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RESUMO

BARBOSA, Camila Rodrigues de Melo. Imunorregulacéo da pré-eclampsia:
polimorfismo da regido promotora do gene hla-g e niveis sorolégicos de sHLA-G
associados a gravidade da doenca. 2022. Dissertacao (Mestrado em Biociéncias e
Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacgéo Oswaldo Cruz,
Recife, 2022.

A gravidez humana é permeada por mecanismos de adaptacéo envolvendo o sistema
imunolégico que modula sua resposta para que a presenca do feto seja tolerada,
apesar da expressdo de antigenos paternos. HLA-G é uma molécula do MHC de
classe-l ndo-classica e na gravidez € expressa em altos niveis na placenta. O baixo
grau de polimorfismo do HLA-G sugere que ele desempenha papel na inducdo da
tolerdncia imunoldgica, pois niveis baixos foram vistos em mulheres com pré-
eclampsia (PE). O objetivo da pesquisa foi estudar a associacao dos niveis de sHLA-
G com polimorfismos da regido promotora do gene HLA-G nas gestantes com PE
relacionando a gravidade da doenca. 151 gestantes participaram da pesquisa, onde
foi realizado avaliacdo epidemioldgica, estudo genético e imunoldgico. 61,5% das
pacientes tinham PE grave, 30,4% PE sem gravidade e 7,6% sindrome hellp. Na
admissao as gestantes com sindrome hellp apresentaram alteragcdo nas taxas de
plaquetas (p=0,0367), ureia (0,0478), acido urico (0,0061), TGO (p<0,0001), TGP
(p<0,0001) e DHL (p<0,0001), com valores superiores aos da PE grave e PE sem
gravidade demonstrando risco de desenvolver formas graves. A analise genética do
promotor do gene HLA-G para o sitio -486 A/A possivelmente esta relacionada ao
aumento do risco de desenvolver PE e a presenca do alelo -1138 A esta associada a
um risco 3 vezes maior de apresentar a forma grave da doenca. Foi identificado que
o haplétipo HLA-G -509CC/-400GG/-391GG foi associado a protecéo contra a doenca
(p=0,0184), enquanto o HLA-G -1138AA/-400GG esta relacionado a formas graves
(p=0,0246). Foi observado maiores niveis de sHLA-G na admissédo em relacdo ao pos-
parto, e ndo houve diferenca nos niveis de sHLA-G nas pacientes com PE grave,
incluindo a sindrome hellp nas gestantes que usaram corticoide. Este estudo ressaltou
a importancia das plaquetas, ureia, acido urico, TGO, TGP e HDL como marcadores
de risco para gravidade da doenca durante a admissdo da paciente no servico de
saude.

Palavras-chave: pré-eclampsia; antigenos HLA-G; glicocorticoéides.



ABSTRACT

BARBOSA, Camila Rodrigues de Melo. Immunorregulation of preeclampsia:
polymorphism of the promoter region of the hla-g gene and serological levels of
SHLA-G associated with disease severity. 2022. Dissertation (Master in Biosciences
and Biotechnology in Health) - Aggeu Magalhaes Institute, Oswaldo Cruz Fundation,
Recife, 2022.

Human pregnancy is permeated by adaptation mechanisms involving the immune
system that modulates its response so that the presence of the fetus is tolerated,
despite the expression of paternal antigens. HLA-G is a non-classical class-1 MHC
molecule and in pregnancy it is expressed at high levels in the placenta. The low
degree of HLA-G polymorphism suggests that it plays a role in inducing immune
tolerance, as low levels have been seen in women with preeclampsia. The objective
of the research was to study the association of SHLA-G levels with polymorphisms of
the promoter region of the HLA-G gene in pregnant women with preeclampsia relating
to the severity of the disease. 151 pregnant women participated in the research, where
an epidemiological assessment, genetic and immunological study was carried out.
61.5% of patients had severe PE, 30.4% had no severe PE and 7.6% had hellp
syndrome. At admission, pregnant women with hellp syndrome showed changes in
platelet rates (p=0.0367), urea (0.0478), uric acid (0.0061), TGO (p<0.0001), TGP (p<0
.0001) and LDH (p<0.0001), with values higher than those of severe PE and non-
severe PE, demonstrating a risk of developing severe forms. The genetic analysis of
the promoter of the HLA-G gene for the -486 A/A site is possibly related to an increased
risk of developing PE, and the presence of the -1138 A allele is associated with a 3-
fold increased risk of having the severe form of PE. illness. It was identified that the
HLA-G -509CC/-400GG/-391GG haplotype was associated with protection against the
disease (p=0.0184), while the HLA-G -1138AA/-400GG is related to severe forms (p=0
.0246). Higher sHLA-G levels were observed at admission compared to postpartum,
and there was no difference in sHLA-G levels in patients with severe PE, including
hellp syndrome in pregnant women who used corticosteroids. This study highlighted
the importance of platelets, urea, uric acid, TGO, TGP and HDL as risk markers for
disease severity during patient admission to the health service.

Keywords: Pre-eclampsia, HLA-G Antigens, Glucocorticoids
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1 REFFERENCIAL TEORICO

1.1 ALTERACOES FISIOLOGICAS DA GESTACAO

A gravidez consiste no desenvolvimento e crescimento de um ou mais
embrides dentro do Utero materno, cujo processo requer inimeras alteragdes no corpo
da mulher, de abrangéncia fisica, enddcrina, psicoldgica e imunolbgica, com o objetivo
de evitar a rejeicdo do feto, mantendo-o durante todo o periodo de formacao no
organismo (SHERER; POSILLICO; SCHWARZ, 2018; WATANABE et al., 2014).

Dentre as alteragbes fisicas, o aumento de tamanho dos varios 6rgaos
sexuais, como o utero (passa de 50g para 1.100g aproximadamente), e as mamas
(quase dobram de tamanho) sdo as mais evidentes. Além disso, os diversos
hormoénios circulantes podem resultar no desenvolvimento de edema, acne e tragos
masculinos ou acromegalicos. Em média, a gestante engorda durante a gravidez 11
a 15 kg, e grande parte deste ganho de peso ocorre durante os dois ultimos trimestres
(HALL; GUYTON, 2017).

Além das alteracdes fisicas, a gestacdo é caracterizada por um periodo de
mudancas hormonais, que estdo associadas a ansiedade e desordens de humor,
podendo contribuir para aumento de morbidade e mortalidade materno-fetal. A
exposicao a eventos estressantes durante o desenvolvimento gestacional pode induzir
alteracoes duradouras nos sistemas neuroenddécrino e comportamental, tornando-se
fator de risco para abortos, nascimentos prematuros e bebés com baixo peso ao
nascer, e transtorno depressivo materno (MARCUS; HERINGHAUSEN, 2009;
SHERER; POSILLICO; SCHWARZ, 2018).

Neste periodo de modificacbes, os horménios corticosteroides participam das
alteracdes enddcrinas caracteristicas da gestacao, regulando muitos dos processos
necessarios para a implantacdo bem-sucedida do embrido, bem como o crescimento
e posterior desenvolvimento do feto e da placenta. Os mecanismos pelos quais o feto
e a placenta podem ser submetidos a concentracdes aumentadas de glicocorticoides
no utero, podem ser, entre outros, através de administracdo de glicocorticoides
sintéticos a mae (maturacdo pulmonar do feto em gravidez com risco de parto
prematuro), ou devido a elevacao das concentra¢cdes de cortisol materno (comum em

situacdes de estresse). Fisiologicamente, o embrido, placenta e endométrio estdo



expostos ao cortisol derivado tanto das glandulas adrenais maternas quanto fetais
(MICHAEL; PAPAGEORGHIOU, 2008).

Adicionalmente, o Horménio Coridnico Gonadotréfico (HCG) auxilia, por acao
local, a implantacdo do embri&o e diferenciacéo trofoblastica, além de ser fundamental
na manutencao da secrecdo de progesterona pelo corpo liteo até a fase placentaria
da sintese de progesterona, por volta da 8% semana de gestacdo. Ja a possivel
influéncia dos glicocorticoides no aumento da apoptose decidual e placentaria e na
diminuicdo da sintese e sinalizacdo de citocinas pré-inflamatérias sdo algumas acoes
gue impedem o sucesso gestacional no inicio da gravidez (MONDADORI, 2010;
PERSSON et al., 2017).

De acordo com estudos na area de Psiconeuroimunologia (PNI), a exposi¢ao
cronica de um individuo ao estresse, ansiedade e a outros fatores emocionais, como
a depressao, sob a influéncia das alteracdes hormonais, pode alterar a modulacéo do
sistema imunoldgico, alterando também o processo gestacional (DONADIO;
VARGAS, 2015).

