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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) € a maior causa de morbimortalidade materno-fetal e seu diagnéstico inclui
hipertenséo induzida pela gestacao e outros critérios clinicos, que pode ser proteinuria. A terapia
anti-hipertensiva prolonga a gestacao e diminui desfechos adversos. Porém, 40% das gestantes
nao respondem a essa terapia e sdo associadas aos desfechos clinicos mais graves. Na PE
ocorre placentacdo anormal, isquemia da placenta e liberacdo dos fatores tirosina quinase-1
solavel (sFLT-1) e endoglina sollvel, o que leva a baixa biodisponibilidade de éxido nitrico (NO)
e resulta em disfungéo endotelial. A visfatina/Nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT) induz
a producdo endotelial de NO e é um potencial biomarcador de disfuncdo endotelial. Nosso
objetivo foi examinar as correlagdes entre 0s niveis plasméaticos de visfatina/NAMPT, nitrito
(marcador da formagéo enddgena de NO), sFLT-1 e ADMA de 205 gestantes com PE (incluindo
subgrupos de responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva) e 203 do grupo controle,
se polimorfismos de NAMPT e VEGF afetam os niveis de nitrito, e caracterizar interacdes entre
polimorfismos de NAMPT, NOS3 e VEGF nestes grupos. Os genétipos foram determinados por
ensaios de discriminacao alélica Tagman. Os niveis de nitrito foram mensurados por ensaio de
guimioluminescéncia, e os de vistafina/NAMPT, sFLT-1 e ADMA por ELISA, e analisados por
testes de correlacdo de Spearman. As analises de interacdo gene-gene foram feitas pelo
programa Multifactor Dimensionality Reduction. No grupo PE, os niveis de vistafina/NAMPT
tiveram correlacdo negativa com nitrito (r=-0,257, 95% CI=-0,477/-0,007, P=0,038) e positiva com
sFLT-1 (r=0,326, 95% CI=-0,084/0,532, P=0,007). No grupo controle, 0s niveis de
vistafina/NAMPT tiveram correlagdo positiva com nitrito (r=0,317, 95% CI=0,110/0,497, P=0,002)
e negativa com sFLT-1 (r =-0,340, 95% CI=-0,592/-0,027, P=0,029). Em gestantes com PE ndo
responsivas a terapia anti-hipertensiva, os niveis de visfatina/NAMPT e nitrito tiveram correlacéo
negativa (r=-0,376, 95% CIl=-0,643/-0,026, P=0,031), e os genoétipos TC+CC do polimorfismo
rs1319501 de NAMPT foram associados aos menores nives de nitrito plasmatico. Foram
detectadas interag@es entre genotipos dos polimorfismos rs1319501 de NAMPT e rs2010963 de
VEGF na comparacéo dos grupos controle e PE (P=0,001), e entre gendtipos dos polimorfismos
VNTR 27pb do NOS3 e rs2010963 do VEGF na comparacdo de gestantes com PE responsivas
e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva (P=0,013). Nossos achados sugerem um efeito
inibitério da visfatina/NAMPT na formagé@o de NO em PE e no grupo de gestantes ndo responsivas
a terapia anti-hipertensiva. Além disso, que interacdes gene-gene na via da visfatina/NAMPT
podem afetar o risco e a responsividade a terapia anti-hipertensiva em PE.
Palavras chave: Pré-eclampsia, Terapia anti-hipertensiva, Oxido nitrico (NO), Visfatina/NAMPT,

InteragGes gene-gene.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a major cause of maternal and perinatal morbidity/mortality, and is
characterized by pregnancy-induced hypertension and other clinical criteria, including proteinuria.
Antihypertensive therapy prolongs gestation and decreases adverse outcomes. However, 40% of
pregnant are nonresponsive to antihypertensive therapy and associated with adverse outcomes.
Abnormal placentation and placental ischemia occur in PE, followed by the release of soluble
tyrosine kinase-1 (sFLT-1) and soluble endoglin, which leads to low nitric oxide (NO) bioavailability
and results in endothelial dysfunction. Visfatin/Nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT)
favors endothelial NO production, and is a potential biomarker of endothelial dysfunction. In this
study, we examined correlations between the plasma levels of visfatin/NAMPT, nitrite (marker of
endogenous NO formation), sFLT-1 and ADMA in 205 pregnant with PE (including responsive and
nonresponsive to antihypertensive therapy) and 203 of control group, whether NAMPT and VEGF
polymorphisms affect plasma nitrite levels, and characterized gene-gene interactions. Genotypes
were determined by Tagman allelic discrimination assays. Plasma nitrite levels were measured
by ozone-based chemiluminescence assay, and visfatin/NAMPT, sFLT-1 and ADMA by ELISA,
which were analyzed by Spearman’s correlation tests. Gene-gene interactions were characterized
using Multifactor Dimensionality Reduction. In pregnant with PE, visfatin/NAMPT levels were
negatively correlated to nitrite (r=-0.257, 95% CI=-0.477/-0.007, P=0.038), and positively
correlated to sFLT-1 (r=0.326, 95% CI=-0.084/0.532, P=0.007). In the control group,
visfatin/NAMPT were positively correlated to nitrite levels (r=0.317, 95% CI=0.110/0.497,
P=0.002) and negatively correlated to sFLT-1 (r=-0.340, 95% CI=-0.592/-0.027, P=0.029). In the
subgroup of PE who are nonresponsive to antihypertensive therapy, visfatin/NAMPT and nitrite
levels were negatively correlated (r=-0.376, 95% CI=-0.643/-0.026, P=0.031), and the TC+CC
genotypes of NAMPT polymorphisms rs1319501 were associated with low levels of plasma nitrite.
We found interactions between genotypes of NAMPT rs1319501 and VEGF rs2010963
polymorphisms when compared control group and PE (P=0.001), and between genotypes of
NOS3 VNTR 27pb and VEGF rs2010963 polymorphisms when compared subgroups of PE who
were responsive and nonresponsive to antihypertensive therapy (P=0.013). Our findings suggest
an inhibitory effect of the visfatin/NAMPT on NO formation in PE and in the subgroup of pregnant
with PE who are nonresponsive to antihypertensive therapy. Moreover, our findings suggest that
gene-gene interactions in the NAMPT pathway may affect both the susceptibility to PE and the
responsiveness to antihypertensive therapy in PE.

Keywords: Preeclampsia, Antihypertensive therapy, Nitric Oxide (NO), Visfatin/NAMPT, Gene-

gene interactions.
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1. INTRODUCAO

O diagndstico da pré-eclampsia (PE) € definido por hipertenséo apés a 20 semana de
gestacdo e outros critérios clinicos, que pode ou nao incluir proteindria. Na auséncia desta,
considera-se a associagdo com trombocitopenia, elevacao das enzimas hepéticas, insuficiéncia
renal, edema pulmonar ou surgimento de distUrbios visuais. A hipertenséo é definida por pressao
sistélica de pelo menos 140 mm Hg, ou diastélica de pelo menos, 90 mm Hg, aferidas em duas
ocasifes diferentes, com intervalo de 4 a 6 horas, em pacientes normotensas. A proteinuria é
definida como excrecao urinaria de no minimo 300 mg em amostra de urina de 24 horas (ACOG
et al., 2013).

A PE é a principal causa de morbidade e mortalidade materno-fetal e afeta de 5% a 7%
das gestantes, sendo responsavel por mais de 70.000 mortes maternas e 500.000 mortes fetais
em todo o mundo a cada ano (RANA et al., 2019). A PE esta associada a partos prematuros e a
um maior risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares maternas a longo prazo
(PHIPPS et al., 2019). Por ser uma patologia exclusiva da gravidez, o Unico tratamento definitivo
€ a remocgao da placenta, fato que pode levar a nascimentos pré-maturos em muitos casos. A
terapia anti-hipertensiva disponivel para tratar a PE inclue metildopa, labetalol e nifedipina, mas
esses farmacos tém eficicia limitada. Portanto, existe a necessidade da descoberta de novas
opcOes terapéuticas para mulheres com PE que melhorem seus sintomas e sejam seguras para
o feto em crescimento (SASSER et al., 2015).

Os farmacos anti-hipertensivos sédo usados para redugéo da presséo arterial, prolongar a
gestacao e diminuir os potenciais desfechos adversos na PE (BERZAN; DOYLE; BROWN; 2014;
ABALOS; DULEY; STEYN; 2014). Entretanto, um grande grupo de gestantes néo responde a
terapia anti-hipertensiva e esta associado aos piores parametros clinicos, de acordo com critérios
de responsividade definidos previamente (LUIZON et al., 2017a; NHBPEP et al., 2000). Nesse
contexto, é relevante buscar por formas de prevencéo e detecgéo precoce da PE, pois ndo existe
estratégia preventiva ou terapéutica definitiva, tampouco um biomarcador especifico, teste clinico

para diagnéstico precoce ou preditivo da gravidade da doenca (GUO et al., 2019).

1.1. Fisiopatologia da Pré-eclampsia (PE) e a disfuncédo endotelial

Durante a gravidez normal, os citotrofoblastos invadem a decidua e o miométrio para
substitur as células da parede vascular das artérias espiraladas maternas. Esse processo é
responsavel pela perda da tunica muscular dos vasos, tornando-os grandes, de baixa resisténcia,
para que possam acomodar o aumento do fluxo sanguineo necessario para suprir o feto. A PE é

caracterizada pela falha da remodelagéo das artérias espiraladas e placentacdo anormal, onde



os citotrofoblastos nédo infiltram a porcdo das artérias espiraladas que se encontra no miométrio.
Desse modo, o calibre das artérias espiraladas permanece pequeno e mantém sua capacidade
de constricdo, o que resulta em hipoperfusao placentaria e hipoéxia (revisado em FOLK, 2018). O
desenvolvimento apropriado dos trofoblastos € dependente de um balanco de sinais que
controlam sua proliferacao e diferenciacdo (CAREY et al., 2014). Embora ndo se conheca a razéo
do desenvolvimento anormal da circulagédo uteroplacental nas gestantes que desenvolvem PE,

fatores vasculares, imunologicos e genéticos foram implicados (ABDALLA et al., 2001).

Uma hipotese proposta sobre o desenvolvimento da PE, é a de que uma resposta imune
alterada na gestacdo precoce leva a placentacdo anormal seguida por reducdo da perfusdo
placentéria, isquemia sincitiotrofoblastica e danos extensivos no endotélio vascular (ROBERTS
E HUBEL, 2009). A disfung&o endotelial proveniente desses danos causaria uma diminuicdo na
producéo e na atividade de agentes vasodilatadores, como a prostaciclina e o 6xido nitrico (NO),
0 que levaria a uma reducao do fluxo sanguineo Utero-placentario, com trombose das artérias
espiraladas e infarto placentario (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC; 2005). Os extensivos danos
vasculares e da hipoxia resultam no aumento exponencial da produgé&o de multiplas citocinas e

fatores de crescimento que culminam nas manifestac¢des clinicas da PE (ROBERTS et al., 2009).

Durante a gravidez ocorrem alteracdes para manter o sistema imunoldgico materno
tolerante aos antigenos paternos expressos pelo feto, tais como o aumento da producéo das
interleucinas IL-12 e IL-1R pelos mondcitos, uma maior capacidade para sintetizar IL-8 pelos
granuldcitos, os linfocitos T ndo apresentam qualquer caracteristica de ativagdo e a diminuigdo

da producao de IL-6.

A placenta, por sua vez, por estar em contato direto com o sangue fetal, desempenha um
papel importante nos mecanismos da tolerdncia materna ao feto. Neste processo estdo
envolvidos vérios fatores, incluindo o antigeno HLA-G,um membro do MHC (Complexo principal
de histocompatibilidade) da classe | expresso nas células trofoblasticas. O HLA-G inibe a fungéo
das células Natural Killer (NK) e a maturagéo das células dendriticas e desempenha uma fungéo
importante na tolerancia fetal as células maternas. De fato, na gravidez o HLA-G se expressa
também nos mondcitos ativados pela IL-10 e pelo interferon y e protege o feto da rejeicao
materna, evitando a ac¢éo das células NK e dos linfocitos T citotoxicos. Portanto, a resposta imune
sofre transformacdes importantes durante a gestagéo, de modo a reduzir a atividade inflamatdria
(SARGENT; BORZYCHOWSKI; REDMAN, 2006)

Na PE, entretanto, ocorre ma adaptacao das respostas imunes, com resposta inflamatoria

materna excessiva, resultando na invaséao superficial dos trofoblastos, remodelamento defeituoso



da artéria espiral, infarto placentario e liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e fragmentos
placentérios na circulacdo sistémica. Os trofoblastos interagem na decidua com as células NK
uterinas, modificando suas citocinas, regulando as moléculas de adeséo e as metaloproteinases
da matriz. A incapacidade dos trofoblastos para realizar essas mudancas pode ser um fator critico
para o inicio da PE. Varias citocinas, produzidas na interface materno-fetal, tem impacto na
invasao trofoblastica. A deficiéncia de interleucina IL-10 pode contribuir para o aumento das
respostas inflamatorias contra os trofoblastos, provocados, por exemplo, pelo Fator de Necrose
Tumoral-a e interferon y. Consequentemente, a alta taxa de apoptose dificulta a capacidade
invasiva dos trofoblastos, resultando em transformacéo defeituosa das artérias espirais, hipdxia,
trombose e infarto da placenta (CUBRO et al., 2018).

Antes do inicio dos sintomas clinicos da PE se observa um aumento da liberacdo pela
placenta de fatores anti-angiogénicos, como a tirosina quinase 1 semelhante a fms (sFLT-1) e
endoglina soltvel (seEng) (POWE; LEVINE; KARUMANCHI; 2011). Concomitantemente, estdo
diminuidos os niveis de fatores pré-angiogénicos, como o fator de crescimento placentario (PIGF)
e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (POWE et at., 2011). Na gestacao normal,
ocorre a liberagdo dessas citocinas pro-angiogénicas, que circundam o trofoblasto e atuam na
angiogénese e na estabilidade vascular (LI et al., 2001).

