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RESUMO

A pré-eclampsia (PE), na forma pura, é caracterizada pelo aparecimento de
hipertensdo e proteinuria em gestantes normotensas apos a vigésima semana de
gestacdo. A PE esta associada a um estado de hipercoagulabilidade ainda mais
evidente que a condigao fisioldgica da gravidez. O modelo atualmente aceito para o
processo da coagulacdo destaca o fator tissular (FT) como um componente
essencial para iniciar a sequéncia de reacdes em cascata, que culmina com a
formagao do coagulo de fibrina. Quando ocorre les&o vascular, o sangue € exposto
ao FT, que se liga ao fator VII (FVIl), tornando-o ativado (FVlla). O complexo
FT/FVlla ativa diretamente os fatores X e IX, o que resulta na geracao de trombina
e, consequentemente, na clivagem do fibrinogénio em monémeros de fibrina. O
inibidor da via do fator tissular (TFPI) é o principal inibidor enddgeno, in vivo, da via
do FT. Estudos sugerem uma relagédo dos polimorfismos -401G/T e -402G/A no gene
do FVII e os niveis plasmaticos desse fator. O objetivo deste estudo foi avaliar a
associacdo dos niveis plasmaticos de FT, TFPI, FVII e FVlla, a presenca de
polimorfismos nos genes do FVII e a ocorréncia de PE grave. Foram avaliadas 335
mulheres, das quais 109 eram gestantes com PE grave (grupo ), 106 gestantes
normotensas (grupo ) e 120 mulheres nao gestantes (grupo lll). A comparagao dos
niveis de FT nos trés grupos nao mostrou diferenga (333,91; 290,13 e 392,95 pg/mL
para os grupos |, Il e lll respectivamente). Os niveis plasmaticos de TFPI (83,48;
56,09 e 46,29 ng/mL para os grupos |, Il e Il respectivamente), FVII (521,88; 294,63
e 134,85 ng/mL para os grupos |, Il e Il respectivamente) e FVlla (88,68; 67,78 e
45,28 mU/mL para os grupos |, Il e Il respectivamente) foram significativamente
maiores no grupo | quando comparado aos grupos Il (p<0,001; 0,001 e 0,014,
respectivamente) e Ill (p<0,001, nos trés casos). A comparagao entre os grupos | e
Il, agrupando a idade gestacional, revelou niveis mais elevados de TFPI e de FVII no
grupo |, quando comparado ao grupo Il, em todas as faixas de idade gestacional
avaliadas. O FVlla ndo apresentou diferenga nesta comparacéo. A correlagdo dos
grupos | x II, I x [l e 1l x Il por meio da avaliagado da curva ROC, revelou que o TFPI,
FVII e FVlla sdo capazes de distinguir gestantes com PE grave ou normotensas de
mulheres n&o gestantes, mas ndo sdo capazes de distinguir gestantes com PE
grave de gestantes normotensas. A frequéncia genotipica dos polimorfismos -



401G/T e -402G/A nao apresentou diferenga comparando-se os trés grupos. Os
polimorfismos avaliados ndo estdo associados a alteragao dos niveis plasmaticos do
FVII nas gestantes com PE grave. O alelo -401T foi mais frequente no grupo com PE
grave e mostrou-se associado a redugéo dos niveis plasmaticos do FVII quando as

mulheres foram avaliadas em conjunto.

Palavras-chave: Pré-eclampsia, Fator tissular, Fator VII, Fator VIl ativado, Inibidor
da via do fator tissular, Polimorfismos no gene do fator VII.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE), in its pure form, is characterized by the onset of hypertension
and proteinuria in normotensive pregnant women, after the twentieth week of
pregnancy. The PE is associated with a hypercoagulable state even more evident
that the physiological condition of pregnancy. The actual model accepted for the
blood coagulation process detaches the tissue factor (TF) as the essential factor to
trigger the coagulation cascade pathway, which leads to fibrin blood clot formation.
When vascular damage occurs, blood is exposed to TF that binds to factor VII (FVII),
activating it (FVIla). The TF/FVlla complex activates directly factors X and IX,
resulting in thrombin generation and consequently in fibrinogen cleavage into fibrin
monomers. The tissue factor pathway inhibitor (TFPI) is the main endogenous
inhibitor, in vivo, of the TF pathway. Previous studies suggested a relation between
FVII gene polymorphisms, -402GA and -401GT, and its plasma levels. The aim of
this study was to evaluate TF, TFPI, FVII and FVlla plasma levels, the FVII gene
polymorphisms and the occurrence of severe PE. A group of 335 women were
evaluated, of whom 109 were pregnant with severe PE (group |), 106 normotensive
pregnant women (group IlI) and 120 nonpregnant women (group lIlI). The comparison
of the TF levels did not show any difference among the three groups (333,91; 290,13
e 392,95 pg/mL para os grupos |, Il e lll respectively). The TFPI (83,48; 56,09 e
46,29 ng/mL para os grupos |, Il e Il respectively), FVII (521,88; 294,63 e 134,85
ng/mL para os grupos |, Il e Il respectively) e FVlla (88,68; 67,78 e 45,28 mU/mL
para os grupos |, Il e Il respectively) plasma levels were significantly higher in group |
when compared to group Il (p<0,001; 0,001 and 0,014, respectively) and Il (p<0,001,
in all cases). The comparison between groups | and Il, grouping by the pregnancy
age, showed an increase of TFPI and FVII in group |, when compared to group I, in
all ranges of pregnancy age evaluated. FVlla did not show difference in this
comparison. The correlation between the groups | x I, | x Il and Il x lll by evaluating
the ROC curve, showed that TFPI, FVIlI and FVlla are able to distinguish pregnant
with severe PE or normotensive pregnant from nonpregnant women, but they are not
able to distinguish pregnant with severe preeclampsia from normotensive pregnant.
The genotypic frequency of the polymorphisms -401G/T and -402G/A did not show
differences when comparing the three groups. The polymorphisms evaluated are not



associated with changes in FVII plasma levels in pregnant women with severe PE.
The allele -401T was more frequent in the group with severe PE and was associated
with the decrease of FVII plasma levels when the women were evaluated together.

Keywords: Preeclampsia, tissue factor, factor VII, factor VIl activated, tissue factor

pathway inhibitor, factor VII gene polymorphisms.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A pré-eclampsia (PE), na sua forma pura, é caracterizada pelo aparecimento
de hipertensdo e proteinuria em gestantes normotensas, apos a vigésima semana
de gestagdo. Clinicamente, é importante distinguir a forma grave da PE, na qual a
sintomatologia € mais acentuada, podendo evoluir para manifestagdes clinicas mais
sérias como a eclampsia, sindrome HELLP (Haemolysis, elevated liver enzyme
activity, low platelets) e coagulagao intravascular disseminada (CID).

A PE constitui a principal causa de morte materna em diversos paises do
mundo e contribui significativamente para a prematuridade, o baixo peso fetal e o
aumento da mortalidade neonatal. Esta doencga esta associada a um elevado custo
social, uma vez que, frequentemente, resulta na internagcdo da gestante e do recém-
nascido por varios dias.

A PE ocorre naturalmente apenas em seres humanos e primatas superiores,
e sua etiologia € ainda desconhecida. O unico tratamento efetivo para esta doenga
consiste na interrupcédo da gravidez e retirada da placenta. Em muitos casos, esta
medida precisa ser tomada prematuramente, visando garantir a vida da mée, do
bebé ou de ambos.

A PE esta associada a um estado de hipercoagulabilidade ainda mais
evidente que a condicéo fisioldgica da gravidez.

O novo entendimento do processo da coagulagédo destaca o fator tissular (FT)
como um componente essencial para disparar a sequéncia de reagdes em cascata
que culmina com a formag&do do coagulo de fibrina. Além desta importante fungao
hemostatica, o FT tem um papel crucial na gestagao, sendo imprescindivel para o
desenvolvimento embrionario e placentario. O FT é expresso em células de varios
orgaos e nao esta em contato com o sangue em condi¢des fisioldégicas. Quando
ocorre uma lesdo mecanica ou quimica da parede vascular, o sangue € exposto ao
FT, que se liga ao fator VII (FVII), tornando-o ativado (FVIla). O complexo fator
tissular/ fator Vll:fator VII ativado (FT/FVII:FVIla) ativa diretamente os fatores X e IX,
na presenga de ions calcio (Ca™), resultando na geragdo de trombina e,
consequentemente, na clivagem do fibrinogénio em mondémeros de fibrina. A
localizagdo do FT na membrana celular permite que o coagulo permanega fixado ao

local da lesdo, o que pode explicar porque a coagulagdo ndo dissemina do seu local
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de inicio. O inibidor da via do fator tissular ou Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI)
€ o principal inibidor enddgeno, in vivo, da via do FT.

Estudos sugerem uma relagéo entre a presenga dos polimorfismos -401G/T e
-402G/A no gene do FVII e os niveis plasmaticos desse fator. O alelo -401T esta
associado a reducao dos niveis plasmaticos de FVII e o alelo -402A esta associado
ao aumento desses.

Sabendo que a PE cursa com um estado de hipercoagulabilidade ainda mais
exacerbado que aquele fisiolégico da gravidez de risco habitual, € importante
investigar se mulheres carreadoras destes polimorfismos apresentam uma
predisposicao a tal doencga.

Uma grande limitacdo dos estudos referentes a PE é representada pela
dificuldade do seu diagnostico precoce. Varios marcadores laboratoriais tém sido
propostos para este fim. Embora alguns exames auxiliares facam parte da
monitorizagdo da gestante com suspeita de PE, efetivamente o diagndstico é feito
pela medida da pressao arterial e determinagdo da proteinuria. Considerando a
dificuldade diagndstica da doenca, a rigidez na aplicagao dos critérios de inclusdo e
exclusdo, bem como a eliminagcdo de todos os casos duvidosos é fundamental para
a segurancga na constituigdo do grupo de gestantes com PE.

A avaliagdo laboratorial de marcadores hemostaticos esta sujeita a erros na
fase pré-analitica. No presente estudo, cuidados foram tomados no ato da coleta de
sangue, no processo de separagdo e armazenamento das amostras de plasma e
nos procedimentos adotados para as analises laboratoriais, de modo a minimizar os
erros pré-analiticos.

Sabendo que alguns parédmetros hemostaticos sofrem alteracbes ao longo da
gestacéo, a idade gestacional é de fundamental importancia para a comparagao dos
resultados obtidos e estabelecimento das conclusdes.

A principal motivagado para a realizagcdo deste estudo foi contribuir para o
entendimento das alteragcdes hemostaticas na PE, associadas a via do fator tissular,
por meio da avaliagcdo dos niveis plasmaticos de FT, TFPI, FVII e FVlla. Além disso,
a associagao dos polimorfismos -401G/T e -402G/A no gene do FVII e a ocorréncia
de PE na forma grave foi investigada.

Cumpre ressaltar que uma vasta revisdo da literatura revelou que os
polimorfismos -401G/T e -402G/A foram avaliados em pacientes com doenca

coronariana, tromboembolismo venoso, cancer e em outras populagdes. No entanto,
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nao foram encontrados estudos que investigaram tais polimorfismos em gestantes
com PE, o que confere ineditismo ao presente estudo.

Considerando a importancia atribuida recentemente a via do fator tissular no
processo hemostatico e a exacerbacdo da coagulagdo na PE, torna-se
extremamente relevante conduzir estudos objetivando o maior entendimento do
processo de coagulagdo nessa doenga. Considerando, ainda, que a PE é uma
doenga de carater multifatorial e que os fatores genéticos podem estar associados a
sua ocorréncia, € importante esclarecer tal associagdo. O estabelecimento do
potencial de marcadores laboratoriais para monitorar a condicdo hemostatica de
pacientes com PE podera contribuir para a adogcdo de medidas importantes para sua
monitoragao.

Sabendo da complexidade da PE, bem como das lacunas existentes na
literatura com relacdo a sua etiologia, diagnostico e tratamento, este estudo se

justifica plenamente, podendo gerar conhecimentos adequados a nossa realidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pré-eclampsia

A PE caracteriza-se pelo aparecimento de hipertensédo e proteinuria, apos a
vigésima semana de gestagcédo, em gestante previamente normotensa.

De acordo com o Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy (2000)
e o The American College of Obstetricians and Gynecologists - ACOG Practice
Bulletin (2002), os parametros para diagndstico da PE s&o:

* Hipertensdo: pressao arterial sistolica 2140 mmHg ou pressédo arterial
diastdlica 290 mmHg, em no minimo duas ocasides. O intervalo entre as
medi¢cdes ndo deve ser inferior a duas horas ou superior a uma semana.

* Proteinuria: excregao de proteina 20,3 g em urina de 24 horas ou =230 mg/dL
(=+1 pelo método qualitativo de fita) em amostras isoladas.

Na auséncia de proteinuria, pode-se suspeitar de PE quando a hipertensao
gestacional estiver acompanhada de edema que acomete méos e/ou face, cefaleia,
disturbios visuais, dor abdominal, plaquetopenia e/ou alteracdo da atividade das
enzimas hepaticas.

Clinicamente, € importante diagnosticar a forma grave da PE, cujos
paréametros para diagnoéstico consistem em (PERET et al., 2009):

* Hipertensdo: pressao arterial sistolica 2160 mmHg ou pressédo arterial
diastdlica 2110 mmHg, em no minimo duas ocasides. O intervalo entre as
medi¢des ndo deve ser inferior a seis horas ou superior a uma semana.

* Proteinuria: excrecdo de proteina =22 g em urina de 24 horas ou =+2 pelo
meétodo qualitativo de fita, em amostras isoladas (coletadas em intervalo de
no minimo 4 horas), ou outros sinais e/ou sintomas de les&o de 6rg&os alvo.
Na PE grave, a gestante pode apresentar oliguria, com eliminagdo de menos

de 500 mL de urina em 24 horas, disturbios visuais ou cerebrais, edema pulmonar
ou cianose e trombocitopenia. A PE pode evoluir para casos ainda mais complexos
como a ecléampsia (caracterizada por hipertensdo, proteinuria, edema e convulsodes,

que podem evoluir para o coma), a sindrome HELLP (caracterizada por hemdlise,
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alteragdo das enzimas hepaticas e plaquetopenia), ou para a CID (WORKING
GROUP ON HIGH BLOOD PRESSURE IN PREGNANCY, 2000).

Embora alguns exames auxiliares fagam parte da monitorizagdo da gestante
com suspeita de PE, o diagnostico é feito efetivamente pela medida da pressao
arterial e determinacg&o da proteinuria.

A medida da pressao arterial esta sujeita a alteragbes associadas a postura
corporal e auséncia de repouso prévio e mostra-se elevada se a gestante estiver
ansiosa ou estressada.

A proteinuria € normalmente detectada por meio de fita reagente, uma vez
que a determinagcdo em urina de 24 horas € um método demorado. A detecgao da
proteinuria por meio de fita reagente pode fornecer resultados falsamente positivos
se a urina estiver muito alcalina ou contaminada com amédnia quaternaria,
clorhexidina bem como pelo corrimento vaginal (DAVEY e MACGILLIVRAY, 1988).
Isto demonstra a dificuldade diagnéstica da PE, o que pode resultar em assisténcia
meédica ndo apropriada durante o pré-natal, além de constituir um fator de confuséo
importante no estudo desta doenga.

Um estudo conduzido por Lindheimer et al. (1975) revela que a analise de
material obtido por bidpsia renal mostrou a presenga de outras doencas renais em
20 a 40% dos casos diagnosticados como PE.

Embora os sintomas da PE se manifestem apos a vigésima semana de
gestacédo, atualmente tem sido aceito que a patogénese é estabelecida muito antes
e ocorre em duas fases. A primeira fase se da nas primeiras 12 semanas de
gestacdo quando ocorre diferenciagdo dos trofoblastos, invasdo da decidua e
remodelamento das artérias espiraladas de forma defeituosa. Isto resulta na entrada
abrupta do sangue materno no espaco interviloso que danifica mecanicamente os
sinciciotrofoblastos. A segunda fase, que ocorre no segundo ou terceiro trimestres,
resulta da hipoperfusao e isquemia placentaria. A placenta isquémica libera citocinas
e radicais livres do oxigénio que induz em disfungédo endotelial materna sistémica e a
excessiva resposta inflamatéria (KHONG et al., 1986; WALKER, 2000).

A PE afeta a gestante e o feto e o unico tratamento definitivo consiste na
interrupcdo da gravidezz. Em muitas das vezes esta medida é tomada
prematuramente, visando garantir a vida da mae, do bebé ou de ambos. Estudos
randomizados tém sido desenvolvidos visando a obtengdo de uma alternativa

terapéutica para a PE e incluem o uso de aspirina, heparina, concentrado de
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antitrombina, agentes anti-plaquetas, calcio, L-arginina, 6leo de peixe ou de
vitaminas. No entanto, todos estes estudos apresentam limitacdes, especialmente
em relacdo ao numero de gestantes avaliadas e os resultados mostram pouco ou
nenhum beneficio (AAGAARD-TILLERY e BELFORT, 2005).

A PE ocorre naturalmente apenas em seres humanos e primatas superiores.
No entanto, varios modelos animais tém sido utilizados para induzir a doenga, mas,
em nenhum desses sao observadas todas as alteragcdes que ocorrem em humanos
(MCCARTHY et al., 2011).

A PE constitui a principal causa de morte materna em diversos paises do
mundo e contribui significativamente para a prematuridade, o baixo peso fetal e o
aumento da mortalidade neonatal. Esta doenga € mais comum em primigestas, em
mulheres multiparas que engravidaram de um novo parceiro e em mulheres
submetidas a fertilizag&do in vitro (na qual foram utilizados 6vulos de outra mulher),
na gravidez multipla, em diabéticas e na presenga de mola hidatiforme, o que sugere
que a presenca da placenta é necessaria e suficiente para causar a doenga. A PE
esta associada a um elevado custo social, pois, via de regra, resulta na internagao
da gestante e/ou do recém-nascido por um longo periodo (WALKER, 2000).

Embora muito estudada, a etiologia da PE ainda ndo esta esclarecida. Varias
manifestagdes como a resisténcia a insulina, a trombofilia, a estimulagcédo do sistema
nervoso simpatico, a alteracdo na resposta imune e a alteracdo no sistema renina-
angiotensina sdo sugeridas como responsaveis pelo desenvolvimento da PE. Na
pratica, a lesdo e o espasmo vascular e, consequentemente, a hipoperfusao
placentaria sdo as manifestagdes mais caracteristicas da doenca (WALKER, 2000;
KANAYAMA et al., 2003).

A PE esta associada a vasoconstricdo arteriolar, que aumenta a resisténcia
ao fluxo sanguineo e, dessa forma, explica o aparecimento de hipertensdo. Com o
aumento da resisténcia periférica e a ocorréncia da hipertensdo, o volume
plasmatico é reduzido, por perdas para o espago extravascular, resultando no
aparecimento do edema e na hemoconcentracdo. A hemoconcentragao, por sua
vez, compromete a velocidade do fluxo sanguineo, predispondo a ativagdo das
plaquetas e dos fatores de coagulagdo. As plaquetas ativadas medeiam a ligagéo de
leucécitos, promovendo a ativacdo de neutrdfilos e a consequente produgao de
radicais livres do oxigénio, que contribuem para a lesdo endotelial. Além disso, a
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interagdo plaqueta-mondcito resulta em um aumento da expressdo do FT do

mondacito e na ativagcao da coagulagdo (ROBERTS e LAIN, 2002).

2.2 Fator tissular

O FT é o ativador fisiolégico primario da coagulagdo sanguinea. Este fator,
conhecido também como fator Ill da coagulagdo, tromboplastina tecidual ou CD142
€ uma (glicoproteina transmembrana composta por trés dominios distintos. O
primeiro deles é constituido por 19 aminoacidos e esta localizado no citoplasma da
célula, o segundo, transmembrana, possui 23 residuos e o maior deles, extracelular,
possui 219 residuos (DOSHI e MARMUR, 2002; KRIKUN et al., 2009). O dominio
extracelular € o mais importante para a atividade hemostatica, por conter a regiao
para a interacdo com o FVIl e FVlla. A por¢cdo transmembrana é necessaria para a
estabilizacdo da molécula e a por¢ao citoplasmatica ainda ndo tem a sua funcao
completamente determinada (HIGASHI e IWANAGA, 1998; PRICE et al., 2004).

O FT é expresso constitutivamente no subendotélio vascular, nas células
musculares lisas da parede do vaso e nas células de varios 6rgaos, como cérebro,
pulméo, rim, bago e figado e ndo esta em contato com o sangue em condigdes
fisiologicas (BUTENAS et al., 2005). No entanto, estas células n&do expressam FT
funcional e ndo dispdem de estoques intracelulares desse fator. Em resposta a
estimulos, estas células expressam FT ativo via transcrigdo (WILCOX et al., 1989).
Estes estimulos incluem lipopolissacarides (LPS), linfécitos ativados, fatores de
crescimento, citocinas inflamatoérias, lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade
(LDL) oxidadas, fator plaquetario 4 (PF4), P-selectina, homocisteina, dentre outras.
Normalmente, o FT esta internalizado nas células e sua concentracéo circulante &
muito baixa e insuficiente para ativar o FVII (PRICE et al., 2004).

As células que expressam FT regulam essa expressdao por um mecanismo
denominado encryption, que consiste no aumento significativo da atividade do FT na
célula, sem um aumento concomitante do antigeno FT. O encryption resulta de
estimulos dados por Ca'*, peroxido de hidrogénio, ciclohexamida ou in vitro, por

sucessivos ciclos de congelamentos e descongelamentos das células, dentre outros.
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Estes estimulos promovem alteragbes na morfologia celular, na expressao de lipides
da membrana, bem como alteragdes na prépria molécula de FT. A regulagéo deste
fendmeno é devida, em parte, a dimerizagdo de moléculas de FT na membrana das
células, uma vez que os dimeros de FT sdo inativos. A reversdo dos dimeros em
mondmeros resgata a atividade do FT (BACH e MOLDOW, 1997).

Quando ocorre lesdo mecanica ou quimica da parede vascular, o sangue €&
exposto ao FT, que se liga ao FVII, tornando-o ativado. Esta ligagcéo é acelerada por
fosfolipides e acidos, tais como a fosfatidilserina. O complexo FT/FVII:FVlla ativa
diretamente os fatores X (FX) e IX (FIX), na presenga de Ca™, resultando na
geracédo de trombina (Flla) e, consequentemente, na clivagem do fibrinogénio em
mondémeros de fibrina. A localizacdo do FT na membrana celular permite que o
coagulo permanecga fixado ao local da lesdo, o que pode explicar porque a
coagulagado ngo dissemina do seu local de inicio (NEMERSON, 1992).

A expressao e a funcado do FT na superficie celular sdo controladas por dois
principais mecanismos, o primeiro deles € a encryption e o segundo € liderado pelos
inibidores especificos presentes no plasma, particularmente o TFPI (MACKMAN,
1995; BACH e MOLDOW, 1997; RAO e PENDURTHI apud KRIKUN et al., 2009).

Sob condigbes patoldgicas, tais como aterosclerose e alguns tipos de cancer
ou inflamacg&o, as células endoteliais e os mondcitos circulantes, em resposta a
varios estimulos, expressam FT em suas superficies (SMITH, 2009). Varias
substancias, tais como endotoxina, fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-a),
interleucina 1 (IL-1) e componentes do sistema de complementos sdo responsaveis
por essa indugao de expressao (BEVILACQUA et al., 1986; SAADI et al., 1995).