1.2 RESPOSTA IMUNE NA GESTACAO

As mudancas imunolégicas observadas no periodo gestacional tém como
principal objetivo evitar a rejeicdo e promover o desenvolvimento do feto, que é
considerado um tecido semi-alogénico, pois contém 50% de material genético paterno
(HUNT, 2009). Por esse motivo, 0 sistema imunologico da gestante deve ser ativo
para proteger tanto a méae e o feto de agentes patdégenos, como também, ser regulado
para que a presenca do feto semi-alogénico seja tolerada, sendo suprimido apesar da
expressdo dos antigenos paternos (PERSSON et al., 2017)

Além disso ainda no inicio da gestacdo, o processo de imunomodulacdo é
essencial devido a intensa proliferacédo celular no utero para formacéo e implantacéo
da placenta e desenvolvimento do concepto, uma vez que mae e embrido/feto sédo
dois seres geneticamente diferentes e que estdo em intimo contato. Portanto,
mecanismos especificos se fazem necessarios para 0 sucesso gestacional (HVIID,
2016; MONDADORI, 2010).

Dentre estes mecanismos, estédo a influéncia da progesterona sobre o sistema

imune da mée participando do bloqueio da proliferacédo de linfocitos, prolongamento
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da sobrevida de aloenxerto, modulag¢éo na producédo de anticorpos além de reducao
na producao de citocinas pro-inflamatérias com a mudanca no perfil de producéo de
citocinas para o tipo Th2 (WILCZYN'SKI, 2005; SZEKERES-BARTHO; HALASZ,
PALKOVICS, 2009).

As células Thl produzem principalmente IFN-y e IL-2, mas n&o IL-4 e IL-5, e
desempenham papel nas respostas imunes celulares contra patégenos intracelulares.
Jéa as células Th2 secretam IL-4, IL-5 e IL-10, mas néo IFN-y, e estdo envolvidas na
imunidade humoral e respostas alérgicas (VIANA, 2009). As subpopula¢ces Thl e
Th2 se regulam mutuamente, sendo que a producao de IL-10 inibe o desenvolvimento
e atividade das células Th1, enquanto estas sédo capazes de inibir o desenvolvimento
de subpopulac¢des Th2 a partir da producéo de IFN-y ( PICCINI, 1998; MONDADORI,
2010).

Este controle é importante para o estabelecimento, manutencéo e regulacéao
das respostas imunes, sendo observado que um padréo efetor Th2 esta associado ao
sucesso gestacional. No entanto, as células Thl participam no processo de
implantacédo e desenvolvimento placentario, portanto é fundamental o equilibrio entre
essas subpopulacdes celulares. Deste modo, € comprovado que tolerancia materna
ao feto durante a gestacéao envolve outros mecanismos, além de uma simples inibicao
da resposta efetora Thl e direcionamento para Th2 (WILCZYN'SKI, 2005; VIANA,
2009; RACKAITYTE, 2020).

A imunomodulacdo na gestacao inclui ainda a remodelacdo da decidua pelas
células dendriticas, participando da angiogénese e vascularizacdo através da
modulacdo do Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Essa remodelacdo
envolve a desorganizacdo da musculatura vascular da artéria espiral. Em seguida, o
endotélio vascular torna-se liquefeito e a membrana elastica se desintegra. Essas
alteracoes séo induzidas principalmente por fatores de crescimento angiogénicos, que
foram produzidos por células NK deciduais e macréfagos. As células NK constituem
menos de 20% dos linfécitos periféricos humanos, mas representam cerca de 70%
dos linfécitos na decidua do primeiro trimestre (POLLARD, 2008; BROSENS, 2019;
XU, 2020).

A presenca de células T regulatorias (Treg), também participa do processo de
imunomodulag&o regulando a resposta imunolégica materna frente ao feto através de
imunossupressdo por células CD4 e CD25 (SAITO; SASAKI; SAKAI, 2005); Essas
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células tem o papel de suprimir a ativacdo, proliferacédo e fungbes efetoras de uma
ampla gama de células imunes e sdo notavelmente abundantes nos 6rgéos linfoides
periféricos durante o segundo trimestre da gestacdo, quando ocorre o inicio da
autoimunidade fetal, coincidindo com o surgimento de células T periféricas,
ressaltando a importancia da tolerancia mediada por Treg para a sobrevivéncia do feto
(STOJANOVSKA, 2020; RACKAITYTE, 2020).

Outros fatores que interferem na imunorregulacdo na gestacéo € a expressao
do Fator Inibit6rio de Leucemia (LIF), citocina que se expressa ao longo da gestacéo
modulando o comportamento do trofoblasto no inicio da gestagdo (PICCINNI et al.,
1998), e a acdo imunossupressora da molécula HLA-G (MANDO et al., 2016), que
seré destacado mais a frente. Desta forma o insucesso gestacional caracterizado pela
rejeicdo do concepto pode estar relacionado a varios fatores em diferentes processos
e vias imunolégicas que ocasiona um desequilibrio na homeostase imunoldgica
(HVIID, 2016; RAJAGOPALAN, 2014) (Figura 1).

Figura 1 - Mecanismos imunoldgicos que atuam na interface materno fetal
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Fonte: Adaptado de Hunt et al. (2009).
Legenda: Adaptacdes que ocorrem no Utero, placenta e feto contribuindo para o
estabelecimento de um ambiente imune privilegiado para o desenvolvimento fetal.
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1.3 EMBRIOLOGIA E FORMACAO DA PLACENTA

A placenta € um 6rgdo exclusivo do periodo gestacional que proporciona a
interface entre mae e feto apresentando fung¢des primordiais como metabolismo (p.ex.
sintese de glicogénio, colesterol e 4cidos graxos), transporte de substancias como
gases, nutrientes além de secrecdo enddcrina de HCG. Sem a realizacdo dessas
funcdes, ndo seria possivel a manutengéo da gravidez e o desenvolvimento do feto
(SANTIAGO, 2013).

Apos a fecundagédo do ovocito secundério pelo espermatozoide € iniciado o
processo continuo de desenvolvimento embrionario humano. O zigoto sofre divisbes
sucessivas levando a formacdo dos blastdmeros e blastocisto e, enfim, a nidacéo
(implantagdo) na parede do utero. Nesse momento, 0 binbmio mée-feto vai se
adaptando as transformacgdes anatémicas, fisiologicas e bioquimicas de uma gravidez
(MOORE; DALLEY, 2014; MONTENEGRO, 2014).

Assim que o blastocisto se implanta no epitélio endometrial, as células do
trofoblasto emitem prolongamentos, as vilosidades coribnicas, que se implantam no
endométrio uterino e iniciam a digestdo enzimatica dos vasos sanguineos, formando
lacunas cheias de sangue materno (Figura 2). O trofoblasto viloso que fica em contato
direto com o sangue materno forma a barreira placentaria entre o tecido materno e o
fetal, dando inicio a formacédo da placenta humana (HENTSCHKE, 2014), onde a
diferenciacdo do trofoblasto € essencial para a implantacdo correta e continua da
invasdo trofoblastica uterina. Durante esse periodo, estruturas extra embrionarias,
como cavidade amniética, saco vitelinico e coribnico, sdo também formadas (HALL;
GUYTON, 2017).

As células do trofoblasto se diferenciam e proliferam rapidamente, dividindo-se
em trés conjuntos principais de células, com funcdes distintas: 1) o sinciciotrofoblasto—
o principal componente enddcrino da placenta, que forma o revestimento epitelial das
vilosidades placentarias, e responsavel pelo transporte de gases, nutrientes,
metabdlitos e pela producédo de horménios (estrogénio, progesterona, glicocorticoides,
Horménio lactogénio placentario — HLP, HCG) que irdo participar no controle
metabdlico fetal, materno e placentario ao longo da gravidez; 2) o citotrofoblasto
viloso, que se prolifera ao longo da gravidez e se funde com o sinciciotrofoblasto

viloso; e 3) o trofoblasto extraviloso, que sdo as células responsaveis pela invasao
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placentéria, de forma a ancorar a placenta a decidua e ao miométrio (BERRY; ATTA,
2016)

Por volta de 18 semanas, o endotélio vascular e as artérias espiraladas passam
a apresentar trofoblasto endovascular incorporado na parede dos vasos. Assim, as
artérias espiraladas se convertem em artérias uteroplacentarias, o que resulta no
circuito hemodindmico de baixa resisténcia entre as artérias radiais e 0 espaco
interviloso ( HALL; GUYTON, 2017).

Na gestacao fisiologica, os efeitos desse fenbmeno sdo a converséo desses
vasos em vasos flexiveis de parede fina que ndo respondem a estimulo vasoconstritor,
permitindo, assim, um maior fluxo sanguineo para a placenta. Entretanto, de forma
gue ainda nao se sabe completamente, a remodelacéo pode estar comprometida tanto
na Pré-eclampsia (PE) como no Crescimento Intrauterino Restrito (CIUR) (MISTRY et
al., 2011). Na PE e no CIUR parece haver uma invaséao trofoblastica deficiente que
nao atinge a zona de juncdo miometrial, deixando intocada a estrutura arterial,
predispondo-a a aterose aguda, com grande limitacdo do fluxo uteroplacentério.
Acredita-se que apenas 10% das artérias espiraladas sofrem remodelacao completa

na pré-eclampsia, nomeando-a de “implantacdo andémala superficial”
(MONTENEGRO, 2014).
Figura 2: Invasao trofoblastica nas artérias espiraladas

Pré-edampsia Gestacao Normal

CELNK ()

Endométrio

Miométrio

Artérias Espiraladas

Fonte: Adaptado de Mondadori (2010).
Legenda: Invasao endovascular do citotrofoblasto nas artérias em espiral: a gestacdo complicada pela
pré-eclampsia (B) apresenta uma vascularizagdo superficial e incorreta, impedindo o suprimento de
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nutrientes e oxigénio adequados ao feto. Ja o Gtero gravidico normal (C), apresenta correta invasao
vascular da decidua e miométrio. O Utero ndo-gravidico (A) ndo apresenta a invasao do citotrofoblasto.