A disfungéo endotelial sistémica é caracteristica marcante da PE (ROBERTS et al., 1989).
Hipertensao e proteinuria sdo manifesta¢des clinicas caracteristicas da PE e colocam o endotelio
vascular como seu alvo central. A hipertensdo € caracterizada pelo aumento da resisténcia
vascular periférica e por baixa complacéncia arterial, e a proteindria provém da leséo renal
(POWE et at., 2011). O diagnostico clinico da PE pode incluir trombocitopenia grave, coagulagéo
intravascular disseminada, descolamento de placenta, e inumeraveis implicacdes de longo prazo
(MAYRINK; COSTA; CECATTI; 2018). Entretanto, ndo existe um biomarcador preditivo ou de
diagnéstico para PE. Embora o sFLT-1 seja atualmente usado como auxiliar no diagndstico, ainda
ndo é possivel avaliar se fatores circulantes terdo impacto na prética clinica e se ajudardo a
melhorar os desfechos maternos e perinatais (ZEISLER et al., 2016; CERDEIRA et al., 2018).

Biomarcadores sdo parametros, incluindo lipidios, peptideos, &cidos nucléicos, proteinas,
cuja presenca ou auséncia pode ser inequivocadamente associada a processos bioldgicos
especificos ou estagios da doenca, possibilitando seu estudo de uma perspectiva quantitativa
e/ou qualitativa (NAVAJAS; CORRALES; PARADELA; 2019).



1.2. Nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT) na Gestacdo normal e na Pré-
eclampsia (PE)

O tecido adiposo pode exercer efeitos pleiotropicos através da producéo e secrecdo de
adipocinas (MAZAKI-TOVI et al., 2010), e é reconhecido como um orgdo enddécrino altamente
ativo (CATALANO et al., 2006; KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER; 2006). A nicotinamida
fosforibosiltransferase, uma adipocina conhecida como visfatina/NAMPT, é um potencial
biomarcador de disfungdo endotelial vascular em PE (ROMACHO; SANCHEZ-FERRER; PEIRO,
2013; PAVLOVA; NOVAK; BIENERTOVA-VASKU, 2015). Ela é secretada pelo tecido adiposo
viceral (adipdcitos e macrofagos infiltrantes), mas também pelo musculo esquelético, figado,
células imunes, cardiomidcitos, cérebro (DAHL et al.,, 2012), placenta, membranas fetais
(OGNJANOVIC; BRYANT-GREENWOOD; 2002) e miométrio (ESPLIN et al., 2005).

A visfatina/NAMPT é encontrada tanto no meio extracelular quanto intracelular, mas seu
mecanismo de acao extracelular ainda ndo é completamente conhecido (DAHL et al., 2012). Ela
possui papel na inflamacéo e na regulagdo da matriz extracelular e, portanto, tem sido implicada
na patogénese e observa-se seu aumento em varias doencas, como insuficiéncia miocardica,
aterosclerose, distarbios metabdlicos, doencas inflamatérias e distirbios neurodegenerativos,
embora as bases de seus efeitos ainda estejam sendo debatidas (DAHL et al., 2012). Ela também
esta elevada em pacientes obesos, na resisténcia a insulina, na diabetes do tipo 2 e em estados
pro-inflamatérios (ADYA et al., 2007). A visfatina/NAMPT também tem papel contra a apoptose,
0 que a torna um potencial alvo para o tratamento do cancer (HASMANN e SCHEMAINDA, 2003).

Essa adipocina aumenta a producéo de moléculas pro-angiogénicas, como o VEGF e as
metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs), podendo afetar diretamente a contragdo
vascular por induzir o relaxamento dependente do endotélio através do aumento da expressao
da eNOS (sintase endotelial do 6xido nitrico), responsavel pela producédo do NO nesse tecido, e
da producao do proprio NO (ADYA et al., 2007). No entanto, a visfatina/NAMPT mostrou também
prejudicar o relaxamento dependente do endotélio através da ativacdo da nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (VALLEJO et al., 2011). Nos ultimos anos, a
visfatina/NAMPT tem sido relatada como uma molécula com multiplas ac6es biolégicas, algumas
delas estdo sintetizadas na Figura 1 (modificada de ROMACHO; SANCHEZ-FERRER; PEIRO,
2013).
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Figura 1: Algumas das ac¢fes bioldgicas da visfatina/NAMPT. Resumo de acdes diretas da
visfatina/NAMPT nas células do sistema cardiovascular. Abreviagdes: eNOS, Sintase endotelial
do 6xido nitrico; MMP-2/9,: metaloproteinases de matriz extracelular-2/9; NO, éxido nitrico: PVAT,
tecido adiposo perivascular. (Adaptado de ROMACHO; SANCHEZ-FERRER; PEIRO, 2013.

Traducao da autora).

A visfatina/NAMPT foi inicialmente proposta como marcador clinico de aterosclerose,
disfuncéo endotelial e dano vascular. Além disso, ela também promove a inflamacéo vascular e
a aterosclerose, com efeito na secre¢éo de citocinas e quimiocinas, sobrevivéncia de macréfagos,
recrutamento de leucécitos pelas células endoteliais, na inflamag&o do musculo liso vascular e
na desestabilizacdo da placa atereosclerética (ROMACHO; SANCHEZ-FERRER; PEIRO, 2013).

Na gestacdo, as adipocinas podem desempenhar um papel na invaséo trofoblastica e
placentacdo bem-sucedida, que requer angiogénese adequada (TERSIGNI et al., 2011). Os
maiores niveis de visfatina no plasma materno séo atingidos entre 19 e 26 semanas de gestacdo
(MAZAKI-TOVI et al., 2009). No entanto, a obesidade materna e fatores relacionados a obesidade
aumentam o risco de desenvolvimento de PE (O’'BRIEN; RAY, CHAN, 2003; SPRADLEY; PALEI;



GRANGER, 2015), e a desregulacao das adipocinas pode estar associada a disfuncéo endotelial
presente na PE (LEE et al., 2009; MORI et al., 2010).

A maioria dos estudos mostrou aumento nos niveis séricos de visfatina/NAMPT em PE,
mas os achados sobre concentragbes maternas de visfatina/NAMPT circulante na PE séo
contraditérios (HU et al., 2008; FASSHAUER et al., 2008; ADALI et al., 2009; ZULFIKAROGLU
et al., 2010; MAZAKI-TOVI et al., 2010). Portanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o

papel da visfatina na PE.

A fisiopatologia da PE ndo est4 completamente conhecida, o que dificulta o estudo de
genes candidados, como o NAMPT. Além disso, a PE é uma doenca complexa e é provavel que
um Unico gene ou variante ndo seja capaz de explicar todos os casos de PE (WILLIAMS E
MORGAN, 2012). Nesse contexto, € plausivel examinar os genes inclusos na via da
visfatina/NAMPT para uma melhor compreensdo do componente multifatorial da doenca.

1.3. O papel do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

Na gestacdo normal, fatores de crescimento angiogénicos desempenham papel central
no desenvolvimento vascular fetal e placentario. O VEGF é um importante fator de crescimento
especifico para células endoteliais e expresso em numerosos tecidos, incluindo a placenta
(BRENNAN; MORTON; DAVIDGE; 2014). Ele promove a angiogénese pela ligagdo com dois
receptores do tipo tirosina quinase, o VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (KDR) (FERRARA; GERBER,;
LECOUTER; 2003) e sua expressao € induzida por varios fatores de crescimento (DEROANNE
et al., 1997; PERTOVAARA et al., 1994), citocinas inflamatérias (COHEN et al., 1996; JUNG et
al., 2001; REGA et al., 2007) e hipéxia (SHWEIKI et al., 1992).

No inicio da gestacdo, o VEGF modula o desenvolvimento vascular e a permeabilidade
no endométrio, assim como na placenta e no embrido. Além disso, o VEGF foi encontrado no
soro de mulheres ao longo da gestacao e, por induzir a producdo de NO e prostaciclina (PGI12)
pelas células endoteliais, acredita-se que ele desempenhe um papel na modificagdo da
vasculatura sistémica materna (BRENNAN et al., 2014). A deplecdo de um unico alelo do VEGF
resulta em vasculatura placentaria anormal com morte de embrides de camumdongo na faixa de
10 a 12 dias (FERRARA et al., 1996). Além do seu papel central na vasculogénese e angiogénese
placentaria e embrionéria, 0 VEGF esta envolvido na sobrevivéncia das células endoteliais e
homeostase vascular em vasos e tecidos maduros (MAHARAJ et al., 2006). A inibicdo do VEGF
in vivo leva a desordens em varios orgdos com endotélio fenestrado, fenétipo observado na PE.

Em camundongos, o knockout do VEGF no inicio da vida pésnatal resulta em proteinuria,



sindrome nefrotica e endoteliose, similares as classicas lesdes renais observadas na PE
(EREMINA et al., 2003).

O VEGF tem um efeito vasodilatador na vasculatura sistémica, mediado pelo relaxamento
dependente de NO, devido a super regulacdo de NO e prostaciclinas nas células endoteliais
(POWE et al., 2011). Um estudo em camundongos sugere um papel do VEGF no controle da
pressdo sanguinea sistémica, uma vez que o antagonismo do KDR leva a eleva¢des na média

da pressdo arterial por um mecanismo dependente de NO (FACEMIRE et al., 2009).

O fator de crescimento placentério (PIGF), um homélogo do VEGF expresso na placenta
que também possui atividade pro-angiogénica (MAGLIONE et al., 1991) se liga exclusivamente
ao receptor Flt-1 (PARK et al., 1994). Camundongos com o receptor Flt-1 sem o dominio tirosina
quinase possuem vasos sanguineos normais e sobrevivem, mostrando que o Flt-1 atua como
regulador negativo da angiogénese através do sequestro do VEGF extracelular, e ndo por acao
intracelular (HIRATSUKA et al., 1998).

Na PE, os niveis circulantes e placentarios da forma sollvel do receptor Flt-1 (sFLT-1)
estdo aumentados, o que leva a diminuicdo do VEGF e PIGF livres circulantes e impede sua
biodisponibilidade para estimular a angiogénese e manter a integridade endotelial (Figura 2). Nos
rins, essa inativacado da forma livre do VEGF é possivelmente a causa de endoteliose e proteinuria
(MUTTER E KARUMANCHI, 2008; WANG; RANA; KARUMANCHI; 2009), desfechos observados
na PE. Estudos em cultura de células e tecido placentario in vitro demonstraram que a regulacdo
do sFLT-1 é realizado pelas vilosidades placentarias e trofoblastos em resposta a reducdes de
tensGes de oxigénio, similar as observadas em isquemia placentaria (GILBERT et al., 2008;
MUTTER E KARUMANCHI, 2008; WANG et al., 2009).

Em modelos animais de PE, outros estudos demonstraram que a restauracdo dos niveis
de VEGF livre resulta na melhora significativa da funcdo renal e da pressdo sanguinea. O uso de
VEGF recombinante em ratos com isquemia placentaria reestabelece a filtracdo glomerular e a
funcdo endotelial, resultando em reducdo da alta pressdo arterial associada a isquemia
placentaria (GILBERT et al., 2010).
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Figura 2: Papel do VEGF na gravidez normal e na disfuncéo endotelial na pré-eclampsia.
A) Na gestacéo normal, a homeostase vascular € mantida pelos niveis fisiolégicos do VEGF e
PIGF pelas ligagbes com o receptor FLT1 e outros receptores de sinalizagdo. B) Na PE, o excesso
do FLT-1 solavel (sFLT-1), secretado pela placenta, se liga ao VEGF e ao PIGF circulantes,
resultando na inibicdo das suas vias de sinalizagdo e culminando em disfuncdo endotelial e
reducéo da producao de prostaciclina e 6xido nitrico (Adaptado de PHIPPS et al., 2019. Tradugéo

da autora).

1.4. Oxido nitrico (NO) e a Pré-eclampsia (PE)

O NO é um gas, um fator de relaxamento endégeno derivado do endotélio e um importante
sinalizador intracelular e extracelular. Em condicdes fisiologicas, a liberacao de NO na circulacdo
placentaria dilata o leito vascular placentério fetal e da aporte a troca materno-fetal de oxigénio e
nutrientes. O aumento na concentracdo de NO ocorre com a idade gestacional, o que sugere que
ele tenha papel importante nas alteracdes cardiovasculares durante a gravidez normal (revisado
em MANNAERTS et al., 2018).

Os principais sintomas da PE envolvem a vasculatura e pacientes com PE demostram
disfuncao endotelial com vasodilatacdo dependente do endotélio prejudicada, mas sem alteracéao
da vasodilatacao independente das células endoteliais (POWE et al., 2011). Nesse contexto, as

vias de sinalizagdo mediadas pelo NO tem um papel chave na homeostase vascular devido ao



seu papel importante como regulador do ténus vascular, da presséao arterial, proliferacéo celular,
adeséo leucocitaria e agregacao plaquetaria (FORSTERMANN e MUNZEL, 2006).

O NO ¢ sintetizado por trés isoformas da sintase do 6xido nitrico (NOS), que séo
codificadas por trés genes: NOS neuronal, nNOS (codificada pelo NOS1), NOS induzivel, INOS
(codificada pelo NOS2) e a NOS endotelial, eNOS (codificada pelo NOS3), a principal NOS no
sistema vascular. Enquanto que as isoformas nNOS e eNOS séo expressas constitutivamente, a
forma induzivel (iNOS) é regulada por condices pro-inflamatdrias e estresse oxidativo (FARAH;
MICHEL; BALLIGAND; 2018).

A eNOS é responsavel pela sintese do NO pela conversao de L-arginina para L-citrulina,
com transferéncia de elétrons pela forma reduzida da NADPH. A tetra-hidrobiopterina (BH4),
dinucledtido de flavina e adenina (FAD), mononucleétido de flavina (FMN) e calmodulina sao
cofatores necessarios para a atividade catalitica da eNOS (VANHOUTTE et al., 2017) (Figura 3).
Como as NOS utlizam o aminoacido L-arginina como substrato, um importante inibidor da via
arginina-NO é a dimetilarginina assimétrica (ADMA), uma forma metilada da L-arginina que inibe
as atividades da nNOS e da eNOS, reduzindo a producdo de NO endotelial (AZEVEDO et al.,
2017). De acordo com sua agéo, niveis elevados de ADMA foram reportados em mulheres com
PE (SPEER et al., 2008; SAVVIDOU et al., 2003; DEMIR et al., 2012).