Outra fonte de FT na circulacdo é representada pelas microparticulas (MP).
As MP sdo pequenas vesiculas derivadas da membrana de células ativadas ou
apoptoticas. As MP circulantes apresentam proteinas especificas das células de
origem e sdo, em geral, derivadas de plaquetas, leucdcitos e células endoteliais
(LECHNER e WELTERMANN, 2008). Estdo presentes na circulagdo de individuos
saudaveis e aumentadas em algumas condi¢des patoldogicas como septicemia,
doenga de Chron e PE (GONZALEZ-QUINTERO et al., 2003; BOULANGER et al.,
2008).

Bogdanov et al. (2003) clonaram uma variante alternativa do FT (Alt FT), que
ocorre naturalmente. Esta isoforma soluvel € derivada do processamento alternativo

do acido ribonucléico mensageiro (RNAm) primario, cujo exon 5 foi excluido. O



29

RNAmM do Alt FT expressa uma proteina composta de 206 aminoacidos, € soluvel e
nao contém os aminoacidos 166-218, normalmente codificados pelo exon 5. Se o Alt
FT apresenta atividade pro-coagulante ainda n&o esta claro. Esta variante do FT nao
apresenta os residuos de cisteinas nas posicbes 186 e 209 necessarios para a
formagao da ponte de dissulfeto e de-encryptation desse fator, etapa proposta como
fundamental para a transigédo entre as duas formas (MACKMAN, 2009).

Atualmente, varios estudos tém mostrado que o FT n&o desempenha
somente o papel de iniciador do processo de coagulagdo sanguinea, mas esta
associado, também, a varios outros processos celulares, tais como crescimento,
mobilidade e ativag&o celular (GIRARDI, 2011a).

2.3 Inibidor da via do fator tissular

O TFPI é o principal inibidor enddégeno, in vivo, da via do fator tissular. Possui
multiplos dominios ativos do tipo Kunitz, o que possibilita a inibicdo do fator X
ativado (FXa) e do complexo fator tissular/fator VIl ativado (FT/FVlla) (BROZE e JR,
1995; DOSHI e MARMUR, 2002).

Dois subtipos de TFPI ja foram descritos, mas apesar de compartilharem
sequéncias e estruturas homologas, s&o proteinas distintas, codificadas por genes
localizados em cromossomos diferentes (ENJYOJI et al., 1993; MIYAGI et al., 1996).
O inibidor da via do fator tissular tipo 1 (TFPI-1) é sintetizado pelas células do
endotélio microvascular e o inibidor da via do fator tissular tipo 2 (TFPI-2) ou
proteina placentaria 5 (PP5) € produzido principalmente pelos sinciciotrofoblastos e
€ comumente encontrado no sangue periférico de gestantes (UDAGAWA et al.,
1998; BAJAJ et al., 1999; UDAGAWA et al., 2002). O TFPI-2 inibe fortemente a
tripsina, a plasmina, a calicreina plasmatica, o fator IX ativado (FIXa) e o complexo
FT/FVlla, mas exerce um efeito inibitorio fraco na atividade do FXa (SPRECHER et
al., 1994; PETERSEN et al., 1996).

Aproximadamente 85% do TFPI total esta presente na superficie do endotélio
vascular e pode ser liberado desse, principalmente sob influéncia da heparina, para
entdo circular na sua forma livre (f-TFPI) e fisiologicamente ativa (PETERSEN et al.,
1996; BAJAJ et al. apud ABDEL GADER et al., 2006). O TFPI circulante encontra-se



30

associado principalmente as LDL, as lipoproteinas plasmaticas de alta densidade
(HDL) e a lipoproteina (a) [LP(a)] (NOVOTNY et al., 1989; LESNIK et al., 1993). As
plaquetas armazenam aproximadamente 10% do total de TFPI presente no sangue
e liberam esse inibidor apds estimulagdo pela trombina ou outros agonistas
(NOVOTNLY et al., 1988).

O mecanismo de acéo inibitdria, exercido pelo TFPI-1, pode ocorrer de duas
formas distintas. No primeiro, o FXa se une ao TFPI, em uma primeira etapa e, em
seguida, o complexo TFPI/Xa se une ao complexo FT/FVlla, em uma reagao
dependente de Ca™. O TFPI reconhece o FXa mais efetivamente quando este
ultimo encontra-se associado ao fator V ativado (FVa), Ca*™ e fosfolipides (complexo
protrombinase) (HUANG et al. apud BROZE e JR, 1995). No segundo, o TFPI liga-
se a um complexo pré-formado, composto pelo FXa, FVlla e FT (BROZE e JR,
1995). A interacdo entre o TFPl e o FXa é aumentada quando esses se ligam
simultaneamente a mesma molécula de heparina. Sendo assim, a inibicdo do FXa
pelo TFPI é potencializada pela heparina (WESSELSCHMIDT et al. apud BROZE e
JR, 1995).

A depuracgédo plasmatica do TFPI é realizada principalmente pelo figado e
pelos rins (PALMIER et al., 1992). O receptor de LDL ligado a proteina (LRP) e o
sulfato de heparan ligam-se a molécula de TFPI, promovendo a degradagéo e
consequente depuragdo plasmatica desse inibidor. No entanto, é sabido que a
interacdo entre o TFPI e o LRP nos rins, bem como no figado, pode ser inibida por
proteinas de 39 kDa, resultando no prolongamento do tempo de meia-vida do TFPI
(NARITA et al., 1995).

O nivel plasmatico de TFPI aumenta em idosos, gestantes, em casos de
septicemia e cancer e pode estar diminuido na CID (BROZE e JR, 1995;
SCAZZIOTA e ALTMAN, 1996). Admite-se que nos processos inflamatorios a
concentragcédo plasmatica de TFPI esta alterada, mas o mecanismo ainda nao esta
bem definido (EREZ et al., 2010).

Os niveis plasmaticos de TFPI parecem ser influenciados também pelos
niveis de albumina urinaria. Leurs et al. (1997) observaram niveis elevados de TFPI
em pacientes diabéticos insulino-dependentes que apresentavam albuminuria
quando comparados aos pacientes diabéticos insulino-dependentes sem

albuminuria.
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2.4 Fator Vil

O FVII é uma serino protease sintetizada pelo figado e liberada na sua forma
inativa para a corrente sanguinea. Esta glicoproteina de cadeia unica e peso
molecular igual a 50 kDa é composta por quatro dominios. O primeiro deles, amino-
terminal, contém 10 residuos de acido gama carboxiglutadmico (Gla) e é responsavel
por mediar, na presenca de Ca*", a interagdo desse fator com os fosfolipides e com
o FT. O segundo e terceiro dominios sdo semelhantes ao fator de crescimento
epidermal (EGF-like), constituidos por seis residuos de cisteina ligados por pontes
de dissulfeto e importantes para estabilizacdo e orientacdo da molécula. O quarto e
ultimo é um dominio serino protease, carboxi-terminal, homologo ao da tripsina, e
essencial para a atividade catalitica da molécula (HIGASHI e IWANAGA, 1998).

A clivagem da ligagao peptidica entre os residuos arginina-152 e isoleucina-
153 converte o zimégeno FVII, de cadeia unica, em sua forma ativa, o FVlla
(HIGASHI e IWANAGA, 1998).

A produgao do FVII funcional é dependente da vitamina K e a ativagdo deste
fator ocorre, principalmente, na presenca de FT (POLLAK et al., 1996).

Niveis plasmaticos elevados de FVII tém sido identificados como indicadores
de risco para a doenga cardiovascular (HEINRICH et al., 1994; GIRELLI et al,,
2000). O Northwick Park Heart Study mostrou que o FVII é um marcador
independente de infarto agudo em homens saudaveis (MEADE et al., 1980; MEADE
et al., 1986; KEN-DROR et al., 2010), e especialmente nos processos coronarianos
fatais (MEADE et al, 1993). No entanto, dois grandes estudos prospectivos
(JUNKER et al.,, 1997; SMITH et al., 1997), bem como outros estudos isolados
(SANDSET et al., 1989; VARIZI et al., 1992) ndo demonstraram essa relagéo.

2.5 Polimorfismos no gene do FVII

O gene codificador do FVII esta localizado no cromossomo 13, regido 13q34,
€ composto por 9 exons e 8 introns, e possui 12,8 kb (MIAO et al., 1992).
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Varios polimorfismos ja foram identificados no gene do fator FVII,
responsaveis por alterar os niveis de FVII total (FVllag), FVII com atividade
coagulante (FVIl:c) ou FVlla no plasma (MARCHETTI et al., 1993; LINDMAN et al.,
2005a).

O polimorfismo 5'F7, caracterizado pela inser¢do de 10 bp na posigéo -323 (-
323P0/10) e a substituicdo de uma timina (T) por uma citosina (C) na posigéo -122 (-
122T/C) foram um dos primeiros polimorfismos descritos (MARCHETTI et al., 1993;
POLLAK et al., 1996; VAN'T HOOFT et al, 1999; LINDMAN et al., 2005a).
Inicialmente acreditava-se que o polimorfismo -323P0/10 influenciava a taxa de
transcricdo do FVII (POLLAK et al., 1996). No entanto, estudos utilizando
Electromobility Shift Assay (EMSA) comprovaram que os polimorfismos -323P0/10 e
-122T/C nao afetam a interacdo com fatores de transcricdo, bem como néo
interferem na transcricdo do FVII (VAN'T HOOFT et al., 1999).

Dois single nucleotide polymorphisms (SNP), localizados na regi&do promotora
do gene do FVII, que consistem na substituicdo de uma guanina (G) por uma T na
posicéo -401 (-401G/T) e a substituigdo de uma G por uma adenina (A) na posigao -
402 (-402G/A) ja foram descritos. No entanto, poucos estudos foram realizados até
entdo visando a caracterizagdo destes polimorfismos (POLLAK et al., 1996; VAN'T
HOOFT et al., 1999; LINDMAN et al., 2005a).

van’t Hooft et al. (1999) relataram que o alelo -401T esta associado a redug&o
da taxa basal de transcricdo, o que provoca a reducdo da concentragédo plasmatica
de FVII, e o alelo -402A esta associado ao aumento da transcricdo e,
consequentemente, ao aumento dos niveis plasmaticos de FVII. Este mesmo estudo
demonstrou que individuos homozigotos para o alelo -402A apresentaram niveis
mais elevados de FVII que individuos heterozigotos para o mesmo alelo.

Campo et al. (2006) demonstraram que a presenga do alelo -402A em
homogizose esta associada a um aumento de 40% nos niveis de FVII.

Por outro lado, Carew et al. (2003) reportaram que o polimorfismo -402G/A
ndo esta associado ao aumento da atividade transcricional do gene do FVII e
sugeriram que o alelo -402A esta em forte desequilibrio de ligagdo com outros alelos
localizados na regido promotora, -630G e -670C. Estes alelos seriam parte de um
extenso haplotipo que esta associado ao aumento da atividade transcricional in vitro,

0 que, consequentemente, alteraria os niveis de FVII:c in vivo. Contrariamente,
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Lindman et al., (2005a) n&o excluiram a hipotese de que a presenga do alelo -402A
aumenta, independentemente, os niveis plasmaticos de FVII.

Outro polimorfismo descrito para o gene do FVII consiste na troca de uma G
por uma A, resultando na substituicdo de uma arginina (R) por uma glutamina (Q) na
posicdo 353 da proteina (R353Q). Individuos portadores do alelo Q possuem niveis
diminuidos de FVII quando comparados aos portadores do alelo R (GREEN et al,,
1991; BERNARDI et al., 1996; GIRELLI et al., 2000). Esta observacao tem levado a
hipétese de que o alelo Q possa proteger o individuo de eventos trombdticos
(LINDMAN et al., 2004).

Os polimorfismos -401G/T e R353Q estdo associados a uma pronunciada
reducdo dos niveis de FVII, o que sugere um forte desequilibrio de ligagao entre os
alelos (LINDMAN et al., 2005a).

Estudos recentes tém demonstrado que, além da presenca de SNPs
modulando os niveis de FVII, a metilacdo das ilhas CpG podem explicar variagbes
nesses niveis, mas o mecanismo pelo qual isto ocorre ndo esta completamente
elucidado (FRISO et al.; 2012).

2.6 Coagulagao sanguinea

O processo de coagulagédo sanguinea envolve células, plaquetas e a ativagao
coordenada e especifica de uma série de enzimas (ou fatores da coagulagédo)
presentes no plasma sob a forma inativa. Os fatores, ao tornarem-se ativados,
resultam na ativag&o dos fatores subsequentes, em um mecanismo em cascata, cujo
ultimo estagio consiste da quebra do fibrinogénio em mondémeros de fibrina. Estes
mondmeros polimerizam-se espontaneamente, dando origem ao polimero de fibrina,
unidade basica da malha de fibrina. Posteriormente, os polimeros adquirem coesao
e estabilidade, originando a malha de fibrina estavel que aumenta acentuadamente a
viscosidade do sangue, alterando seu estado fisico de liquido para gel. Os fatores da
coagulagdo sdo numerados por algarismos romanos de | a Xlll, excetuando o
numero VI (SCAZZIOTA e ALTMAN, 1996).
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O modelo atualmente aceito para o0 mecanismo da coagulagao incorpora a
superficie celular ao processo e refor¢ca o papel central do FT (PRICE et al., 2004).
Esse modelo sugere que a coagulagdo in vivo ocorre em fases sobrepostas
distintas, com participacdo de dois tipos diferentes de células, aquelas que
expressam FT e plaquetas. O novo modelo propde, também, que os fatores da
coagulagado, quando ativados, permanecem localizados no sitio da lesdo, onde as
plaguetas se tornam ativadas e agregam ente si, resultando na formag&o do tampéao
plaquetario e do coagulo de fibrina. Dessa forma, sempre que ocorre leséo celular,
ha liberagcdo de FT que ativa o FVII. O FVII, uma vez ativado, desencadeia a cascata
da coagulagédo que culmina com a formag&o do coagulo de fibrina e tamponamento
do local lesado. Dessa forma, garante a hemostasia, ou seja, a manutengdo do
sangue no estado liquido dentro do leito vascular (SMITH, 2009).

A acédo das plaquetas é decisiva na formagao do coagulo de fibrina e ocorre
em trés etapas: 1. Adesdo ao local lesado, por meio da glicoproteina (GP) de
superficie GPIb/IX, que se liga ao fator von Willebrand (FVW) e ao subendotélio
vascular; 2. Agregagao, por meio do fibrinogénio plasmatico, que se liga a GPIIb/llla,
permitindo que as plaquetas permanegam ligadas entre si, na presenga de Ca™™; 3.
Secrecao de substancias contidas nos granulos densos, como a adenosina difosfato
(ADP), o Ca™, a serotonina, e de proteinas produzidas pelos granulos o, como a B-
tromboglobulina (8-TG) e PF4. Durante a fase de secregdo, o fator plaquetario-3
(PF3), um fosfolipide da membrana, € exposto e participa da ativacdo de fatores
plasmaticos da coagulacdo (HANDIN et al., 1995; LORENZI, 1999).

Segundo o novo modelo da coagulagéo, o processo de formagédo do coagulo
ocorre em trés estagios: 1. Iniciagdo da coagulagdo em células que expressam FT,;
2. Amplificagédo do sinal procoagulante a partir da trombina gerada e 3. Propagagao
da trombina gerada na superficie plaquetaria (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Novo modelo da coagulagio. (A) Iniciagdo da coagulagido em células que
expressam FT. (B) Amplificagdo do sinal procoagulante a partir da trombina gerada. (C)
Propagacédo da trombina gerada na superficie plaquetaria (Adaptado de HOFFMAN e MONROE,
2007).
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O primeiro estagio tem inicio com a lesdo de células teciduais, inclusive as
células endoteliais, seguida da liberagcdo de FT para o sangue circulante. O FT liga-
se ao FVlla, que estda em pequena quantidade na circulagdo, formando o complexo
FT/FVlla (PRICE et al., 2004; SMITH, 2009).

O FVII esta disponivel no sangue em sua forma ativa e inativa em estado de
equilibrio, sendo que, em individuos normais, aproximadamente 1% esta na forma
ativa (MORRISSEY et al.,1993). Na auséncia de FT como cofator, o FVlla tem uma
pequena atividade proteolitica sobre os fatores IX e X (TEN CATE et al., 1993). O
complexo FT/FVlla formado induz mudanga conformacional no dominio proteolitico
do FVII inativo circulante, permitindo, assim, uma amplificagdo da atividade do
complexo FT/FVlla e ativagdo de pequena quantidade dos fatores IX e X, na
superficie de células que expressam FT (HIGASHI e IWANGA, 1998; PRICE et al.,
2004; HOFFMAN e MONROE, 2007; SMITH, 2009).

Os fatores |Xa e Xa formados desempenham fun¢des distintas na iniciacdo da
coagulagao sanguinea (HOFFMAN et al., 1995). O FXa interage com seu cofator, o
FVa, na superficie celular e forma o complexo protrombinase, que cliva a
protrombina, gerando uma pequena quantidade de trombina (HOFFMAN e
MONROE, 2007; SMITH, 2009). O FXa pode também ativar diretamente o fator V
(FV), embora isso ocorra lentamente (SMITH, 2009). O FXa que se dissocia da
membrana das células que expressam FT é rapidamente inativado pelo TFPI ou
pela antitrombina (AT). Assim, o FXa tem atuacg&o restrita a superficie celular, na
qual foi gerado (SMITH, 2009).

Por outro lado, o FIXa dissocia-se da superficie celular e difunde-se pelo
sangue circulante alcangando a superficie das plaquetas ativadas, localizadas nas
proximidades da lesdo. Na superficie das plaquetas, uma vez que o FIXa nao é
inibido pelo TFPI e muito lentamente inibido pela AT, liga-se aos receptores
plaquetarios e interage com seu cofator, o fator VIIlI ativado (FVllla), ativando
diretamente o FX (RAWALA-SHEIKH et al., 1992; HOFFMAN, 2003; HOFFMAN e
MONROE, 2007; SMITH, 2009).

A pequena quantidade de trombina formada é suficiente para ativar plaquetas
que extravasaram do espaco intravascular para o local lesado, bem como para ativar
os fatores V e VIII (HOFFMAN e MONROE, 2007).

E importante destacar que a ativacdo da via do FT ocorre em niveis
reduzidos, a todo momento, no espaco extravascular. Admite-se que proteinas da
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coagulagdo deixam o vaso sanguineo, atravessam os tecidos e podem ser
encontradas na linfa. Sendo assim, o FVII, bem como os fatores IX e X, podem estar
presentes no espaco extravascular e serem ativados, mesmo na auséncia de lesao
vascular. Esse fato explica os niveis reduzidos de fatores ativados presentes no
sangue de individuos saudaveis. Esse processo basal ndo culmina com a formagao
do coagulo de fibrina porque alguns componentes da coagulagdo, como plaquetas e
o complexo Fator VIlI/Fator von Willebrand (FVIII/FYW) sdo mantidos dentro do
espago vascular e s6 entram em contato com o espago extravascular e com as
células que expressam FT em caso de lesao endotelial (BAUER et al., 1989; BAUER
et al., 1990; LE et al., 1998; HOFFMAN, 2003).

A pequena quantidade de Flla gerada na superficie das células que
expressam FT, durante a fase de iniciagao, € responsavel por iniciar a fase seguinte,
a de amplificagdo. A ligacdo da trombina a receptores plaquetarios especificos gera
uma profunda alteracdo na superficie da plaqueta, que adquire caracteristicas
procoagulantes e permite a liberagdo do conteudo dos granulos. Os granulos
plaquetarios contém um grande numero de substancias importantes para a
coagulagdo e agonistas que ativam mais plaquetas no local da lesdo vascular
(SMITH, 2009). Em adigéo a ativagdo das plaquetas, a trombina gerada na primeira
fase ativa os fatores V, VIl e X| (FXI), dissocia o complexo FVIII/FvW, liberando o
FvW para mediar a ades&o plaquetaria (HOFFMAN, 2003; HOFFMAN e MONROE,
2007; SMITH, 2009).

Um numero limitado de plaquetas é ativado na fase de amplificacdo e a
liberacdo do conteudo dos granulos plaquetarios promove o recrutamento de mais
plaquetas para o local da lesdo, sendo assim, a fase de propagacgdo ocorre na
superficie de plaquetas ativadas. A expressdo de ligantes na membrana das
plaquetas promove a agregacdo plaquetaria, que € mediada pelo fibrinogénio. O
FIXa gerado na fase de iniciagao, devido a ativagao do FIX pelo complexo FT/FVIlla,
pode se ligar ao FVllla, gerado na fase de amplificagdo, na superficie plaquetaria.
Adicionalmente, o FIXa pode ser gerado devido a clivagem do FIX pelo fator Xl
ativado (FXla) (gerado na fase de amplificagdo) na superficie plaquetaria. O FIXa
forma, entdo, o complexo tenase com FVllla na superficie da plaqueta e é capaz de
ativar o FX. Como o FXa gerado na superficie de células que expressam o FT,
durante a fase de iniciagao, € rapidamente inibido pelo TFPI e pela AT ao sair da
superficie dessas células, a maior parte do FXa é gerado diretamente na superficie
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plaquetaria, pelo complexo tenase. O FXa gerado na superficie plaquetaria liga-se
rapidamente ao FVa, ativado pela trombina na fase de amplificacdo e cliva a
protrombina em trombina. A atividade do complexo protrombinase (FXa/FVa) resulta
na geragcdo abrupta de trombina que promove a lise de grande quantidade de
fibrinogénio em mondémeros de fibrina. Os mondmeros de fibrina soluveis,
posteriormente polimerizam, resultando no coagulo de fibrina insoluvel (HOFFMAN,
2003; HOFFMAN e MONROE, 2007; SMITH, 2009).

Esse novo modelo da coagulagédo substituiu o descrito na década de 1960,
por dois diferentes grupos de pesquisadores (MACFARLANE, 1964; DAVIE e
RATNOFF, 1964). Este modelo admitia a ocorréncia da coagulagado por duas vias
distintas, extrinseca e intrinseca, que culminavam em uma via comum; para explicar
0 mecanismo da coagulagdo sanguinea. No modelo classico, considerava-se que
simultaneamente a ativacdo das plaquetas, os fatores da coagulagcdo tornam-se
ativados sequencialmente, de modo que a ativagado de um fator implica na ativacao
de outro e, assim, sucessivamente, culminando com a formacédo do coagulo de
fibrina. No entanto, falhas nesse modelo foram se tornando evidentes nos ultimos 40
anos.

Evidéncias mostram que as vias extrinseca e intrinseca ndo ocorriam de
forma independente como implicito neste modelo. Diversas manifestagdes clinicas
de deficiéncias de fatores da coagulagdo contradiziam o modelo proposto (SMITH,
2009). Tal modelo n&o podia explicar, por exemplo, porque a ativagdo do FX pelo
complexo FT/FVlla ndo poderia compensar a deficiéncia do complexo FIXa/FVllla
(HOFFMAN e MONROE, 2007). Além disso, pacientes com deficiéncias em
componentes iniciais da via intrinseca como fator XII (FXII), cininogénio de alto peso
molecular (HMWK) ou pré-calicreina (PK), essenciais para ativagcdo do FXII,
apresentavam TTPA prolongado, mas ndo manifestavam clinicamente tendéncia a
hemorragia (GAILANI e RENNE, 2007). Além disso, ndo era capaz de explicar
também porque uma via extrinseca intacta ndo poderia compensar a deficiéncia dos
fatores FVIIlI e FIX (componentes da via intrinseca da coagulagdo), na hemofilia A e
B, respectivamente (GAILANI e RENNE, 2007). De forma semelhante, a deficiéncia
de FVII pode estar associada a sangramento em pacientes que possuem uma via
intrinseca perfeitamente funcionante (MORRISSEY e MUTCH, 2006).
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Por outro lado, @sterud e Rapaport (1977) evidenciaram experimentalmente
que o complexo FT/FVlla mediava a ativagao de FX e FIX, indicando, assim, que o
FT exercia papel fundamental na iniciagdo da coagulagcédo. Biggs e MacFarlane
(1951), observaram que os fatores VIII e IX eram essenciais para otimizar a
formagao do coagulo de fibrina ao realizar o TP de um plasma no qual foi adicionado
pequena quantidade de FT.