1.4 DISTURBIOS HIPERTENSIVOS NA GESTACAO

A hipertensédo arterial crébnica na gravidez é caracterizada pela ocorréncia de
Hipertensao arterial sistélica (HAS), caracterizada pela Pressdo Arterial (PA) sistélica
maior ou igual a 140 mmHg e/ou PA diastélica maior ou igual a 90 mmHg antes da
gestacdo. Como muitas vezes nao ha registros de medidas de PA antes da gestacao,
considera-se HAS cronica quando ela for constatada no primeiro trimestre da
gestacao ou, no méaximo, até a 202 semana (FEBRASGO, 2017).

J4a, a hipertensdo gestacional é caracterizada pela hipertenséao arterial que
surge pela primeira vez apos a 202 semana da gestacdo, sem estar acompanhada de
nenhum sinal, sintoma ou alteracdo laboratorial que caracterize a PE, que ocorre
guando ha hipertensao arterial associada a proteindria significativa que surge apos a
202 semana de gestacao (exceto na mola hidatiforme, quando a PE pode surgir antes
da 202 semana). Se o0 aumento da presséao arterial e a proteindria ocorrerem apos a
202 semana em uma primigesta com histéria familiar (principalmente irma ou mae) de
PE ou eclampsia, a probabilidade de acerto no diagnéstico de PE sera maior do que
90% (FEBRASGO, 2017; ROBERTS, 2013)

A Pré-eclampsia Grave (PEG) é definida como a PE associada a complicacdes
materno-fetais que sao graves o suficiente para que haja risco iminente de
comprometimento de vida materno-fetal. E considerada grave quando um ou mais dos
seguintes sinais ou sintomas estdo presentes: 1) pressao arterial igual ou acima de
160/110 mmHg, confirmada em pelo menos duas tomadas, com intervalo de seis
horas; 2) proteindria de 5 g ou mais em urina de 24 horas (3 ou 4+ em teste de tira);
3) oliguria ou diurese menor do que 400 ml por dia; 4) sintomatologia de iminéncia de
eclampsia, ou seja, cefaleia, dor epigastrica e transtornos visuais; 5) cianose e edema
pulmonar; além de 6) dor no hipocéndrio direito; 7) trombocitopenia ou plaguetas
abaixo de 100.000/ mm3; 8) anemia hemolitica microangiopatica decorrente da
hemolise; 9) ictericia e/ou elevacdo das enzimas hepaticas e 10) restricdo do
crescimento fetal (FEBRASGO, 2017; KAHHALE; FRANCISCO; ZUGAIB, 2018).
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Nesse contexto, a eclampsia é caracterizada a partir do aparecimento de
convulsbes em uma paciente com PE, devendo ser excluidas epilepsia e outras
doencas convulsivas (ROBERTS, 2013).

Ainda dentro das sindromes hipertensivas esta a sindrome HELLP que foi
descrita inicialmente por Louis Weinstein, em 1982, e é caracterizada pela presenca
de hemodlise, elevacdo de enzimas hepaticas e plaquetopenia, cuja iniciais das
palavras em inglés (Hemolisys, Elevated Liver functions tests e Low Platelet counts)
deram o nome a sindrome (KAHHALE; FRANCISCO; ZUGAIB, 2018).

Sua sintomatologia geralmente é inespecifica, podendo-se encontrar mal-estar,
epigastralgia, nduseas e cefaleia sendo a suspeita de sindrome HELLP a presenca
de trombocitopenia em uma paciente com PE. A sindrome HELLP desenvolve-se em
0,1% a 0,8% de todas as gestacdes e 10% a 20% das gestantes com pré-eclampsia
grave/eclampsia (FEBRASGO, 2017). Um resumo das principais complicacoes

hipertensivas no periodo gestacional pode ser visto no quadro 1.

Tabela 1: Resumo das complica¢cBes hipertensivas obstétricas

SINTOMAS/DIAGNOSTICO

- Pressao arterial 2 140/90 mmHg apd6s 20 semanas de
IG em paciente normotensa antes da gestacgéo;
- Sintomas cerebrais (cefaleia, tonturas, visdo turva,
gravidade escotomas);
- Sintomas digestivos (dor epigastrica ou no quadrante
superior D, nduseas ou vomitos).

Pré-eclampsia sem

- Presséo arterial igual ou acima de 160/110 mmHg;
- Proteinuria de 5 g ou mais em urina de 24 horas;

- Oliguria ou diurese menor do que 400 ml por dia;

- Sintomatologia de iminéncia de eclampsia, ou seja,
cefaléia, dor epigastrica e transtornos visuais;

- Cianose e edema pulmonar;

- Dor no hipocéndrio direito;

- Ictericia e/ou elevacao das enzimas hepaticas

Pré-eclampsia grave

PE grave associada a:
- Hemodlise Microangiopética;

Sindrome Hellp _ _
- Trombocitopenia;

- Funcéo hepatica alterada.

Fonte: A autora, 2022.
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1.5 PRE-ECLAMPSIA

A PE é uma sindrome relacionada com a gestacdo e € uma das principais
complicagdes na gravidez, ocorrendo entre 5% e 10% das gestac¢des. Caracteriza-se
por hipertensdo (maior ou igual a 140 mmHg/ 90 mmHg) identificada pela primeira vez
apos a 202 semana de gestacao em pacientes sem histdria prévia de hipertensédo. Nos
casos de gestante com HAS cronica, a presenca de edema de membros inferiores e
proteinuria confere o diagnostico de PE sobreposta (MONDADORI, 2010).

Apresenta alta taxa de mortalidade materna, principalmente em paises em
desenvolvimento, alcancando indices de até 14%, uma vez que a assisténcia pré-
natal e os cuidados terciarios nessas regides sdo limitados. O diagndstico é
geralmente realizado pela presenca de hipertensdo associada a proteindria nha mae,
contudo, em cerca de 10% a 15% dos casos ndao ha ou nédo séo detectadas essas
caracteristicas (MARTINS; SILVA, 2018).

E uma disfuncdo que pode se manifestar tanto na mée, quanto no feto ou até
mesmo em ambos. Na sindrome materna, as principais complicacfes sdo elevacao
da pressao arterial, proteindria e edema, podendo evoluir para eclampsia, com o
aparecimento de convulsées (BERRY; ATTA, 2016).

O quadro descrito acima leva a diminuicdo do aporte de sangue para o feto
causando restricdo do crescimento fetal, reducdo do liquido amniético e oxigenacao
anormal (sindrome fetal), sendo o modo de apresentacéo e a taxa de progresséo da
doenca variaveis (HENTSCHKE, 2014).

A etiologia e patogénese da doenca envolvem uma combinacao de diversos
fatores, entre eles, materno-fetal e ambientais, porém esses fatores ainda ndo foram
totalmente elucidados (ALVES et al., 2008). Uma das hipoteses da patogénese da PE
€ a teoria imunolégica, que propde a resposta imune materna inadequada a presenca
do feto semi-alogénico que leva a alteracdes patoldgicas precocemente na placenta,
embora os sinais de PE sO se tornem visiveis no terceiro trimestre de gestacéo
(ROKHAFROOZ et al., 2018).

Neste contexto, o reduzido fornecimento de sangue para a placenta explica o
retardo do crescimento fetal associado a doenca, mas ndo explica os diversos

sintomas da sindrome materna. Uma hipdtese amplamente aceita € que a doenca
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ocorra em duas fases, sendo a primeira a invasdo do trofoblasto raso que leva a
perfusdo inadequada do leito placentario, levando a segunda fase, onde a isquemia
placentéaria leva a sindrome materna sistémica através da liberacdo de fatores que
sdo toxicos para as células endoteliais circulantes na gestante. Desta forma, sendo a
placenta o 6rgédo central na patogénese da PE, a sua retirada suprime a manifestacao
da doenca (O’'BRIEN; DAUSSET; CAROSELLA, 2000).

Diante do exposto, existem varios estudos que abordam os aspectos
imunolégicos envolvidos na gestacao, a fim de se buscar uma melhor compreenséao
dos processos que levam a uma gestacdo bem-sucedida ou ao aparecimento de
disfungcdes — como a pré-eclampsia — relacionadas ao sistema imune. Nesses
processos imunologicos que ocorrem durante o periodo gestacional, muitas sao as
células, moléculas e mecanismos moduladores da resposta imune envolvidos na
formacdo de uma extensa e complexa rede de interacdes imunoldgicas, das quais a
molécula do Antigeno Leucocitario Humano (HLA) G tem uma comprovada relevancia
(WERTASCHNIGG et al., 2019).