A atividade da eNOS inclui controles pos-traducionais, como fosforilagdo, acetilacédo,
interacbes proteina-proteina, S-nitrosilacdo e S-glutationilagdo. O principal mecanismo de
ativacao da eNOS é a fosforilagdo do aminoacido serina na posi¢do 1177 mediada pela enzima
Akt-quinase, uma via dependente da fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K), que aumenta a
sensibilidade da eNOS as concentracdes basais de Ca++/calmodulina (BOO et al.,, 2006;
FULTON et al., 1999).

O mecanimos de acdo do NO envolvem o aumento do monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP) pela ativacao da guanilato ciclase soltvel (sGC) e outras moléculas da via, o que resulta
em diminuicdo da pressao arterial, inibicdo da agregacao plaquetéria e vasodilatacdo (EMDIN et
al., 2018). O NO também previne a expressao de moléculas de adesdo na superficie das células
endoteliais, adesao e migracao de macrofagos, liberacdo e acdo do potente vasoconstritor

endotelina 1 (ET-1) e tem papel fundamental contra a aterosclerose (VANHOUTTE et al., 2017).
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Figura 3: Simplificagdo da atividade da eNOS. A eNOS catalisa converséo da L-arginina para gerar NO.
O NO reage com guanilato ciclase solGvel (sGC) e promove a conversao do trifosfato de guanosina (GTP)
em monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), resultando em relaxamento do musculo liso vascular. BH4:
tetraidrobiopterina; FAD: dinucleétido de flavina e adenina; FMN: mononucleétido de flavina (Adaptado de
ZHU et al., 2016).

Durante a gestacdo, mudancgas importantes acontecem na dindmica cardiovascular
materna. Essas modifica¢cdes vao incluir, o aumento do volume sanguineo e do débito cardiaco,
entretanto, sem o0 aumento da presséo arterial, sendo a dilatagéo sistémica induzida por NO um
dos motivos responsaveis pela auséncia do aumento da pressdo durante a gestacao normal
(SANDRIM et al., 2008a).

A disfuncdo endotelial ocorre quando as células endoteliais perdem ou reduzem sua
capacidade de liberar NO, um passo inicial reconhecido para a aterosclerose (DAVIGNON E
GANZ; 2004; FORSTERMANN; XIA; LI; 2017).

Uma formagéo prejudicada de NO foi descrita em doencas hipertensivas gestacionais,
incluindo a PE (KUBLICKIENE et al., 2000; SAVVIDOU et al., 2003; GARCIEA et al., 2007). Em
PE, os fatores antiangiogénicos sFLT-1 e sEng presentes na circulacdo materna atuam na
reducdo da biodisponibilidade de NO (revisado em SANDRIM et al., 2008a). Além dos fatores
antiangiogénicos sFLT-1 e sEng, o aumento das concentragcdes do anion superdxido (Oy),
também presente na PE elimina o NO produzido para formar peroxinitrito (ONOO-), o que reduz
ainda mais sua biodisponibilidade e causa danos as células endoteliais. A gestacao normal esta
associada a um quadro de estresse oxidativo devido ao aumento do metabolismo materno e a

atividade metabdlica da placenta. Portanto, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
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pela placenta estd aumentada, mas é contrabalanceada por antioxidantes. Entretanto, na PE os
nives de antioxidantes pode ser baixo demais para contrabalancear o aumento da producéo de
ROS (CHEN E KHALIL; 2017).

Nesse contexto, se mostra evidente que a deficiéncia de NO durante a PE pode estar
envolvida no processo da doenca. A inibicao crénica da eNOS, em ratas gravidas, pelo uso do
analogo e antagonista da L-arginina, L-NAME (N"“-nitro-arginina-metil-ester), produziu
hipertensdo associada a vasoconstricdo renal e periférica, proteindria, restricdo do crescimento
intrauterino e aumento da morbidade fetal, um padrdo semelhante aos da PE (DENG; ENGELS;
BAYLIS; 1996, GILBERT et al., 2008, LAMARCA; GILBERT; GRANGER; 2008).

1.5. Polimorfismos em genes induzidos pela via da visfatina/NAMPT
1.5.1 - Nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT)

Polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) sao
mudancgas de um nucleotideo em que um dos alelos apresenta frequéncia maior do que 1% em
uma populacdo. Normalmente existem apenas dois alelos em um SNP, por exemplo, um A ou
um T e milhdes de sitios de SNPs ja foram identificados no genoma humano (KITTS et al., 2014).

Os SNPs do gene NAMPT podem ser capazes de afetar os niveis plasmaticos de
visfatina/NAMPT. Nesse contexto, nosso grupo mostrou que os SNPs rs1319501 T>C e
rs3801266 A>G, localizados na regido promotora e no intron 1 do gene de NAMPT,
respectivamente afetam os niveis circulantes de visfatina/NAMPT em gestantes saudaveis e em
PE (LUIZON et al., 2015). Os resultados mostraram que o alelo C e o genétipo CC do
polimorfismo rs1319501 do gene NAMPT e o hapl6tipo que combina os alelos C e A destes SNPs,
respectivamente, foram mais frequentes no grupo de gestantes controle quando comparado ao
grupo com PE. Além disso, o mesmo haplétipo C, A foi marginalmente associado (P=0.062) ao
grupo de pacientes com PE com menores niveis plasmaticos de visfatina (LUIZON et al., 2015).

Os resultados do estudo de associacdo mostraram que o alelo C e o genétipo CC do
polimorfismo rs1319501 do gene NAMPT e o haplétipo que combina os alelos C e A destes SNPs,
respectivamente, foram mais frequentes no grupo de gestantes controle quando comparado ao
grupo com PE. (LUIZON et al., 2015). Menores niveis plasmaticos de visfatina/NAMPT poderiam
levar a ndo inducdo da via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/Akt (PEIRO et al., 2010).
Adicionalmente, poderiam estar associados a uma menor inducéo do receptor 2 do VEGF (ADYA
et al.,, 2007) e a consequente ndo fosforilacdo da serina 1177 da eNOS pela Akt, o que leva a

diminuic@o da sintese de NO.
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Entretanto, o presente trabalho ndés correlacionamos o0s niveis plasmaticos de
visfatina/NAMPT com o sFLT-1, ADMA e nitrito plasmatico em gestantes do grupo controle,
gestantes com PE e nos subgrupos de gestantes com PE responsivas e nao responsivas a terapia
anti-hipertensiva. Além disso, examinamos o efeito de polimorfismos de NAMPT nas
concentracdes plasméaticas de nitrito nos mesmos grupos de gestantes, e caracterizamos as
possiveis interacdes de gendtipos de polimorfismos de genes induzidos pela via da
visfatina/NAMPT entre os grupos, no intuito de elucidar a contribuicdo da visfatina/NAMPT na
susceptibilidade a PE.

1.5.2 - Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

A expressdo e atividade do VEGF sédo reguladas tanto em nivel transcricional como
translacional e alguns dos mecanismos que regulam e modulam sua expressao ja foram citados
anteriomente. Um vez que a perda de um unico alelo do VEGF resulta em anomalias
cardiovasculares e desenvolvimento vascular defeituoso, varios polimorfismos do VEGF foram
descritos e associados a predisposi¢cao ao desenvolvimento de algumas doengcas (GONCALVES
et al., 2010).

O VEGF possui papéis importantes na manutencdo da integridade de varios orgaos
afetados durante a PE, além de modular o tbnus vascular, surprimir a apoptose endotelial e inibir
a agregacao plaquetéria. Sendo importante ressaltar que a PE esta associada a uma expressao
alterada de membros da familia do VEGF e de seus receptores (SANDRIM et al., 2008b).

A associagdo dos SNPs rs2010963 G>C, rs699947 C>A e rs1570360 G>A localizados no
promotor do gene VEGF com PE foi examinada e foi observado que o gendtipo AA do SNP
rs699947 e o GG do SNP rs2010963 foram mais frequentes no grupo de gestantes brancas
saudaveis quando comparado a PE. Considerando-se 0 mesmo grupo de gestantes brancas,
foram encontradas diferengas significativas na frequéncia dos hapl6tipos desses polimorfismos
quando comparando entre os grupos. O haplétipo C-G-C combinando os polimorfismos rs699947,
rs1570360 e rs2010963, respectivamente foi menos comum no grupo de PE em comparacdo com
0 grupo de gestantes saudaveis (SANDRIM et al., 2008b). Estando esse haplétipo associado a
niveis mais altos de VEGF (LAMBRECHTS et al.,, 2003; PRIOR et al., 2006). Banyasz e
colaboradores (2006), também mostrou que a progressao da PE é afetada pela presenca do
polimorfismo rs699947. Ja foi mostrado também que portadores do gendtipo CC do polimorfismo
rs699947 C>A ou GG do polimorfismo rs1570360 G>A estdo associados a producdo

significativamente maior de VEGF comparado com portadores dos seus genétipos com duas
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cépias do alelo de menor frequéncia (SHAHBAZI et al., 2002). Entretanto o papel de gendtipos e

haplétipos de VEGF na susceptibilidade e progressao da PE ainda precisam ser elucidados.

1.5.3 — Sintase endotelial do 6xido nitrico (NOS3)

O gene NOS3 possui 3794 variacdes de sequencia, incluindo SNPs, inser¢des/delecdes,
variable number tandem repeat (VNTR) e microssatélites. Entre eles, os SNPs rs2070744 T>C,
rs3918226 C>T e rs1799983 Glu298Asp e um VNTR no intron 4 foram associados a varias
doencas cardiovasculares, incluindo hipertensdo, doenca arterial coronariana, complicagbes
diabéticas e acidente vascular cerebral. Esses polimorfismos da NOS3 podem afetar a produgéo
de NO e foram estudados devido as suas implicagbes funcionais (Revisado em LUIZON;
PEREIRA; TANUS-SANTOS; 2018).

Um estudo in vitro indica que a substituicdo de uma Timina por uma Citosina pelo SNP
mais estudado no gene NOS3 (rs2070744) reduz cerca de 50% a atividade transcricional do gene,
sendo esse efeito provavelmente devido a maior ligacéo da proteina de replicagdo Al que atua
como uma proteina repressora do gene (MIYAMOTO et al., 2000).

Outro polimorfismo muito estudado do NOS3 é um VNTR localizado no intron 4 com
repeticbes de 27 pares de base. Os alelos mais comumente encontrados apresentam quatro
cépias (variante a, mais rara) ou cinco cépias (variante b, mais comum). Esse VNTR regularia a
expressdo do NOS3 pela formagéo de sirRNAs (short intronic repeat RNA), onde as células
endoteliais que contém cinco cépias apresentam maiores quantidades de sirRNA e menores
niveis de mMRNA do NOS3 do que as que contém quatro cédpias (ZHANG et al., 2008), o que
poderia explicar a associacdo desse polimorfismo com doengas cardiovasculares (revisado em
SILVA et al., 2011).

Uma meta-analise mostrou que o genétipo CC do rs2070744 foi associado a um risco
aumentado de PE em comparacgdo aos genotipos CT + TT, mas nenhuma associagdo para o
VNTR 4b/a (ZENG et al. 2016). Entretanto, outra meta-analise mostrou que o alelo a do VNTR
4b/a foi associado a um alto risco de PE (DAl et al., 2013). Um estudo realizado com uma amostra
da populacéo brasileira mostrou maior frequéncia do alelo T e do gendtipo TT do polimorfismo
rs2070744 em PE tardia quando comparado com PE precoce (idade gestacional de aparecimento
de sintomas da PE > ou < 34 semanas, respectivamente) e com gestantes normotensas. O alelo
a e o0 genotipo aa do VNTR b/a também apresentaram frequéncias mais altas em PE precoce se

comparado com PE tardia e gestantes normotensas (ALPOIM et al., 2014).
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1.6. Interacbes entre polimorfismos genéticos na via de sinalizacdo da
visfatina/NAMPT

O sucesso da genética humana em identificar mutacdes em genes Unicos que causam
doencas humanas raras, como a anemia falciforme, ndo pode ser aplicado totalmente para
doencas comuns que possuem etiologia mais complexa. Tal complexidade pode surgir de
fenbmenos como a heterogeneidade de locus, fenocdpia e a dependéncia de efeitos genotipicos
sobre fatores ambientais (isto é, interacdes gene-ambiente) e gendtipos em outros loci (isto é,
interaces gene-gene ou epistasia) (MOORE, 2010).

A partir dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na PE, mais de 70 genes candidatos
foram selecionados, incluindo proteinas vasoativas, trombofilicas, que participam do processo de
estresse oxidativo, mediadoras imunes e inflamatérias. No entanto, nenhum destes genes
candidatos foi dito como gene causal da PE (WILLIAMS E MORGAN, 2012). A maioria dos
estudos com abordagens em genes candidatos em PE teve foco em um Unico ou em alguns
polimorfismos genéticos (CHAPPELL; MORGAN; 2006).

Entre os obstaculos encontrados para identificacdo de variantes que afetam o risco da PE
estao a interacdo entre fatores ambientais e suscetibilidade poligénica e a falta de replicagéo dos
estudos de associagdo genética (STAINES-URIAS et al., 2012). Entretanto, como a PE é uma
doenca geneticamente complexa, esse cenario destaca a necessidade de focar em mais de um
gene candidato e na interacdo entre polimorfismos de genes diferentes. De fato, as interagfes
gene-gene foram consideradas um componente importante de doengas complexas, incluindo a
PE (WILLIAMS E PIPKIN, 2011). Nesse contexto, métodos tradicionais, como a regressao
logistica, tem poder limitado para modelar interagdes néo-lineares como as interacdes gene-gene
(MOORE e WILLIAMS, 2002). As limitag6es do modelo linear e de outros modelos paramétricos
motivou o desenvolvimento de novas abordagens computacionais, como o aprendizado de

magquina e a mineragao de dados.