Todos estes questionamentos, reforcados pelas evidéncias experimentais,
levaram a proposi¢ao de um novo modelo para o mecanismo da coagulagéo.

Até o momento, as evidéncias indicam que o unico iniciador relevante da
coagulagao in vivo € o FT (SMITH, 2009).

No entanto, o modelo classico da coagulagdo continua sendo € util na
interpretacdo de testes laboratoriais que objetivam avaliar possiveis alteragbes da
coagulagdo. Dessa forma, deficiéncias de fatores da via extrinseca ou comum
podem ser identificadas utilizando o tempo de protrombina (TP), enquanto
deficiéncias de fatores da via intrinseca ou comum refletem em um prolongamento
do tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA). Além disso, este modelo
permitiu o estudo, identificacdo e o melhor entendimento de propriedades
especificas de alguns complexos procoagulantes e de inibidores especificos da
coagulagao (SMITH, 2009).

Em condi¢des fisiologicas, é admitido atualmente que o processo da
coagulagao envolve a ativagado de apenas uma pequena quantidade de cada fator da
coagulagdo presentes no plasma na forma inativa. A propor¢cao e extensdo da
geracdo de fatores ativados sdo reguladas cuidadosamente por um grupo de
proteinas inibidoras que funcionam como anticoagulantes naturais. Os
anticoagulantes naturais permitem que a coagulagdo se processe localmente, em
resposta a lesdo vascular e evitam que se torne um processo sistémico e
potencialmente perigoso. Os anticoagulantes naturais de maior importéncia sao a
AT, proteina C (PC) e proteina S (PS), que atuam sobre a trombina formada e o
TFPI que inativa o FXa e o complexo FT/FVlla (HANDIN et al.,1995).

Uma vez ocorrida a reconstituicdo da parede vascular, o coagulo de fibrina é
lisado, de modo a garantir o restabelecimento do fluxo sanguineo (LORENZI, 1999).

A enzima central do mecanismo fibrinolitico € a plasmina, que lisa o
fibrinogénio e a fibrina e, desta forma, limita o processo trombdtico. A plasmina é

derivada de um zimdégeno inativo, o plasminogénio, que pode ser ativado
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fisiologicamente, tanto por um mecanismo extrinseco, como intrinseco. As duas
principais substancias responsaveis pela ativacdo extrinseca do sistema fibrinolitico
séo o ativador de plasminogénio tipo tecidual (t-PA) e ativador de plasminogénio tipo
uroquinase - u-PA (LORENZI, 1999).

O sistema fibrinolitico pode lisar especificamente a fibrina (fibrindlise) ou ser
menos especifico e atuar também sobre o fibrinogénio (fibrinogendlise). Os produtos
de degradacao do fibrinogénio ou da fibrina (PDF) podem ser detectados no plasma
e sua concentragdo indicara a magnitude da fibrindlise ou da fibrinogendlise
(SCAZZIOTA e ALTMAN, 1996).

O menor fragmento resultante da degradacdo da fibrina pela plasmina é o
dimero D (D-Di). Este constitui um indicador sensivel da formagao de fibrina e de
sua digestao, e tem sido utilizado para avaliar alteragdes fibrinoliticas secundarias e
distingui-las da fibrindlise primaria (FAREED et al., 1998).

A acédo do sistema fibrinolitico, de forma semelhante ao da coagulagéo, &
controlada por inibidores especificos, em condigbes fisioldégicas. Os principais
inibidores da fibrindlise s&o o inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), a
apz-antiplasmina, a ap-macroglobulina e a a4-antitripsina (LORENZI, 1999).

Nas ultimas trés décadas, tornou-se evidente a participacao ativa das células
endoteliais, que revestem internamente o vaso sanguineo e estdo em contato intimo
com o sangue, no processo hemostatico. Estas células atuam tanto na coagulagao,
favorecendo a ativagdo plaquetaria e a formagcdo do coagulo, quando ocorre
exposi¢cao do coagulo subendotelial, quanto na anticoagulagao, favorecendo a agao
da PC, PS e da AT (LORENZI, 1999).

As principais agdes anticoagulantes do endotélio vascular incluem expressao
de trombomodulina (TM), com consequente ativacdo do mecanismo da PC,
expressao de sulfato de heparan e aumento da afinidade da AT pela trombina,
liberacdo do t-PA, sintese do TFPI, da proteina nexina (PN), de éxido nitrico (NO) e
prostaciclina (PGlz) e consequente estimulagdo da vasodilatagdo e inibigao
plaquetaria (LORENZI, 1999).

A acéo procoagulante do endotélio resulta da liberacdo de FT, sintese de
FvW, sintese de fibronectina, liberacédo de fator ativador de plaquetas (PAF), sintese
de FVIl e PAI-1 (LORENZI, 1999).
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2.7 Alteragoes hemostaticas na gravidez

A gravidez normal esta associada a altera¢gdes complexas da hemostasia, que
resultam em um estado de hipercoagulabilidade sanguinea crescente e que é
maxima no momento do parto. A hipercoagulabilidade visa uma agéo eficaz na zona
de insergao placentaria no momento do parto, de modo a prevenir uma hemorragia
excessiva. Sabe-se que o fluxo placentario em um feto a termo € de cerca de 700
mL/min e este aporte sanguineo é bruscamente interrompido no momento do parto,
exigindo uma agao eficiente do mecanismo hemostatico para tamponar os vasos
rompidos (BRENNER, 2004; HOLMES e WALLACE 2005).

As alteragbes hemostaticas na gravidez compreendem um aumento dos
fatores da coagulagéo, que s&o dependentes da vitamina K (fatores I, VII, IX e X),
do fator VIII, do FvW, do FT e do fibrinogénio (BONNAR et al., 1970; STIRLING et
al., 1984, GIRARDI, 2011a). A origem do aumento dos fatores da coagulag&o ainda
nao esta completamente elucidada e, provavelmente, é multifatorial. As alteracdes
hormonais podem ser responsaveis, pelo menos em parte, por esses aumentos,
uma vez que niveis elevados dos fatores VI, X (POLLER e THOMPSON 1966) e do
fibrinogénio (MEADE et al., 1976) foram observados em mulheres que faziam uso de

contraceptivos orais ou terapia de reposigao hormonal.

2.7.1 Fator tissular e gravidez

O FT & uma molécula crucial na gestagdo, sendo imprescindivel para o
desenvolvimento embrionario e placentario. No entanto, a expressdo aumentada
deste fator pode provocar lesdo da placenta e complicagdes gestacionais em
mulheres, tais como abortos, trabalho de parto pré-termo e PE (GIRARDI, 2011a).

Kuczynski et al. (2002), em um estudo que envolveu gestantes entre a 36° e a
402 semana de gestagdo demonstraram que a placenta é um érgéo rico em FT, com
concentragdo igual a 31,17 ng/mg de proteina total, quando comparada ao plasma
que tem aproximadamente 0,004 ng/mg de proteina total e ao miométrio, que possui
cerca de 7,40 ng/mg de proteina total. Nas mulheres ndo gestantes, também
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incluidas neste estudo, a concentragdo de FT no plasma foi igual a 0,003 ng/mg de
proteina total. Estes pesquisadores propuseram que os niveis elevados de FT na
placenta em relagdo aos encontrados no sangue indicam o papel relevante desse
fator na gestagéo.

Nas placentas humanas, de outros primatas e de roedores, o0 sangue materno
esta em contato direto com os trofoblastos, que sao ricos em FT, no entanto, ndo ha
ativacdo exacerbada da coagulacdo (WILLIAMS, 1966; FLECK et al., 1990;
GIRARDI, 2011a). Uma provavel explicagdo para este fato é o aumento da
expressao de TFPI, que pode ter um papel crucial para a manutencdo da
hemostasia na gravidez (GIRARDI, 2011a). Entretanto, resultados conflitantes tém
sido reportados em relagdo a sintese de TFPI pelos trofoblastos (BUTZOW et al.,
1988; UDAGAWA et al., 2002; GIRARDI, 2011b).

Admite-se que o FT tem outros efeitos biologicos além de contribuir para a
manutengdo da hemostasia placentaria local e possui um papel importante no
desenvolvimento de vasos sanguineos e na embriogénese (RUF e MUELLER, 1996;
CARMELIET et al., 1997; ABE et al., 1999; GIRARDI, 2011b). Estudos realizados
em camundongos geneticamente modificados, com comprometimento da expresséo
de FT, reforcaram esta hipdtese. Cerca de 90% dos embrides homozigotos para o
gene inativado do FT morreram ainda no utero. A inativacdo do gene do FT resultou
em alteracao da circulagdo do saco vitelino para o embrido e, consequentemente, na
morte embrionaria. Além disso, os vasos vitelinos ndo expressaram alfa actina de
musculo liso, uma proteina que participa da organizagdo da parede vascular. Os
embrides que sobreviveram, apesar da auséncia de FT na placenta, apresentaram
anormalidades na zona labirintica, principal sitio de troca sanguinea entre a mae e o
feto (EDGINGTON et al., 1991; CARMELIET e COLLEN, 1996; ERLICH et al.,
1999).

Estudos em humanos confirmaram a importancia do FT no desenvolvimento
embrionario. Sabendo que os fatores de coagulagdo n&o atravessam a placenta, a
distribuicdo generalizada de FT nos embrides e a auséncia de FVII, sugerem que o
FT tem fungbes adicionais a de iniciador do processo de coagulacdo (GIRARDI,
2011a).

Erez et al. (2010) observaram atividade plasmatica aumentada de FT e niveis
plasmaticos diminuidos de TFPI em gestantes em trabalho de parto pré-termo. Em

um estudo anterior, 0s mesmos pesquisadores haviam encontrado niveis e atividade
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de FT elevados no liquido amnidtico de pacientes com perda fetal (EREZ et al.,
2009).

A maioria dos estudos realizados em humanos reportou aumento dos niveis
plasmaticos de FT, no entanto, ndo foi realizada a avaliagdo da atividade desse fator
ou avaliagado do processo de coagulagcdo nas mulheres envolvidas. A maioria dos
estudos concluiu que o aumento dos niveis plasmaticos e placentarios de FT
contribui para um estado de hipercoagulabilidade patolégico que pode resultar em
complicagbes da gestacdo. No entanto, ainda ndo esta claro se o FT € a causa ou a
consequéncia destas alteragdes gestacionais (GIRARDI, 2011a).

A expressao exacerbada de FT em camundongo foi associada ao aumento de
deposigao de fibrina e diminuicdo do fluxo sanguineo placentario, o que sugere que
a ativacdo da coagulacdo desempenha um importante papel na patogénese de
complicagbes gestacionais (REDECHA et al., 2009).

Estudos conduzidos em camundongos sugeriram que o FT desempenha um
papel proé-inflamatério que contribui para a patogénese das complicagbes
gestacionais (REDECHA et al., 2007; REDECHA et al., 2008; REDECHA et al.,
2009). Sabe-se que o FT, quando complexado ao FVlla, FVlla-FXa, FXa e trombina
atua como um fator pré-inflamatério mediante a sinalizagcdo dos receptores ativados
por proteases (PAR), indugdo da expressao de TNF-a, IL-1 e moléculas de adesao
(RUF et al., 2003).

2.7.2 Inibidor da via do fator tissular e gravidez

A concentragédo plasmatica média de TFPI total aumenta durante a primeira
metade da gravidez, até a 20 semana de gestacgao, tende a estabilizar até o final da
gestacédo e decresce durante o parto (USZYNSKI et al., 2001; SARIG et al., 2005).

Kuczynski et al. (2002) realizaram um estudo em mulheres que estavam entre
a 362 e 40 semana de gestacdo e que apresentavam diferentes complicagdes
obstétricas, exceto PE. Os resultados deste estudo demonstraram que a placenta é
rica em TFPI total. A concentragcdo de TFPI total no miométrio foi igual a 4,50 ng/mg
de proteina total e no plasma igual a 0,70 ng/mg de proteina total, enquanto na
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placenta foi igual a 13 ng/mg de proteina total. A concentragao plasmatica de TFPI
total, em mulheres ndo gestantes foi igual a 1,12 ng/mg de proteina total.

Contrariamente ao TFPI-1, que esta amplamente distribuido nos tecidos fetais
e placentarios (sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, trofoblasto e endotélio vascular), o
TFPI-2 é exclusivo e muito abundante no sinciciotrofoblasto (UDAGAWA et al.,
2002).

A expressao de TFPI-2 aumenta com a progressao da gestagédo, enquanto a
expressao de TFPI é constante. Admite-se que o TFPI-2 mantém o fluxo sanguineo
nas intervilosidades placentarias, de forma semelhante ao TFPI no sistema vascular
(UDAGAWA et al., 2002).

A concentragcdo plasmatica de TFPI-2 aumenta gradualmente até a 362
semana de gestacéo, atinge seu nivel maximo neste periodo, permanece estavel até
o parto e decresce no puerpério (SEPPALA et al., 1979; OBIEKWE e CHARD, 1981,
OBIEKWE et al., 1982; BUTZOW et al., 1988).

2.7.3 Fator VIl e gravidez

Varios estudos relataram um aumento de FVII e outros fatores da coagulagao
durante a gravidez (POLLER e THOMPSON, 1966; BONNAR et al, 1970;
DALAKER e PRYDZ, 1984; STIRLING et al., 1984; DEVIES et al.,1997;
MOERLOOSE et al. 1998).

Dalaker e Prydz (1984) observaram um aumento, em torno de duas a quatro
vezes, da atividade de FVII no plasma de gestantes normotensas, comparando-se a
mulheres ndo gestantes. Resultados semelhantes foram relatados por Devies et al.
(1997) e Moerloose et al. (1998) que avaliaram a atividade de FVII em gestantes
normotensas e observaram que a elevagao dos niveis plasmaticos de FVII esta
associada ao aumento da idade gestacional.

Poller e Thompson (1966) sugeriram que este aumento pode ser decorrente
das alteragdes hormonais, uma vez que niveis elevados dos fatores VIl foram
observados em mulheres que faziam uso de contraceptivos orais ou terapia de

reposi¢ao hormonal.
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Niveis plasmaticos elevados de FVlla foram observados em gestantes
normotensas quando essas foram comparadas a mulheres n&o gestantes
(MORRISSEY et al., 1993). Resultados condizentes foram relatados por Moerloose
et al. (1998), que observaram um aumento progressivo dos niveis plasmaticos de
FVIlla durante a gestacgao.

Miller et al. (2005) demonstraram uma relagc&o entre a elevacdo dos niveis
plasmaticos de FVII, a presenca do polimorfismo -402G/A e a ocorréncia de perda
fetal em um grupo de gestantes. Embora neste estudo n&o esteja clara a inclusao de
mulheres com PE, sabe-se que esta condigdo clinica esta, em grande parte,

associada a perda fetal.

2.8 Alteragoes hemostaticas na pré-eclampsia

A PE esta associada a um estado de hipercoagulabilidade ainda mais
evidente que a condicdo fisiolégica da gravidez. Deposicdo de fibrina no
subendotélio dos glomérulos renais, nas artérias espirais e lesdes oclusivas na
vasculatura placentaria foram relatadas em mulheres com PE. Tem sido sugerido
gue as manifestagdes clinicas da doenga sé&o secundarias a hipoperfusao resultante
da formacéo de trombos na microcirculagdo placentaria e do excesso de deposicao
de fibrina em vérios 6rgéos maternos, comprometendo a fungdo desses (ESTELLES
et al., 1998).

Durante a gestagao, os trofoblastos sintetizam e secretam grande quantidade
de substancias, algumas das quais desempenham papel importante na regulagéo da
coagulagao placentaria e sistémica e na regulagao do sistema fibrinolitico (TENG et
al., 2009). Como exemplo, pode-se destacar o t-PA e o u-PA, que s&o sintetizados
pelos trofoblastos e tém como fungédo principal ativar o plasminogénio em plasmina.
No entanto, os trofoblastos sintetizam também os PAI, que inibem a agado do t-PA e
do u-PA, permitindo, dessa forma, a manutenc¢ao do equilibrio entre a coagulagédo e
a fibrindlise (ANTEBY et al., 2004).

A expressao aumentada de PAI-1 pode inibir a degradacédo da fibrina e,
consequentemente, favorecer a deposicdo dessa nas vilosidades e prejudicar a
troca de nutrientes na placenta (FENG et al., 2001).
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Os niveis plasmaticos de FYW e PAI-1 também encontram-se aumentados em
gestantes com PE, quando comparados a gravidez de risco habitual, o que sugere a
presenga de lesao endotelial nessa doenga (ROUSSEAU et al., 2009).

Gestantes com PE apresentam, também, niveis diminuidos de t-PA quando
comparadas a gestantes normotensas, o que acarreta uma diminuicdo da atividade
do sistema fibrinolitico nessa doenga (TENG et al., 2009).

Rousseau et al. (2009) encontraram niveis aumentados de TM em gestantes
normotensas se comparados ao de mulheres ndo gestantes, mas uma elevagao
ainda maior foi observada na PE. O achado pode ser explicado por uma leséo
endotelial mais pronunciada na PE se comparada a gestagao de risco habitual.

Niveis plasmaticos aumentados de D-Di foram observados na PE grave, mas
nao na PE leve, quando esses dois grupos foram comparados com um grupo de
gestantes normotensas (SCHJETLEIN et al.,, 1997; DUSSE, 1999; ROUSSEAU et
al., 2009). Essa observacgao reforga que a coagulacdo intravascular esta ainda mais
exacerbada na PE grave.

Niveis aumentados do complexo trombina/antitrombina (TAT) e diminuidos de
AT foram observados na PE grave e leve (SCHJETLEIN et al., 1997). Estes
pesquisadores propuseram que a trombina é formada em excesso e a AT € mais
consumida nestas duas formas clinicas da doenga, em consequéncia da
exacerbacdo da coagulagdo. No entanto, Dusse (1999) ndo encontrou diferenga
comparando os niveis plasmaticos de AT em gestantes com PE grave, PE leve e
normotensas.

Resultados conflitantes tém sido encontrados em relagdo a concentracédo de
fibrinogénio na PE. Alguns estudos relataram que gestantes com diagndstico de PE
apresentam concentracdo aumentada de fibrinogénio (AZNAR et al., 1986). Ho e
Yang (1992) reportaram que a concentragdo de fibrinogénio estava aumentada no
segundo trimestre, quando gestantes com PE foram comparadas a gestantes
normotensas, mas o mesmo nao foi observado no terceiro trimestre. Por outro lado,
Bonnar et al. (1971) e Dusse (1999) n&do observaram diferengca nos niveis
plasmaticos de fibrinogénio quando compararam gestantes com PE e normotensas.
Thorburn et al. (1982) evidenciaram um decréscimo da concentragao de fibrinogénio
na PE assim como Schjetlein et al. (1997), que relataram também uma diminuic&o
ainda mais pronunciada na PE grave. O decréscimo da concentragao de fibrinogénio
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pode ser atribuido ao consumo exacerbado de tal proteina (SCHJETLEIN et al.,
1997).

Um desequilibrio na relaggo FVW e ADAMTS13 (A Desintegrin and
Metalloprotease with eight thromboSpondin-1-like-member 13), que € a enzima
responsavel pela quebra dos grandes multimeros de FvW na circulagdo, tem sido
evidenciado (ALPOIM et al, 2011a; STEPANIAN et al., 2011), o que concorre para a
formacéao de trombos, especialmente na microvasculatura placentaria e renal.

A exata influéncia dos fatores de risco genéticos e ambientais na ocorréncia
de PE ainda n&o esta bem definida, embora varios estudos sugiram que mulheres
com trombofilias podem ter uma predisposicdo a ocorréncia de PE (ACOG
PRACTICE BULLETIN No. 33, 2002).

Estudos recentes indicam que alteragdes das proteinas envolvidas na
coagulagao, anticoagulacédo e fibrindlise podem predispor o individuo a estados
trombofilicos e podem estar relacionadas também a PE, principalmente no que se
refere ao processo de formacéo da placenta (DE MAAT et al., 2004).

A alteracdo na concentracdo e atividade das proteinas envolvidas na
coagulagdo, anticoagulagdo e fibrindlise esta intimamente relacionada aos
polimorfismos nos genes responsaveis pela codificagado dessas.

Yamada et al. (2000) e Fabbro et al. (2003) relataram uma frequéncia maior
do alelo 4G, do gene codificador do inibidor do PAI-1, em mulheres com PE. No
entanto, De Maat et al. (2004) observaram uma frequéncia alélica semelhante
quando compararam gestantes com PE e normotensas. Diferenga entre as
populagdes estudadas pode explicar as conclusdes divergentes dos dois estudos.

Laasanen et al. (2002) estudaram a relagado do polimorfismo que consiste na
substituicdo de uma G por uma A na posicdo -455 do gene codificador do
fibrinogénio (-455G/A), e da insergao de 10 bp na posi¢gao 323 no gene codificador
do FVII e o desenvolvimento de PE em mulheres finlandesas. Era esperado que a
mutacdo no gene do fibrinogénio constituisse um fator de risco para a PE e a
insercao de 10 bp no gene do FVII constituisse um fator de protecdo, pois estas
mutagdes predispdem ao aumento da concentragédo de fibrinogénio e a diminuigao
da concentracdo de FVII, respectivamente. No entanto, ndo foi observada relacéo
significativa entre os polimorfismos estudados e a ocorréncia de PE. Os autores
admitiram que o estudo pudesse apresentar limitacbes devido ao numero reduzido

de mulheres avaliadas.
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Estudos conduzidos por Dalmaz et al. (2006) e Dusse et al. (2007)
demonstraram que a presenga das mutagdes G1691A no gene do fator V (fator V
Leiden), G20210A no gene do fator Il (FIl) e C677T no gene da
metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR) n&o aumentam o risco de PE em
mulheres brasileiras. Resultados semelhantes foram encontrados em estudos
realizados com mulheres italianas, holandesas e alemés. No entanto, foi observado
em mulheres israelenses, um aumento, de trés a cinco vezes, na incidéncia de PE
em portadoras de fator V Leiden, bem como de mutagdes no gene do FIl (G20210A)
e da MTHFR (KUPFERMINC et al., 2000).

Uma revisdo sistematica e meta-analise recente revelou a associacdo do
grupo sanguineo AB e a ocorréncia de PE (ALPOIM et al, 2011b).

Com relagao aos fatores de risco adquiridos, uma revisao sistematica e meta-
analise recente revelou a associagao da presenga de anticorpos antifosfolipides e a
ocorréncia de PE (GIRARDI, 2011a).

2.8.1 Fator tissular e pré-eclampsia

Niveis elevados de FT foram encontrados no plasma e em placentas de
gestantes com PE quando comparadas a gestantes normotensas (BELLART et al.,
1999; DI PAOLO et al., 2003; EREZ et al., 2008; ROUSSEAU et al., 2009; TENG et
al., 2010). O aumento da expressédo de FT foi associado ao aumento dos niveis
plasmaticos de acido ribonucléico RNAm do FT, sugerindo, assim, o aumento da
sintese de FT pelos trofoblastos em gestantes com PE (DI PAOLO et al., 2003).