Ao longo dos anos, muitos estudos tém tentado identificar um marcador de risco
para PE. No entanto, mesmo na falta de consenso, € possivel aconselhar as pacientes
em relacdo ao seu potencial risco de desenvolver a doenca através de sua historia
clinica (REDMAN, 2011; MISTRY, 2011). Os principais fatores de risco para o

desenvolvimento da PE podem ser vistos na figura 3.



Figura 3 — Quadro esquemaético dos fatores de risco para pré-eclampsia
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Fonte: Hentschke (2014)

RR: 1.8 (1.2 -2,6)

1.6 A MOLECULA HLA-G

O HLA-G é uma das moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) de classe | ndo classica, codificada pelo gene HLA-G, localizado no braco curto
do cromossomo humano 6 (regido 6p21.3) e € caracterizado por apresentar baixo
polimorfismo na regido codificante, diversidade genética nas regifes nao codificantes,
funcao distinta em relacdo as demais moléculas HLA classicas de classe I, e varias
isoformas devido a ocorréncia de processamento alternativo do RNA (ALMEIDA,
2017; CAROSELLA et al., 2008).

A HLA-G é a molécula HLA nao-classica mais estudada, descrita pela primeira
vez em 1990, tendo sua distribuicdo tecidual restrita as células trofoblasticas na
placenta, timo, cérnea, ilhotas pancreaticas, precursores eritréides e endoteliais, e
células-tronco mesenquimais. (CAROSELLA et al., 2008; ALVES et al., 2008). O
transcrito primario sofre processamento diferencial gerando diferentes sequencias de

MRNA, sendo responsaveis pela producdo de pelo menos 7 isoformas proteicas,
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sendo 4 proteinas ligadas a membrana celular (HLA-G1, G2, G3, G4) e 3 proteinas
solaveis (HLA-G5, G6, G7) (Figura 4) (CASTELLI et al., 2017; PORTO, 2018).

Figura 4 — O I6cus génico do HLA-G e a expresséo das suas isoformas
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Fonte: Adaptado de Person et al. (2017, traducéo nossa).
Legenda: Localizagdo e organizacdo do gene HLA-G e a expressdo das 7
isoformas proteicas formadas.

Os polimorfismos encontrados na regido codificante do gene HLA-G estdo
distribuidos ao longo da sequéncia que codificam para os trés dominios alfa, enquanto
gue nas moléculas classicas de HLA os polimorfismos estdo concentrados nas fendas
peptidicas, sugerindo que o HLA-G ndo desenvolva a funcdo de apresentacdo de
antigenos, mas que o HLA-G pode desempenhar um papel na inducdo de tolerancia
imunoldgica na interface materno-fetal (VIANNA; 2009; FERREIRA et al., 2017a).

A molécula do HLA-G esta expressa em altos niveis na regido materno-fetal,
atuando como inibidor para as células do sistema imunoldgico, principalmente as
células Natural Killer (NK) (Figura 5). Essa particularidade confere a molécula HLA-G
um efeito modulador da resposta imune ndo apenas na gestacdao, mas também nas
doencas autoimunes e inflamatorias, no cancer e infecgdes virais (HUNT, 2009). Altos

niveis de sHLA-G j& foram descritos em mulheres que apresentaram gestacdes de
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sucesso, sendo estes niveis superiores aos encontrados em mulheres que
apresentaram aborto ou outras complicagcdes como pré-eclampsia (ALEGRE et al.,
2007; LUO et al., 2018).

Figura 5 — Interface materno fetal e expresséo de HLA-G.
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Fonte: Adaptado de Wertaschnigg, 2019 (traducdo pela autora) Legenda: Interface materno
fetal e efeitos da alta expressao de HLA-G versus baixa expressao de HLA-G.

A expressao de HLA-G é regulada principalmente pela regido promotora e pela
regido 3’ nao traduzida do gene (3’'UTR), onde dois mecanismos distintos tém sido
associados a regulacédo de HLA-G: o primeiro refere-se a presenca de uma insercéo
de 14 pares de base (pb) e o outro de guanina na posicéao +3142. A presenca dos 14
pb leva a um evento adicional de processamento de mRNA, que culmina com a
delecao de 92 bases da 3'UTR do RNA mensageiro, e influencia o processamento
diferencial e a estabilidade da molécula (FERREIRA et al., 2017b).

A acédo inibitoria do HLA-G é exercida sobre diferentes tipos celulares. Nas

células NK, o HLA-G tem a funcéo de inibicdo da proliferacdo e funcéo citotoxica,
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regulacdo positiva da expresséo de receptores de inibicdo, aumento da proliferacao
celular e produgao de IFNy, além da secrecéo de fatores pro-angiogénicos e inibicdo
da migracéo transendotelial (MONDADORI, 2010).

Nos linfécitos T CD8+, o HLA-G inibe sua fungéo citotéxica e proliferacdo além
de atuar na formacao de células T regulatérias CD8+. Nos linfécitos T CD4+, o HLA-
G inibe a alorreatividade, proliferacdo e formacédo de células T regulatérias CD4+
(ALVES et al., 2008). Ainda, as Células Apresentadoras de Antigeno (APCs) e Células
Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) sao influenciadas pelo HLA-G através
da inibicdo da maturacao das células dendriticas, da apresentacao de antigeno e de
sua “mobilidade”, inducéo das células T regulatérias, regulacéo positiva da expresséo
de receptores de inibicdo, além da secrecdo de citocinas Th2 (CAROSELLA et al.,
2008; MONDADORI, 2010).

O promotor HLA-G exibe varios sitios polimorficos, regulando a expresséo de
HLA-G atuando de diferentes maneiras. Alguns elementos reguladores alternativos
dentro do promotor do gene HLA-G foram descritos, como o Fator Induzivel por
Hipoxia (HIF), que esta envolvido no controle das respostas celulares a deplecéo de
oxigénio. A expressdo de HLA-G (membrana e soluvel) é 2 vezes aumentada quando
os citotrofoblastos extravilosos sao cultivados sob apenas 2% de oxigénio. O
Elemento de Resposta a Hipoxia (HRE) esta localizado entre as posicoes -242 e -238
(Figura 6), no entanto, a funcionalidade deste elemento néo foi explorada (CASTELLI
et al., 2014).

A expressao de HLA-G pode ser induzida também pela progesterona que é um
horménio esteroide imunomodulador secretado tanto pelo corpo luteo como pela
placenta, permitindo a manutencdo do endométrio e a implantacdo do embrido. O
mecanismo subjacente a esta inducdo é mediada principalmente pela ativacdo do
Receptor de Progesterona (PR) e sua subsequente ligacdo a um Elemento de
Resposta a Progesterona (PRE) encontrado na regido promotora HLA-G (Figura 6)
(CASTELLI et al., 2014).

Dessa forma, tais sitios polimérficos poderiam contribuir para a resposta
inadequada ao corticoide secretado pela placenta, e desta forma esta associado a
susceptibilidade ou protecédo ao desenvolvimento da pré-eclampsia (ALVES, 2016).
Além disso, é possivel que a resposta clinica aos glicocorticoides sintéticos utilizados

na conducdo da gestante com pré-eclampsia seja relacionada a presenca de
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polimorfismo no sitio de ligacdo de corticoides, visto que vérias fung¢des inibitorias do
sistema imune materno sao dependentes dos niveis de HLA-G placentario (AKHTER
et al., 2012).

Figura 6 - Representacéo da regiao promotora do gene HLA-G
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Fonte: Adaptado de Castelli (2014). Legenda: Regido promotora do gene HLA-G mostrando
varios elementos que regulam a expresséo do gene, entre eles o Elemento de Resposta a Progesterona
(PRE) e o Elemento de Resposta a Hipoxia (HRE).