O Multifactor Dimensionality Reduction (MDR) foi desenvolvido como um modelo nao
paramétrico usado para identificar combinacdes de fatores genéticos e ambientais discretos que
séo preditivos de um desfecho clinico, no caso o desenho experimental do tipo caso-controle
(MOORE, 2004, 2007). Este método utiliza aprendizado de maquina e mineracdo de dados para
classificar individuos saudaveis e portadores de doencga afim de detectar interacdes gene-gene
(ou epistasia) em estudos de associagdo genética do tipo caso-controle (MOORE et al., 2006;
MOORE, 2010).
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O MDR foi usado para caracterizar interacfes envolvendo polimorfismos dos genes
NOS3, MMP-9 e VEGF associados com PE, e o modelo de interacao identificado inclui os
polimorfismos rs2010963 G>C do VEGF e rs3918242 C>T da MMP-9 (LUIZON et al., 2012). A
combinacdo do gendtipo CC do polimorfismo rs3918242 da MMP-9 com o GG do rs2010963 do
VEGF foi mais frequente no grupo de gestantes normotensas que no grupo PE, enquanto a
combinacdo do gendtipo CC do polimorfismo rs3918242 da MMP-9 com o CC do rs2010963 do
VEGF foi mais frequentes no grupo PE (Figura 4A). Os potenciais mecanismos subjacentes as
interacOes observadas estdo ilustrados na Figura 4B (LUIZON et al., 2012).

Em outro estudo, as interacdes entre polimorfismos de TIMP-1, TIMP-3 e MMP-9 foram
avaliadas pelo MDR comparando gestantes normotensas e com PE. A combina¢ao dos genotipos
GG e TG do polimorfismo rs207058 de TIMP-1 e o gendtipo LH do polimorfismo rs322226 da
MMP-9 foi mais frequente em pacientes com PE quando comparado ao grupo controle, enguanto
a combinacdo com o gendtipo TT do polimorfismo de TIMP-1 foi mais frequente em gestantes
normotensas do que em PE (LUIZON et al., 2014).

O MDR também é aplicavel para estudos de farmacogendmica, onde 0s grupos
comparados séo formados pelos individuos responsivos ou ndo resposivos ao tratamento com
um determinado farmaco. De fato, achados sobre interacdes gene-gene na éarea de
farmacogendémica da hipertenséo e da PE foram recentemente revisados (LUIZON; PEREIRA;
SANDRIM; 2018). Tais achados indicam a relevancia de se considerar as interagdes entre
polimorfismos genéticos de diferentes genes candidatos em vias de sinalizacdo que sejam
relevantes para a resposta a terapia anti-hipertensiva (LUIZON; PEREIRA; SANDRIM; 2018).

Nesse contexto, outro estudo examinou se interagdes entre polimorfismos de NAMPT,
MMP-2, MMP-9 e TIMP-1 estavam associadas com subgrupos de pacientes com PE divididos de
acordo com a resposta a terapia anti-hipertensiva usada em PE (LUIZON et al., 2017a). As
combinagdes dos gendtipos GG do SNP rs2070584 de TIMP-1 T>G com os genoétipos AA e AG
do SNP rs3801266 A>G de NAMPT foram mais frequentes nas pacientes com PE que foram
responsivas e ndo responsivas & terapia anti-hipertensiva, respectivamente. Essas combinacdes
séo significativas quando combinadas com o genétipo CC do SNP rs243865 do MMP-2 (LUIZON
et al., 2017a).

A combinagdo de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais pode contribuir para a
fisiopatologia da PE. Assim, estudos de interacdo gene-gene e epigenética podem auxiliar tanto
na elucidagdo da sua fisiopatologia, como na identificagdo de biomarcadores farmacogenémicos

relacionados aos seus processos fisiopatologicos (LUIZON et al., 2017b).
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Figura 4: Modelo de interagéo para polimorfismos de VEGF e MMP-9. A) Modelo de interagéo
gerado pelo MDR robusto para polimorfismos de MMP-9 e VEGF comparando gestantes
normotensas com PE. As distribuicbes de casos (barras da esquerda) e controles (barras da
direita) séo ilustradas para cada combinagdo de genotipos multilocus. As caselas brancas séo
rotuladas como desconhecidas, as cinza claras como baixo risco e as cinza escuras como de alto
risco. B) Interagdes entre os produtos dos genes eNOS, MMP-9 e VEGF na gravidez normal e
na PE. Os efeitos do VEGF estdo comprometidos devido a ligacdo do VEGF ao excesso de
VEGFR-1 soluvel (sFlt-1) observado na PE, assim como a degradacdo do dominio extracelular
do VEGFR-2 pela MMP-9. Ambos o0s mecanismos podem envolver diminuicdo da
biodisponibilidade do NO.

MMP-9: Metaloproteinase de matriz extracelular 9; VEGF: Fator de crescimento endotelial
vascular; NO: Oxido nitrico; eNOS: Sintase endotelial do 6xido nitrico; VEGFR-1/2: Receptor (1/2)
do fator de crescimento endotelial vascular (LUIZON et al., 2012). Tradugéo da autora.

A Figura 5 ilustra as principais vias de mediacdo da proliferacdo e migracdo celular
endotelial induzida pela visfatina/NAMPT (PEIRO et al., 2010). A visfatina/NAMPT pode induzir a
angiogénese, processo importante durante a gestacao, por afetar a producdo de VEGF através
da ativacdo das vias de sinalizacdo mediadas pela MAP quinase (Proteino-quinases ativadas por
mitégenos) e PI3K-Akt (ADYA et al., 2007), e a variabilidade em genes envolvidos nessa via de
sinalizag¢do induzida pela visfatina pode afetar a suscetibilidade a PE, tornando biologicamente

plausivel a analise de interagdes entre polimorfismos funcionais desses genes.
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Figura 5: Vias de sinalizacdo que medeiam a proliferacdo e migracdo celular endotelial
induzida pela visfatina/NAMPT. A visfatina promove a sintese e secrecdo de VEGF, regula a
expressao de VEGFR-2 e favorece a produgcdo de NO pela acdo da eNOS via sinalizacao
PI3K/Akt que também culmina na produgéo de VEGF. Entretanto, ADMA € um inibidor de eNOS,
e DDAH 1/2 convertem o ADMA em citrulina.

VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular; NO: 6xido nitrico, MMP: Metaloproteina de
matriz extracelular; TIMP: Inibidor tecidual de metaloproteinase de matriz extracelular; ADMA:
Dimetilarginina assimétrica; DDAH: Dimetilarginina dimetilaminohidrolase; eNOS: Sintase
endotelial do 6xido nitrico; P: fésforo; PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase; Akt: Proteina quinase B.
(Adaptado de Peir6 et al., 2010).

1.7. Farmacogenética e a pré-eclampsia

O termo farmacogenética foi postulado independentemente pelos geneticistas A. Motulsky e
A. Volgel na década de 50, que lancaram os fundamentos para essa area de pesquisa
(MOTULSKY, 1957; VOGEL, 1959), originalmente referida a disturbios hereditarios revelados
pelo uso de drogas. Posteriormente, a farmacogenética foi definida como o estudo das diferencas

genéticas hereditérias que podem afetar as respostas individuais as drogas (VESELL, 1970).
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O principal foco da Farmacogenética € elucidar a contribuicdo das variantes genéticas na
variabilidade interindividual das respostas aos medicamentos, como eficacia e reacdes adversas.
Embora nas ultimos décadas, os estudos em farmacogendmica tenham levado a identificacédo de
variantes associadas a essa variabilidade de resposta, grande parte da herdabilidade genética
dos fenétipos de resposta a drogas parece estar escondida em tracos complexos multigénicos e
multifatoriais (ZANGER, 2010), evidenciando a importancia de estudos com mais de um gene.

A farmacogenética na gravidez ainda é um campo em desenvolvimento (HAAS, 2014).
Entretanto, € provavel que os efeitos terapéuticos de farmacos utilizadas tanto na medicina
reprodutiva, quanto na perinatal, sejam modulados por fatores genéticos (ALFIREVIC;
ALFIREVIC; PIRMOHAMED; 2010). Embora resultados emergentes vislumbrem o uso da
farmacogenética para individualizacdo da terapia medicamentosa na gestacao, incluindo terapia
anti-hipertensiva, mais esfor¢cos sdo necessarios para determinar esse caminho (HAAS, 2014;
LUIZON et al., 2017b).

A terapia anti-hipertensiva na PE inclui o uso de metildopa, nifedipina, hidralazina e
labetalol, onde essas drogas vao atuar prologando a gestacao, diminuindo assim os desfechos
adversos fetais e maternos. Entretanto, como salientado anteriomente, um subgrupo de
gestantes com PE nédo responde a terapia anti-hipertensiva (LUIZON et al., 2017a) e esta
associada aos piores parametros clinicos. Portanto, o uso da farmacogendmica pode auxiliar no
resultado do tratamento, reduzir a morbidade e mortalidade materno-fetal e os eventos adversos
associados a terapia (WILLIAMS E MORGAN, 2012).

Alguns estudos focaram na farmacogenética no tratamento da PE examinando a
distribuicdo de polimorfismos genéticos em subgrupos de pacientes responsivas ou nao
responsivas a terapia anti-hipertensiva (Revisados em LUIZON et al., 2017b). Os polimorfismos
escolhidos mostraram modificar a expresséo de genes candidatos relacionados a fisiopatologia
da PE. Genotipos, haplétipos e interacdes de polimorfismos foram diferentemente distribuidos
entre os subgrupos de pacientes responsivas e ndo responsivas. Entretanto, os achados de
associacdo encontrados nesses estudos devem ser replicados em diferentes populacfes e
estudos adicionais devem focar em outros genes candidatos e nas interagdes gene-gene dentro
de vias de relevancia para a fisiopatologia da PE. Nesse contexto, 0 presente trabalho objetiva
caracterizar melhor o papel da visfatina/NAMPT na PE, sua relacdo com os niveis circulantes de
sFLT-1 (marcador clinico da PE), ADMA e niveis de nitrito (um marcador da formacédo endégena
de NO), além das possiveis interacdes de polimorfismos em genes da via de sinalizacdo PI3K/Akt
induzida pela visfatina/NAMPT em gestantes com PE, incluindo os subgrupos de gestantes com

PE responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva.
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2. JUSTIFICATIVA

A pré-eclampsia (PE) afeta de 5% a 7% das gestantes e € responsavel por mais de 70.000
mortes maternas e 500.000 mortes fetais em todo 0 mundo a cada ano (RANA et al., 2019). No
Brasil, a PE também é uma das principais causas de morbidade e mortalidade materno-fetal
(LAURENTI et al., 2004).

Farmacos anti-hipertensivos que sdo usados para prolongar a gestacdo e diminuir os
potenciais desfechos adversos sdo, a metildopa (um agonista a-adrenérgico selectivo para a2),
labetalol (um bloqueador a e B) e a nifedipina (um bloqueador dos canais de calcio) (BERZAN;
DOYLE; BROWN; 2014; ABALOS; DULEY; STEYN; 2014). Entretanto, um grande grupo de
gestantes nao responde a terapia anti-hipertensiva e esta associado aos piores parametros
clinicos, de acordo com critérios de responsividade definidos por estudos prévios (NHBPEP et
al., 2000). Portanto, existe a necessidade de novas opc¢des terapéuticas para mulheres com PE
gue melhorem seus sintomas e sejam seguras para o feto em crescimento (SASSER et al., 2015).

A PE é uma doenca multifatorial (PENNINGTON et al., 2012) com fatores ambientais e
genéticos, que envolvem varios componentes moleculares em vias metabdlicas, 0os quais sao

reconhecidos como potenciais alvos para intervengéo terapéutica.

Os achados sobre concentra¢cdes maternas da adipocina visfatina/NAMPT em pacientes
com PE sao contraditorias (FERREIRA et al., 2013) (revisados em LUIZON et al., 2015). Além
disso, ndo é conhecida a relagédo da visfatina/NAMPT com os biomarcadores clinicos e fatores
que participam de processos fisiopatoldgicos centrais envolvidos na PE, como o sFLT-1 e o 6xido
nitrico (NO). Portanto, compreender os mecanismos mediadores das ac¢des da visfatina/NAMPT
e caracterizar fatores que regulam a sua expressdo em cenarios patologicos permitird concluir
seu papel como potencial alvo terapéutico (ROMACHO; SANCHEZ-FERRER; PEIRO, 2013).

Investigar interagBes de polimorfismos em genes candidatos da via de sinalizacdo
PI3K/Akt induzida pela visfatina/NAMPT em gestantes normotensas e gestantes com PE, bem
como entre 0s subgrupos de gestantes com PE que sao responsivas e nao responsivas a terapia
anti-hipertensiva pode auxiliar na elucidacdo da fisiopatologia da PE e na identificacdo de
biomarcadores relacionados a tais processos fisiopatoldgicos (LUIZON et al., 2017b). Ademais,
a falta de resposta a terapia anti-hipertensiva, assim como os efeitos adversos, e a
morbimortalidade materno-fetal associadas a PE, podem ser auxiliados com o uso da
farmacogendémica (WILLIAMS E MORGAN, 2012).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Agonista_alfa-adren%C3%A9rgico
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Nesse contexto uma vez que os farmacos anti-hipertensivos usados no tratamento da PE
podem atuar no aumento da biodisponibilidade de NO, nos hipotetizamos que a visfatina/NAMPT
pode prejudicar o relaxamento dependente do endotélio via ativacdo da NADPH oxidase e que
as pacientes ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva possuem interacdes entre SNPs na via
de sinalizacdo PI3K/Akt induzida pela visfatina/NAMPT relacionadas a baixa sintese e
biodisponibilidade de NO.
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3. OBJETIVO GERAL

Correlacionar os niveis de visfatina/NAMPT com os de nitrito plasmético, SFLT-1 e ADMA,
e interacdes de polimorfismos dos genes NAMPT, VEGF e NOS3 em gestantes normotensas e
gestantes com PE, bem como entre os subgrupos de gestantes com PE que séo responsivas e

nao responsivas a terapia anti-hipertensiva.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Correlacionar os niveis plasmaticos de visfatina/NAMPT com sFLT-1, ADMA e nitrito
plasmatico no grupo de gestantes normotensas (controle) e com PE, e nos subgrupos de

gestantes com PE que séo responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva.

2) Examinar o efeito de polimorfismos de NAMPT e VEGF nas concentra¢des plasméticas
de nitrito em gestantes do grupo controle, gestantes com PE e nos subgrupos de

gestantes com PE que sdo responsivas e nao responsivas a terapia anti-hipertensiva.