No entanto, resultados contraditérios foram relatados por Freeman et al.
(2008) e Dusse et al. (2011a), que nao observaram diferenga significativa
comparando os niveis plasmaticos de FT em mulheres ndo gestantes, gestantes
normotensas e gestantes com diagnoéstico de PE.

Estellés et al. (1998) e Teng et al. (2009) verificaram que em gestantes com
PE, a expressdo génica e os niveis plasmaticos e placentarios de FT e PAI-1
apresentavam-se aumentados, o0 que poderia favorecer o0 estado de
hipercoagulabilidade observado nessa doenga.
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A liberagdo de MP, provenientes dos sinciciotrofoblastos, pode também
contribuir com a elevacéo dos niveis plasmaticos de FT na PE. As MP s&o liberadas
da camada externa da placenta, diretamente na circulagdo sanguinea materna. No
terceiro trimestre da gestagéo, devido ao aumento do volume placentario e na PE, a
liberacdo das MPs encontra-se ainda mais elevada (DUSSE et al., 2011b).

Niveis elevados de fator tissular ativo (FTa) e de f-TFPI, bem como uma
relagdo FTa/f-TFPI aumentada, encontrados na PE, evidenciaram um estado de
hipercoagulabilidade ainda maior nessa doenga e podem explicar uma formagao
descontrolada de trombina e a consequente oclusdo das artérias espirais e dos
capilares renais (ROUSSEAU et al., 2009).

A expressao, em células endoteliais, dos receptores ativados por proteases
tipo 2 (PAR-2), esta aumentada em gestantes com PE (BELLART et al., 1999). A
elevacao da expressédo de PAR-2 e FT sugere que mecanismos independentes da
coagulagdo podem estar envolvidos na patogénese da PE. No entanto, ainda nao
esta claro se o FT, expresso em patologias gestacionais, ativa o processo de
coagulagao ou inicia a sinalizagcao de eventos n&o hemostaticos (GIRARDI, 2011a).

2.8.2 Inibidor da via do fator tissular e pré-eclampsia

A revisao dos estudos da literatura revela resultados divergentes relativos aos
niveis plasmaticos de TFPI em gestantes com PE, comparados aos de gestantes
normotensas.

Schjetlein et al. (1999) e Abdel Gader et al. (2006) observaram um aumento
da concentragdo de TFPI livre em gestantes com PE quando comparadas a
gestantes normotensas. Resultados discordantes foram obtidos por Rousseau et al.
(2009), que ndo encontraram diferenga nos niveis plasmaticos de f-TFPI quando
comparando-se 0s dois grupos.

Abdel Gader et al. (2006) e Dusse et al. (2008) relataram que ndo houve
diferenga nos niveis plasmaticos de TFPI total quando compararam gestantes com

PE e normotensas. Resultados contraditorios foram reportados por Freeman et al.
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(2008) e Erez et al. (2008), que obtiveram niveis aumentados de TFPI total em
gestantes com PE.

Niveis diminuidos de TFPI-1 e TFPI-2 foram encontrados por Teng et al.
(2010), em gestantes com PE grave, quando comparadas a gestantes normotensas.

Sabe-se que os niveis plasmaticos de TFPI s&o influenciados pela
concentragédo plasmatica de lipides e pelos niveis de albumina urinaria (NOVOTNY
et al., 1989; LESNIK et al., 1993; LEURS et al., 1997). A hiperlipidemia € comumente
observada na PE e a albumindria € uma das principais alteracdes dessa doenca, o
que justificaria a alteragdo dos niveis de TFPI.

2.8.3 Fator VIl e pré-eclampsia

Uma revisdo dos estudos da literatura revela que apenas cinco estudos
avaliaram os niveis plasmaticos de FVII na PE.

Dusse et al. (2011a) demonstraram que os niveis plasmaticos de FVII em
gestantes com PE estavam mais elevados que em gestantes normotensas.

Resultados contraditorios foram reportados por Djelmis et al. (1997),
Schjetlein et al. (1999) e Freeman et al. (2008), que ndo observaram diferencga
significativa nos niveis plasmaticos de FVII quando compararam gestantes com PE e
normotensas e Qian et al. (1985) que observaram atividade diminuida de FVII em
gestantes com PE quando comparadas a gestantes normotensas.

Spiezia et al., 2011 avaliaram os niveis plasmaticos do complexo fator
Vlla/antitrombina (FVIla/AT) em gestantes com PE e normotensas e verificaram uma
diminuicdo desse complexo em ambos o0s grupos, em relagdo ao intervalo de
referéncia obtido para a populacdo local. Estes pesquisadores propuseram que a
reducdo do complexo FVIla/AT pode resultar do consumo desse, em funcédo da
exacerbacgéo da coagulagédo na gestagao normal ou patologica.

Apenas um estudo avaliou os niveis de FVlla na PE. Neste estudo nao foi
encontrada diferenga entre os niveis de FVlla em gestantes com PE e normotensas
(DUSSE et al., 2011a).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar se ha associagao dos niveis plasmaticos de FT, TFPI, FVIl e FViia,

a presenca de polimorfismos no gene do FVII e a ocorréncia de PE na forma grave.

3.2 Objetivos especificos

* Determinar os niveis plasmaticos de FT, TFPI, FVIl e FVlla em gestantes com PE
grave, gestantes normotensas e mulheres nao gestantes.

* Genotipar os polimorfismos -401G/T e -402G/A nos trés grupos.

* Comparar a frequéncia dos polimorfismos -401G/T e -402G/A em gestantes com
PE grave, gestantes normotensas e mulheres ndo gestantes.

* Investigar se ha associacdo entre a presenca dos polimorfismos -401G/T e -
402G/A e os niveis plasmaticos de FVII em gestantes com PE grave, gestantes
normotensas e mulheres ndo gestantes.

* |nvestigar se ha associagdo dos niveis dos fatores hemostaticos e a ocorréncia de
PE.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este projeto foi previamente analisado sob o ponto de vista ético e formal e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais - ETIC 47/08 (ANEXO A). Foi também analisado e aprovado pela Diretoria do
Hospital Publico Regional de Betim (HPRB) / Betim - MG (ANEXO B), pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais - Parecer
FHEMIG: N° 77/08, CAAE: 00.40.0.287.203-0 (ANEXO C), pela geréncia da Unidade
Basica de Saude da Familia (UBSF) Guanabara / Betim - MG (ANEXO D), pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Municipal Odilon Behrens / Belo Horizonte
- MG - Parecer: 0681.0.000.216-11 (ANEXO E) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte / Belo Horizonte - MG (ANEXO F).

O esclarecimento dos objetivos da pesquisa foi feito pelos pesquisadores, no
momento da coleta do sangue, utilizando-se linguagem clara, a todas as mulheres
participantes do estudo. Todas assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE (ANEXO G).

4.2 Casuistica

4.2.1 Selegao das integrantes do estudo

O estudo constituiu-se de trés grupos. O grupo | foi composto por gestantes
com diagnostico de PE grave (n=109), o grupo Il, por gestantes normotensas
(n=106) e o grupo lll, por mulheres ndo gestantes e normotensas (n=120). As
gestantes do primeiro grupo foram selecionadas na Maternidade Odete Valadares /
Belo Horizonte - MG, no Hospital Publico Regional de Betim / Betim - MG, no
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Hospital Municipal Odilon Behrens / Belo Horizonte - MG e no Hospital Santa Casa
de Misericérdia de Belo Horizonte / Belo Horizonte - MG. As mulheres dos segundo
e terceiro grupos foram selecionadas na Unidade Basica de Saude da Familia -
Guanabara / Betim - MG. Os dados clinicos e laboratoriais de interesse, de cada
uma das participantes do estudo, foram coletados em ficha individual padronizada
(ANEXO H), a partir do cartdo de pré-natal e/ou prontuario médico e durante a

entrevista presencial.

4.2.2 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusédo das gestantes com PE grave (grupo |) foram:

* Presséo sistolica/diastolica igual ou superior a 160 x 110 mmHg, aferida em duas
medidas com intervalo de, no minimo, 2 horas e apds repouso;
* Proteinuria superior a 2 g em urina de 24 horas ou maior que (++) pelo método

qualitativo de fita, em amostra isolada de urina.

A presencga de alguns dos sintomas clinicos e achados clinico-laboratoriais
também foi considerada pela equipe obstétrica para definir o diagnostico de PE

grave, como:

* Dor epigastrica ou no abdome superior;

* Alteragbes visuais (escotoma ou fotopsia);

* Exacerbacdo dos reflexos tendinosos profundos, sendo aferidos dois reflexos
(patelar e de membros superiores);

» Cefaleia persistente ou incapacitante;

* Alteragbes comportamentais;

* Dispneia e sinais de congestédo pulmonar;

* Volume urinario menor que 500 mL em 24 horas ou 100 mL em 4 horas (2
medidas);

* Trombocitopenia (numero de plaquetas < 100.000 mm3);

* Elevagédo das enzimas hepaticas;
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* Presenca de esquisocitos no filme sanguineo;

* Crescimento intra-uterino restrito (CIUR).

O diagnostico de PE grave foi feito pela equipe obstétrica da Maternidade
Odete Valadares, do Hospital Publico Regional de Betim, do Hospital Municipal

Odilon Behrens ou da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte.

Para o grupo das gestantes normotensas (grupo IlI) e mulheres n&o gestantes

(grupo lll) os critérios de inclusao foram:

* Pressédo sistolica/diastélica igual ou inferior a 120 x 80mmHg e sem histéria
pregressa de hipertenséo e PE;

* Auséncia de proteinuria conhecida.

* Auséncia dos sintomas clinicos e achados clinico-laboratoriais relatados

anteriormente (ver item 4.2.2)

4.2.3 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo comuns aos trés grupos foram:

» Obesidade (indice de Massa Corporal > 30);

* Relato de presenca de doengas intercorrentes como disturbios da coagulagéo,
doengas cardiovasculares, autoimunes, hepaticas, renais e infectocontagiosas,
diabetes, cancer e hipertensao crénica;

* Trabalho de parto avangado;

* Presenca de sangramento de qualquer natureza.

As integrantes dos trés grupos avaliados pertenciam a mesma classe social.
A idade gestacional (IG) das gestantes dos grupos | e Il foi pareada, assim

como a idade das participantes dos trés grupos.
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4.3 Material

4.3.1 Amostra biolégica

Foram coletadas, de cada participante do estudo, duas amostras de sangue
venoso, sendo 5 mL em citrato de sédio a 3,2 g% e 5 mL em EDTA (acido
etilenodiaminotetracético), diretamente em tubos do sistema Vacuette®,
devidamente identificados. As amostras colhidas em EDTA foram destinadas a
extragdo de DNA (acido desoxirribonucléico) para investigagdo dos polimorfismos
previstos neste estudo. As amostras colhidas em citrato foram imediatamente
centrifugadas durante 15 minutos, a 3500 rpm, a temperatura ambiente (utilizando-
se centrifuga FANEN EXCELSA® Il - Excelsa™ Il Centrifuge, Modelo 206 BL, S&o
Paulo, Brasil, centrifuga CELM®, Sao Paulo, Brasil ou centrifuga FANEN, S&o Paulo,
SP), para obtengcdo de plasma, o qual foi imediatamente aliquotado em tubos
criogénicos devidamente identificados. As aliquotas de plasma foram armazenadas
a temperatura de aproximadamente -80°C até o momento da realizagcdo dos testes

laboratoriais.

4.4 Métodos

4.4.1 Extragao de DNA

O DNA foi extraido a partir do sangue total, utilizando-se o conjunto de
reagentes para extragcdo de DNA “Magnex DNA” (Labtest Diagnodstica SA, Minas
Gerais, Brasil), seguindo-se rigorosamente as instrugdes de uso do fabricante. Uma
aliquota de 100 pyL da amostra de sangue foi transferida para um tubo estéril do tipo
Eppendorf de 1,5 mL e incubada, a temperatura ambiente, com uma solugéo de lise
de hemacias, durante 5 minutos. Apdés a lise das hemacias, a amostra foi
centrifugada a 14000 rpm, durante 1 minuto, em microcentrifuga (FANEN, Sé&o
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Paulo, SP). O sobrenadante foi descartado e o sedimento de leucécitos
ressuspendido em 270 uL de solugao de lise celular, 200 uL de tamp&o quelante e 2
ML de proteinase K, seguindo-se com homogeneizagdo em vortex e incubacéo a
56°C durante 5 minutos. Posteriormente foram adicionados ao tubo do tipo
Eppendorf, 100 yL de tampéao de extragao e 10 pL de resina magnética, seguindo-se
com homogeneizagdo e repouso durante 5 minutos a 56°C. Neste periodo de
repouso, o DNA liga-se a particula magnética. Em seguida, o tubo do tipo Eppendorf
foi colocado em estante magnética e a solugdo foi separada das particulas
magneéticas por meio de pipeta. A solugéo foi descartada e as particulas, ligadas ao
DNA, permaneceram aderidas a parede do tubo. Em seguida, foram adicionados
100 pL de tampdo de lavagem as particulas magnéticas ligadas ao DNA,
homogeneizado em vortex e o tubo foi colocado novamente na estante magnética
para que a solucido separasse das particulas. A solugdo foi posteriormente
descartada lavando-se as particulas mais duas vezes com tampao de lavagem.
ApOs o descarte da solugao utilizada na ultima lavagem o tubo permaneceu aberto,
a temperatura ambiente, durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados as
particulas magnéticas 50 yL do tampao de eluicdo e realizada incubagdo a 70°C,
durante 10 minutos. Neste periodo de incubacdo o DNA se desprende da particula.
Apo6s o tempo de incubagéo, o tubo foi colocado na estante magnética e a solugéo,
contendo DNA foi separada das particulas utilizando uma pipeta e transferida para
outro tubo do tipo Eppendorf.

4.4.2. Reacao em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR) e
polimorfismo de fragmento de restrigao (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism - RFLP)

4.4.2.1 PCR para amplificagao do segmento genémico especifico

A PCR, seguida da digestdo com endonucleases de restricdo (RFLP), foi
realizada para investigacdo dos polimorfismos -401G/T e -402G/A na regiao
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promotora do gene do FVII, segundo o protocolo descrito por van't Hooft et al.
(1999), com pequenas adaptagdes.

Para a PCR, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (Integrated DNA
Technologies®, Coralville, IA), desoxirribonucleotideos (Fermentas®, Burlington,
NJ), tampao (Phoneutria®, Belo Horizonte, MG) e Taq polimerase 5U/uL
(Phoneutria®, Belo Horizonte, MG), em volume final de 30 pL de reagao. As reacgdes
foram conduzidas em termociclador (Techne TC-312, Burlington, NJ).

Os oligonucleotideos utilizados encontram-se listados no Quadro 1, os
volumes de cada um dos componentes da PCR encontram-se listados no Quadro 2

e as condicdes de reacdo encontram-se descritas no Quadro 3.

Quadro 1 - Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo do segmento genémico do FVII

Polimorfismo Oligonucleotideo senso Oligonucleotideo antissenso

Gene do FVII' 5- GTT GAC ATT CCC CAT GGG | 5-GGC TCA CCT AAG AAA CCA GC-3°
AC-3

van't Hooft et al. 1999
FVII: Fator VII da coagulacéo

Quadro 2 - Volume e concentragido de cada um dos componentes utilizados na PCR para
amplificagao de fragmento genémico do FVII

Volume por reagao (uL) Concentragao final

Componentes FVil FVil

Agua 17,6 -

Tampao 10x 3,0 1x

dNTPs (10mM) 3,0 30nM

Oligo S 100mM (1:10) 2,0 20nM

Oligo A 100mM (1:10) 2,0 20nM

Taq polimerase (5U/pL) 0,4 0,07U/uL
DNA (=40ng/pL) 2,0 2,7ng/pL

Volume Total: 30

FVII: Fator VII da coagulacéo

dNTPs: Desoxirribonucleotideos

Oligo S e A: Oligonucleotideo iniciador senso e Oligonucleotideo iniciador antissenso
DNA: Acido desoxirribonucleico
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Quadro 3 - Condigdes de reagio para amplificagdo de fragmento gendmico especifico do

Temperatura (°C) Tempo (segundos) Ciclos
Desnaturagéo inicial 94 180
Anelamento 69 60
Extenséo 72 120 35
Desnaturagao 94 30
Extenséo final 72 600

4.4.2.2 Polimorfismo de fragmento de restricao

ApoOs a realizacdo da PCR, uma aliquota da reacdo de amplificacdo foi
digerida com endonuclease de restricdo especifica, em temperatura adequada,
como mostram os Quadros 4 e 5.

Quadro 4 - Enzimas de restrigéo utilizadas na digestido do fragmento especifico

Polimorfismo Endonuclease de restricao

Gene do FVII' Bs/l (10U/uL)*

Tail (Maell) (10U/pL)**

van't Hooft et al. 1999
* New England Biolabs Inc, Ipswich, MA ou Fermentas Life Science, Burlington, NJ
** Fermentas Life Science, Burlington, NJ

Quadro 5 - Condigées de digestdo do produto de PCR de fragmento genémico do FVII

Componentes Volume por reagao Concentracgao final Temperatura da
(uL) reacao
Bsll Tail Bsll Tail Bsll Tail

Agua 8,8 9,0 - -
Tampao 10x 2,0 2,0 1x 1x

. — 55°C 65°C
Enzima de restrigao 1,2 1,0 0,6U/uL 0,5U/uL
Produto de PCR 8,0 8,0 - -

Volume Total: 20 20

Os fragmentos obtidos apods digestdo foram separados por eletroforese em

gel de poliacrilamida a 6% e, posteriormente, corados com nitrato de prata (SANTOS

et al., 1993). O controle da qualidade dos reagentes e de todo o processo da reagao
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foi feito utilizando um branco de reagao, que contém todos os reagentes, exceto o
DNA, e passa por todas as etapas de PCR-RFLP.

Os diferentes padrées dos fragmentos obtidos apos eletroforese podem ser
observados na Figura 2.

1 2 3 4 5 6 7 8
401G/T 402G/A
400ph =— — —
300ph —
200ph c—
100ph ——

Figura 2 - Padrdes de fragmentos obtidos apés realizagio da PCR e digestio com
endonucleases de restrigao

Perfil de fragmentos:

. Padréo de peso molecular;

. Produto da PCR para amplificagdo de um segmento especifico do gene do Fator VIl (467pb);

. Carreador do gendtipo GG do polimorfismo -401G/T no gene do Fator VII (467pb);

. Carreador do genotipo GT do polimorfismo -401G/T no gene do Fator VIl (467, 370 e 97pb);

. Carreador do genétipo TT do polimorfismo -401G/T no gene do Fator VII (370 e 97pb);

. Carreador do genotipo GG do polimorfismo -402G/A no gene do Fator VIl (253,121 e 93pb);

. Carreador do gendtipo GA do polimorfismo -402G/A no gene do Fator VIl (346, 253, 121 e 93pb);
. Carreador do gendtipo AA do polimorfismo -402G/A no gene do Fator VIl (346 e 121pb);

ONO O, WN -~

Cumpre ressaltar que para detectar o polimorfismo -402G/A foi utilizada a
enzima Bsll, que cliva o fragmento obtido na PCR quando uma G esta presente na
posicao -402 e outra na posicdo -401. Na presenca do alelo T na posicao -401,
ocorre a perda do sitio de restricdo da enzima Bs/l. Dessa forma, é sempre
necessario identificar o polimorfismo -401G/T, em associacédo ao -402G/A.

No Quadro 6 pode-se visualizar a interpretacdo do resultado apods
genotipagem simultanea dos polimorfismos -401G/T e -402G/A.
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Quadro 6 - Interpretagao do resultado para o polimorfismo -402G/A, considerando o
resultado do polimorfismo -401G/T

Digestdo com Tail Digestdo com Bsll Resultado Final
(-401 GIT) (-402 G/A) (-402G/A)

Genodtipo GG para o

Genotipo GG (467pb) Genétipo GG (93, 121, 253pb) solmortismo 402 G/A
ot Sti Genodtipo GA para o

Gendtipo GG (467pb) Genétipo GA (93, 121, 253, 346pb) polimorfismo 402 GA

Genotipo GG (467pb) Gendtipo AA (121, 346pb) Gendtipo AA para o

polimorfismo -402 G/A

Genodtipo GG para o

Gendtipo GT (97, 370, 467pb) | Gendtipo GA (93, 121, 253, 346pb) polimorfismo -402 G/A

Genodtipo GA para o

Genétipo GT (97, 370, 467pb) Genétipo AA (121, 346pb) polimorfismo 402 GA

Genodtipo GG para o

Genétipo TT (97, 370pb) Genétipo AA (121, 346pb) solimorfiome 402 G/A

4.4.3 Avaliagcao do perfil hemostatico

4.4.3.1 Determinagao do fator tissular

A determinacdo da concentragdo plasmatica do FT foi feita pelo método
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) de captura, empregando-se o
conjunto diagnéstico IMUBIND® Tissue Factor ELISA Kit 845 (AMERICAN
Diagnostica Inc, Stamford, CT), seguindo-se rigorosamente as instrugbes do
fabricante.

O principio do teste consiste na ligagdo do FT presente no plasma a ser
testado, ao anticorpo monoclonal (anti FT humano) adsorvido a superficie da
microplaca. Apds a etapa de incubacdo da amostra, a microplaca € lavada para
retirar os antigenos que nao se ligaram e, em seguida, um anticorpo monoclonal
biotinilado (anti FT) é adicionado. Este ultimo liga-se a um determinante antigénico
do FT, distinto daquele ligado ao anticorpo adsorvido na microplaca. Apds
incubagdo, uma segunda lavagem é realizada para retirar o excesso de anticorpo
biotinilado. A etapa seguinte consiste da adigdo do conjugado estreptavidina-
peroxidase para completar a formacdo do complexo de detecgao anticorpo-enzima,
seguida de incubagédo e nova lavagem. A revelagdo do FT capturado na primeira
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etapa é feita por meio da reagdo da enzima peroxidase com o substrato 3,3°,5,5 -
tetrametilbenzidina (TMB), na presengca de peroxido de hidrogénio. Essa reagao
resulta na formagcdo de um produto corado e € interrompida pela adigcdo de acido
sulfurico 0,5 M. A intensidade da cor produzida € proporcional a concentragao de FT
no plasma.

As etapas de lavagem foram realizadas em lavadora de microplacas (EW-
2006 - B4B Ltd - China) e a leitura da reacéo de ELISA foi feita utilizando-se leitor de
microplacas (ER-2006 Reader - B4B Ltd - China).

A concentragdo de FT de cada amostra foi obtida interpolando-se a
absorbancia lida em uma curva de calibracdo. A curva foi construida, conforme
orientagdo do fabricante, em programa Microsoft Office Excel, plotando-se no eixo

X" a concentragdo de cada um dos calibradores fornecidos pelo fabricante (50, 100,
200, 500 e 1000 pg/mL) e no eixo “y” a média das absorbancias obtidas para cada
calibrador.

De acordo com informacgdes do fabricante, ainda n&o foi estabelecida a faixa

de valores de referéncia para o fator tissular em plasma humano.

4.4.3.2 Determinagao do inibidor da via do fator tissular

A determinacdo da concentracdo plasmatica do TFPI foi feita pelo método
ELISA de captura, empregando-se o conjunto diagnéstico IMUBIND® Total TFPI
ELISA Kit 849 (AMERICAN Diagnostica Inc, Stamford, CT), seguindo-se
rigorosamente as instru¢des do fabricante.