1.7 CORTICOIDE PERINATAL

Os corticosteroides comecaram a ser utilizados em obstetricia com o objetivo
de auxiliar o amadurecimento pulmonar fetal em gestacdes prematuras. A partir de
estudos em animais, comprovou-se atuacdo da droga em pneumacitos tipo Il, que séo
responsaveis pela producdo de surfactante com possivel utilizacdo em humanos. O
desenvolvimento incompleto da arvore brénquica, associado a imaturidade de outros
orgaos, além da deficiéncia de surfactante, responde pelos quadros de insuficiéncia
respiratéria recorrente em recém-nascidos prematuros (NETO; SOUZA; AMORIM,
2010)

A corticoterapia para maturacao pulmonar fetal esta recomendada entre as 24
e as 33 semanas e 6 dias, independentemente da integridade das membranas
amniodticas ou do numero de fetos, em todas as situacdes em que existe risco de

trabalho de parto prematuro nos 7 dias seguintes (AREIA et al., 2018).
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Sua utilizacdo no periodo antenatal estd associada a reducdo ndo apenas na
incidéncia da sindrome de angustia respiratoria no recém-nascido , como também de
outras complicacdes, como hemorragia intraventricular, leucomalécia periventricular,
retinopatia da prematuridade, enterocolite necrotizante, persisténcia do canal arterial
e, principalmente, da mortalidade neonatal (NETO; SOUZA; AMORIM, 2010; PINTO,
2015)

A utilizacdo de corticoide mostrou que recém-nascidos de mées com pré-
eclampsia grave tém os mesmos beneficios com o uso de corticoide entre a 242 e a
342 semana que outros recém-nascidos prematuros, e nao ha aumento da morbidade
materna nem risco elevado de morte fetal, como se acreditava anteriormente (THOM
et al., 2016)

Admite-se, portanto, que a utilizacdo de corticoterapia representa importante
terapéutica, ndo sO pela auséncia de riscos maternos adicionais para morte,
corioamnionite ou sepse puerperal, como também pela diminuicdo de riscos
provenientes da prematuridade, devendo ser administrada também em gestantes com

pré-eclampsia pelo risco de parto prematuro (PINTO, 2015)

A diminuicdo do numero de células NK uterinas pela administracdo de
prednisona, um glicocorticoide sintético, e ativacdo in vitro da secrecdo de HCG
(auxilia, por acéo local, na implantacdo do embrido e na diferenciacao trofoblastica)
pelo trofoblasto promovida por estes glicocorticoides sédo algumas acdes benéficas
gue podem ser mediadas por essas drogas para uma gestacao inicial bem-sucedida
(MONDADORI, 2010).

Os corticosteroides tém sido utilizados para o tratamento de mulheres com
sindrome HELLP, especialmente naquelas com plaquetas abaixo de 50.000/mm3. O
mecanismo de acao sugerido inclui reducdo da adesdo de plaquetas, reducdo na
remocdo pelo baco de plaquetas e aumento na ativacdo de plaquetaria. N&o ha
evidéncia suficiente do impacto da administracéo rotineira de esteroides na sindrome
HELLP, porém o seu uso pode ser justificado em situacfes especiais em que 0

aumento das plaquetas seja importante (FEBRASGO, 2017).
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1.8 EPIDEMIOLOGIA DA ECLAMPSIA

A razdo de mortalidade materna € calculada pelo nimero de 6bitos maternos
por 100.000 nascidos vivos. No Brasil, o ndmero encontrado em 2011 foi de
64,8/100.000. Um estudo de 2016 mostra que as principais causas de mortes
maternas registradas no Brasil foram as desordens hipertensivas (23%), sepse (10%),
hemorragia (8%), complicacdes relacionadas ao aborto (8%) e desordens placentarias
(5%) (MARTINS,2018; MARTINS, 2016)

A PE e eclampsia estdo entre as trés maiores causas de morbidade e
mortalidade materna no mundo, afetando de 2% a 8 % de todas as gestacdes. Ainda
gue nos ultimos 50 anos tenha havido uma diminuicdo nas taxas de eclampsia,
morbidade e mortalidade materna nos paises desenvolvidos, as estatisticas mostram
gue 98% das mortes ocorrem em paises em desenvolvimento e permanecem ainda
muito altas (HENTSCHKE, 2014).

Sabe-se ainda que mais de 10% das mulheres irdo desenvolver PE na sua
primeira gestacdo. Embora a grande maioria dessas pacientes tenha desfechos
favoraveis, essa condicdo pode levar ao aumento de complicacdes sistémicas graves,
como hemorragia cerebral, disfuncdo hepéatica e renal aguda, e ainda edema agudo
de pulméo, assim como descolamento prematuro de placenta, Coagulacdo
Intravascular Disseminada (CIVD), hemolise, hemorragia cerebral, CIUR e morte fetal
(EILAND; NZERUE; FAULKNER, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Uma vez que a pré-eclampsia é a doenca mais comum dentre as sindromes
hipertensivas gestacionais com repercussfes nas mulheres e nos recém-nascidos em
todo o mundo, e por possuir um componente imunolégico, a identificacdo de fatores
genéticos relacionados a modulagcdo da resposta imune podem contribuir para a
avaliacdo da susceptibilidade e gravidade da doenca e o desenvolvimento de

estratégias de prevencao, deteccao precoce e terapéuticas.

Apesar do conhecimento (1) do efeito terapéutico do uso de glicocorticoides no
periodo gestacional trazendo beneficios tanto para a méae quanto para o feto, (2) da
presenca de elemento genético de resposta ao corticoide no promotor do gene HLA-
G, e (3) o fato do sitio de ligacédo do corticoide ao promotor ser polimorfico, ainda nao
existe relatos sobre a associacao de polimorfismo na regido promotora do gene HLA-
G com os niveis de HLA-G em resposta ao uso de corticoide no tratamento da pre-

eclampsia.

Este estudo ira esclarecer se o polimorfismo na regido promotora do gene HLA-
G e os niveis sorologicos de HLA-G esta associado ao aumento da gravidade da
doenca, contribuindo para elucidar questionamentos relacionados aos fatores que
podem interferir na expresséo deste gene, gerando, além de conhecimento cientifico,
a possibilidade de utilizacdo dos achados como marcadores de gravidade da preé-
eclampsia relevantes, diminuido morbidade e mortalidade tanto das gestantes quanto

de seus recém-nascidos.
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3 PERGUNTAS CONDUTORAS

Os niveis de HLA-G soluvel (sHLA-G) estdo associados a presenca de
polimorfismos no promotor do gene HLA-G e a gravidade da pré-eclampsia?

O corticoide utilizado em baixas doses para maturacao pulmonar do Recém-
nascido altera os niveis de sHLA-G materno?
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a associacdo dos niveis soroldgicos de sHLA-G com polimorfismos da
regido promotora do gene HLA-G nas gestantes com pré-eclampsia e relaciona-los a
gravidade da pré-eclampsia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Avaliar as variaveis clinico-epidemiologica e laboratoriais associadas a

gravidade e desfecho da PE;

4.2.2 Identificar sitios polimérficos na regides reguladoras do gene HLA-G associadas

a gravidade da doenca;

4.2.3 Avaliar a diferenca nos niveis de sHLA-G em sangue periférico associada a

gravidade da doenca;

4.2.4 Associar a resposta do uso de corticoide na PE com niveis sanguineos de sHLA-
G.
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5 METODOLOGIA

5.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado em 30/10/2019 pelo Comité de ética em Pesquisa
(CEP) do Aggeu Magalhdes com o CAAE 17910719.1.0000.5190 (Anexo 1), e em
07/11/2019 pelo CEP do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), CAAE 17910719.1.3001.8807 (Anexo 2) conforme
recomendado pela legislacéo brasileira de pesquisa com seres humanos, de acordo
com o Cddigo de Etica, Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde. As
pacientes que aceitaram participar da pesquisa assinaram o Termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

5.2 SELEC}AO DE PACIENTES

A populagéo de estudo foi formada por 151 gestantes maiores de 18 anos,
atendidas no periodo de 01 de abril a 30 de setembro de 2020 no Centro Obstétrico
do HC da UFPE, que é um hospital terciario atuando como hospital-escola e prestador
de servicos medico-hospitalares. O HC conta com um total de 411 leitos, sendo
referéncia em gestacao de alto risco, com 10 leitos no Centro Obstétrico, realizando

uma média de 200 partos mensais.

5.3 DEFINICAO OPERACIONAL DA PRE-ECLAMPSIA
A definicdo operacional da PE foi baseada nos critérios sugeridos pela
Federacéo Brasileira das Associacfes de Ginecologia e Obstetricia (2017) e Diretrizes

Brasileiras de Hipertenséo Arterial (2020), sendo brevemente descrita abaixo:

- PE sem gravidade: PA = 140/90 mmHg apdés 20 semanas de ldade
Gestacional (IG) em paciente normotensa antes da gestacdo; Sintomas cerebrais
(cefaleia, tonturas, visdo turva, escotomas), ou digestivos (dor epigastrica ou no

guadrante superior D, nduseas ou vémitos),

- PE grave: PA =2 160/110 mmHg, em duas aferigdes com 6 horas de intervalo
€ com a paciente em repouso; Disturbios visuais ou cerebrais (cefaleia, visdo borrada,
cegueira, alteracdo do estado mental) persistentes; Dor epigastrica ou no quadrante

superior direito persistente; Proteindria de 24h =5 g ou = 3+ em fita, em duas amostras
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coletadas com intervalo de 4 horas; Oliguria, com volume urindrio < 500 ml/24h;
Insuficiéncia renal (creatinina sérica = 1,2 mg/dl em paciente com fung&o renal normal
prévia); Insuficiéncia hepética (TGO ou TGP > 70 UI//L);

- Sindrome Hellp: PE grave que evolui com exames laboratoriais alterados
como Trombocitopenia (plaguetas < 100.000/uL), elevacao de enzimas hepaticas (o
dobro do basal), comprometimento renal (acima de 1,1 mg/dl ou o dobro do basal) ou
Bilirrubina > 1,2 mg/dl.