3) Caracterizar as possiveis interacdes de genétipos de polimorfismos de genes induzidos
pela via visfatina/NAMPT entre os grupos controle e PE, e entre os subgrupos de

gestantes com PE que sdo responsivas e ndo responsivas a terpia anti-hipertensiva.
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5. METODOLOGIA

5.1. Selecédo das participantes, coleta e processamento das amostras

Para realizacdo deste trabalho foram medidas concentracbes plasmaticas de
visfatina/NAMPT, sFLT-1, nitrito e ADMA, bem como avaliados gendétipos para dois SNPs do
gene NAMPT que foram obtidos de pacientes com PE e de gestantes saudaveis coletadas
previamente, durante a execucao de projetos em colaboracdo com o Prof. Dr. Ricardo Cavalli, do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo da
Universidade de S&o Paulo (FMRP/USP), que foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital das Clinicas (HC) da FMRP/USP. As amostras de plasma e de DNA
gendmico estdo localizadas no HC-FMRP-USP.

Foram selecionadas 205 gestantes com PE em seguimento no Ambulatério de Gestacao de
Alto Risco do HC-FMRP/USP, além de 203 gestantes sem diagndstico de PE do Ambulatério de
Pré-natal de Baixo Risco do Centro de Referéncia da Saude da Mulher (MATER), pelo método
de amostragem por conveniéncia. Todas as voluntarias que aceitaram participar desse estudo,
apos explicacao detalhada do projeto, assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
(Anexo I). A autorizagdo para o uso de amostras de gestantes foi obtida pelo CEP da FMRP/USP,
Processo Numero 4682/2006).

Das pacientes voluntarias que aceitaram patrticipar do estudo, foram coletados 30 ml de
sangue venoso, empregando procedimentos de coleta adequados. Em seguida, as amostras de
sangue foram usadas para a extracdo do DNA gendmico usado nas genotipagens, bem como
nas quantificagbes bioquimicas.

O protocolo de extracdo do DNA gendmico, obtencdo de plasma e armazenamento das

amostras foram os mesmos descritos conforme Luizon e colaboradores (2017a).

5.2.  Critérios de diagnéstico e de responsividade a terapia anti-hipertensiva

O diagnéstico de PE foi fundamentado nas orientacdes da Federacdo Brasileira das
Sociedades de Ginecologia e Obstetricia. O diagndstico de PE foi feito em gestantes que
apresentaram hipertensdo ap6s 20° semana de gestacao, caracterizada por pressao arterial
sistélica > 140 mmHg e diastdlica > 90 mmHg em duas aferi¢cdes de pressao arterial, com intervalo
minimo de 4h e proteindria (> 0,3g em urina de 24 horas). Pacientes com hipertensao cronica,
diabetes, sindrome dos ovarios policisticos, gravidez gemelar ou que tenha sido concebida

através do uso de fertilizacdo in vitro ndo foram incluidas nesse estudo.
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Os pacientes desse estudo foram cuidadosamente monitorados pelo menos uma vez
por semana quanto aos sintomas da PE. A responsividade a terapia antihipertensiva foi baseada
na avaliacdo de parametros clinicos e laboratoriais (Quadro 1) em resposta a administracao dos
farmacos anti-hipertensivos: a escolha inicial foi a metildopa (1000 a 1500 mg por dia), seguida
da nifedipina (40 a 60 mg por dia), que foi administrada em casos de falta de resposta a metildopa.
A Hidralazina (5 a 30 mg) foi utilizada nos casos de crise hipertensiva. Um dos critérios clinicos
e laboratoriais descritos na tabela foi considerado para classificar a paciente como ndo responsiva
a terapia anti-hipertensiva (LUIZON et al., 2017a; NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE
EDUCATION PROGRAM et al., 2000).

Quadro 1: Critérios de responsividade a terapia anti-hipertensiva na hipertensdo gestacional e
pré-eclampsia.

Sintomas clinicos, incluindo visédo turva, dor de cabeca persistente ou escotoma, dores

no quadrante superior direito do abdomem ou dor epigastrica persistentes.

Pressdao arterial sistélica acima de 140 mm hg e pressao arterial diastélica acima de 90

mm hg, conforme avaliado pela curva de pressédo sanguinea.

Hemolise, enzimas hepéticas elevadas e baixa contagem de plaquetas (sindrome de
HELLP); ou proteinuria >2,0 g por 24 h; creatinina >1,2 mg por 100 ml ou nitrogénio
ureico sanguineo >30 mg por 100 ml; AST > 70 u/l e ALT > 60 ul/l.

Hipoatividade fetal ou feto ndo reativo, conforme revelado pela cardiotocografia;
restricdo de crescimento intra-uterino, oligoamnio, desfecho de perfil biofisio anormal e

anormalidades de velocimetria doppler, avaliadas por ultra-som.

Adaptado de Luizon et al. (2017a) e definidos pela National High Blood Pressure Education
Program (NHBPEP et al., 2010).

5.3.  Genotipagem dos polimorfismos de nucleotideo Unico
Os polimorfismos apresentados na Tabela 1, foram os selecionados para o presente
trabalho. Os gendtipos para os dois SNPs de NAMPT, rs1319501 no promotor e rs3801266 no
intron 1, os trés SNPs de VEGF rs699947 C>A, rs1570360 G>A e rs2010963 G>C foram
determinados por ensaios de discriminacao alélica Tagman® da Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EUA (IDs do ensaio, respectivamente: C_7590641_30 e C_340124 10 para NAMPT; IDs do
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ensaio C_8311602_10; C_ 1647379 10; C_8311614 10 respectivamente, para VEGF). A reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foi realizado em um volume total de 12 pL (3 ng
de DNA, 1 x TagMan master mix, 900 nM de cada primer e 200 nM de cada sonda) em placas de
PCR de 96 pocos. A fluorescéncia da amplificagéo por PCR foi detectada usando o equipamento
de PCR em tempo real StepOne Plus (Applied Biosystems) ou um detector Chromo 4 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) e analisada com o software do fabricante (descrito por LUIZON
et al., 2015; SANDRIM et al., 2008b; LUIZON et al., 2014).

Os genotipos para o polimorfismo rs2070744 de NOS3 foram determinados por PCR
utilizando 0s primers 5-TGGAGAGTGCTGGTGTACCCCA-3 (sense) e
5'GCCTCCACCCCCACCCTGTC-3' (antisense). Os produtos gerados pela PCR foram digeridos
usando a enzima de restricdo Mspl por pelo menos 3 horas, a 37°C, produzindo fragmentos de
140 e 40 pb para o alelo T ou 90, 50 e 40 pb para o alelo C. Os fragmentos foram separados por
eletroforese em géis de poliacrilamida a 10% e visualizados por colora¢do com prata (LUIZON et
al., 2009). Os genotipos para o polimorfismo VNTR b/a foram determinados por PCR usando os
primers 5-AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3 (sense) e 5-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3
(antisense). A reacdo de PCR foi realizada em um volume de reacdo de 40 pl que incluiu
aproximadamente 300 ng de DNA genbmico, 10 pmol de cada primer, 200 uM de cada dNTP, 2,5
mM MgCI2, 4 ul de 103 PCR buffer e 5 U de DNA Taq Polimerase (Promega Corporation,
Madison, WI, EUA). Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese capilar (Agilent 2100
Bioanalyser, Agilent Technologies Inc., Rockville, MD, EUA) (TANUS-SANTOS; DESAI,
FLOCKHART; 2001).

Tabela 1: Polimorfismos genéticos funcionais (SNPs) selecionados.

Gene dbSNP? SNP Regido MAFP
NAMPT rs1319501 T>C Promotor C=0.155
NAMPT rs3801266 A>G Intron 1 G=0.277

NOS3 rs2070744 T>C Promotor C=0.234

NOS3 27bp VNTR 4b/a Intron 4 -

VEGF rs2010963 G>C Promotor C=0.343

VEGF rs699947 C>A Promotor A=0.324

VEGF rs1570360 G>A Promotor A=0.189

a Reference ID (rs#) do Banco de Dados dbSNP-NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

b Frequéncia do Menor Alelo. Fonte: Projeto 1000 Genomes; www.1000genomes.org/

NAMPT: nicotinamide phosphoribosyltransferase; TIMP-1: metallopeptidase inhibitor 1; VEGF:
vascular endothelial growth factor.
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5.4. Determinacado das concentracdes dos marcadores bioquimicos

As concentracbes de visfatina/NAMPT foram mensuradas pelo método de imunoensaio
enzimatico competitivo (ELISA, Enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando o kit (RayBio
Human Visfatin EIA-VIS-1, Norcross, GA, USA) conforme instru¢des do fabricante (LUIZON et
al., 2015). As concentracfes séricas de sFLT-1 foram mensuradas com kits de ELISA comerciais
(R&D Systems, City, State, Country) seguindo instrucdes do fabricante (SANDRIM et al., 2008a).

As concentracdes plasmaticas de ADMA foram medidas com kits de ensaio imunoenzimatico
(DLD Diagnostika GmbH, Hamburgo, Alemanha) disponiveis comercialmente e de acordo com
instrucdes do fabricante. Esse é um método de ELISA competitivo onde o ADMA presente nas
amostras sobre acilagdo e compete com as moléculas de ADMA em fase sélida ligadas a placa
de microtitulagdo por um numero fixo de antisoros anti-ADMA. Apés o equilibrio do sistema, os
complexos antigeno livre e antigeno-antisoro livre sédo removidos por lavagem. O anticorpo ligado
ao ADMA em fase sdélida € detectado pelo sistema anticorpo/peroxidase com leitura que ocorre a
450 nm. O total de anticorpo ligado a ADMA em fase sélida é inversamento proporcial a
concentragdo de ADMA na amostra (SANDRIM et al., 2010a).

5.5. Determinacgéo dos niveis plasméaticos de nitrito (NO>)

O nitrito plasmatico é um produto do metabolismo do NO e um marcador relevante da sua
formacdo, deriva da atividade da NOS no endotélio e a inibicAo da eNOS est4 associada a
diminuicdo dos niveis de nitrito (DICHI et al., 2014). Os valores de nitrito plasmatico, usados como
forma de mensurar a sintese endoégena de NO, foram determinados utilizando ensaio de
quimioluminescéncia a base de ozénio, conforme descrito e publicado por Sandrim et al. (2008a).
O ensaio se basea na inje¢do de 200 pL de plasma em uma solucdo de triiodeto acidificado
(triideto (2,0 g de iodeto de potassio e 1,3 g de iodo dissolvido em 40 mL de agua com 140 mL
de acido acético), que reduz o nitrito ao gas NO, que posteriomente foi detectado. A reacao se
da em um analizador de quimioluminescéncia de fase gasosa (Sievers Modelo 280 NO Analyzer)

com purificag&o por nitrogénio.

5.6. Andlise estatistica dos resultados
As caracteristicas clinicas das pacientes com PE e do grupo de gestantes controle foram
comparadas pelo teste t de Student nio pareado, teste U de Mann-Whitney ou X2, conforme

apropriado.
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As distribuicdes dos gendtipos dos SNPs foram avaliadas quanto a aderéncia ao equilibrio
de Hardy-Weinberg, onde diferencas nas frequéncias genotipicas e alélicas foram avaliadas pelo
teste do qui-quadrado (x2). Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

A distribuicdo dos niveis de visfatina/NAMPT, nitrito plasmatico, sFLT-1 e ADMA em
ambos os grupos foram testados utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, afim de guiar
qual o modelo estatistico mais adequado para os testes posteriores. Nenhum conjunto de valores
obtidos através das amostras apresentou distribuicdo normal, exceto as medidas dos niveis de
ADMA. Portanto, para comparacao entre 0os grupos foi realizado o teste de Mann-Whitney para
os dados nao-paramétricos e 0 Teste t ndo pareado para niveis de ADMA. Os ensaios de
correlacao entre visfatina/NAMPT e nitrito plasmatico, sSFLT-1 e ADMA nos grupos controle e pré-
eclampsia foram realizados pelo teste de correlacdo de Spearman. N&o foi possivel correlacionar,
devido ao pequeno numero amostral, os niveis de visfatina/NAMPT e ADMA nos subgrupos de
PE definidos de acordo com a resposta a terapia anti-hipertensiva.

Os efeitos dos diferentes genétipos dos SNPs dos genes NAMPT e VEGF nos niveis de
nitrito plasmatico das pacientes responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva foram

comparados utilizando o teste t de Student ndo pareado.

5.7. Interacfes gene-gene pelo método Multifactor Dimensionality Reduction
As andlises de interacdo gene-gene, que permite elucidar sobre vias e mecanismos
envolvidos em doencgas (CORDELL, 2009), foram realizadas com o uso do programa Multifactor

Dimensionality Reduction (MDR; http://www.multifactordimensionalityreduction.org/), que é uma

ferramenta de mineragdo de dados que detecta modelos de interagdo entre gendtipos de
polimorfismos de diferentes genes e testa a sua associagdo em estudos de caso-controle.
Sabe-se que interacdes complexas entre genes e fatores ambientais desempenham um
papel na etiologia de doencas humanas comuns. No entanto, os métodos estatisticos tradicionais
ndo sdo adequados para detectar essas interacdes (MCKINNEY et al., 2006). O MDR é um
método de aprendizagem de maquina desenvolvido para identificar combinacfes de variacdes
genéticas associadas ao risco para doencas comuns, de heranga complexa (HAHN; RITCHIE;
MOORE; 2003; MOORE, 2004). Esse método foi desenvolvido em resposta as limitacdes
apresentadas pela regressdo logistica na deteccdo de interacbes génicas. O MDR é néao
parameétrico, pois nenhum parametro é estimado e € livre de qualquer modelo genético assumido.
O objetivo do MDR é encontrar uma combinacao de atributos associados ao resultado da doenca,
minimizando o nimero de individuos classificados erroneamente. O MDR agrupa genoétipos de

varios locus ou fatores ambientais em grupos de alto e baixo risco, reduzindo efetivamente a


http://www.multifactordimensionalityreduction.org/
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dimensionalidade dos preditores (ou seja, atributos) de N dimensfes para uma dimensdo. O
atributo com uma dimensao recém-construido, pode ser avaliado quanto a sua capacidade de
classificar o status da doenca (MOORE et al., 2009). Assim, o MDR forma uma hip6tese contando
a frequéncia de combinacdes de gendtipos dentro da amostra de treinamento (HAHN E MOORE,

2004). A Figura 6 ilustra os passos para implementar o método MDR.