O principio do teste € o mesmo descrito para o FT, diferindo-se deste ultimo
somente em relagdo ao anticorpo imobilizado na microplaca (anticorpo policlonal anti
TFPI) e a composig¢ao do biotinilado (anticorpo monoclonal biotinilado anti TFPI).

As etapas de lavagem foram realizadas em lavadora de microplacas (EW-
2006 - B4B Ltd - China) e a leitura da reacéo de ELISA foi feita utilizando-se leitor de
microplacas (ER-2006 Reader - B4B Ltd - China ou Stat Fax 4200 - Awareness
Technologies - USA).

A concentragcdo de TFPI de cada amostra foi obtida interpolando-se a

absorbancia lida em uma curva de calibracdo. A curva foi construida, conforme
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orientagdo do fabricante, em programa Microsoft Office Excel, plotando-se no eixo
“x” a concentragédo do calibrador fornecido pelo fabricante (5,0 ng/mL), e as quatro
diluicbes sucessivas desse, preparadas no momento do uso, correspondentes a

0,31; 0,63; 1,25; 2,5 ng/mL e no eixo “y” a média das absorbancias obtidas para
cada calibrador.

4.4.3.3 Determinagao do fator VIl da coagulagao

A determinacdo da concentragdo plasmatica do FVII foi feita pelo método
ELISA de captura, empregando-se o produto desenvolvido in house.

4.4.3.3.1 Sensibilizagao da microplaca

Microplacas de poliestireno (MaxiSorp™ Nunc Immuno Module/Strip Plates,
Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal de captura
(Capture Antibody FVII-EIA-C - Enzyme Research Laboratories, South Bend, IN)
diluido 1:100 em tampao bicarbonato 0,1 M, pH 9,5, conforme instrucdo do
fornecedor do anticorpo. A cada pog¢o da microplaca foram adicionados 100 pL da
solugéo de sensibilizagao.

Apoés 22 horas de incubagédo entre 2-8°C, os anticorpos né&o ligados foram
removidos por meio de lavagens sucessivas. A primeira etapa de lavagem foi
realizada utilizando-se, em cada poc¢o da placa, 250 pyL de solucédo de cloreto de
sodio (NaCl) 150 mM, contendo Tween 20 0,05% e para a segunda etapa utilizou-se
250 pL de solugdo NaCl 150 mM. As etapas de lavagem foram realizadas em
lavadora de microplacas (EW-2006 - B4B Ltd - China).

Em seguida a lavagem foi feito o bloqueio, adicionando a cada pogo da
microplaca 250 yL da solugédo de bloqueio (NaCl 150 mM, albumina bovina 1% e
sacarose 10%) e, posteriormente, incubagao por duas horas a temperatura ambiente

(entre 15 e 30°C). Apos a incubagado, a solugdo de bloqueio foi desprezada, a



63

microplaca foi colocada dentro de saco plastico limpo e seco, juntamente com silica

gel e submetida a secagem a temperatura ambiente.

4.4.3.3.2 Realizagao do ensaio

As amostras de plasma citratado armazenadas a -80°C foram submetidas a
descongelamento em banho-maria a 37°C durante 30 minutos, antes de serem
testadas. ApOs o descongelamento, as amostras foram suavemente
homogeneizadas e diluidas 1:41 em solu¢&o diluente de amostras contendo 8,0 g/L
de NaCl, 1,15 g/L de fosfato de sddio dibasico (Na;HPO,), 0,2 g/L de fosfato
monobasico de potassio (KH2PO,4), 0,2 g/L de cloreto de potassio (KCI) e Tween 20
0,05%, pH 7,4.

O calibrador (Human Factor VII - HFVII 1007 - Enzyme Research
Laboratories, South Bend, IN) foi reconstituido conforme instrugcdo do fabricante,
posteriormente diluido com solugao diluente de amostra e determinado em duplicata
(ver item 4.4.3.3.3).

Apos adicao de 100 pL dos calibradores ou amostras-teste diluidas a cada
um dos pogos, a microplaca foi coberta com plastico adesivo e incubada durante 60
minutos a temperatura ambiente (entre 15 e 30°C). Seguindo-se a incubacédo, foram
realizadas lavagens sucessivas com o objetivo de retirar os antigenos que nao se
ligaram ao anticorpo adsorvido na microplaca. Cada um dos pogos da microplaca foi
lavado cinco vezes com 250 pL de solugéo de lavagem (8,0 g/L de NaCl, 1,15 g/L de
NaxHPOy, 0,2 g/L de KH2POy4, 0,2 g/L de KCIl e Tween 20 0,2%, pH 7,4). As etapas
de lavagem foram realizadas em lavadora de microplacas (EW-2006 - B4B Ltd -
China). A etapa subsequente do ensaio consistiu na adigdo de 100 pyL do anticorpo
conjugado a peroxidase a cada um dos pogos de reagéo e incubagao a temperatura
ambiente (entre 15 e 30°C) durante 1 hora. O conjugado foi preparado pela diluigao
1:100 do anticorpo de deteccgéo (Detecting Antibody FVII-EIA-D - Enzyme Research
Laboratories, South Bend, IN) conforme instrugdo do fornecedor, em solugéo
diluente de conjugado (Horseradish Peroxidase Diluent HRPD-1000 - Moss,
Pasadena, MD) previamente diluida 1:2 com solugdo salina 150 mM. Apds a

incubag&o com o anticorpo conjugado foram realizadas cinco lavagens, utilizando-se
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a solucao de lavagem e lavadora de microplacas (EW-2006 - B4B Ltd - China). Para
revelacdo da reagao foram adicionados a cada pog¢o da microplaca 100 yL de TMB
(Ultra Sensitive Substrate 2,08 mmol/L TMBUS-1000 - Moss, Pasadena, MD),
seguida de incubagéo por 20 minutos a temperatura ambiente (ente 15 e 30°C). A
reagao enzimatica foi interrompida pela adigdo de 50 pyL de acido sulfurico (H2SO4)
1M. A cor amarela formada apds a adicdo da solugao de parada foi lida em 490 nm.
A leitura da absorbancia deve ser realizada em até 10 minutos apds a interrupgéo da
reagao.

A concentragdo de FVII de cada amostra foi obtida interpolando-se a
absorbancia lida em uma curva de calibragdo. A curva foi construida em programa

6y,

Microsoft Office Excel, plotando-se no eixo “x” a concentragdo do calibrador e as

diluicdes sucessivas desse e no eixo “y” a média das absorbéncias obtidas para
cada calibrador.

4.4.3.3.3 Validacao do ensaio

Para validacdo do produto desenvolvido in house foi realizada a avaliacdo da
repetitividade e reprodutibilidade do teste, homogeneidade da placa e resposta da
curva de calibragao, conforme indicado pelo fornecedor do calibrador.

A repetitividade do teste foi avaliada por meio da determinacdo de trés
amostras nativas em triplicata. Foi obtido um coeficiente de variagdo intraensaio
médio igual a 9,3%.

A reprodutibilidade do teste foi avaliada ensaiando a mesma amostra em
quatro diferentes placas. A diferenga da concentragao obtida para a amostra foi igual
a 5,4%.

Para avaliar a homogeneidade da microplaca, varias amostras foram
aplicadas em diferentes posigdes. A diferengca média obtida foi igual a 9,3%.

O erro total analitico aceitavel, baseado nos componentes minimos da
Variagao Bioldgica é <t 16,1% para o fator VIl da coagulagdo (RICOS et al., 1999).

Para validagao da curva de calibragdo, o calibrador foi reconstituido conforme
indicagdo do fabricante, obtendo-se, desta forma, um material com concentragéo

igual a 0,57 mg/mL. Apos reconstituicdo, o material foi diluido com solug&o diluente



65

de amostras, para que fossem obtidos os pontos de calibragdo com concentragdes
iguais a 57,00; 28,50; 14,25; 7,13; 3,56 e 1,78 ng/mL. Depois de ensaiado (ver item
4.4.3.3.2) a absorbancia obtida para o calibrador de nivel mais alto foi >1,000,
conforme recomendado pelo fabricante.

Para um teste inicial de diluicdo de amostras, trés amostras nativas com
concentragbes distintas foram diluidas 1:20, 1:40 e 1:80, conforme indicagédo do
fornecedor de anticorpos e ensaiadas conforme descrito no item 4.4.3.3.2. Os
resultados obtidos foram avaliados e concluiu-se que a diluicdo de aproximadamente
1:40 era a mais adequada para ser aplicada ao teste, tendo em vista os pontos
definidos para a curva de calibragéo.

As placas sensibilizadas foram utilizadas logo apés a finalizagdo da etapa de
sensibilizagdo, sendo assim, n&o foi necessario avaliar a estabilidade da fase solida.
Os reagentes aplicados no ensaio também foram preparados imediatamente antes

do uso.

4.4.3.4 Determinacgao do fator VIl ativado

A determinagcdo quantitativa da atividade do FVlla foi feita pelo método
coagulométrico, empregando-se o conjunto diagndstico STACLOT® Vlla-rTF 00281
(Diagnostica Stago SAS, Asnieres sur Seine, France), seguindo-se rigorosamente as
instru¢des do fabricante.

As amostras a serem testadas foram diluidas com um tampéao fornecido pelo
fabricante. Em seguida, o tempo de coagulagédo foi determinado incubando-se a
amostra diluida com o plasma deficiente em FVII, com o reagente contendo Fator
Tissular recombinante soluvel (rsTF) e fosfolipides e adicionando-se cloreto de
calcio (CaCly). O principio do teste se baseia na propriedade do rsTF atuar como
cofator especifico para o FVlla. Dessa forma, na presenca de FVlla, fosfolipides e
calcio o rsTF promove a coagulacdo do plasma. Neste sistema, o tempo de
formagcdo do coagulo tem relagdo inversa com os niveis plasmaticos de FVlla. O
rsTF nao ativa o FVII, consequentemente, o FVII presente no plasma n&o interfere
na determinacao de FVlla.
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O ensaio foi realizado no coagulémetro Coagulator 2 (Organon Teknika, Oss,
NL).

A atividade de FVlla de cada amostra foi determinada interpolando-se o
tempo de formac&o coagulo em uma curva de calibragdo. A curva foi construida
conforme orientagao do fabricante, em programa Microsoft Office Excel, plotando-se

no eixo “x” a concentragdo de cada calibrador (mU/mL) e no eixo “y” a respectiva
meédia do tempo de formagéo do coagulo (segundos) obtida para cada calibrador.

4.5 Analise estatistica

O calculo amostral para os parametros hemostaticos foi realizado utilizando-
se o programa G Power 3.1.2, considerando-se um poder estatistico entre 0,80 e
0,90. As médias consideradas para os calculos foram baseadas em estudo piloto de
amostras. Para cada grupo, calculou-se a média e o desvio-padrdo. A comparagao
dos trés grupos foi realizada por ANOVA. O calculo amostral revelou que para a
determinacgao plasmatica de FT seriam necessarias 20 integrantes por grupo; para
TFPI, 30 por grupo; para FVII, 10 por grupo e para FVlla, 15 por grupo.

Para o calculo amostral da frequéncia dos polimorfismos, utilizou-se o
programa G Power 3.1.2, considerando-se um poder estatistico igual a 0,80. As
propor¢cdes consideradas para os calculos foram baseadas em estudo piloto de
amostras. Para a pesquisa do polimorfismo -401G/T no gene do FVII seriam
necessarias 507 integrantes por grupo e para o polimorfismo -402G/A seriam
necessarios 287 integrantes por grupo.

A anadlise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o programa SPSS
(versao 13.0) e GENEPOP (RAYMOND e ROUSSET, 1995).

A normalidade dos dados foi testada pelo método de Shapiro-Wilk.

Os dados nao paramétricos estdo apresentados como mediana (intervalo
interquartil 25-75%). A comparagao das variaveis continuas que ndo apresentaram
distribuicdo normal foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. Quando foi detectada
diferenga entre os grupos, esses foram comparados dois a dois pelo método Mann-
Whitney.
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A comparacgao das variaveis que apresentaram distribuicdo normal foi feita
pelo Teste T de Student (dois grupos) ou teste ANOVA/LSD (trés grupos).

A comparacao das variaveis categoricas foi feita pelo teste do qui-quadrado
(x?) de Pearson exato ou assintético.

Um valor de p <0.05 foi considerado estatisticamente significativo.

A area sob a curva (AUC) foi avaliada utilizando-se o programa SPSS (versao
13.0). Foram considerados AUC=0,5 como hipotese nula e um valor de p <0.05

estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas das integrantes dos trés grupos avaliados

As caracteristicas clinicas comuns as integrantes dos trés grupos avaliados

neste estudo estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas das integrantes do estudo

Grupo !l | Grupoll | Grupolll p'a p p* p*A
Idade (anos) 26 24 25 - - - 0,164’
DI (10) (9) (9)
(n) (109) (106) (120)
IMC (Kg/m2) 24,0 23,6 21,8 0,280° | 0,001° | 0,026° | 0,003
DI (6,5) (6,1) (5,4)
(n) (73) (97) (103)
IG (sem) 33 33 - 0,956° - - -
DI (5) (6)
(n) (107) (106)
GPG (Kg) 12,7 10,0 - 0,004° - - -
DI (7.9) (7.,0)
(n) (79) (101)
N° primigestas * 56 43 - 0,112° - - -
(n) (109) (106)
N° de abortos * 21 23 - 0,659° - - -
(n) (109) (106)
PA sist (mmHg) 170 110 120 <0,001“ | <0,001° | <0,001° | <0,001"
DI (20) (0) (10)
(n) (108) (103) (100)
PA diast (mmHg) 110 70 80 <0,001“ | <0,001° | <0,001° | <0,001"
DI (15) (0) (10,5)
(n) (108) (103) (100)

DI: diferenca interquartilica (25%-75%); IMC: indice de massa corporal; I1G: idade gestacional; sem:
semanas; GPG: ganho de peso na gestacao; PA: pressao arterial; sist: sistdlica; diast: diastdlica.

2p: (Kruskal- Wallis'/Mann-Whitne ) e Teste x2 assintotico”.

A Numeros absolutos.

p1: grupo | x grupo ll; p2: grupo | x grupo lll; p3: grupo Il x grupo lll; p4: grupo | x grupo Il x grupo Il
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As caracteristicas clinicas das participantes dos grupos | e |l foram obtidas a
partir dos prontuarios medicos e do cartdo de pré-natal. Os dados das participantes
do grupo Il foram obtidos durante a entrevista para preenchimento da ficha clinica.

A comparacdo da idade das integrantes dos trés grupos revelou que nao
houve diferenga significativa entre os mesmos (p=0,164). A idade gestacional
também nao diferiu significativamente comparando-se os grupos | e |l (p=0,956).

O indice de massa corporal dos grupos | e |l, apresentado antes da gestacgao,
mostrou diferenga significativa ao se comparar os grupos | e Ill (p=0,001) e os
grupos Il e lll (p=0,026). Nao foi observada diferenga significativa ao comparar os
grupos | e Il (p=0,280).

O ganho de peso na gravidez foi significativamente superior no grupo |
quando comparado ao grupo Il (p=0,004).

Os valores da presséo sistolica e diastolica foram diferentes comparando-se

os trés grupos avaliados, sendo maior no grupo | e menor no grupo Il.

5.2 Parametros laboratoriais e clinicos do Grupo |

Os dados laboratoriais das gestantes com PE grave, obtidos a partir dos

prontuarios médicos, estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros laboratoriais das gestantes com PE grave

Parametros

Média/Mediana

DP/IQ (25-75%)

Intervalo de

referéncia’

Numero de hemacias x 10°/mL* 4040 (n=98) 3770 - 4370 4200 a 5500
Hemoglobina (g/dL)® 11,9 (n=107) 1,54 12a 16
Hematécrito (%)" 36,2 (n=106) 4,42 37 a47
Numero de plaquetas x 10°/mL"* 173 (n=105) 129 - 237 140 a 440
Contagem global de leucécitos /mm°® 10966 (n=74) 3461 4300 a 10000
AST (UL)* 25,0 (n=104) 19,5-35,5 <31
ALT (ULL)* 18,0 (n=104) 11,0 - 29,0 <34
Acido urico (mg/dL)® 5,59 (n=96) 1,38 26a6,0
Bilirrubina total (mg/dL)" 0,33 (n=32) 0,29 - 0,49 0a20
Bilirrubina indireta (mg/dL)" 0,25 (n=30) 0,11-0,39 -
Bilirrubina direta (mg/dL)" 0,10 (n=30) 0,04 - 0,20 0ao0,2
LDH (U/L) (Met. Piruvato — Lactato)" 446 (n=81) 340 - 562 200 a 480
LDH (U/L) (Met. Lactato — Piruvato)” 258 (n=18) 77.9 125 a 220
Ureia (mg/dL)"* 24,0 (n=81) 16 - 33 15 a 39
Creatinina (mg/dL)" 0,8 (n=88) 0,6-0,9 0,6a1,1
Proteinuria (g/24hrs)® 3,56 (n=46) 2,49 <0,15
Proteindria fita® n=81 Negativa

Negativa 03 (3,7%) -

Positiva

+ 04 (4,9%) -

++ 20 (24,7%) -

+++ 23 (28,4%) -

++++ -

31 (38,3%)

AST: aspartato amino transferase; ALT: alanina amino transferase; LDH: desidrogenase latica; Met:

metodologia.

" Dados nao-paramétricos, apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75% - 1Q).
® Variaveis que seguem a normalidade. Dados apresentados como média + desvio padréo (DP).

© Numeros absolutos.

"BURTIS et. al., 2006; WINTROBE et al., 1981.

Os parametros do hemograma, as enzimas aspartato amino transferase

(AST), alanina amino transferase (ALT) e desidogenase latica (LDH), as bilirrubinas

direta, indireta e total, bem como o acido urico, a creatinina e a ureia apresentaram

meédia ou mediana dentro do intervalo de referéncia ou bem proximas desse. A

proteinuria de 24 horas revelou-se elevada neste grupo, tendo sido avaliadas 46

pacientes.
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Com relagdo a sintomatologia clinica, 58 (53,2%) gestantes relataram
cefaleia, 24 (22%) relataram epigastralgia, 21 (19,3%) relataram escotoma e 09
(8,3%) apresentaram reflexo patelar aumentado.

Foi observado que 44 gestantes apresentaram edema em graus variados,
sendo: + em 10 gestantes (22,7%), ++ em 14 (31,8%), +++ em 13 (29,5%) e ++++
em 07 gestantes (15,9%).

A terapia anti-hipertensiva incluiu o uso de nifedipina para 73 (67%)
gestantes, metildopa para 43 (39,4%) gestantes e hidralazina para 16 (14,7%)
gestantes do grupo |. Para prevenir as crises convulsivas foi administrado sulfato de
magneésio para 36 (33%) e para induzir a maturagdo pulmonar do feto, visando a
interrupcdo da gestagdo, foi administrado corticoide para 39 (35,8%) gestantes
desse grupo.

Apesar da internagao hospitalar e das tentativas terapéuticas de controlar a
hipertensdo e as convulsdes, trés (2,8%) gestantes foram diagnosticadas com
sindrome HELLP e trés (2,8%) apresentaram eclampsia.

No grupo de gestantes com diagnéstico de PE grave havia oito casos (7,3%)

de gravidez gemelar, enquanto no grupo Il ndo houve nenhum caso.

5.3 Parametros hemostaticos dos trés grupos avaliados

Foi realizada a avaliagédo dos niveis plasmaticos de FT, TFPI, FVII e FVlla das
integrantes dos trés grupos estudados.

A Tabela 3 e a Figura 3 mostram os resultados de FT, TFPI, FVIl e FVlla
obtidos para as gestantes com PE grave (grupo 1), gestantes normotensas (grupo Il)
e mulheres ndo gestantes (grupo IlI).
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Tabela 3 - Niveis plasmaticos de FT (pg/mL), TFPI (ng/mL), FVII (ng/mL) e FVlla (mU/mL) para
os grupos |, ll e lll

Parametros | Grupol Grupo Il Grupo llI p's p p p*
FT 333,91 290,13 392,95 i i i 0,491
DI (204,24) (226,40) (220,08)
(n) (59) (49) (50)
TFPI 83,48 56,09 46,29 <0,001% | <0,001 | 0,942 | <0,001
DI (77,73) (56,17) (56,09)
(n) (79) (80) (79)
FVII 521,88 294,63 134,85 0,001 | <0,001* | <0,001° | <0,001"
DI (643,66) (364,55) (133,24)
(n) (94) (98) (104)
FVlla 88,68 67,78 45,28 0,014* | <0,001* | 0,009* | <0,001°
DP (36,16) (23,71) (16,51)
(n) (20) (22) (19)

FT: niveis plasmaticos de fator tissular (pg/mL); TFPI: niveis plasmaticos do inibidor da via do fator
tissular (ng/mL); FVII: niveis plasmaticos do fator VII da coagulacdo (ng/mL); FVlla: niveis
plasmaticos do fator VIl ativado (mU/mL).; DI: diferenga interquartilica (25%-75%); DP: desvio padréo.
Ap: Kruskal- Wallis'/Mann-Whitney” e ANOVA%/LSD?,

p1: grupo | x grupo ll; p2: grupo | x grupo lll; p3: grupo Il x grupo lll; p4: grupo | x grupo Il x grupo Il

Concentragao

600

M Grupo |

M Grupo |l

Grupo Il

p<0,001

FT (pg/mL)

TFPI (ng/mL)

FVII (ng/mL)

FVila (mU/mL)

Figura 3 - Niveis plasmaticos de FT (pg/mL), TFPI (ng/mL), FVIl (ng/mL) e FVlla (mU/mL) nos
grupos | (gestantes com PE grave), Il (gestantes normotensas) e lll (mulheres ndo gestantes).

N&o foi observada diferenca significativa nos niveis plasmaticos de FT,

comparando-se os trés grupos estudados.
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Comparando-se as medianas relativas a concentracao plasmatica de TFPI,
observou-se diferenca significativa entre os grupos | e Il (p') e entre os grupos | e Il
(p?). Nao houve diferenca entre os grupos Il e lll (p*).

A comparagao dos niveis plasmaticos de FVII e FVlla, revelou diferenca

significativa entre as medianas obtidas para o grupo | x grupo Il (p*), grupo | x grupo

Il (p?) e grupo Il x grupo Il (p?).

A Tabela 4 mostra os resultados de TFPI obtidos para as gestantes dos
grupos | (PE grave) e grupo Il (normotensas), agrupados de acordo com a idade
gestacional.

Tabela 4 - Niveis plasmaticos de TFPI (ng/mL) para os grupos | e I, agrupados de acordo com
a idade gestacional.

Grupo | Grupo Il p
TFPI - IG 2 30 sem. (DI) 83,04 (80,80) 48,64 (55,74) <0,001
(n) (71) (60)
TFPI - 1G 2 31 sem. (DI) 83,26 (80,89) 48,64 (56,03) <0,001
(n) (62) (54)
TFPI - 1G 2 32 sem. (DI) 79,64 (86,11) 49,10 (61,12) 0,002
(n) (54) (45)
TFPI - IG 2 33 sem. (DI) 74,99 (88,44) 43,44 (60,39) 0,002
(n) (46) (38)
TFPI - 1G 2 34 sem. (DI) 66,02 (79,73) 40,19 (72,36) 0,018
(n) (36) (31)

TFPI: Niveis plasmaticos do inibidor da via do fator tissular (ng/mL); IG: idade gestacional; sem.:

semanas; DI: diferenga interquartilica (25%-75%).