5.4 COLETA DE DADOS CLINICOS E AMOSTRAS

A coleta dos dados clinicos foi realizada a partir de questionério (Apéndice B)
semiestruturado aplicado diretamente a paciente pela pesquisadora. Dados referentes
a internacdo assim como resultados de exames foram obtidos através de consulta ao

prontuario médico.

Foram coletados em média 8 mL de sangue materno em tubo contendo EDTA
de cada paciente, na admissédo hospitalar e 24h pds-parto. As amostras foram

processadas no Laboratorio de Imunogenética/lAM/ FIOCRUZ.

Para a analise de variantes genéticas, a distribuicdo de alelos do gene HLA-G
foi comparada com a frequéncia dos alelos do banco de dados de sequenciamento de
mulheres de Pernambuco, sem histérico de doenca autoimune e cancer na familia
doadoras de sangue ou nédo, que voluntariamente participaram como grupo controle

de outras pesquisas desenvolvidas pelo Laboratorio de Imunogenética da Fiocruz-PE.

5.5 FRACIONAMENTO DE CELULAS PERIFERICAS MONONUCLEADAS

A partir da amostra de sangue das pacientes, as células sanguineas foram
fracionadas através do gradiente de Ficoll-Paque™ Plus (Cytiva, Washington, D.C.,
EUA), como indica o fabricante. Apds serem lavadas com Tampao de Fosfato Salino
(PBS) pH 7.2 e centrifugadas a 12.000 x g, elas foram armazenadas em precipitado a
uma temperatura de -80°C até a realizacédo dos ensaios. O plasma obtido também foi

estocado para avaliacdo imunolégica na mesma temperatura.

5.6 EXTRACAO DE DNA GENOMICO HUMANO
O DNA genémico foi isolado das células mononucleares com o reagente
DNAzol (Invitrogen, California - USA), utilizando o protocolo do fabricante. As

amostras foram homogeneizadas em DNAzol e o DNA precipitado com etanol 100%.
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Apés a centrifugacdo a 12.000 x g, o precipitado de DNA foi lavado com etanol 75%
por duas vezes e diluido em 8 MM NaOH. O DNA isolado foi utilizado nos estudos de

variabilidade genética.

57 DETERMINAQAO DO POLIMORFISMO GENETICO

Foi amplificada a regidao 5’UTR do gene HLA-G a partir do DNA gendémico das
pacientes utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os
iniciadores HLAGF 5-ACACTCATAATTCATTCATTCAGC-3’; HLAGR 5-
TCTTCTGATAACACAGGAACTTC -3’ e a enzima DNA-polimerase Primestar ® GXL

DNA Polymerase (Takara Bio Inc, Kusatsu, Shiga, Jap&o), nas condi¢gdes abaixo.

98°C 10 segundos

60°C 15 segundos 35 vezes
68°C 6 minutos

4°C 0 1vez

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% para
confirmacédo da reacéo antes de serem encaminhados para sequenciamento, que foi
realizado de acordo com o protocolo do Big DyeTerminator v3.1, e no equipamento
ABI GeneticAnalyser 3100 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA)

localizado na plataforma tecnoldgica na Fiocruz-PE.

Os cromatogramas obtidos com o0 sequenciamento das regifes de interesse
foram analisados com o programa Lasergene SegMan 7.0 (DNASTAR Inc., Madison,

EUA) para contagem dos SNP (Single nucleotide polymorphism).

As frequéncias genéticas observadas nas gestantes portadoras de doenca
grave, incluindo aquelas com sindrome HELLP, foram comparadas com as
frequéncias observadas nas gestantes apresentando doenca sem gravidade. Ainda
foram comparadas as frequéncias determinadas considerando todas as mulheres com
pré-eclampsia, independente da gravidade da doenca, com as frequéncias em
mulheres saudaveis sem histérico de cancer, doenca autoimune, aborto ou pré-
eclampsia na familia determinadas em estudos anteriores do Laboratério de

Imunogenética da Fiocruz-PE.
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5.8 DETECCAO DE HLA-G SOLUVEL POR ELISA

A deteccdo de HLA-G soluvel (sHLA-G) (isoformas G5 e G6) no plasma foi
realizada utilizando o anticorpo monoclonal anti-HLA-G MEM-G/9 (Exbio, Praga,
Republica Checa) de captura, pelo método de ELISA sanduiche. Uma curva padrédo
de cinco pontos (12,5-200 ng/mL) construida com o antigeno expresso em linhagem
celular M8 foi utilizada para determinar os niveis circulantes de sHLA-G e os

resultados foram expressos em ng/mL.

6 ANALISE ESTATISTICA E PROCESSAMENTO DE DADOS

As variaveis clinicas, epidemiolégicas e laboratoriais foram descritas com
medidas de dispersao central para as variaveis continuas e por valores absolutos e
percentuais de contagem para as variaveis categoricas, estimadas com o programa
GraphPad Prism (versdao 5.0, San Diego, CA, EUA), e o programa R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020). As frequéncias alélicas e genotipicas também
foram analisadas com o programa R. Para todos os resultados, os valores de P<0,05

séo considerados significativos.

As normalidades dos dados numéricos foram determinadas com teste de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro Wilk. A analise das diferencas de médias ou medianas
utilizou testes para amostras pareadas e nao pareadas considerando o numero de
grupos de comparacao de dois ou superior a dois.

As variaveis ndo normais e nao pareadas foram analisadas pelo teste de mann
whitney ou kruskall wallis de acordo com o niumero de grupos analisados, enquanto

as amostras pareadas foram analisadas com o teste de wilcoxon ou ANOVA.
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7 RESULTADOS

7.1 PERFIL DA POPULACAO DE ESTUDO:

Dentre as 151 pacientes do estudo, 93 gestantes tinham o diagnostico de PE
grave (61,5%), 46 PE sem gravidade (30,4%) e 12 pacientes foram diagnosticadas
com sindrome hellp (7,6%). A maioria das pacientes se identificaram como sendo de
cor parda (84,2%), sdo casadas/unido estavel (68,67%), tém ensino médio completo
(56,6%) e a maioria delas refere ndo ter nenhuma fonte de renda (4,8%), referindo

como ocupacao principal ser dona de casa (Tabela 2).

Tabela 2: Perfil sociodemografico da populacéo de estudo

Variaveis N %
Diagnostico Final
Sindrome Hellp 12 7,64
Pré eclampsia grave 93 61,59
Pré eclampsia sem
gravidade 46 30,46
Cor
1. Branca 10 7,14
2. Preta 12 8,57
3. Parda 118 84,29
Estado Civil
1. Solteira 46 30,67
2. Casada/Uniao estavel 103 68,67
3. Separada 1 0,67
Escolaridade
2. 12 a 42 série 17 11,33
3. 5% a 82 série 38 25,33
4, Médio 85 56,67
5. Superior incompleto 6 4,00
6. Superior completo 4 2,67
Renda Mensal
1. Nenhuma renda 65 44,83
2. Até 2 salarios minimos 51 35,17
3. De 2 a 4 salarios minimos 29 20,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: niumero de participantes deste estudo.
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A maioria das pacientes referiram nao ser portadora de diabetes (95,3%), n&o
ser hipertensa antes da gestacdo (86%), ndo apresentar histérico de PE (83,3%),
eclampsia (97%) e asma (98%) (Tabela 3).

Tabela 3: Comorbidades da populacéo de estudo

Variaveis N %
Diabetes

1. Sim 7 4,67

2. Nao 143 95,33
HAS Antes Gestacéao

1. Sim 21 14,00

2. Nao 129 86,00
Pré Eclampsia

1. Sim 25 16,67

2. Nao 125 83,33
Eclampsia

1. Sim 3 2,03

2. Nao 145 97,97
Asma

1. Sim 3 2,00

2. Néao 147 98,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: niumero de participantes deste estudo.

Em relacéo ao histérico familiar, 82,6% das pacientes referiram ter pai ou méae
diabéticos (82,6%), hipertensos (91,3%) e mae/irmad com PE (44,2%) e eclampsia
(2%) (Tabela 4).

Tabela 4. Comorbidades familiares da populacdo de estudo

Variaveis N %
Diabetes
1. Sim 123 82,69
2. Nao 27 18,00
Hipertensao
1. Sim 137 91,33
2. Nao 13 8,67
Pré Eclampsia
1. Sim 62 44,22
2. Nao 82 55,78
Eclampsia
1. Sim 3 2,10
2. Nao 140 97,90

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: niumero de participantes deste estudo.
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As principais queixas descritas pelas pacientes no momento da admisséo
foram: cefaleia, relatada por 88,8% das pacientes, seguido de enjoo e vOmito com
40,4% e epigastralgia que foi declarada por 24,8%. Apds exame fisico realizado na
admissao, foi registrado em prontuario que 92,7% das pacientes apresentavam
edema em membros inferiores (MMII) (Tabela 5).