Passo 2: Calcular a S :
Passo 1: Selecio dos e el — Passo 3: Identificar

polimorfismos controles para cada genétlp:;om :slgoloqls de
gendtipo multilocus
Polimorfismo 1 polimorfismo 1
AA Aa aa
Polimorfismo 2 \ \
2
BBl 12

Polimorfismo 3 10 r

~ - . . e
Polimorfismo 3 g

20
Bb| IS 12
" mHE
E I
. &
Polimorfismo 10 bb 4 45 | , 83| bb 33
e e =
! Alto risco
Baixo risco
Célula nula

Treinamento 9/10 Treinamento 9/10 Treinamento 9/10
Teste 1/10 Teste 1/10 Teste 1/10

Figura 6: Resumo das etapas envolvidas na implementacdo do método Multifactor
Dimensionality Reduction (MDR). Um conjunto de n fatores genéticos é selecionado; os n
fatores e suas possiveis classes multifatoriais ou células séo representados no espago n-
dimensional; cada célula multifatorial no espaco n-dimensional é rotulada como "alto risco" ou
"baixo risco"; e o erro de previsdo de cada modelo € estimado. Para cada combinacdo de
multifatores, as distribui¢des hipotéticas de casos (barras a esquerda nas caixas) e dos controles
(barras a direita nas caixas) sdo mostradas, onde os numeros em cima das barras indica a
guantidade de individuos que possui algum dos n fatores genéticos selecionados.

(Adaptado de Ritchie et al., 2001).
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O MDR é capaz de identificar interacBes de gendtipos e classifica-las em células de alto
e baixo risco e também é aplicivel para estudos em farmacogética, onde a variavel de resultado
€ resposta ou ndo resposta a terapia medicamentosa. A caracterizacdo das interacdes foi feita
utilizando o MDR robusto, que utiliza a = 0,1 como limiar para o teste exato de Fisher. O melhor
modelo de interac&o obtido é o modelo com maior pontuacédo de teste e consisténcia de validacao
cruzada. O teste de permutacao foi realizado para determinar a significancia do melhor modelo
(LUIZON et al., 2017a).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 sumaria as caracteristicas das pacientes envolvidas nesse estudo. As gestantes
do grupo controle e com PE apresentaram similaridade na etnia (% de autodeclaracdo como
brancas), % de fumantes, batimentos por minuto, hemoglobina, hematdcrito, concentracdes
creatinina e % de primiparidade (todos valores de P > 0,05). Como esperado, as pacientes com
PE apresentaram maior pressao sistolica e diastélica comparado ao grupo controle (ambos P <
0,05). Os indices de massa corporal (IMC) e glicemia em jejum foram maiores em pacientes com
PE comparados as gestantes do grupo controle (ambos P < 0,05). Como esperado, foi observado
proteinudria, menor peso dos recém-nascidos e parto antecipado nas pacientes com PE se
comparados ao grupo controle (todos P < 0,05). Embora o IMC e a glicose em jejum sejam
maiores em pacientes com PE, vale ressaltar que ndo houve diferenca entre 0s grupos nos niveis

plasmaticos da adipocina visfatina/NAMPT (Figura 7).

Tabela 2: Caracteristicas clinicas e demogréficas das pacientes controle x pré-eclampsia

Parametros Grupo controle Pré- p
(n =203) eclampsia
(n = 205)

Idade (anos) 245+ 0.4 26.5+£ 0.4 0.001
Etnia (% brancas) 72.2 72.3 0.994
Fumantes (%) 9.2 9.3 0.993
IMC (Kg m~2) 23.2+0.3 27.5+04 0.000
PAS (mm Hg) 110.6+ 0.8 140.1+ 1.4 0.000
PAD (mm HQg) 71.7£ 0.6 88.1+ 0.8 0.000
FC (batimentos por min) 82.0+£ 0.6 82.3£ 0.6 0.702
Glicemia em jejum 75.2£1.0 80.9+£ 1.7 0.008
(mg/dL)

Hb (g/dL) 11.8+0.1 11.9+0.1 0.721
Hct (%) 35.6£ 0.4 36+ 0.2 0.505
Creatinina (mg/dL) 66.7+ 2.8 70.5+£ 1.6 0.620
24 h Pr (mg per 24 h) ND 904.6% 0.000

113.8

Primiparidade (%) 453 44.2 0.849
IGN (semanas) 39.7£ 0.1 35.9+£0.3 0.000
Peso do neonato (g) 3297+ 39.7 2531+ 68.0 0.000
IGC (semanas) 36.5+ 0.3 34.0+£ 0.3 0.000

Abreviacgdes: IMC, indice de massa corporal; PAS, pressao arterial sistolica;
PAD, presséo arterial diastolica; FC, frequéncia cardiaca; Hb, concentracao
de hemoglobina; Hct, hematdcrito; IGN, Idade gestacional ao nascer; 24-h
Pr, 24-h proteinuria; IGC, Idade gestacional na coleta; ND: ndo determinado.
Valores sdao a média + s.e.m. P<0.05 versus grupo de gestantes
normotensas.
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E importante ressaltar que as pacientes com PE participantes desse estudo ja se encontravam
fazendo uso da terapia anti-hipertensiva.

Tabela 3 sumaria as caracteristicas dos subgrupos de gestantes com PE responsivas e ndo
responsivas a terapia anti-hipertensiva a terapia anti-hipertensiva. Conforme o esperado, as
gestantes ndo responsivas apresentaram maior pressao sistolica e diastélica em comparacao as
responsivas (ambos P < 0,05). Assim como apresentaram maior grau de proteindria, tiveram parto
antecipado e bebés com menor peso quando comparado a pacientes responsivas a terapia anti-
hipertensiva (todos valores P < 0,05). Sendo possivel observar um quadro clinico mais grave
nesse subgrupo de pacientes (Tabela 3). Estudos prévios destacaram que pacientes com
hipertenséo resistente apresentam alto risco de complicacdes e um risco aumentado de eventos
cardiovasculares, reforcando a necessidade de esforcos para melhorar os desfechos da
hipertens&o nessa populagdo (DAUGHERTY et al., 2012; WEI et al., 2018).

Tabela 3: Caracteristicas demograficas das pacientes responsivas e nao responsivas a terapia
anti-hipertensiva

Pré-eclampsia
Responsivas N&o responsivas

Parametros (n =110) (n =95) P

Idade (anos) 26.5+0.5 26.6 £ 0.7 0.918
Etnia (% brancas) 71.4 70.5 0.953
Fumantes (%) 12.5 4.2 0.052
IMC (Kg m~?) 29.1+0.7 25.8+ 0.6 0.001
PAS (mm Hg) 1322+ 1.7 149.6 £ 2.0 0.000
PAD (mm HQ) 83.2+1.0 93.8+1.2 0.000
24 h Pr (mg per 24 h) 1120 £ 214.4 1684 + 227.9 0.029
IGN (semanas) 38.1+£0.2 33.5+£04 0.000
Peso do neonato (g) 3027 £ 66.8 1966 + 92.7 0.000
IGC (semanas) 35.6+04 325+0.5 0.000

Abreviagdes: IMC, indice de massa corporal; PAS, pressdo arterial
sistélica; PAD, pressdo arterial diastélica; IGN, ldade gestacional ao
nascer; 24-h Pr, 24-h proteindria; IGC, Idade gestacional na coleta.
Valores sdo a média + s.e.m. P<0.05 versus grupo de gestantes néo
responsivas.

6.1. Distribuicdo dos niveis de visfatina/NAMPT, nitrito plasmatico, sFLT-1 e ADMA

em gestantes do grupo controle e PE

Os resultados dos niveis plasméticos de visfatina/NAMPT, nitrito plasmatico, sFLT-1 e
ADMA sao mostrados na Figura 7 e estdo de acordo com achados previamente publicados
(SANDRIM et al., 2008a; SANDRIM et al., 2010a; LUIZON et al., 2015).
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A (Figura 7A) mostra que os niveis de visfatina/NAMPT nédo foram diferentes entre os
grupos. Notadamente, 0s hiveis plasmaticos de nitrito foram signiticativamente menores no grupo
de gestantes com PE em comparacdo ao grupo controle (Figura 7B). Entretanto, os niveis
plasméticos de sFLT-1 (Figura 7C) e de ADMA (Figura 7D) foram maiores no grupo PE em

comparacéo ao controle.
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Figura 7: Boxplots de comparacéao entre as médias e medianas de (A) visfatina/NAMPT, (B)
nitrito plasmatico, (C) sFLT-1 e (D) ADMA nos grupos controle e PE. A) Entre os niveis de
Visfatina/NAMPT nos grupos de gestante controle e PE. B) Valores de nitrito plasmatico entre os
mesmos grupos. C) Compracdo dos niveis plasmaticos de sFLT-1 entre os grupos. D)

Comparacao dos niveis plasmaticos de ADMA. (*) P < 0,05
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Alguns estudos mostraram niveis de visfatina/NAMPT crescentes ao longo da gestacao
(Mastorakos et al. 2007), enquanto outros mostraram maiores hiveis plasmaticos em gestantes
com 19-26 semanas (Mazaki-Tovi et al., 2009).

Em PE, os achados sobre concentracGes maternas de visfatina/NAMPT circulante sao
contraditérios. A maioria dos estudos mostra aumento dos niveis plasméticos de visfatina em PE,
comparado com gestantes normotensas (ADALI et al., 2009; ZULFIKAROGLU et al., 2010), ou o
aumento de niveis séricos de visfatina em PE (FASSHAUER et al., 2008; ZORBA et al., 2012).
No entanto, outros estudos mostraram diminui¢cdo dos niveis séricos de visfatina em PE (HU et
al., 2008), ou diminuicdo da expressdo de visfatina no leito placentario em pacientes com PE
comparado com controles normotensas (KIM et al., 2012). Entretanto, no presente trabalho n&o
foram observadas diferencas significativas nas concentracdes plasmaticas de visfatina entre os
grupos PE e gestantes do grupo controle, o que esta de acordo com achados prévios (Mazaki-
Tov et al. 2010).

A concentracao de nitrito plasmatico foi menor em gestantes com PE comparado com
gestantes controle e também corrobora com achados que mostrando formacgéo prejudicada de
NO em doencas hipertensivas gestacionais (SANDRIM et al., 2008a; KUBLICKIENE et al., 2000;
SAVVIDOU et al., 2003; GARCIEA et al., 2007). A PE apresenta caracteristicas que podem estar
associadas a essa diminuigdo da biodisponilidade de NO, como a diminui¢cdo do VEGF e PIGF
circulantes e o aumento do sFLT-1 e seng (PHIPPS et al., 2019; POWE; LEVINE; KARUMANCHI;
2011).

O sFLT-1 tem sido extensivamente estudado (MASUYAMA et al., 2007; POWE;
LEVINE; KARUMANCHI; 2011; RANA et al., 2007) e tem provavel papel na fisiopatologia da PE,
pois tem sido associado a disfungé@o endotelial por ser capaz de prejudicar a ativacdo da eNOS
e a sintese de NO (SANDRIM et al., 2008a). Estudos prévios também mostram niveis elevados
de sFLT-1 na PE em comparacdo com gestantes saudaveis (MASUYAMA et al.,, 2006;
MASUYAMA et al., 2007; MAYNARD et al., 2003; RANA et al., 2007), o que esta de acordo com
os achados da Figura 7.

O ADMA ¢é um inibidor endégeno da eNOS que causa disfuncao endotelial e que
participa da patogénese de diversas doencas vasculares, incluindo a PE (YUAN et al., 2017).
Neste trabalho, 0 ADMA se mostrou elevado em pacientes com PE, assim como em estudos
prévios que mostraram seu nivel circulante significativamente elevado em PE comparado a
gestantes normotensas (GARG et al., 2018; YUAN et al., 2017; ZHENG et al., 2016).
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6.2. Correlacdo entre niveis de visfatina/NAMPT, nitrito plasmatico, sFLT-1 e ADMA
em gestantes do grupo controle, PE e subgrupos de PE responsivas e nao
responsivas aterapia anti-hipertensiva.

Nossa hipotese era a de que existem relagdes inversas entre a visfatina/NAMPT e as
concentracdes circulantes de nitrito plasmatico, sFLT-1 e ADMA, nos grupos controle e PE.
Portanto, nés realizamos analises de correlagdo entre os marcadores bioquimicos deste trabalho
considerando o grupo de gestantes controle e no grupo de pacientes com PE. Os niveis de
visfatina/NAMPT e nitrito plasmético foram correlacionados positivamente em gestantes do grupo
controle (r = 0,317, 95% CI = 0,110/0,497, P = 0,002; Figura 8A), mas correlacionados
negativamente em PE (r = -0,257, 95% CI =-0,477/-0,007, P = 0,038; Figura 8B). Por sua vez, o
principal marcador clinico da PE, sFLT-1, foi correlacionado negativamente com visfatina/NAMPT
em gestantes controle (r = -0,340, 95% CI = -0,592/-0,027, P = 0,029; Figura 8C), mas
positivamente em PE (r = 0,326, 95% CI =-0,084/0,532, P = 0,007; Figura 8D). Com relacdo aos
niveis de ADMA, néo foi possivel observar correlagdo significativa entre visfatina/NAMPT e ADMA
nos grupos controle (r = -0,028, 95% CI = -0,353/0,302, P = 0,0864; Figura 8E) e no grupo PE (r
= 0,017, 95% CI = -0,331/0,362, P = 0,921; Figura 8F).
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Figura 8: Teste de correlacdo de Spearman entre os niveis de visfatina/NAMPT e nitrito

plasmatico, sFLT-1 e ADMA entre os grupos de gestantes normotensas (grupo controle) e

gestantes com PE respectivamente.

A) e B): Correlagéo dos Niveis plasmaticos de visfatina/NAMPT e nitrito nos grupo controle e PE.

C) e D): Visfatina/NAMPT e sFLT-1 correlacionados nos grupos controle e PE. E) e F): Correlacdo
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entre niveis de visfatina/NAMPT e ADMA nos mesmos grupos. Valores significativos: P < 0,05. A

regressao linear estd mostrada nas figuras.