Ap: Mann-Whitney.

A comparagao dos niveis plasmaticos de TFPI revelou diferencga significativa
entre as medianas obtidas para o grupo | x grupo I, independente da idade
gestacional das participantes.

A Tabela 5 mostra os resultados de FVII obtidos para as gestantes dos
grupos | (PE grave) e grupo Il (normotensas) agrupados de acordo com a idade
gestacional.
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Tabela 5 - Niveis plasmaticos de FVII (ng/mL) para os grupos | e Il, agrupados de acordo com
a idade gestacional.

Grupo | Grupo Il p
FVII - 1G 2 30 sem. (DI) 542,09 (681,35) 314,62 (384,13) 0,004
(n) (82) (75)
FVII - 1G 2 31 sem. (DI) 532,27 (682,65) 298,93 (365,58) 0,007
(n) (70) (69)
FVII - 1G 2 32 sem. (DI) 525,14 (708,61) 325,94 (378,68) 0,046
(n) (61) (60)
FVII - 1G 2 33 sem. (DI) 579,12 (755,65) 298,23 (337,46) 0,009
(n) (50) (52)
FVII - IG 2 34 sem. (DI) 618,10 (784,90) 294,36 (312,27) 0,003
(n) (39) (44)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); IG: idade gestacional; sem.: semanas; DI: diferenca
interquartilica (25%-75%).
Ap: Mann-Whitney.

A comparagao dos niveis plasmaticos de FVII revelou diferenga significativa
entre as medianas obtidas para o grupo | x grupo I, independente da idade
gestacional das participantes do grupo | e Il

A Tabela 6 mostra os resultados de FVlla obtidos para as gestantes dos
grupos | (PE grave) e grupo Il (normotensas) agrupados de acordo com a idade
gestacional.
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Tabela 6 - Niveis plasmaticos de FVlla (mU/mL) para os grupos | e ll, agrupados de acordo

com a idade gestacional.

Grupo |

Grupo

FVlla - 1G 2 30 sem. (DP)
(n)

86,74 (37,14)
(18)

72,49 (22,73)
(18)

0,174

FVlla - 1G 2 31 sem. (DP)
(n)

86,72 (38,20)
(16)

72,91 (23,71)
(16)

0,229

FVlla - 1G 2 32 sem. (DP)
(n)

83,95 (40,83)
(14)

74,64 (23,47)
(15)

0,459

FVlla - 1G 2 33 sem. (DP)
(n)

83,15 (44,61)
(11)

77,39 (27,31)
(10)

0,728

FVlla - I1G 2 34 sem. (DP)
(n)

89,80 (49,16)
(08)

85,16 (30,14)
(06)

0,843

FVlla: niveis plasmaticos de FVlla (mU/mL); IG: idade gestacional; sem.: semanas; DP: desvio

padrao.
Ap:Teste T.

Ao se fazer o agrupamento dos grupos | e Il de acordo com a idade

gestacional, n&do foi observada diferenga significativa entre os niveis de FVlla em

gestantes com PE grave x gestantes normotensas.

A Tabela 7 mostra os resultados da curva ROC, obtidas para os niveis

plasmaticos de FT, TFPI, FVIl e FVlla nos grupos | x II, I x lll e Il x 111
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Tabela 7 - Area sob a curva para os marcadores hemostaticos FT, TFPI, FVII e FVlla

Marcadores Intervalo de Confianga - 95%
hemostaticos AUC P Inferior Superior
Grupos I x I
FT 0,591 0,087 0,421 0,761
TFPI 0,671 0,083 0,508 0,835
FVIl 0,624 0,085 0,458 0,790
FVlla 0,730 0,077 0,579 0,882
Grupos I x i
FT 0,419 0,374 0,237 0,600
TFPI 0,841 <0,001 0,712 0,970
FVIl 0,957 <0,001 0,885 1,029
FVlla 0,900 <0,001 0,793 1,006
Grupos Il x 11l
FT 0,348 0,097 0,169 0,527
TFPI 0,766 0,004 0,619 0,912
FVIl 0,897 <0,001 0,799 0,995
FVlla 0,780 0,002 0,640 0,920

AUC: area sob a curva; FT: fator tissular, TFPI: inibidor da via do fator tissular; FVII: fator VIl da
coagulagéao; FVlla: fator VIl ativado.

Ao avaliar os grupos | x Il ndo foi observada diferenga significativa na area
sob a curva obtida para os marcadores hemostaticos avaliados.

Para os grupos | e Ill e os grupos Il e Il observou-se que a curva obtida para
os marcadores TFPI, FVII e FVlla sdo significativamente diferente da hipétese nula
(AUC=0,5). Para o FT n&o foi observada diferenga significativa.

5.4 Frequéncia dos polimorfismos -402G/A e -401G/T nos trés grupos avaliados

A frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos -402G/A e -401G/T nos
grupos I, Il e Il esta apresentada nas Tabelas 8 a 11, respectivamente.
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Tabela 8 - Frequéncia genotipica do polimorfismo -402G/A nos trés grupos avaliados

Genétipo Grupo | Grupo Il Grupo llI p' p p* p*
GG 81(74,3%) | 66 (64.1%) | 74 (64.3%)
GA 26 (23.9%) | 33 (32.0%) | 36 (31.3%)
AA 02(1.8%) | 04(39%) | 05@a%) | %115 | 0105 | 1,000 | 0,163
TOTAL | 109 (100%) | 103 (100%) | 115 (100%)
Ap: Teste %2

p1: grupo | x grupo ll; p2: grupo | x grupo lll; p3: grupo Il x grupo lll; p4: grupo | x grupo Il x grupo Il

N&o houve diferenca na frequéncia genotipica nos trés grupos avaliados.

Tabela 9 - Frequéncia alélica do polimorfismo -402G/A nos trés grupos avaliados

Alelo Grupo | Grupo |l Grupo lll p' p% p* p*
G 188 (86,2%) | 165(80,1%) | 184 (80,0%)
A 30 (13,8%) 41 (19,9%) 46 (20,0%) | 0121 | 0,05 | 1,000 | 0,155
TOTAL | 218 (100%) | 206 (100%) | 230 (100%)
Ap: Teste x2

p1: grupo | x grupo ll; p2: grupo | x grupo lll; p3: grupo Il x grupo lll; p4: grupo | x grupo Il x grupo Il

N&o houve diferenca na frequéncia alélica ao se comparar os grupos |, Il e lll.

Tabela 10 - Frequéncia genotipica do polimorfismo -401G/T nos trés grupos avaliados

Genétipo Grupo | Grupo Il Grupo llI p' p* p p*
GG 60 (55.0%) | 74 (71.9%) | 73 (63.5%)
GT 43 (39.5%) | 23 (22.3%) | 37 (32.2%)
T 06 (5.5%) 06 (5.8%) 05 @3%) | %057 | 0259 | 0410 | 0135
TOTAL | 109 (100%) | 103 (100%) | 115 (100%)
Ap: Teste 2

p1: grupo | x grupo ll; p2: grupo | x grupo lll; p3: grupo Il x grupo lll; p4: grupo | x grupo Il x grupo Il

A frequéncia genotipica para o polimorfismo -401G/T nado apresentou
diferenca ao se comparar os grupos |, Il e lll.
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Tabela 11 - Frequéncia alélica do polimorfismo -401G/T nos trés grupos avaliados

1A

2A

3A

LN

Alelo Grupo | Grupo Il Grupo lll p p p p
G 163 (74,8%) 171 (83,0%) 183 (79,6%)
T 55 (25,2%) 35 (17,0%) 47 (20,4%) | 0039 | 0276 | 0,406 | 0,110
TOTAL 218 (100%) 206 (100%) 230 (100%)
8p: Teste %2

p1: grupo | x grupo ll; p2: grupo | x grupo lll; p3: grupo Il x grupo lll; p4: grupo | x grupo Il x grupo Il

A frequéncia do alelo T foi maior no grupo | quando comparado ao I
(p'=0,039). N3o houve diferenca ao se comparar os grupos | e lll (p?=0,276) e Il e llI
(p®=0,408).

A distribuicdo dos gendtipos se comportou conforme esperado para a
populagao, considerando o equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,902).

5.5 Relacao dos polimorfismos -402G/A e -401G/T e os niveis plasmaticos de
FVvi

5.5.1 Niveis plasmaticos de FVII x presenga dos polimorfismos -402G/A e -
401G/T

Visando investigar a associagao entre os niveis plasmaticos de FVII e a
presencga dos polimorfismos no gene do FVII, foi realizada a analise contemplando
todas as participantes do estudo e, posteriormente, cada grupo individualmente.

Os dados obtidos sao apresentados nas Tabelas 12 a 19.
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Tabela 12 - Presenca do polimorfismo -402G/A e niveis plasmaticos de FVII

Genétipo -402G/A FVII (DI) p' Correlagédo de Spearman
r p
GG (n=196) 250,33 (389,38)
GA (n= 88) 250,30 (472,66) 0,817 0,037 0,532
AA (n=09) 251,28 (725,25)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).
Ap: Kruskal- Wallis.
p': GG x GA x AA.

Tabela 13 - Presenca do polimorfismo -401G/T e niveis plasmaticos de FVII

Genétipo -401G/T FVII (DI) p'a p p p* Correlagido de
Spearman
r P
GG (n= 184) 273,92 (443,36)
GT (n=93) 226,26 (278,28) | 0,069 | 0,029 | 0,207 | 0,031 | -0,146 | 0,012
TT (n=16) 170,38 (375,40)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).
Ap: Kruskal- Wallis/Mann-Whitney.
p1: GG x GT; p2: GG xTT; p3: GT xTT,; p4: GG xGTxTT.

Ao avaliar o polimorfismo -402G/A e os niveis plasmaticos de FVII ndo foi
observada diferenca significativa para os diferentes genotipos (p=0,817), bem como
nao foi observada correlagao significativa entre as duas variaveis (p=0,532).

Os niveis plasmaticos de FVII foram significativamente diferentes quando
comparados os genotipos GG x TT (p=0,029). Quando foram comparados os
genotipos GG x GT (p=0,069) e GT x TT (p=0,207) os niveis plasmaticos de FVII ndo
apresentaram diferenga significativa. Além disso, foi observada uma correlagéao
negativa fraca com os niveis de FVII (p= 0,012 e r=-0,146).
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Tabela 14 - Presenca do polimorfismo -402G/A e niveis plasmaticos de FVII nas gestantes do

Grupo |
Genétipo -402G/A FVII (DI) p1A Correlagdo de Spearman
r p
GG (n=70) 405,99 (468,64)
GA (n= 23) 709,29 (901,34) 0,078 0,152 0,144
AA (n=01) -

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).

Ap: Mann-Whitney.
p': GG x GA.

Tabela 15 - Presenca do polimorfismo -401G/T e niveis plasmaticos de FVII nas gestantes do

Grupo |
Genétipo -401G/T FVII (DI) p'a Correlagdo de Spearman
r p
GG (n=52) 575,71 (547,69)
GT (n=36) 366,71 (755,81) 0,082 -0,200 0,053
TT (n= 06) 208,24 (528,79)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).

Ap: Kruskal- Wallis.
p: GG x GT x TT.

Os niveis plasmaticos de FVII, para o grupo I, ndo foram significativamente
diferentes quando foram avaliados os genétipos dos polimorfismos -402G/A (p=0,078)
e -401G/T (0,082).

A correlacdo entre os polimorfismos -402G/A e -401G/T e os niveis
plasmaticos de FVII também néo foi significativa (p=0,144 e 0,053, respectivamente).

Tabela 16 - Presenca do polimorfismo -402G/A e niveis plasmaticos de FVII nas gestantes do

Grupo I
Genoétipo -402G/A FVII (DI) p' Correlagdo de Spearman
r p
GG (n=62) 261,93 (350,80)
GA (n=31) 314,62 (471,05) 0,064 0,190 0,062
AA (n=04) 876,70 (938,86)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).

Ap: Kruskal- Wallis.
p': GG x GA x AA.
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Tabela 17 - Presenca do polimorfismo -401G/T e niveis plasmaticos de FVII nas gestantes do

Grupo I
Genétipo -401G/T FVII (DI) p1A Correlagdo de Spearman
r p
GG (n=70) 321,25 (494,04)
GT (n= 22) 242,88 (233,72) 0,132 -0,205 0,044
TT (n= 05) 172,61 (357,37)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).

Ap: Kruskal- Wallis.
p: GG x GT x TT.

Para as gestantes do grupo Il, os niveis plasmaticos de FVII ndo foram

significativamente diferentes quando associados aos diferentes gendtipos dos
polimorfismos -402G/A e -401G/T (p=0,064 e 0,132, respectivamente).
Para o polimorfismo -401G/T foi observada uma correlagdo negativa com o0s
niveis de FVII (p= 0,044 e r=-0,205).
Para o polimorfismo -402G/A nado foi observada correlagéo significativa

(p=0,062).

Tabela 18 - Presenca do polimorfismo -402G/A e niveis plasmaticos de FVII nas gestantes do

Grupo lll
Genoétipo -402G/A FVII (DI) p' Correlagdo de Spearman
r p
GG (n= 64) 140,06 (135,29)
GA (n= 34) 140,90 (149,07) 0,967 -0,010 0,920
AA (n=04) 151,45 (175,56)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).

Ap: Kruskal- Wallis.
p': GG x GA x AA.
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Tabela 19 - Presenca do polimorfismo -401G/T e niveis plasmaticos de FVII nas gestantes do

Grupo lll
Genétipo -401G/T FVII (DI) p'a Correlagdo de Spearman
r p
GG (n=62) 157,92 (123,53)
GT (n=35) 139,56 (146,93) 0,185 -0,144 0,150
TT (n= 05) 78,29 (218,49)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).
Ap: Kruskal- Wallis.
p: GG x GT x TT.

Para as mulheres n&o gestantes (grupo lll), os niveis plasmaticos de FVII ndo
foram significativamente diferentes quando associados aos diferentes gendétipos dos
polimorfismos -402G/A e -401G/T (p=0,967 e 0,185, respectivamente).

A correlagcdo entre os polimorfismos -402G/A e -401G/T e os niveis
plasmaticos de FVII ndo foi significativa (p=0,920 e 0,150, respectivamente).

5.5.2 Niveis plasmaticos de FVII x associagao dos polimorfismos -402G/A e -
401G/T

Com o objetivo de investigar a associagao dos polimorfismos do gene do FVII
e a influéncia desses nos niveis plasmaticos de FVII, todas as mulheres
participantes do estudo foram distribuidas de acordo com os gendtipos,
independente do grupo ao qual pertenciam.

Os dados obtidos sao apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20 - Niveis plasmaticos de FVII x associagido dos polimorfismos -401G/T e -402G/A

Genétipo FVII (DI) p1A Correlagado de Spearman
-401/-402 r p

GGI/IGG 283,72 (427,12) (n=107)

GG/GA 267,62 (526,43) (n= 68)

GG/AA 251,28 (725,25) (n= 09)

0,223 0,105 0,072

GT/GG 215,83 (278,28) (n=73)

GT/GA 236,96 (340,53) (n= 20)

TT/GG 170,38 (375,40) (n= 16)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI diferenca interquartilica (25%-75%).
Ap': Kruskal- Wallis

N&o foi observada diferenga significativa nos niveis plasmaticos de FVII
guando os polimorfismos -401G/T e -402G/A foram associados.

A associagéo de gendtipos ndo mostrou correlagdo com os niveis plasmaticos
de FVII (p=0,072).

Foi avaliada também, em cada um dos grupos isoladamente, a influéncia da
associacado dos polimorfismos -401G/T e -402G/A nos niveis plasmaticos de FVII.
(Tabelas 21 a 23).

Tabela 21 - Niveis plasmaticos de FVII x associagio dos polimorfismos -401G/T e -402G/A, no

grupo |

Genétipo FVII - Grupo | (DI) p' Correlagao de Spearman
-401/-402 r p

GG/GG 548,10 (401,93) (n= 34)

GG/GA 709,29 (856,96) (n= 17)

GG/AA -

0,148 0,220 0,033

GT/GG 366,71 (723,46) (n= 30)

GT/GA 603,96 (901,52) (n= 06)

TT/IGG 208,24 (528,79) (n= 06)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).
Ap': Kruskal- Wallis

Para o gendtipo GG/AA nao foi possivel realizar o calculo de média, bem
como a analise de dados, devido ao pequeno numero de gestantes carreadoras

desse gendtipo.
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Para as gestantes do grupo | ndo foi observada diferenga significativa nos
niveis plasmaticos de FVII quando foram associados os polimorfismos -401G/T e -
402G/A.

A associagao de genoétipos mostrou correlagdo com os niveis plasmaticos de
FVII (p=0,033 e r=0,220).

Tabela 22 - Niveis plasmaticos de FVII x associagio dos polimorfismos -401G/T e -402G/A, no

grupo i

Genétipo FVII - Grupo Il (DI) p1A Correlagido de Spearman
-401/-402 r p

GGI/IGG 287,37 (438,20) (n= 39)

GG/GA 322,58 (510,97) (n= 27)

GG/AA 876,70 (938,86) (n= 04)

0,145 0,244 0,016

GT/GG 302,91 (201,32) (n= 04)

GT/GA 212,03 (238,79) (n= 18)

TT/GG 172,61 (357,37) (n= 05)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).
Ap': Kruskal- Wallis

Para as gestantes dos grupos Il ndo foi observada diferencga significativa nos
niveis plasmaticos de FVII quando foram associados os polimorfismos -401G/T e -
402G/A.

A associagao de genoétipos mostrou correlagdo com os niveis plasmaticos de
FVII (p=0,016 e r=0,244), sendo maior no grupo com genotipo GG/AA.

Tabela 23 - Niveis plasmaticos de FVII x associagio dos polimorfismos -401G/T e -402G/A, no

grupo lll

Genétipo FVII - Grupo Il (DI) p1A Correlagado de Spearman
-401/-402 r p

GGI/IGG 161,57 (136,15) (n= 34)

GG/GA 140,90 (117,56) (n= 24)

GG/AA 151,45 (175,56) (n= 04)

0,560 0,072 0,469
GT/GG 139,56 (126,58) (n= 25)
GT/GA 155,32 (205,84) (n= 10)

TTIGG 78,29 (218,49) (n= 05)

FVII: niveis plasmaticos de FVII (ng/mL); DI: diferenca interquartilica (25%-75%).
Ap': Kruskal- Wallis
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Para as gestantes dos grupos Il n&o foi observada diferenga significativa nos
niveis plasmaticos de FVII quando foram associados os polimorfismos -401G/T e -
402G/A.

A associagéo de gendtipos ndo mostrou correlagdo com os niveis plasmaticos
de FVII (p=0,469).
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracteristicas clinicas dos trés grupos avaliados

A analise das caracteristicas clinicas das participantes dos grupos avaliados
(Tabela 1) revelou que n&o houve diferenga quando foi comparada a idade das
integrantes dos trés grupos.

A comparagao das gestantes com PE grave (grupo |) e normotensas (grupo
II) revelou que n&o houve diferenca significativa na 1G, no numero de primigestas, no
numero de abortos e no IMC pré-gestacional. No grupo de gestantes com
diagnodstico de PE grave havia oito casos (7,3%) de gravidez gemelar, enquanto no
grupo Il ndo houve nenhum caso.

Dentre os fatores de risco para a PE destaca-se a gestagdo multipla, a
ocorréncia dessa doenga em gestagcdo anterior, a hipertensdo cronica, o diabetes
pré-gestacional, a obesidade, a idade superior a 35 anos, a presenca de doenga
vascular, a sindrome de anticorpos antifosfolipides e a primigestacéo (SIBAI et al.,
1997; CONDE-AGUDELO e BELIZAN, 2000; CUNNINGHAM et al., 2000; WALKER,
2000; SIBAI et al., 2000).

A idade gestacional, o numero de primigestas e o IMC pré-gestacional das
gestantes dos grupos | e Il foram pareados, assim como a idade das participantes
dos trés grupos, com o objetivo de minimizar a influéncia destes fatores nas analises
especificas deste estudo. Com o mesmo proposito, nao foram incluidas neste estudo
mulheres com doengas vasculares e autoimunes e disturbios da coagulagao.

O ganho de peso na gestacédo foi significativamente superior no grupo |
quando comparado ao grupo Il. Cunninghan et al. (2000) relataram que o aumento
de peso na gestacao de aproximadamente 500 g por semana é considerado normal,
no entanto, o ganho ponderal de 1 kg ou mais em qualquer semana, ou 3 kg em um
més, leva a suspeita de PE. O carater subito do ganho de peso, ao invés de um
aumento distribuido ao longo da gestacao é caracteristico desta doenga. O ganho
ponderal é quase totalmente devido a retengdo hidrica excessiva e, geralmente, é

demonstravel antes de sinais vitais visiveis de edema. No entanto, € importante
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lembrar que o edema € um achado frequente na gestagéo e atualmente n&o € mais
considerado um parametro para diagnostico de PE.

A comparagdo dos niveis pressoricos revelou um aumento desses nas
gestantes com PE grave (grupo |), em relagao as gestantes normotensas (grupo Il) e
mulheres nao gestantes (grupo lll). Este achado era esperado, uma vez que pressao
sistélica/diastolica igual ou superior a 160 x 110 mmHg constitui um dos critérios de
inclusao do grupo I.

A comparagao dos grupos Il e Ill revelou uma diminuigdo significativa dos
niveis pressoricos nas gestantes normotensas em relagdo a mulheres nao
gestantes. Este achado esta em acordo com dados relatados por outros autores. A
despeito do aumento do ritmo cardiaco e do volume sanguineo, fisiologicamente
ocorre uma diminui¢ao sistémica da resisténcia vascular, com consequente reducao
da pressao arterial, durante o segundo trimestre e inicio do terceiro, periodo
gestacional em que se encontravam a maioria das gestantes normotensas incluidas
neste estudo (REISS et al., 1987; CUNNINGHAM et al., 2000).

Apesar da internagdo hospitalar e das terapias especificas para controle da
hipertensdo e das convulsées, quatro (3,7%) pacientes foram diagnosticadas com
sindrome HELLP e trés (2,8%) apresentaram eclampsia.

Com relagdo a sintomatologia clinica, 58 (53,2%) pacientes relataram
cefaleia, 24 (22%) relataram epigastralgia, 21 (19,3%) relataram escotoma e 09
(8,3%) apresentaram reflexo patelar aumentado. Acredita-se que a cefaleia e o
escotoma estejam relacionados ao vasoespasmo das arteriolas cerebrais e
retiniana, respectivamente. A epigastralgia provavelmente resulta de necrose
hepatocelular, do edema e isquemia que distende a capsula de Glisson
(CUNNINGHAM et al., 2000).

6.2 Parametros laboratoriais do Grupo |

A mediana da contagem de hemacias (Hm) e as médias dos valores de
hemoglobina (Hb) e hematdcrito (Ht) das gestantes com PE, obtidas por meio dos
dados coletados dos prontuarios médicos, estavam abaixo ou no limiar inferior do

intervalo de referéncia (4.040 x 10%/mL, 11,9 g/dL e 36,2% respectivamente). A
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anemia, em geral, por caréncia nutricional ou pela expansdo do volume
intravascular, é frequentemente observada na gestagdo. No entanto, ndo foi objetivo
deste estudo avaliar a ocorréncia de anemia.

Das trés gestantes que evoluiram para sindrome HELLP, uma apresentou
anemia intensa (3.180 x 10°mL, 9,4 g/dL e 28,6% para Hm, Hb e Hit,
respectivamente), uma apresentou apenas hipocromia e a terceira ndo apresentou
alteragdes desses parametros. A interpretacdo do eritrograma na PE grave é
complexa, devido a possivel ocorréncia de edema que favorece a
hemoconcentragdo e mascara os valores reais de Hm, Hb e Ht.