Tabela 5: Sinais e sintomas identificados na admissao

Variaveis N %
Edema MMII

1. Sim 140 92,72

2. Nao 11 7,28
Escotomas

1. Sim 33 22,45

2. Nao 114 77,55
Hemorragia

1. Sim 2 1,36

2. Nao 145 98,64
Epigastralgia

1. Sim 37 24,83

2. Néao 112 75,17
Convulséo

1. Sim 1 0,69

2. Néao 144 99,31
Cefaleia

1. Sim 133 88,08

2. Néao 18 11,92
Dispneia

1. Sim 9 6,21

2. Néao 136 93,79
Turvacéo Visual

1. Sim 17 11,72

2. Néao 128 88,28
Enjoo / Vémito

1. Sim 59 40,41

2. Néao 87 59,59

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: niumero de participantes deste estudo.
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No que diz respeito ao parto atual e condi¢cdes de nascimento do recém-nascido
(RN), observamos que 70,4% dos partos aconteceram por via cirirgica e que a grande
maioria dos RN’s n&o apresentaram intercorréncias como necessidade de
reanimacao, uso de ventilagdo por pressao, aspiracao de vias aéreas nem intubacao

orotraqueal (Tabela 6).

Tabela 6: Histéria do parto atual e condi¢cdes de nascimento do RN

Variaveis N %
Tipo de Parto

1. Vaginal 44 29,53

2. Cesarea 105 70,47
Sexo do RN

1. Masculino 74 50,00

2. Feminino 74 50,00
Baixo Peso

1. <2500 24 16,11

2.22500 125 83,89
Reanimacédo Neonatal

1. Sim 4 2,72

2. Néao 143 97,28
Ventilagcédo Presséao

1. Sim 20 13,61

2. Néao 127 86,39
Intubac&o Orotraqueal

1. Sim 2 1,36

2. Néao 145 98,64
Aspiracdo Vias Aéreas

1. Sim 25 17,61

2. Néao 117 82,39

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: niumero de participantes deste estudo.
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7.2 VARIAVEIS CLINICAS E LABORATORIAIS ASSOCIADAS A GRAVIDADE DA
PRE-ECLAMPSIA

De acordo com a analise das pacientes que participaram do estudo, a idade
das gestantes (média de 27,5 anos) ndo esteve associada a gravidade da doenca
(p=0,4820). As gestantes com formas graves da pré-eclampsia na admisséo
hospitalar apresentaram menores idades gestacionais, sendo para a sindrome hellp,
PE grave e PE sem gravidade, respectivamente 34, 37 e 38 semanas (p=0.0018).

Constatou-se que a pressao sistélica na admisséo foi significativamente maior
na gestante com sindrome hellp e PE grave em relacdo a PE sem gravidade (167 x
160 x 148, p<00001), e que o histérico de hipertenséo arterial (p=0,0002) e de diabetes
(p=0,0492) aumenta o risco para desenvolvimento de sindrome hellp (Tabela 7).

Apesar da proporcdo de gestantes com historico de pré-eclampsia ter
aumentado nas gestantes com formas grave da doenca atual, ndo ha uma relacéo

significativa entre a ocorréncia de pré-eclampsia em gestac0es pregressa e futura.

Tabela 7: Associacdo de comorbidades a gravidade da pré-eclampsia

Diagnostico Final

L Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia
Variaveis . p
Hellp grave sem gravidade
N % N % N %
HAS anterior
1. Sim 5 41,67 5 5,43 11 23,91
2. Nao 7 58,33 90 94,57 35 76,09 0,0002
PE anterior
1. Sim 4 33,33 16 17,39 5 10,87
2. Nao 8 66,67 76 82,61 41 89,13 0,1633
Diabetes
anterior
1. Sim 2 16,67 2 2,17 3 6,52
2. Nao 10 83,33 90 97,83 43 93,48 0,0492

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: numero de participantes deste estudo. P foi
estimado pelo teste exato de Fisher.
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Analisando os sintomas apresentados pelas pacientes, a presenca de
escotomas (p=0,0011), epigastralgia (p< 0,0001) e turvacado visual (p=0,0022) foi
associada a manifestacdo da sindrome hellp e PE grave comparada a PE sem
gravidade. Adicionalmente, a hemorragia (p=0,0062) e a cefaleia (p=0,0003) foram
sintomas associados a manifestacdo de sindrome hellp (Tabela 8).

Tabela 8: Caracteristicas clinicas associadas a gravidade da pré-eclampsia

Diagnéstico Final

o Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia
Variaveis :
Hellp grave sem gravidade
N % N % N %
Escotomas
1. Sim 6 50 24 26,67 3 6,67
2. Nao 6 50 66 73,33 42 93,33 0,0011
Hemorragia
1. Sim 2 16,67 0 0 0 0
2. Nao 10 83,33 90 100 45 100 0,0062
Epigastralgia
1. Sim 9 75 24 26,37 4 8,7
2. Nao 3 25 67 73,63 42 91,3 < 0,0001
Cefaleia
1. Sim 12 100 88 94,62 33 71,74
2. Nao 0 0 5 5,38 13 28,26 0,0003
Turvacéo Visual
1. Sim 5 41,67 11 12,36 1 2,27
2. Nao 7 58,33 78 87,64 43 97,73 0,0022

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: niUmero de participantes deste estudo. P foi
estimado pelo teste exato de Fisher.

Os niveis de hemoglobina, hematdcrito, plaguetas, ureia, creatinina, acido Urico
e bilirrubina das gestantes estavam dentro da normalidade. O valor médio de
plaquetas e ureia, e a mediana do acido urico apresentou diferencas estatisticas entre
as diferentes formas clinicas, com a sindrome hellp apresentando menor valor de
plaquetas e maior valor de ureia e &cido Urico. Na admissdo as gestantes com
sindrome hellp apresentou alteracdo nas taxas de TGO, TGP e DHL, com valores
superiores aos da PE grave e da PE sem gravidade (Tabela 9). Avaliando o pés-parto,
as plaquetas ainda estavam alteradas em pacientes com PE grave. TGO e DHL
mantiveram alteracdo poés-parto na PE grave e Sindrome hellp, apresentando

diferenca estatistica significativa nas plaquetas e TGO (Tabela 10).
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Tabela 9: Associacdo de variaveis laboratoriais da gestante na admissdo com a gravidade da pré-eclampsia.

Variavel Laboratorial N Min Max Média Mediana Desvio EP Valor de pl Valgg de Significancia**

Plaquetas 148 49.000 427.000 230.331,1 229.000 61.247,1 5.034,5
Sindrome Hellp 12 96.000 322.000 186.916,7 173.000 68.235,5 19.697,9 1vs2
PE grave 91 49.000 400.000 232.626,4 230.000 58.633,5 6.146,5 1vs3
PE sem gravidade 45 118.000 427.000 237.266,7 226.000 61.337,2 9.143,6 0,7711 0,0367

Ureia 144 0,5 46,8 19,4 19,0 7,5 0,6
Sindrome Hellp 12 17,4 34,9 24,4 22,5 59 1,7
PE grave 88 0,5 46,8 18,8 18,2 7,9 0,8 1vs?2
PE sem gravidade 44 9,3 36,9 19,2 18,2 6,6 1,0 0,2517 0,0478

Acido Urico 144 2,2 40,9 52 4,9 3,3 0,3
Sindrome Hellp 12 3,0 11,3 6,2 6,0 2,0 0,6 1vs?2
PE grave 88 2,2 8,4 50 4,8 1.4 0,1 1vs3
PE sem gravidade 44 2,5 40,9 55 4,5 5,6 0,9 < 0,0001* 0,0061

TGO 144 8,1 429,2 31,0 20,4 46,4 3,9
Sindrome Hellp 12 8,1 265,9 77,4 37,0 77,0 22,2 1v2
PE grave 89 10,0 429,2 30,3 20,5 48,9 52 1vs3
PE sem gravidade 43 9,3 39,9 19,5 18,0 6,4 1,0 < 0,0001* 0,0002

TGP 143 4,6 278,9 22,4 12,8 35,9 3,0
Sindrome Hellp 12 7,7 278,9 72,3 47,2 80,4 23,2 1vs2
PE grave 88 4,6 260,2 19,5 12,6 29,1 3,1 1vs3
PE sem gravidade 43 5,6 64,9 14,3 11,6 10,9 1,7 < 0,0001* 0,0002

DHL 139 268,1 2116,9 4822 438,7 193,6 16,4
Sindrome Hellp 11 364,8 11804 612,7 571,4 243,3 73,4 1vs2
PE grave 85 268,1 2116,9 4836 446,9 215,3 23,4 1vs3
PE sem gravidade 43 2784 7517 445,9 426,6 102,6 15,7 < 0,0001* 0,0441