Um ndmero significativo de gestantes com PE ndo responde a terapia anti-hipertensiva e
esta associado aos piores desfechos clinicos (revisado em LUIZON et al., 2017b). Portanto, nés
avaliamos também as correlages entre a visfatina/NAMPT e as concentracfes circulantes de
nitrito plasméatico e sFLT-1 no subgrupos de pacientes com PE responsivas e ndo responsivas a
terapia anti-hipertensiva, no intuito de compreender melhor as relagcdes entre estes marcadores
bioquimicos e caracteristicas fisiopatoldgicas desse grupo de gestantes com PE. Nas pacientes
com PE responsivas a terapia anti-hipertensiva, nao foi possivel observar correlacao significativa
entre os niveis de visfatina/NAMPT e nitrito plasmaticos (r = -0.065, 95% CI = -0.363/0.244, P =
0.674; Figura 9A). Entretanto, nas pacientes nao responsivas a terapia anti-hipertensiva,
observamos correlagdo negativa (r = -0.376, 95% CI = -0.643/-0.026, P = 0.031; Figura 9B).
Interessante notar que esta correlagdo negativa foi observada quando considerado o grupo total
de pacientes com PE.

Em relagdo aos niveis plasmaticos de visfatina/NAMPT e sFLT-1, ndo foi possivel
observar correlacdo significativa nos subgrupos de pacientes com PE responsivas (r = 0.302,
95% CI =-0.150/0.649, P = 0.171; Figura 9C) e ndo responsivas a terapia (r = 0.389, 95% CI = -
0.127/0.740, P = 0.122; Figura 9D) como foi observada no grupo total de pacientes. E provavel
gue ndo tenha sido possivel observar correlagbes significativas devido ao pequeno numero
amostral de dosagens de sFLT-1 quando dividimos as gestantes com PE em subgrupos de
gestantes.

Por razbes técnicas, conseguimos medir os niveis de ADMA de apenas 38 das gestantes
com PE, o que impossibilitou os testes de correlacdo quando este grupo foi subdivido de acordo

com a resposta a terapia anti-hipertensiva.
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Figura 9: Teste de correlacdo de Spearman entre visfatina/NAMPT e nitrito plasmatico e
sFLT-1 entre os grupos de pacientes com PE responsivas e ndo responsivas aterapia anti-
hipertensiva, respectivamente.

A) e B): Correlacéo entre os niveis plasmaticos de visfatina/NAMPT e nitrito em pacientes com
pré-eclampsia responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva. C) e D): Correlacdo
entre niveis plasmaticos de visfatina/NAMPT e sFLT-1 em pacientes dos mesmos grupos. Valores

significativos: P < 0,05. A regressao linear estd mostrada nas figuras.

No endotélio saudavel, a visfatina/NAMPT pode estimular a angiogénese pela regulacéo
positiva do VEGF através da ativagdo de PI3K/Akt e induzir o relaxamento dependente do
endotélio através da via do NO (YAMAWAKI et al., 2009). A visfatina/NAMPT foi capaz de ativar
a sintase de NO nas células endoteliais (PEIRO et al., 2010). Entretanto, ela também foi capaz

de prejudicar o relaxamento dependente de endotélio pela ativacdo da NADPH oxidase, com
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liberacdo de anions superéxido e inativacdo do NO, uma vez que o mesmo reage com superoxido
para gerar peroxinitrito, um pontente agente oxidante (VALLEJO et al., 2011).

O peroxinitrito também é capaz de afetar a funcéo endotelial aumentando a expressao da
sintase endotelial do 6xido nitrico induzivel (INOS) em células endoteliais isoladas pela ativacéo
do fator nuclear kappa B (NF-kB). Desse modo, esse aumento de NO induzido pelo peroxinitrito
também poderia ser deletério e resultar em um mecanismo de retroalimentacdo para gerar mais
peroxinitrito (VALLEJO et al., 2011).

Nesse contexto, o sFLT-1 também atua na reducdo da biodisponibilidade de NO pela
ligacdo ao VEGF e PIGF circulantes (PHIPPS et al., 2019). Esses achados poderiam explicar as
relagcbes opostas encontradas entre visfatina/NAMPT e sFLT-1 e visfatina/NAMPT e nitrito
(Figura 8, A-D), no grupo de gestantes com PE quando comparadas ao grupo de gestantes
controle. E interessante ressaltar as interacdes entre a visfatina/NAMPT o marcador clinico da
PE, sFLT-1, que participam em conjunto em via bioquimica (Figura 5) relacionada a
biodisponilidade de NO na PE (VELLEJO et al., 2011; PHIPPS et al., 2019).

A PE é associada com altas concentracdes de ADMA e baixas concentra¢des de nitrito
se comparado com gestantes saudaveis (SAVVIDOU et al., 2003). De fato, em estudo prévio
mostrou associagcdo negativa entre as concentracdes circulantes de ADMA e de nitrito em
gestantes saudaveis e PE (SANDRIM et al., 2010a). Nos grupos deste trabalho, néo foi possivel
observar relagéo significativa entre visfatina/NAMPT e ADMA (Figura 8, E-F). Esse resultado
pode ser devido a baixa quantidade de amostras de ADMA obtida dessas pacientes, fato ocorrido
devido a razfes técnicas. Entretanto, baseado nas correla¢des encontradas com nitrito e sFLT-
1, seria esperado encontrar correlagdes positivas entre visfatinas/NAMPT e ADMA. No entanto,
tais hipoteses precisam ser comprovadas em futuros estudos.

A metildopa, nifedipina, hidralazina e labetalol sdo farmacos anti-hipertensivos utilizados
no tratamento da hipertensao arterial presente na PE (BERZAN et al., 2014). Bloqueadores de
canais de célcio, como a nifedipina por exemplo, podem restaurar a biodisponilidade de NO e
melhorar a funcéo endotelial (DING E VAZIRI; 2000; TADDEI et al., 2001). A hidralazina por sua
vez, pode ter seus efeitos relacionados a produgédo de NO e mostrou aumentar as concentragoes
de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) em gestantes com PE (LOPEZ-JARAMILLO et al.,
1996). Nesse cenario, € possivel que os farmacos utilizados no tratamento da PE influenciem a
biodisponibilidade de NO, contrabalancando a formacéo prejudicada de NO encontrada na PE
(LUIZON et al., 2017a).

A relagéo negativa encontrada entre visfatina/NAMPT e nitrito plasmético em pacientes

com PE também foi observada no subgrupo de pacientes com PE que ndo respondem a terapia
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anti-hipertensiva, mas nado no subgrupo de pacientes responsivas (Figura 9, A e B). Esses
resultados sdo plausiveis e esperados se levarmos em conta que a visfatina/NAMPT pode induzir
o relaxamento dependente do endotélio através da via do NO (YAMAWAKI et al., 2009), mas
também prejudicar o mesmo por mecanismos envolvendo a estimulagdo da NADPH oxidase
(VALLEJO et al., 2011) e que as pacientes ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva ndo se
beneficiaram da restauracdo da biodisponibilidade de NO proporcionada pelos farmacos
administrados assim como as pacientes responsivas. Entretanto, tanto a replicacado dos achados

gquando mais estudos séo necessarios para a comprovacao dessas hipéteses.

6.3. Interagbes entre polimorfismos de NAMPT e VEGF com diferentes
concentracbes plasmaticas de nitrito em pacientes controle, com PE e

subgrupos responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva

Foi determinada (Figura 10) a influéncia dos polimorfismos de NAMPT, rs1319501
T>C (letras A e B) e rs3801266 A>G (letras C e D) nos niveis de nitrito plasmatico em gestantes
controle, gestante com PE e gestantes com PE responsivas e ndo responsivas a terapia anti-
hipertensiva. Como mostrado, o genétipo TC+CC do polimorfimos rs1319501 de NAMPT esta
associado a menores nives de nitrito plasmatico em pacientes com PE n&o responsivas a terapia
anti-hipertensiva, se comparado ao genoétipo TT no mesmo grupo de pacientes. Entretanto, ndo

observamos esse efeito quando comparado o grupo controle com o grupo PE.

Gendtipos do polimorfismo de NAMPT rs3801266 A>G néo apresentaram, para 0S N0SS0s
dados, influéncia sob os nives de nitrito plasmatico nos grupos controle, PE e PE responsivas e

nao responsivas a terapia anti-hipertensiva.
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Figura 10: Efeito dos polimorfismos de NAMPT rs1319501 T>C (A e B) e rs3801266 A>G (C
e D) nos niveis de nitrito plasmético. Letras A) rs1319501 T>C e C) rs3801266 A>G mostram
influéncia dos respectivos polimorfismos em gestantes do grupo controle e PE. Letras B)
rs1319501 T>C e D) rs3801266 A>G trazem influéncia dos polimorfismos nos nives de nitrito
plasmético em gestantes com PE divididas em responsivas e ndo responsivas a terapia anti-
hipertensiva. Valores significativos: P < 0,05.

Os gendtipos TC+CC do polimorfismo rs1319501 T>C de NAMPT foram previamente
associados com niveis mais baixos de visfatina em pacientes com PE néo responsivas a terapia
anti-hipertensiva (LUIZON et al., 2015). Esse polimorfismo esta localizado na regido promotora
de NAMPT e se sobrep8e a um grande numero de dados de ChlP-seq de fatores de transcrigdo
do Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE), sugerindo que ele pode sim afetar a expressao
de NAMPT (LUIZON et al., 2017a). De fato, é provavel que esse SNP afete a ligacao de fatores
de transcricdo de acordo com sua pontuacéo 2c no RegulomeDB (BOYLE et al., 2012). Por outro

lado, o genétipo TT contém o alelo selvagem desse polimorfismo e podemos afirmar que ele esta
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associado a niveis mais altos de nitrito plasmético nas pacientes responsivas a terapia anti-
hipertensiva, em comparacdo com as pacientes nao responsivas.

Os gendtipos AG + GG do polimorfismo rs3801266 A>G de NAMPT, por sua vez, foram
associados a niveis mais altos de visfatina em grupo de gestantes ndo responsivas a terapia anti-
hipertensiva. Niveis aumentados de visfatina/NAMPT em criancas e adolescentes obesos
também foram previamente reportados nos portadores do genoétipo GG (BELO et al., 2015).
Esses achados em conjunto mostram que os polimorfismos de NAMPT tem efeitos nos niveis de
visfatina/NAMPT, entretanto, esses efeitos podem variar sob diferentes condi¢des fisioldgicas ou
em situacdes de doenca (LUIZON et al., 2017a).

As adipocinas podem desempenhar um papel na invaséo trofoblastica necesséria durante
a gestacdo saudavel (TERSIGNI et al., 2011). A visfatina/NAMPT, por exemplo, pode induzir o
relaxamento dependente do endotélio através da via que culmina na producdo de NO
(YAMAWAKI et al., 2009). Entretanto, a mesma esta implicada na fisiopatologia da aterosclerose
e de diversas doencas inflamatoérias (DAHL et al., 2012), podendo ter um potencial papel em
complicacdes a longo prazo da PE (KARUMANCHI et al., 2016; POWE; LEVINE; KARUMANCHI;
2011). Nesse contexto, polimorfismos no gene NAMPT que alteram os niveis da proteina
circulante poderiam afetar a sintese de NO e a dosagem de nitrito plasmatico (marcador
endégeno da producdo de NO), portanto, torna-se relevante examinar a associagdo entre
gendtipos dos SNPs de NAMPT e nitrito. Esses achados sobre a visfatina/NAMPT poderiam
explicar as relagbes encontradas entre polimorfismos de NAMPT e niveis de nitrito plasmatico
em gestantes ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva.

Adicionalmente, nés determinamos a influéncia dos polimorfismos de VEGF rs2010963
G>C, rs699947 C>A e rs1570360 G>A nos niveis de nitrito plasmatico em gestantes dos grupos
controle, PE e PE responsivas e nao responsivas a terapia anti-hipertensiva. Como mostrado na
Figura 11, ndo encontramos associacdes signiticativas entre nenhum dos genoétipos dos

polimorfismos de VEGF e os niveis de nitrito plasmatico nos grupos de gestantes estudados.
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Figura 11: Efeito dos polimorfismos de VEGF rs2010963 G>C, rs699947 C>A e rs1570360
G>A nos niveis de nitrito plasmatico. Letras A) rs2010963 G>C, C) rs699947 C>A e E)
rs1570360 G>A mostram influéncia dos respectivos polimorfismos em gestantes do grupo
controle e PE. Letras B) rs2010963 G>C, D) rs699947 C>A e F) rs1570360 G>A trazem influéncia
dos polimorfismos nos nives de nitrito plasmatico em gestantes com PE divididas em responsivas
e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva. Nenhuma das figuras mostra associacao

estatisticamente signiticativa.
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O VEGEF patrticipa da via do NO e seria plausivel estudar a influéncia de polimorfismos de
VEGF nos niveis de nitrito plasmatico. Embora nenhum outro estudo tentou verificar o possivel
efeito desses polimorfismos sob os niveis de nitrito plasméatico, diversos trabalhos anteriores
mostraram influéncia de SNPs de VEGF na PE e em seus niveis circulantes.

Um estudo longitudinal mediu os niveis de VEGF em gestantes a partir da 102 semana de
gestacdo e encontrou niveis elevados a partir de 28 semanas em gestantes que
subsequentemente desenvolveram PE (BOSIO et al.,, 2001). Um estudo prospectivo relevou
niveis de VEGF significativamente diferentes em mulheres com PE a partir da 302 semana de
gestacao, quando comparado com gestantes normotensas (HUNTER et al., 2000). Esses dados
em conjunto sugerem o potencial papel do VEGF na patogénese da PE.

Dados de uma meta-andlise sugeriram que os polimorfismos de VEGF estudados no
presente trabalho, rs699947 C>A e rs1570360 G>A nao tiveram associacdo com o risco de
desenvolvimento de PE em todas as pacientes examinadas, entretanto o polimorfismo rs2010963
G>C foi associado ao risco de desenvolvimento de PE (CHENG et al., 2013). Outro estudo com
0s mesmos polimorfismos na populacdo do Ird, mostrou que ndo houve diferenca significativa
dos mesmos se comparadas gestantes com PE e controles (SALIMI et al., 2015). Entretanto, a
frequéncia dos gendtipos GC e CC do polimorfismo rs2010963 G>C foi maior em mulheres com
PE grave, quando comparado com PE leve e controles (SALIMI et al., 2015). Além disso, também
foi mensurado os niveis séricos de VEGF, e além das gestantes com PE apresentarem niveis
significativamente menores, o0 gendtipo CC do rs2010963 G>C foi associado com menores niveis
de VEGF em comparag¢do com individuos portadores do gendtipo GG (SALIMI et al., 2015).
Sumariando os achados para esse polimorfismo, individuos controles portadores do genétipo CC
possuem niveis séricos de VEGF significativamente menores comparado com portadoras do
genotipo GC. Os niveis séricos de VEGF néo diferiram significativamente entre os gendétipos dos
polimorfismos rs699947 C>A e rs1570360 G>A. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
garantir e validar as associa¢fes entre os polimorfismos do VEGF e a associacdo com a PE.