A mediana dos valores da contagem de plaquetas (173.000/mL) foi proxima
ao limiar inferior do intervalo de referéncia (140.000 a 440.000/mL) (WINTROBE et
al., 1981). Diversos estudos relataram uma plaquetopenia na PE (DUBE et al., 1975;
CARON et al., 1991; CADROY et al., 1993; DUSSE, 1999). No entanto, no presente
estudo, ndo foi possivel fazer a comparagdo da contagem de plaquetas entre os
grupos avaliados, uma vez que este parametro n&o foi obtido para os grupos Il e Ill.

Os parametros bioquimicos das gestantes com PE grave, também coletados
dos prontuarios médicos, apresentaram média ou mediana dentro do intervalo de
referéncia ou bem préximas desse (Tabela 2).

Os parametros que avaliam a fungado hepatica mostraram média e medianas
dentro do intervalo de referéncia, exceto o valor de LDH que se mostrou proxima ao
limite superior. Esta enzima catalisa a conversdo de lactato a piruvato e esta
presente em alta concentracdo nas hemacias. A elevagcdo dos seus niveis
plasmaticos é um indicativo de hemolise. No entanto, a LDH é também um marcador
de lesao celular (ACOG PRACTICE BULLETIN No. 33, 2002; BURTIS et al., 2006).

As trés gestantes com PE grave que evoluiram para sindrome HELLP
apresentaram os seguintes resultados para os marcadores de fungédo hepatica: AST
(63U/L, 144U/L e 39U/L); ALT (59U/L, 112U/L e 32U/L); LDH (1393U/L, 1286U/L e
699U/L) e contagem de plaquetas (32.000/mL, 66.000/mL e 100.000/mL).

Um dos critérios de inclusdo das gestantes com PE grave neste estudo foi a
proteinuria superior a 2 g em urina de 24 horas ou maior que (++) pelo método
qualitativo de fita, em amostra isolada de urina. No entanto, trés pacientes
apresentaram proteinuria negativa e quatro apresentaram (+) pelo método qualitativo

de fita. Essas pacientes foram diagnosticadas, pela equipe obstétrica, com quadro
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de PE grave com base nos niveis pressoricos e na sintomatologia clinica (ver item
422).

Embora estudos relatem que na PE grave, em consequéncia do
vasoespasmo, pode ocorrer um aumento da taxa de filtragdo glomerular e do fluxo
sanguineo renal, o que acarretaria uma diminuicdo da concentragado plasmatica da
creatinina (ACOG PRACTICE BULLETIN No. 33, 2002), a mediana da creatinina

esta dentro do intervalo de referéncia.

6.3 Parametros hemostaticos dos trés grupos avaliados

Neste estudo foi realizada a avaliagdo da via do FT, por meio da
determinacao dos niveis plasmaticos de FT, TFPI, FVII e FVlla das integrantes dos
trés grupos estudados.

A comparagdo dos niveis plasmaticos de FT n&o revelou diferenga
significativa entre os trés grupos avaliados, como mostra a Tabela 3. Além disso, as
gestantes dos grupos | e Il foram avaliadas em conjunto, sem distinguir a idade
gestacional, uma vez que n&o ha na literatura estudos que sugerem a alteragao do
FT ao longo da gestagdo. Em concordancia com os resultados do presente estudo,
Freeman et al. (2008) e Dusse et al. (2011a), em estudos que n&o fizeram a
distincdo da forma clinica da doencga, relataram que n&o houve diferenga nos niveis
plasmaticos de FT comparando mulheres ndo gestantes, gestantes normotensas e
gestantes com diagnéstico de PE.

Paradoxalmente, Erez et al. (2008), em um estudo sem distingdo da forma
clinica da doenca e Teng et al. (2010), incluindo apenas gestantes com PE grave,
observaram um aumento significativo de FT plasmatico em gestantes com PE se
comparadas a gestantes normotensas. Em concordancia com estes pesquisadores,
Rousseau et al. (2009), que avaliaram gestantes com PE, sem distinguir a forma
clinica da doenga, relataram que a atividade do FT, bem como a concentragao de f-
TFPI, estavam aumentadas em gestantes com diagnodstico de PE quando
comparadas a gestantes normotensas e mulheres ndo gestantes.

A distingdo da forma clinica da PE é essencial para estabelecer comparagdes

entre os niveis de fatores hemostaticos em gestantes com essa doenga e em
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gestantes normotensas. Dusse (1999) avaliou nove parametros hemostaticos em
gestantes com PE grave, PE leve e normotensas. Apenas dois destes, contagem de
plaquetas e niveis plasmaticos de PAI-1, estavam significativamente alterados nas
gestantes com PE leve quando comparadas as gestantes normotensas, enquanto
cinco parametros (niveis plasmaticos de TM, t-PA, PAI-1, D-Di e contagem de
plaquetas) estavam alterados em gestantes com PE grave quando comparadas as
normotensas. A comparagao destes parametros entre gestantes com PE grave e PE
leve revelou que os niveis plasmaticos de TM, t-PA e D-Di estavam mais elevados e
0 numero de plaquetas estava diminuido na PE grave.

O FT total de gestantes pode nao ser fielmente refletido pela concentragao
plasmatica deste marcador. Sabe-se que a circulacdo utero-placentaria apresenta
um estado de hipercoagulabilidade que visa proteger a circulagdo materna e fetal,
bem como evitar uma hemorragia excessiva no momento de separacéo da placenta
(HIGGINS et al., 1998). Alem disso, o fluido amnidtico, a placenta e a decidua
produzem grande quantidade de FT durante a gestagdo (KUCZYNSKI et al., 2002),
sendo assim, o plasma pode nao ser a amostra ideal para se determinar o FT
durante a gestagcdo. Considerando também que o FT existe na sua forma ativa e
inativa, os niveis plasmaticos de “antigeno” de FT podem n&o representar a real
atividade de FT no plasma.

A comparagao dos niveis plasmaticos de FT em gestantes normotensas e
mulheres nao gestantes também tém revelado resultados contraditorios. Bellart et al.
(1998) e Holmes e Wallace (2005) relataram que ndo houve diferenga significativa
nos niveis plasmaticos de FT ao comparar gestantes normotensas e mulheres nao
gestantes. Resultados contraditorios foram obtidos por Uszynski et al. (2001) e
Rousseau et al. (2009), que observaram respectivamente um aumento significativo
dos niveis plasmaticos de FT e elevagdo da atividade do FT em gestantes
normotensas.

A avaliagdo da concentracdo de FT em placenta também apresentou
resultados divergentes. Lopez-Ramirez et al. (2006) ndo observaram diferenga
significativa na concentracdo de FT em placentas de gestantes com PE grave e
normotensas. No entanto, resultados contrarios foram relatados por Estellés et al.
(1998) que observaram aumento da concentragado de FT em placenta de gestantes
com PE grave.
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Sabe-se que a gravidez esta associada a alteragbes complexas da
hemostasia, que resultam em um estado de hipercoagulabilidade crescente ao longo
da gestagao e é maximo no momento do parto. Este estado de hipercoagulabilidade
constitui uma adaptacéo fisiolégica do organismo materno para prevenir a ocorréncia
de hemorragia durante e apos a separagédo da placenta (CATARINO et al., 2008).
De fato, estudos prévios mostraram um aumento crescente dos fatores da
coagulagao ao longo da gestagcdo (POLLER e THOMPSON, 1966; BONNAR et al.,
1970; DALAKER e PRYDZ, 1984; STIRLING et al., 1984; DEVIES et al.,1997;
MOERLOOSE et al. 1998). Dessa forma, os niveis plasmaticos de FVII e FVlla
foram avaliados considerando a idade gestacional das mulheres dos grupos | e Il.

A avaliagdo do principal inibidor in vivo da via do FT, o TFPI, revelou
diferencga entre os grupos | e Il e entre os grupos | e lll. As gestantes dos grupos | e
Il foram avaliadas em conjunto, sem distinguir a idade gestacional (Tabela 3 e
Figura 3) e foram também agrupadass de acordo com a idade gestacional, (Tabela
4), uma vez que um estudo prévio mostrou que os niveis de TFPI variam ao longo
da gestacdo (USZYNSKI et al., 2001; SARIG et al., 2005). O grupo | apresentou
niveis mais elevados de TFPI em relagdo ao grupo Ill e em relagdo ao grupo Il,
independente da idade gestacional. A comparagdo das medianas dos grupos Il e lll
nao revelou diferenga (Tabela 3).

Estudos anteriores revelaram resultados contraditérios referentes aos niveis
plasmaticos e placentarios de TFPI na PE. Schjetlein et al. (1999) observaram um
aumento da concentragdo de TFPI livre em gestantes com PE quando comparadas
a gestantes normotensas. No entanto, Abdel Gader et al. (2006) ndo observaram
diferenga nos niveis plasmaticos de TFPI total comparando gestantes com PE e
normotensas, ambas no 3° trimestre de gestacdo. Os niveis de TFPI livre foram
significativamente maiores nas gestantes com PE. Estes pesquisadores sugeriram
gue o mecanismo responsavel pela elevagcao dos niveis de TFPI livre provavelmente
tem carater multifatorial, pois se sabe que os niveis circulantes de um marcador
hemostatico mantém um perfeito equilibrio entre produgdo, consumo e degradacéo.

Resultados divergentes aos obtidos por Abdel Gader et al. (2006) foram
reportados por Erez et al. (2008), os quais observaram que a concentragao
plasmatica de TFPI total foi significativamente maior em pacientes com PE se

comparadas as gestantes normotensas e concluiram que este marcador esta
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independentemente associado a doenga. Em concordancia com estes resultados,
Freeman et al. (2008) também relataram niveis aumentados de TFPI total na PE.

No entanto, Rousseau et al. (2009) ndo encontraram diferenga nos niveis de
TFPI livre em gestantes com PE e normotensas. Dusse et al. (2008) também n&o
observaram diferenca entre os niveis plasmaticos de TFPI em gestantes
normotensas, gestantes com PE e mulheres n&o gestantes.

Niveis diminuidos de TFPI-1 e TFPI-2 foram observados por Teng et al.
(2010) quando compararam gestantes com PE e normotensas.

Cumpre ressaltar que os estudos citados nao incluiram apenas a forma grave
da PE e n&o agruparam as gestantes de acordo com a idade gestacional, como no
presente estudo. A interpretacdo dos niveis plasmaticos de TFPI na PE exige
cuidado. Sabe-se que a depuracao plasmatica de TFPI é realizada pelos rins e pelo
figado (PALMIER et al., 1992). Sabe-se, ainda, que a proteindria € uma
caracteristica comum da PE e que o TFPI tem um baixo peso molecular (=38 kDa)
(DONAHUE et al., 2006) e, dessa forma, poderia ser facilmente excretado pelos rins,
semelhantemente a albumina (60 kDa), o que provocaria uma redugao dos seus
niveis plasmaticos. Paradoxalmente, a redugédo do fluxo renal sanguineo e da taxa
de filtracdo glomerular foram relatadas na PE (MORAN et al., 2004), o que poderia
reduzir o clearance renal de TFPl e aumentar a concentragdo plasmatica deste
marcador.

Além disso, a reducdo dos trofoblastos, decorrente da isquemia e anodxia,
manifestacdes clinicas comuns da PE, pode também ser responsavel pela
diminuicdo dos niveis placentarios de TFPI e, consequentemente, dos niveis
plasmaticos totais desse inibidor, tendo em vista que a placenta é a principal fonte
de TFPI-2 durante a gestacao (OGAWA et al., 2007; TENG et al., 2010).

Admite-se que aproximadamente 50% a 80% do TFPI esta presente no
endotélio (NOVOTNY et al., 1989; SANDSET, 1996). O TFPI plasmatico representa
somente uma pequena fracdo do TFPI enddgeno e, portanto, pode nao refletir seu
potencial funcional (DUSSE et al., 2008).

Embora o presente estudo tenha revelado um aumento de TFPI plasmatico
na PE grave, as consideragdes acerca da depuracgéo, producdo placentaria e local
de estocagem do TFPI reforcam o cuidado que se deve ter ao interpretar os niveis
plasmaticos de TFPI total na PE.
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A comparagdo dos niveis plasmaticos de FVII revelou diferenga entre as
medianas obtidas para os grupos | x Il, I x lll e Il x Ill (Tabela 3 e Figura 3),
independente da idade gestacional das mulheres dos grupos | e Il, como mostra a
Tabela 5. Os niveis plasmaticos de FVII foram mais elevados no grupo | quando
comparado aos grupos Il e lll e mais elevados no grupo Il quando comparado ao
grupo Il (Tabela 3).

Em concordancia com os resultados do presente estudo, Dusse et al.
(2011a), ao avaliar mulheres inglesas, reportaram que os niveis plasmaticos de FVII
foram mais elevados em gestantes com PE quando comparadas a gestantes
normotensas ou mulheres ndo gestantes. A sensibilidade e especificidade
diagnostica deste teste, relatada por estes pesquisadores, foi de 90 e 80%,
respectivamente.

Contrariamente, Djelmis et al. (1997) avaliaram 32 gestantes com PE grave e
36 normotensas no 3° trimestre de gestacao, e ndo observaram diferenga nos niveis
plasmaticos de FVII. Schjetlein et al. (1999) avaliaram gestantes com PE, sem
distinguir a forma clinica da doencga e gestantes normotensas, sem definir a idade
gestacional, e também nao observaram diferengas nos niveis de FVII. Freeman et al.
(2008) avaliaram 32 gestantes com PE (sem distinguir a forma clinica) e 32
gestantes normotensas no 3° trimestre de gestacdo e ndo observaram diferenga nos
niveis de FVII:c quando os dois grupos foram comparados. Por outro lado, Jian et
al. (1985), avaliaram a atividade de FVII em 11 gestantes com PE grave e 18
gestantes normotensas e verificaram que essa esta diminuida nas gestantes com
PE.

Sabe-se que varios fatores podem influenciar os niveis plasmaticos das
proteinas da coagulagdo, como a fungdo hormonal e a resposta imune, as quais
desempenham um papel importante no desenvolvimento da PE (DIAN et al., 1985;
GIRARDI, 2011a).

A comparagao dos niveis plasmaticos de FVlla revelou diferenga entre as
médias obtidas para os grupos | x Il, I x Il e Il x lll (Tabela 3 e Figura 3). Os niveis
plasmaticos de FVlla foram mais elevados no grupo | quando comparado aos grupos
Il e Ill e mais elevados no grupo Il quando comparado ao grupo Ill (Tabela 3). O
agrupamento das mulheres dos grupos | e Il por idade gestacional ndo mostrou
diferenca significativa, como mostra a Tabela 6.
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A revisdo da literatura revela que somente um estudo avaliou os niveis de
FVlla na PE e ndo mostrou diferenga entre os niveis de FVlla em gestantes com PE
e normotensas (DUSSE et al., 2011a). Uma possivel explicagdo para a divergéncia
dos resultados € a inclusédo apenas de gestantes com a forma grave da PE no
presente estudo, enquanto o estudo anterior incluiu tanto a forma grave como leve.

Lawson et al. (1993) e Rao et al. (1993), demonstraram que a AT inativa o
FVlla quando este ultimo esta ligado ao FT, por meio da formagdo do complexo
FVIla/AT. Spiezia et al. (2011) avaliaram os niveis plasmaticos do FVlla/AT em
gestantes com PE e normotensas e verificaram uma diminui¢do desse complexo em
ambos os grupos, em relagdo ao intervalo de referéncia obtido para a populagao
local e, a partir destes resultados, propuseram que a redu¢ado do complexo FVlla/AT
pode resultar do consumo desse, em fungdo da exacerbagdo da coagulagdo na
gestacdo normal ou patologica. Niveis plasmaticos mais elevados de FVlla,
observados nas gestantes com PE grave, quando comparadas as gestantes
normotensas e mulheres ndo gestantes (Tabela 3), bem como a nao diferenciagéao
dos niveis de FVlla durante o terceiro trimestre da gestagdo (Tabela 5), pode ter
sido influenciado pela formagao do complexo FVIla/AT.

O presente estudo reforca a importancia da analise dos parametros
hemostaticos TFPI, FVII e FVlla considerando a idade gestacional. A avaliagdo dos
niveis plasmaticos de TFPI (Tabela 4) revelou que, no decorrer da gravidez, esse
parametro apresentou tendéncia ao decréscimo no grupo | e a estabilizagdo no
grupo Il. Com relagédo ao FVII, os niveis plasmaticos desse apresentaram tendéncia
crescente ao longo do 3° trimestre de gestacdo no grupo | e de estabilizagdo no
grupo Il (Tabela 5). Para o FVlla, at¢é a 32% semana, os niveis plasmaticos
apresentaram-se constantes para o grupo | e Il (Tabela 6). Nas gestantes com PE
grave (grupo |) ocorreu simultaneamente um aumento do FVII plasmatico e uma
diminuicdo do TFPI. Nesse grupo, os niveis de FVlla permaneceram constantes ao
longo do 3° trimestre de gestacéo. O grupo Il apresentou niveis constantes de TFPI,
FVII e FVlla, o que permite inferir que as gestantes com PE grave apresentam uma
ativagdo mais acentuada da coagulagédo que as gestantes normotensas ao longo do
3° trimestre de gestacgao.

Ao correlacionar os grupos | x I, I x lll e Il x IIl por meio da avaliagdo da curva
ROC, é possivel inferir que os marcadores hemostaticos TFPI, FVII e FVlla sao
capazes de distinguir gestantes com PE grave ou normotensas (grupos | e Il) de
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mulheres ndo gestantes (grupo lll), mas ndo s&o capazes de distinguir gestantes
com PE grave (grupo |) de gestantes normotensas (grupo Il), como mostra a Tabela
7. Dusse et al. (2011a) relataram que é possivel distinguir gestantes com PE de
gestantes normotensas (AUC=0,941 e p<0,001) e gestantes com PE de mulheres
nao gestantes (AUC=0,940 e p<0,001) por meio da determinagdo dos niveis
plasmaticos de FVII. Os resultados reportados por Dusse et al. (2011a) divergem
dos obtidos no presente estudo e podem ser explicados pelo maior numero de
gestantes avaliadas em cada um dos grupos e pela inclusdo apenas da forma grave
da PE, no presente estudo.

6.4 Frequéncia dos polimorfismos -402G/A e -401G/T nos trés grupos avaliados

Uma busca minuciosa na literatura cientifica revelou que ndo ha estudo que
tenha investigado a frequéncia genotipica ou alélica dos polimorfismos -402G/A e -
401G/T na PE.

No presente estudo, ndo foi observada diferenga significativa quando a
frequéncia genotipica dos polimorfismos -402G/A e -401G/T nos grupos |, Il e Il foi
comparada (Tabela 8 e 10).

Ao comparar a frequéncia alélica nos trés grupos, observou-se que para o
polimorfismo -402G/A n&o houve diferenga significativa (Tabela 9). Para o
polimorfismo -401G/T observou-se que o alelo -401T é mais frequente no grupo | se
comparado ao grupo Il e o alelo -401G é mais frequente no grupo Il quando
comparado ao grupo |. A comparacgéo dos grupos | e lll e Il e lll ndo demonstrou
diferenca significativa (Tabela 11)

A frequéncia do alelo -402A foi igual a 13,8% no grupo |, 19,9% no grupo Il e
20,0% no grupo lll (Tabela 9). Apesar de ndo ter sido observada diferencga
significativa, houve uma tendéncia a diminuigdo da frequéncia do alelo -402A no

grupo |.
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6.5 Relagao dos polimorfismos -402G/A e -401 G/T e os niveis plasmaticos de
FVvil

Admite-se que fatores genéticos e ambientais podem influenciar os niveis
plasmaticos de FVII. Varios polimorfismos que alteram niveis de FVllag, FVII:c ou
FVIlla no plasma, tem sido extensivamente estudados.

Dois SNP localizados na regido promotora do fator FVIl, uma substituicdo de
uma G por uma T na posicéo -401 e a substituicdo de uma G por uma A na posic¢ao -
402 ja foram avaliados na populagéo idosa norueguesa, em pacientes com doencga
coronariana, com tromboembolismo venoso, cancer e em outras populagdes
(CAREW et al., 2003; LINDMAN et al., 2005a; FOLSOM et al., 2007; EROGLU et al.,
2010), mas gestantes com diagndstico de PE grave ainda ndo foram avaliadas.

No presente estudo, os niveis plasmaticos de FVII ndo foram
significativamente diferentes quando se comparou os diferentes gendétipos do
polimorfismo -402G/A. No entanto, para o polimorfismo -401G/T observou-se
diferenca significativa quando os gendétipos GG e TT foram comparados (Tabelas 12
e 13). A comparagdo dos demais genotipos do polimorfismo -401G/T nao
demonstrou diferenga significativa. A correlagdo de Spearman revelou que o
polimorfismo -401G/T tem uma correlagdo negativa fraca com os niveis plasmaticos
de FVIl e a presencga do alelo -401T.

As gestantes do grupo | ndo apresentaram niveis plasmaticos de FVII
significativamente diferentes quando se comparou a presencga ou ndo do alelo -402A
e -401T (Tabela 14 e 15). No entanto, foi observada uma tendéncia de elevagédo do
nivel de FVII na presenga do gendtipo GA quando comparado ao GG (Tabela 14) e
uma tendéncia de diminuigdo dos niveis do mesmo marcador na presenga do
genotipo GT, se comparado ao GG e na presenga do gendtipo TT se comparado ao
GG e ao GT (Tabela 15).

Ao avaliar o polimorfismo -402G/A no grupo |l, observou-se que os gendtipos
GA e AA em gestantes normotensas predispdem ao aumento dos niveis plasmaticos
de FVII, apesar dos resultados ndo demonstrarem diferenca significativa (Tabela
16).

As gestantes normotensas carreadoras do genotipo -401TT mostraram
tendéncia a apresentar niveis de FVIlI reduzidos em relacdo as carreadoras do
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genotipo GT e essas ultimas tenderam a apresentar niveis reduzidos se comparadas
as carreadoras do genotipo GG, apesar dos resultados obtidos ndo demonstrarem
diferenca significativa (Tabela 17). A correlacdo de Spearman demonstrou uma
correlagao negativa fraca entre os niveis de FVIl e o alelo -401T.

Para o grupo de mulheres ndo gestantes, a presencga do alelo -402A e -401T
nao alterou significativamente os niveis plasmaticos de FVII (Tabela 18 e 19).
Apesar dos resultados n&do demonstrarem diferenga significativa, a analise do
polimorfismo -401G/T revelou que a presenga do alelo -401T em homozigose
predispde a diminuigado dos niveis plasmaticos de FVII (Tabela 19).

Admite-se que os polimorfismos -401G/T e -402G/A influenciam na ligagéo de
proteinas nucleares a regido promotora do gene. O alelo -401T esta associado a
reducdo da taxa basal de transcricdo do gene do FVII, o que provoca a redugao da
concentragdo plasmatica desse fator, enquanto o alelo -402A esta associado ao
aumento da taxa de transcricdo basal e ao aumento de niveis plasmaticos de FVII
em aproximadamente 50,99% (VAN'T HOOFT et al., 1999; SABATER-LLEAL et al.,
2007).

Paradoxalmente, no presente estudo, foi observada maior frequéncia do alelo
-401T no grupo com PE grave quando comparado ao de gestantes normotensas, no
entanto, os niveis de FVII foram mais elevados no grupo com PE grave. Além disso,
houve tendéncia a menor frequéncia do alelo -402A, que esta associado ao aumento
dos niveis de FVII no grupo com PE grave.

