foram
associados a doengas autoimunes e abortos, como demonstrado
por Hammad e/ al. (2016)®, que associaram o haplétipo GGA dos
polimorfismos 12275913 do gene /1.1 74 e 1s763780 e 1s2397084
do gene [L17F ao ltpus juvenil, no Egito. Outro estudo também
realizado no Egito associou o haplétipo T-A dos polimorfismos
1s2275913 do gene /1 74 e 15763780 do gene /L1 7F a0 maior risco
de abortos de repeticao”.

Embora os resultados sobre polimorfismos e haplétipos do
gene /1174 do presente estudo sejam inconsistentes em relacao
a PE, nfo se deve descartd-los como aliados na identificacio de
alelos predisponentes @ doenca. A variabilidade nos resultados
de trabalhos sobre a contribuico de determinados genes na
PE disponiveis na literatura pode ser atribuida a fatores como
diversidade genética das populacdes estudadas e diferentes
desenhos experimentais empregados. Isso faz com que, muitas
vezes, as associacdes validas para determinada populacdo nao
sejam relevantes para individuos de outras etnias, ressaltando a
complexidade de estudos envolvendo polimorfismos genéticos”9.
Apesar disso, acreditamos que em um futuro proximo as variantes
genéticas possam fornecer critérios mais especificos e direcionados
na deteccéo precoce da PE.

CONCLUSAO

Nao hd associagdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas,
os modelos de heranca e os hapldtipos dos polimorfismos
134711998 A>G, 18193036 C>T e 12275913 A>G do gene I1174
eaPE.
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