Nas pacientes com PE subdivididas em responsivas e ndo responsivas a terapia anti-
hipertensiva, ndo foram observadas diferencas significativas nas distribuicdes de gendétipos ou
alelos dos polimorfismos rs699947 C>A e rs2010963 G>C entre os grupos (SANDRIM et al.,
2015). Esses achados sugerem que os polimorfismos de VEGF ndo afetam a responsividade a
terapia anti-hipertensiva na PE. Entretanto, assim como os achados de associagao significativos,

esses achados também requerem de replicacdo em outras populacdes.
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6.4. Interacdes entre polimorfismos de genes relacionados a via induzida pela
visfatina (NAMPT) quando comparados os grupos controle e PE e subgrupos

responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva

A PE é uma desordem multissistémica e multifatorial, de etiologia complexa e com forte
componente genético, e os diferentes genes associados a PE estdo inclusos em vias
imunoldgicas, de hemodindmica, funcao endotelial, distlrbios trombofilicos, estresse oxidativo e
metabolismo lipidico (WILLIAMS E MORGAN, 2012). O componente genético atribuido a
herdabilidade da PE varia de 30 a 60% e, embora os estudos genéticos classicos e mais recentes
de GWAS tenham identificado véarios genes de susceptibilidade a PE, eles ndo explicam
completamente essa herdabilidade (ARIFF et al., 2019).

Entretanto os métodos estatisticos tradicionais possuem poder limitado para modelar
interacbes nao-lineares como o caso das interacdes gene-gene (MOORE e WILLIAMS, 2002).
Nesse contexto, as limitagbes do modelo linear e de outros modelos paramétricos movitou 0 uso
do MDR, uma ferramenta de mineracdo de dados utilizada para detectar interacbes gene-gene
(ou epistasia) em estudos de associacdo genética (MOORE, 2010). O uso do MDR nos permite
analisar modelos de interacdo gene-gene de maneira eficaz em uma doenga complexa como é o
caso da PE.

No presente trabalho foram avaliadas as possiveis interacdes entre os SNPs rs1319501
e rs3801266 de NAMPT, rs2010963, rs699947 e rs1570360 de VEGF, rs2070744 e o VNTR no
intron 4 de NOS3 quando comparados 0s grupos controle e PE. Além disso, n6s também
comparamos 0s subgrupos de pacientes com PE responsivas e ndo responsivas a terapia anti-
hipertensiva.

As combinacdes especificas de gendtipos de baixo e alto risco classificadas pelo MDR,
quando comparado os grupos controle e PE, estdo representadas na Figura 12, onde é possivel
observar interagdes signitificativas entre genétipos dos polimorfismos rs1319501 T>C de NAMPT
e rs2010963 G>C de VEGF nos grupo controle e pré-eclampsia com (Pontuacdo do teste =
0.6503, CVC =8/10 e P = 0.001 - 0.002 (Tabela 4).
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Tabela 4: Modelo de interacdo do MDR robusto entre polimorfismos de VEGF, NOS3 e NAMPT

em pacientes com PE e grupo controle.

Modelos de interacéo Pontuacéo Pontuacdo CVC
de treinamento do teste *P

Grupo controle (n = 100) vs Pré-eclampsia (n = 131)

VEGF rs2010963 0,6504 0,6422 10/10 0,002*
VEGF rs2010963, NAMPT rs1319501 0,6815 0,6503 08/10 0,002*
NOS3 rs2070744, VEGF rs2010963, NAMPT 0,6856 0,5947 10/10 0,063
rs1319501

Abreviaturas: CVC: Cross-validation consistency; NAMPT: Nicotinamida fosforibosiltransferase; MDR:
Multifactor Dimensionality Reduction; NOS3: Sintase endotelial do éxido nitrico 3; PE: Pré-eclampsia;
VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular.

*P < 0,05
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Figura 12: Analise de interacdo gene-gene quando comparados 0s grupos controle e PE.
Caselas marcadas em cinza claro e escuro correspondem ao grupo controle e gestantes com PE,
respectivamente. O genotipo TC do polimorfismo NAMPT rs1319501 combinado com o genoétipo
CC do polimorfismo VEGF rs2010963 foi associado com PE, mas o mesmo genétipo TC de

NAMPT foi associado com o grupo controle quando combinado ao genétipo GC do polimorfismo

VEGF rs2010963.
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A combinacao do genétipo GC do SNP rs2010963 do VEGF com o gendtipo TC do SNP
rs1319501 de NAMPT é mais frequente em gestantes do grupo controle. Por outro lado, a
associacdo com a doenca ocorre ou ndo, devido a mudanca de um alelo no polimorfismo
rs2010963 G>C do VEGF, onde o genétipo GC em pacientes controles poderia levar a niveis
séricos de VEGF significativamente maiores comparado com portadores do genoétipo CC.
Entretanto, o0 mesmo, possui maior frequéncia em pacientes com PE grave juntamente com o
gendtipo CC, se comparado com PE leve e controles (SALIMI et al., 2015). Os genotipos TC+CC
do polimorfismo rs1319501 T>C localizado no promotor de NAMPT, por sua vez, ja foram
associados com niveis mais baixos de visfatina em pacientes com PE n&o responsivas a terapia
anti-hipertensiva (LUIZON et al., 2017a) e o alelo C e o genétipo CC j& foram caracterizados como
mais frequentes em grupo de gestantes controle quando comparado com grupo de gestantes
com PE (LUIZON et al., 2015).

O gendtipo CC, que apresenta mudanca de um alelo do polimorfismo rs2010963 G>C do
VEGF e sua combinacdo com o mesmo genétipo TC do polimorfismo rs1319501 de NAMPT
interagem entre si em gestantes com PE. O gendtipo CC do polimorfismo de VEGF foi associado
com menores niveis de VEGF em comparacdo ao gendtipo GG e GC em pacientes com PE e
controles, respectivamente (SALIMI et al., 2015). Esses achados sugerem gue maiores niveis de
VEGF em pacientes portadoras do genétipo GC comparando ao CC influéncia nos casos da
doenca.

A combinacao dos gendtipos TT do SNP de NAMPT rs1319501 e CC do SNP rs2010963
de VEGF esté associada a PE e pode ser devido aos menores niveis de VEGF em portadoras do
gendtipo CC e do relaxamento dependente de endotélio prejudicado promovido pela
visfatina/NAMPT com a ativagdo da NADPH oxidase, uma vez que o genétipo TT é o selvagem
e suas variagfes sdo associadas a menores niveis de visfatina/NAMPT.

Afim de se estudar as gestantes com PE responsivas e ndo responsivas a terapia anti-
hipertensiva, foram estudas as possiveis interacdes quando comparados esses grupos de
pacientes. A Figura 13 mostra essas combinacdes especificas de gendtipos sendo possivel
observar interac6es significativas entre os genétipos dos polimorfismos VNTR 27pb do NOS3 e
rs2010963 G>C de VEGF comparando entre os grupos (P=0.013, Tabela 5).
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Tabela 5: Modelo de interacdo do MDR robusto entre polimorfismos de VEGF, NOS3 e NAMPT

em gestantes com pré-eclampsia responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva.

Modelos de interacéo Pontuacéo Pontuacdo CVC *p

de treinamento  do teste

Responsivas (n = 64) vs Nao responsivas (n = 67)

NOS3 VNTR 0,5555 0,4663 9/10 0,892
NOS3 VNTR, VEGF rs2010963 0,6486 0,6486 10/10 0,013*
NOS3 VNTR, VEGF rs2010963, NAMPT 0,659 0,6168 10/10 0,076
rs1319501

Abreviaturas: CVC: Cross-validation consistency; NAMPT: Nicotinamida fosforibosiltransferase; MDR:
Multifactor Dimensionality Reduction; NOS3: Sintase endotelial do 6xido nitrico 3; VEGF: Fator de
crescimento endotelial vascular. VNTR: Variable number tandem repeat. *P < 0,05
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Figura 13: Anédlise de interacdo gene-gene quando comparados 0s grupos de gestantes
com PE responsivas e ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva. Caselas marcadas em
cinza claro e escuro correspondem ao grupos de responsivas € nao responsivas,
respectivamente. O gendtipo CC do polimorfismo do VEGF rs2010963 combinado ao genotipo
AB do polimorfismo de NOS3 VNTR b/a do polimorfismo VEGF rs2010963 foi associado com o
grupo de pacientes ndo responsivas, mas o mesmo genotipo CC de VEGF foi associado com o
grupo de pacientes responsivas a terapia quando combinado ao genétipo BB do polimorfismo
NOS3 VNTR 27pb.
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O modelo de interacdo que foi mais signiticativo no MDR quando consideradas pacientes
responsivas e nao responsivas a terapia anti-hipertensiva foi 0 modelo que tras interacdes entre
genotipos de polimorfismos de VEGF e NOS3. O gendtipo BB do polimorfismo VNTR 27pb do
NOS3 e sua combinacdo com o gendtipo CC do polimorfismo rs2010936 de VEGF interagem
entre si em gestantes com pré-eclampsia responsivas. Nesse caso a associa¢cdo com a resposta
ou ndo resposta ocorre devido a mudanca de um alelo do VNTR da NOS3, se mantendo o0 mesmo
genotipo do polimorfismo do VEGF. A eNOS ¢€ a principal sintdse do Oxido nitrico no sistema
vascular (FARAH; MICHEL; BALLIGAND; 2018), ocorrendo a disfun¢édo endotelial quando as
células endoteliais perdem ou reduzem a capacidade de liberar NO (FORSTERMANN; XIA; LI;
2017). O VNTR com repeti¢cdes de 27pb tem sua variante b associada com menores quantidades
de mRNA da eNOS (DAl et al., 2013).

Em gestantes ndo responsivas a terapia anti-hipertensiva foi observada interacdo entre o
gendtipo AA do VNTR da NOS3 e a combinagdo com 0 mesmo genétipo CC do polimorfismo
rs2010936 de VEGF. O alelo A desse VNTR ja foi associado a alto risco de PE, entretanto, essa
variante também esta associada a maiores niveis de mRNA da eNOS em comparacdo com a
variante b (DAl et al., 2013).

De fato, haplétipos de eNOS podem afetar a resposta as terapias anti-hipertensivas em
pré-eclampsia. O haplétipo “C-Glu-A” envolvendo os polimorfismos rs2070744, rs1799983 e o
VNTR b/a, respectivamente, foi associado a resposta a terapia anti-hipertensiva, uma vez que o
haplétipo “T-Asp-A”, envolvendo os mesmos polimorfismos foi associado a nao responsividade
(SANDRIM et al., 2010b).

Os farmacos utilizados para tratar PE sé@o farmacos anti-hipertensivos. A nifedipina, por
exemplo, é um bloqueador de canal de calcio que pode restaurar a biodisponilidade de NO. A
hidralazina, outro farmaco utilizado na PE, mostrou aumentar as concentragdes de cGMP nessas
gestantes (LUIZON et al., 2017a). Nesse contexto, as pacientes responsivas a terapia anti-
hipertensiva possuem o genétipo associado a menores quantidades de mRNA da eNOS.
Entretanto, o uso de farmacos anti-hipertensivos pode ter atuado melhorando a biodisponibilidade
de NO, melhorando assim a fungcédo endotelial. Ja4 o oposto ndo ocorre com as pacientes ndo
responsivas a terapia, que apesar de possuirem o gen6tipo associado a maiores quantidades do
MRNA da eNOS, ndo tem a biodisponibilidade de NO, que ja é baixa na PE, restaurada pelos
farmacos. Essas pacientes por sua vez ainda mostram ter uma pior fisiopatologia quando
comparadas as pacientes responsivas a terapia anti-hipertensiva total, como ilustrado na Tabela

2. Entretanto sdo necessarios mais estudos para elucidar essas hipoteses.
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Pacientes com hipertensdo que ndo respondem ao tratamento médico otimizado, apds a
exclusdo da hipertensdo secundaria em pacientes que sao totalmente aderentes a terapia anti-
hipertensiva, sdo caracterizadas como hipertensos resistentes. Esses pacientes por sua vez
apresentam alto risco de complica¢cdes e eventos cardiovasculares, se fazendo importante o uso
e a pesquisa de biomarcadores para identificar os pacientes com danos precoces em 6rgaos-alvo
(WEI et al., 2018).
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7. CONCLUSAO

Nossos achados mostram que a visfatina/NAMPT tem relagdo distinta com o nitrito e o
sFLT-1 no grupo controle e no grupo PE. Eles sugerem evidéncia clinica de um efeito inibitério
da visfatina/NAMPT na formacédo de NO na PE e também no grupo de gestantes ndo responsivas
a terapia anti-hipertensiva. As correlacbes positivas entre a visfatina/NAMPT e o sFLT-1
observadas em pacientes com PE sugerem que as manifestacdes clinicas da doenca podem

surgir da interacdo entre esses dois marcadores.

Nossos achados déo suporte a baixa biodisponibilidade de NO em PE, e sugerem que
altos niveis plasmaticos de visfatina/NAMPT néo favorecem o aumento da biodisponibilidade de

NO em pacientes com PE nao responsivas a terapia anti-hipertensiva.

As interacOes significativas observadas entre gendtipos de SNPs dos genes NAMPT e
VEGF, bem como entre gendtipos de SNPs dos genes NAMPT e NOS3 sugerem que interagoes
gene-gene na via da visfatina/NAMPT podem afetar o risco a PE e a responsividade a terapia
anti-hipertensiva em PE. Nossos ahacos poderdo guiar estudos adicionais de interacdo gene-

gene em vias relevantes para identificacao de resposta diferencial a farmacos anti-hipertensivos.
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