Contradizendo ao proposto por van’t Hooft et al. (1999) com relagéo ao alelo -
401T, Sabater-Lleal et al. (2007) observaram que o alelo -401T esta associado ao
aumento dos niveis de FVII, quando foram avaliados plasmideos transfectados com
diferentes combinagdes de polimorfismos na regido promotora do FVII.

Estudos que buscaram a associagao entre a presenca de polimorfismos que
contribuem para o aumento dos niveis de FVII e ocorréncia de eventos
tromboembdlicos, nem sempre mostraram essa associagdo. Folsom et al. (2007)
concluiram que o polimorfismo -402G/A nado estda associado a ocorréncia de
tromboembolismo venoso. Resultados semelhantes foram relatados por Eroglu et al.
(2010), que ndo observaram associagao entre os polimorfismos -401G/T e -402G/A
e a ocorréncia de tromboembolismo venoso em pacientes com cancer. Lindman et
al. (2005a) relataram que a presenca do alelo -402A esta associado ao aumento dos
niveis plasmaticos de FVllag e FVIl:c em idosos noruegueses com alto risco para
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doenga cardiaca, se comparado aos carreadores do alelo -402G em homozigose.
Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram também que nado existe
diferenga significativa nos niveis plasmaticos de FVII quando se comparam
heterozigotos e homozigotos para o alelo -402A.

Lindman et al. (2005a) avaliaram 204 homens noruegueses, com idade entre
65 e 75 anos e risco elevado para desenvolvimento de doenga cardiovascular com
relagdo a presenga dos polimorfismos -401G/T e -402G/A. A frequéncia encontrada
para o alelo -401T foi igual a 12% e para o alelo -402A igual a 29%. Os autores
concluiram que na populagdo estudada o alelo -401T esta correlacionado a
diminui¢cdo dos niveis plasmaticos de FVllag e FVlIc e o alelo -402A esta associado
ao aumento destes marcadores.

Carew et al. (2003), avaliaram o polimorfismo -402G/A em 2761 homens
ingleses e escoceses, sem historia de doenga cardiaca, alteragdes hemostaticas,
cancer ou doengas infecciosas e encontraram uma frequéncia igual a 24% para o

alelo -402A e niveis plasmaticos aumentados de FVIic, na presenca deste alelo.

6.6 Niveis plasmaticos de FVII x associagao dos polimorfismos -402G/A e -
401G/T

A associacdo entre os diferentes polimorfismos precisa ser também
compreendida para que a influéncia destes nos niveis plasmaticos de FVII possa ser
elucidada.

Kudaravalli et al. (2002) observaram que a presenga do polimorfismo -401G/T
isoladamente n&o promove a reducgao dos niveis de FVII.

Estudos conduzidos em diferentes populagbes demonstram que o alelo -401T
estda em completo desequilibrio de ligagdo com a inser¢gao de 10 bp na posi¢ao -323
(DELL'ACQUA et al., 1997; VAN'T HOOFT et al., 1999; EROGLU et al., 2010).

Ao avaliar a associacdo entre os diferentes haplétipos dos polimorfismos -
402G/A, -401G/T e R353Q e infarto agudo do miocardio em uma populagéo de idosos
com alto risco para doengas coronarianas, Lindman et al. (2005b) relataram que os
polimorfismos -401G/T e R353Q estdo em forte desequilibrio de ligagdo. A

associacdo desses promove uma redugao pronunciada dos niveis plasmaticos de
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FVII se comparada a elevacado causada pelo polimorfismo -402G/A na populagao
estudada.

O polimorfismo -670A/C esta em estreito desequilibrio de ligagdo com o
polimorfismo -402G/A e os portadores destes apresentam niveis elevados de FVIl:c
se comparados a nao portadores (VAN'T HOOFT et al., 1999; CAREW et al., 2003;
LINDMAN et al., 2005a; FOLSOM et al., 2007). O estudo da expresséo génica sugere
que o alelo -670C, e nao o alelo -402A, € o responsavel pelo aumento dos niveis de
FVIl:c (CAREW et al., 2003).

Devido ao forte desequilibrio de ligagao existente entre os alelos variantes no
gene do FVII, é dificil avaliar a contribuigédo individual de cada um desses na alteragao
dos niveis plasmaticos de FVII (LINDMAN et al., 2005b).

Os resultados do presente estudo demonstraram que ndo ha uma associagao
entre a reducdo dos niveis de FVII e a presenca dos alelos -402G e -401T. Dessa
forma, pode-se inferir que a presenga destes alelos ndo foi capaz de suplantar o
estado de hipercoagulabilidade observado na PE, uma vez que foi observada maior
producdo de FVII na presenca deste estado patolégico. A presenca de outros
polimorfismos em desequilibrio de ligagdo, n&o avaliados nesse estudo, bem como o
reduzido numero amostral, podem justificar os resultados encontrados.

Para avaliar a associacido dos polimorfismos -402G/A e -401G/T e a influéncia
destes nos niveis plasmaticos de FVII, as integrantes do presente estudo foram
distribuidas de acordo com os gendtipos. Inicialmente, foi feita a distribuigao
independentemente do grupo ao qual pertenciam, como mostra a Tabela 20.
Posteriormente, foi avaliada a influéncia da associagdo dos polimorfismos -402G/A e
-401G/T nos niveis plasmaticos de FVIlI, em cada um dos grupos isoladamente
(Tabelas 21 a 23).

Em nenhuma das associagbes dos genodtipos foi observada diferenga
significativa nos niveis plasmaticos de FVII (Tabelas 20 a 23).

Estes resultados sugerem que o efeito de associagao entre os polimorfismos -
402G/A e -401G/T é o mesmo para os trés grupos de mulheres avaliadas, o que
corrobora para a hipotese de que o efeito sobre a transcricdo génica do FVII ndo esta
associada a condic¢do clinica e que a hipercoagulabilidade observada no grupo com
PE sobrepde o efeito genético.
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7 LIMITAGOES DO ESTUDO

Constituem limitagdes deste estudo:

A obtencdo de gestantes com PE de quatro maternidades distintas, cujo
diagnéstico foi feito, portanto, por quatro equipes obstétricas distintas.

Embora as gestantes normotensas e mulheres ndo gestantes incluidas no
estudo tenham se declarado como saudaveis, ndo €& possivel excluir a
presenca de alteracdes clinicas e laboratoriais.

A AMERICAN Diagnostica ndo deixa claro na instru¢do de uso do produto
IMUBIND® Total TFPI ELISA Kit 849 se esse determina também o TFPI-2.

8 CONCLUSOES

A via do fator tissular mostrou-se associada a ocorréncia de pré-eclampsia
grave.

A frequéncia genotipica dos polimorfismos -401G/T e -402G/A no gene do fator
VII, ndo apresentou diferenga quando foram comparados os trés grupos
avaliados.

Os polimorfismos -401G/T e -402G/A n&o estdo associados a alteragdo dos
niveis plasmaticos de fator VII, nas gestantes com pré-eclampsia grave.

O alelo -401T foi mais frequente no grupo com pré-eclampsia grave e mostrou-
se associado a reducdo dos niveis plasmaticos de fator VII, quando as

mulheres foram avaliadas em conjunto.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 47/08

Interessado(a): Profa. Luci Maria Sant’Ana Dusse

Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 2 de abril de 2008, o projeto de pesquisa intitulado "Pré-eclampsia e
polimorfismos dos genes do fator VIl e do receptor de estrogénio”
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial deverd ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpq.ufing.br
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ANEXO B - Declaragao da Diretoria do Hospital Publico Regional de Betim

S Prefeitura Municipal de Betim
L — Secretaria Municipal de Saude —
&= Hospital Publico Regional de Betim - HPRB | SUS ..
Dot gk b s Maternidade do HPRB
Declaracao

Declaramos, para os devidos fins, que estamos de acordo com o desenvolvimento do projeto
intitulado "PRE-ECLAMPSIA E POLIMORFISMOS NOS GENES DO FATOR VII E DO
RECEPTOR DE ESTROGENIO" da Faculdade de Farmacia da UFMG, na Maternidade do
Hospital Publico Regional de Betim, desde que seja aprovado por um comité de ética em
pesquisa.

Betim, 09d& novembro de 2010.

- S /,/,/ 7, 3 -

e AlH1 fnsect-/
Denise da Silva Kattah Clééio-Gontijo do Amaral
Gerente Maternidade Coordenador SEPPEM

Servigo de Educacdo Permanente e
Pesquisa Multiprofissional

a
|

Geraldo Matci \/hana Zanon
Diretol HPRB
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ANEXO C - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Hospitalar
do Estado de Minas Gerais (FHEMIG)

"MIG

FUNDACAO HOSPITALAR DO
ESTADO DE MINAS GERAIS

PARECER N°77/08

Registro CEP/FHEMIG: 77/08(este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)

CAAE: 0040.0.287.203-08
Pesquisadora Responsavel: Luci Maria Sant Ana Dulce

Hospital Maternidade Odete Valadares.

DECISAO:

O Comité de Etica em Pesquisa, (CEP/FHEMIG), aprovou no dia 07 de Agosto de 2008 o projeto de
pesquisa intitulado, «Pré-Eclampsia e Polimorfismos nos Genes do Fator VII e do Receptor de
Estrogénio».

Relatdrios parciais e finais devem ser encaminhados ao CEP/FHEMIG com um intervalo minimo de 6 meses
(entre os relatdrios), a partir da data de inicio do estudo.

o Formulério CAAE — Certificado de Apresentacio para Apreciagdo Etica — dever4 ser assinado, pelo
pesquisador responsavel, nos espagos apropriados, ¢ em seguida o NEP deverd encaminhar a este
CEP/FHEMIG 02 (duas) vias devidamente assinadas, enquanto que a outra dever4 ser entregue ao
pesquisador responsavel.

oL e

Inés Ferreira e Melo Teixeira Dias
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

00835%% |6.
Alameda Vereador Alvaro Celso,100 - Santa Efigénia - Belo Horizonte/MG

CEP: 30150-260 - Fone: 0(xx)31 3239-9500 - Fax: 0(xx)31 3239-8579
O Site: http: //www.memig,mg.g'ov,br/ E-mail: fhemig@fhemig.mg.gov.br
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ANEXO D - Declaragdao da Geréncia da Unidade Basica de Saude da Familia
(UBSF) Guanabara / Betim - MG

Prefeitura Municipal de Betim

Secretaria Municipal de Satde o toma
Hospital Pablico Regional de Betim - HPRB Lo SL!Q S
Maternidade do HPRB =

Declaracéo

Declaro, para |0s devidos fins, que estou de acordo ¢
intitulado “PRE-ECLAMPSIA E POLIMORFISMOS NO
RECEPTOR DE ESTROGENIO"
UBSF Guanabara Betim.

om o desenvolvimento do projeto

S GENES DO FATOR VIl E DO
da Faculdade de Farméacia da UFMG, no posto de salde

08 de setembro de 2010.

Niac 1 r,.l,. S

’aj‘tﬂT, e —
Wilson RiB&ir0 dé Meireles
Gerente UBSF Guanabara
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ANEXO E - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Municipal
Odilon Behrens / Belo Horizonte - MG.

HG,SPITAL
MUNICIPAL

ODILON BEHRENS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Avaliacao de Projeto de Pesquisa
FR: 418196
Numero do Parecer: 0681.0.000.216-11

Titulo do Projeto: “Pré-Eclampsia: inter-relagdo dos sistemas hemostatico e
inflamatério”

Pesquisador Responsavel: Melina de Barros Pinheiro
PARECER DO CEP/ HOB: o projeto em apreco foi avaliado pelo CEP-HOB ¢

aprovado.

Data da reunido: 12 de maio de 2011

Atenciosamente,

Ricardo Iilelo "Marini;’o
Coordenador do CEP/HOB
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ANEXO F - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de
Misericordia de Belo Horizonte.

il
~==f i}
_-:_:Jiq {

i

-
A e

SANTA CASA
Registro CEP: 035/2009 (Este nimero deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Belo Horizonte, 27 de abril de 2009.

Interessada: Valeria Cristina Sandrim

Parecer:

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Santa Casa de Misericérdia de Belo Horizonte, em reunido
do dia 24 de abnl de 2009 analisou e APROVOU o protocolo de pesquisa “Estudo haplotipico de
noves variantes da eNOS em gestantes brancas e negras com pré-eclaimpsia: impacto sobre
resposta terapéutica anti-hipertensiva.”, registrado neste CEP sob numero 035/2009, no qual V. Sa.
figura como pesquisadora responsavel.

OBS.:
Apos o inicio da pesquisa, 0 pesquisador responsavel devera enviar ao CEP relatorios semestrais e
final (para o primeiro semestre o prazo ¢ de 30 de junho; para o segundo semestre é 31 de dezembro).

Coordenador do CEP
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ANEXO G - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os grupos |, Il e
|

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS N
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para os grupos de gestantes com pré-eclampsia)
PROJETO DE PESQUISA: “Pré-eclampsia e polimorfismos dos genes do fator
VIl e do receptor de estrogénio”

Prezada Sra,

Vocé esta sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por
objetivo investigar as alteragbes da coagulacdo que ocorrem na pré-eclampsia e,
dessa forma, contribuir para o maior entendimento desta doenca.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 10mL do seu sangue para
realizagcdo dos exames e armazenamento em um banco de amostras bioldgicas para
estudos genéticos futuros. Esclarecemos que este banco de amostras esta aprovado e
registrado no Comité de Etica em Pesquisa/FHEMIG sob o n° 77/08.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formagao de um
pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formagdo de hematomas, a coleta de
sangue sera realizada por um profissional experiente. Seréo utilizados agulhas e tubos
descartaveis.

Seu nome e os resultados dos exames serdo mantidos em segredo.

Esclarecemos que caso nao queira participar deste estudo, ndo havera
nenhum comprometimento ao seu atendimento e tratamento.

Para qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com
as pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estdo abaixo relacionados.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Professores responsaveis:

Luci Maria Sant'’Ana Dusse — telefone: 3409-6880

Karina Braga Gomes Borges — telefone: 3409-4983

Ana Paula Salles Moura Fernandes — telefone: 3409-6884
Maria das Gragas Carvalho — telefone: 3409-6881

Lara Carvalho Godoi — telefone: 3409-6900

Comité de Etica em Pesquisa — CEP: Alameda Vereador Alvaro Celso, n°. 100 — Santa
Efigénia — Belo Horizonte — Minas Gerais. CEP 30150-260. Telefone: 3239-9500.

NOME:

Carteira de identidade:

Assinatura: DATA: / /

Agradecemos sua valiosa participagao!



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para os grupos de gestantes controle)
PROJETO DE PESQUISA: “Pré-eclampsia e polimorfismos dos genes do fator
VIl e do receptor de estrogénio”

Prezada Sra,

Vocé esta sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por
objetivo investigar as alteragdes da coagulagdo que ocorrem na pré-eclampsia e,
dessa forma, contribuir para o maior entendimento desta doenga. Vocé sera incluida
no grupo de gestantes controle, ou seja, que ndo apresentam a doenga.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 10mL do seu sangue para
realizagcdo dos exames e armazenamento em um banco de amostras bioldgicas para
estudos genéticos futuros. Esclarecemos que este banco de amostras esta aprovado e
registrado no Comité de Etica em Pesquisa/FHEMIG sob o n° 77/08.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formagédo de um
pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formagdo de hematomas, a coleta de
sangue sera realizada por um profissional experiente. Serdo utilizados agulhas e tubos
descartaveis.

Seu nome e os resultados dos exames serao mantidos em segredo.

Esclarecemos que caso ndo queira participar deste estudo, nao havera
nenhum comprometimento ao seu atendimento e tratamento.

Para qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com
as pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estao abaixo relacionados.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Professores responsaveis:

Luci Maria Sant'Ana Dusse — telefone: 3409-6880

Karina Braga Gomes Borges — telefone: 3409-4983

Ana Paula Salles Moura Fernandes — telefone: 3409-6884
Maria das Gragas Carvalho — telefone: 3409-6881

Lara Carvalho Godoi — telefone: 3409-6900

Comité de Etica em Pesquisa — CEP: Alameda Vereador Alvaro Celso, n°. 100 — Santa
Efigénia — Belo Horizonte — Minas Gerais. CEP 30150-260. Telefone: 3239-9500.

NOME:

Carteira de identidade:

Assinatura: DATA: / /

Agradecemos sua valiosa participagao!
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para o grupo de mulheres nao gestantes)
PROJETO DE PESQUISA: “Pré-eclampsia e polimorfismos dos genes do fator
VIl e do receptor de estrogénio”

Prezada Sra,

Vocé esta sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por
objetivo investigar as alteragbes da coagulagdo que ocorrem na pré-eclampsia e,dessa
forma, contribuir para o maior entendimento desta doenga. Vocé sera incluida no
grupo-controle, ou seja, de mulheres nao gestantes.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 10mL do seu sangue para
realizagcdo dos exames e armazenamento em um banco de amostras bioldgicas para
estudos genéticos futuros. Esclarecemos que este banco de amostras esta aprovado e
registrado no Comité de Etica em Pesquisa/FHEMIG sob o n° 77/08.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formagédo de um
pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formagdo de hematomas, a coleta de
sangue sera realizada por um profissional experiente. Serdo utilizados agulhas e tubos
descartaveis.

Seu nome e os resultados dos exames serao mantidos em segredo.

Esclarecemos que caso ndo queira participar deste estudo, nao havera
nenhum problema.

Para qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com
as pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estao abaixo relacionados.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Professores responsaveis:

Luci Maria Sant'Ana Dusse — telefone: 3409-6880

Karina Braga Gomes Borges — telefone: 3409-4983

Ana Paula Salles Moura Fernandes — telefone: 3409-6884
Maria das Gragas Carvalho — telefone: 3409-6881

Lara Carvalho Godoi — telefone: 3409-6900

Comité de Etica em Pesquisa — CEP: Alameda Vereador Alvaro Celso, n°. 100 — Santa
Efigénia — Belo Horizonte — Minas Gerais. CEP 30150-260. Telefone: 3239-9500.

NOME:

Carteira de identidade:

Assinatura: DATA: / /

Agradecemos sua valiosa participagao!
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ANEXO H - Fichas clinicas dos grupos |, Il e lll

FICHA CLINICA

Projeto: “PRE-ECLAMPSIA E POLIMORFISMOS NOS GENES DO FATOR VII E DO
RECEPTOR DE ESTROGENIO”

Data:
Grupo 1: Pré-eclampsia | Paciente n2:
Diagnéstico de pré-eclampsia dado em: / /

Médico responsavel:

1. Identificacao

Nome:

Prontuario numero:

Nacionalidade: Naturalidade:

Data de nascimento: Idade:

Estado civil: Escolaridade:

Endereco:

Rua/Avenida:

Numero: Complemento:
Bairro: Cidade:

CEP: Estado:

Telefone: ( )

2. Anamnese

Presenca de doencas intercorrentes? (disturbios da coagulagdo, doencas cardiovasculares, doengas renais,
doengas autoimunes, doengas hepaticas, diabetes, cancer, sangramento, pré-eclampsia na familia, complicagdes em gravidez
anterior)

Fumante? [J SIM [ NAO

Consumo de alcool? [1SIM [ NAO | Quantidade:
Pratica exercicio fisico? [J SIM [J NAO
Freqliiéncia: | Modalidade:

3. Informagoes sobre a(s) gestagao(oes)

Idade gestacional: semanas

Pré-natal? (JSIM [J NAO

Gravidez multipla? (1 SIM [ NAO

GPA (Gravidez Parto Aborto): / /

Mesmo pai?

Partos vaginal (PN) ou cirurgico (PC)?

Intervalo interpartal (meses):

Parto prematuro?

Filhos vivos:

Principais queixas:

[] Cefaléia [ Epigastralgia L] Escotoma [ Reflexo patelar

] Outros

4, Uso de medicamentos

[ Nifedipina L] Metildopa [] Sulfato de magnésio
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] Outros

5. Informagdes clinicas e laboratoriais

Altura: cm

Peso: Kg

Ganho de peso na gravidez: Kg

Exames laboratoriais:
Data da realizacdo:

Hm: TGO:
Hb: TGP:
Ht: Bilirrubina total:
Global: Bilirrubina direta:
N.b Bilirrubina indireta:
N.S Ac. Urico:
E LDH:
B Outros:
L
M
Plaquetas:
Pressdo arterial:
Acompanhamento:
Data e hordrio Pressao arterial Proteinuria (24 horas) Edema
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FICHA CLINICA

Projeto: “PRE-ECLAMPSIA E POLIMORFISMOS NOS GENES DO FATOR VIl E DO
RECEPTOR DE ESTROGENIO”

Data:

Grupo 2: Normotensas Paciente n2:

1. Identificagao

Nome:

Prontuario nimero:

Nacionalidade: Naturalidade:
Data de nascimento: Idade:

Estado civil: Escolaridade:
Endereco:

Rua/Avenida:

Numero: Complemento:
Bairro: Cidade:
CEP: Estado:

Telefone: ( )

2. Anamnese

Presenca de doencas intercorrentes? (disturbios da coagulagdo, doengas cardiovasculares, doengas renais,
doengas autoimunes, doengas hepaticas, diabetes, cancer, sangramento, pré-eclampsia na familia, complicagdes em gravidez
anterior)

Fumante? [1SIM [ NAO

Consumo de alcool? [ SIM [ NAO | Quantidade:
Pratica exercicio fisico? [J SIM [ NAO

Freqliéncia: | Modalidade:
3. Informacgodes sobre a(s) gestagao(oes)

Idade gestacional: semanas

Pré-natal? [ SIM [ NAO

Gravidez multipla? [J SIM [J NAO

GPA (Gravidez Parto Aborto). / /

Mesmo pai?

Partos vaginal (PN) ou cirurgico (PC)?

Intervalo interpartal (meses):

Parto prematuro?

Filhos vivos:

4. Uso de medicamentos? [J SIM [J NAO

SE SIM. Quais medicamentos?

5. Informacgoes clinicas

Altura: cm

Peso: Kg

Ganho de peso na gravidez:

Pressdo arterial: / mmHg
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FICHA CLINICA

Projeto: “PRE-ECLAMPSIA E POLIMORFISMOS NOS GENES DO FATOR VII E DO
RECEPTOR DE ESTROGENIO”

Data:

Grupo: 3 - Mulheres ndo gestantes | Paciente ne:

1. Identificacao

Nome:

Nacionalidade: Naturalidade:
Data de nascimento: Idade:

Estado civil: Escolaridade:
Endereco:

Rua/Avenida:

Numero: Complemento:
Bairro: Cidade:
CEP: Estado:

Telefone: ( )

2. Anamnese

Presenca de doencas intercorrentes? (disturbios da coagulagdo, doengas cardiovasculares, doengas renais,
doengas autoimunes, doengas hepadticas, diabetes, cancer, sangramento, histéria familiar)

Fumante? [J SIM [ NAO

Consumo de alcool? [1SIM [ NAO | Quantidade:
Pratica exercicio fisico? [J SIM ] NAO
Freqliiéncia: | Modalidade:

Uso de medicamentos? [1SIM [ NAO

SE SIM. Quais medicamentos?

Gestacoes? [1SIM [ NAO

Se SIM. Quantas?

Intercorréncias durante a gestacéo? (hipertensdo, pré-eclampsia, aborto, parto prematuro)

3. Exame fisico

Altura: cm
Peso: Kg
IMC:

Pressao arterial: / mmHg

131