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Valores de referéncia: Plaquetas (150.000 — 450.000 pL); Ureia (10 a 50 mg/dL); Acido urico (3,0 a 7,0mg/dL) TGO (até
25U/L); TGP (até 55 U/L); Desidrogenase lactea (DHL, 250 a 450mg/dL). EP: erro padréo; pl=resultado teste de normalidade, sendo (*) indicativo de variavel
paramétrica. p2 = varidvel ndo paramétrica com p=< 0,05; Significancia € o resultado do pés teste. ** Diferencas significativas entre os grupos de estudo, 1 ou
Sindrome Hellp, 2 ou PE grave, e 3 ou PE sem gravidade.
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Variavel Laboratorial N Min Max Média Mediana Desvio EP Valor de pl Valor de p2 SignificaAncia**
Plaguetas 57 77000,0 1698000,0 257175,4 217000,0 216824,6 28719,1
Sindrome Hellp 10 108000,0 289000,0 155600,0 137000,0 52673,4 16656,8 lvs?2
PE grave 37 77000,0 588000,0 259432,4 246000,0 97377,4 16008,8
PE sem gravidade 10 101000,0 1698000,0 350400,0 204000,0 480290,9 151881,3 < 0,0001* 0,0010
Ureia 49 14,6 52,7 26,69 25 8,18 1,17
Sindrome Hellp 9 19,1 34,2 29,54 31,5 5,06 1,69
PE grave 30 14,6 52,7 26,77 25,7 8,63 1,58
PE sem gravidade 10 14,8 43,2 23,9 22,45 8,79 2,78 0,2355 0,3310
Acido Urico 44 2,8 8,5 51 5,1 1,3 0,2
Sindrome Hellp 9 3,3 8,4 5,7 5,5 1,5 0,5
PE grave 26 2,8 8,5 5,0 4,8 1,4 0,3
PE sem gravidade 9 41 6,5 5,0 5,2 0,8 0,3 0,1368 0,3930
TGO 48 10,6 155,3 30,12 26,15 22,02 3,18
Sindrome Hellp 10 19,0 155,3 44,7 31,6 39,8 12,6 lvs2
PE grave 29 10,6 79,8 26,9 24,2 13,3 2,5 1vs3
PE sem gravidade 9 10,8 42,4 24,3 22,6 10,0 3,3 < 0,0001* 0,0517
TGP 49 1,0 113,0 27,8 16,4 24,5 3,5
Sindrome Hellp 10 11,6 113,0 44,1 31,2 31,0 9,8 lvs2
PE grave 30 1,0 93,4 23,7 14,8 21,8 4,0
PE sem gravidade 9 7,0 67,9 23,0 15,6 19,6 6,5 0,3072 0,0584
DHL 25 295,8 691,5 479,5 479,0 108,7 21,8
Sindrome Hellp 4 434,8 549,7 492,4 492,5 49,4 24,7
PE grave 14 295,8 691,5 493,4 489,6 121,3 32,4
PE sem gravidade 7 313,8 621,1 4443 405,2 110,5 41,8 0,2933 0,6210

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Valores de referéncia: Plaquetas (150.000 — 450.000 pL); Ureia (10 a 50 mg/dL); Acido urico (3,0 a 7,0mg/dL) TGO (até
25U/L); TGP (até 55 U/L); Desidrogenase lactea (DHL, 250 a 450mg/dL). EP: erro padréo; pl=resultado teste de normalidade, sendo (*) indicativo de variavel
paramétrica. p2 = varidvel ndo paramétrica com p=< 0,05; SignificAncia é o resultado do péds teste. ** Diferencas significativas entre os grupos de estudo, 1 ou
Sindrome Hellp, 2 ou PE grave, e 3 ou PE sem gravidade.
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Quanto aos recém-nascidos, aqueles de maes com quadro de sindrome hellp
apresentaram uma maior frequéncia de RNs de baixo peso ao nascer (50%, p=0,0095)
comparados a PE grave (14%) e PE sem gravidade (11%), com maior necessidade
de intervencBes durante o parto, como aspiracdo de vias aéreas (p=0,0017),
ventilagéo por pressédo (p=0,0032) e reanimacgéo neonatal (p=0,0335) (Tabela 11).

Tabela 11: Associacao de variaveis neonatais com gravidade da pré-eclampsia.

Diagnéstico Final p
Pré
Variaveis Sindrome eclampsia  Pré eclampsia
Hellp grave sem gravidade
N % N % N %
Baixo Peso
1. <2500 6 50 13 14,29 5 10,87
2. 22500 6 50 78 8571 41 89,13 0,0095
Reanimacé&o Neonatal
1. Sim 2 18,18 2 2,22 0 0
2. Nao 9 81,82 82 97,78 46 100 0,0335
Ventilagcdo Presséao
1. Sim 5 4545 12 13,33 3 6,52
2. Nao 6 5455 78 86,67 43 93,48 0,0032
Aspiracdo Vias Aéreas
1. Sim 6 5455 16 18,6 3 6,67
2. Nao 5 4545 70 81,4 42 93,33 0,0017

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: nimero de participantes deste estudo. P foi

estimado pelo teste exato de Fisher.

7.3 COMPORTAMENTO DAS VARIAVEIS LABORATORIAIS NA EVOLUCAO DA
PRE-ECLAMPSIA

A analise do perfil dos marcadores sollUveis na gestante a admissao e no pés-
parto considerou os valores de referéncia das variaveis, devido a possibilidade de
reducdo significativa de valores na faixa de normalidade, e ndo significativas de
valores alterados nos dois momentos.

As analises comparativas dos marcadores hematolégicos, renais e hepaticos

no pré-parto e pés-parto das pacientes com sindrome hellp mostraram a reducao
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significativa dos niveis de hemoglobina (p=0.0002) e hematdcrito (p=0.0001) para
niveis inferiores aos de referéncia, mantendo niveis de plaquetas abaixo do valor de
referéncia identificados ao diagndstico. A funcao renal manteve-se conservada com
niveis de ureia e creatinina dentro da normalidade. Por outro lado, apesar da
significativa reducdo dos valores séricos das enzimas hepéticas TGO, TGP e DHL,
apos o parto, 0s seus niveis permaneceram acima dos valores de referéncia
denotando o comprometimento da funcéo hepatica (Tabela 12).

Tabela 12: Evolucao das variaveis laboratoriais no pés-parto da Sindrome hellp

SINDROME HELLP

VARIAVEIS LABORATORIAIS DA

. . .
GESTANTE Min Max Média/mediana p
Hemoglobina (g/dL) pré-parto 9,9 16,8 12,8 0.0002
Hemoglobina Pés-parto 6,3 12,7 9,3 '
Hematécrito (%) pré-parto 30,0 50,7 38,6 0.0001
Hematdcrito pos-parto 19,0 38,0 27,8 '
Plaquetas (uL) pré-parto 96.000 322.000 149.000* 04316
Plaguetas pés-parto 108.000 289.000 137.000* '
Ure!a (mg/dL) pré-parto 17,4 34,9 25,3 0.1490
Ureia pOs-parto 19,1 34,2 29,5
Creatinina (mg/dL) pré-parto 0,4 0,9 0,75* 0.0150
Creatinina pés-parto 0,6 1,4 0,8* '
Acido trico (mg/dL) pré-parto 51 11,3 6,57 01073
Acido urico pés-parto 3,3 8,4 5,6 '
TGO (U/L) pré-parto 8,1 265,9 85,8 0.2754
TGO pébs-parto 19,0 155,3 44,7
TGP (U/L) pré-parto 7,7 278,9 80,4 0,1602
TGP pés-parto 11,6 113,0 44,0
Bilirrubina total (mg/dL) pré-parto 0,3 14 0,5* 0.0355
Bilirrubina total pés-parto 0,2 0,6 0,3* '
Bilirrubina indireta (mg/dL) pré-parto 0,2 0,6 0,3 00225
Bilirrubina indireta pés-parto 0,1 0,3 0,1 '
DHL(U/L) pré-parto 571,4 905,0 692,40 0.0541
DHL pds-parto 434,8 549,7 492,35

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Valores de referéncia: Hemoglobina (12 a 16 g/dL); Hematdcrito
(36 a 47%); Plaquetas (150.000 — 450.000 pL); Ureia (10 a 50 mg/dL); Creatinina (0.6 a 1,3mg/dL),
Acido urico (3,0 a 7,0mg/dL) TGO (até 25U/L); TGP (até 55 U/L); Bilirrubina total (até 1,2 mg/dL);
Bilirrubina indireta (até 0,8 mg/dL); DHL (250 a 450mg/dL) *utilizado valor da mediana, P foi estimado
pelo teste qui-quadrado de Pearson.
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Gestantes com PE grave apresentaram no pré-parto niveis das enzimas hepéticas

TGO e DHL acima dos valores referéncias, mas inferiores aos observados na sindrome

hellp. Apdés o parto houve reducao dos valores alterados, mas nao atingiu a faixa normal

de valores de referéncia. Os niveis de hemoglobina diminuiram significantemente apés

o parto, atingindo valores abaixo da normalidade. Os niveis de marcadores de funcéo

renal também foram reduzidos ap6s o parto, mantendo-se dentro dos valores da

normalidade antes e apés o parto. (Tabela 13).

Tabela 13: Avaliacdo das variaveis laboratoriais no pré e pés-parto na PE grave

PRE-ECLAMPSIA GRAVE

Variaveis laboratoriais Min Max Média/mediana* valor de p
Hemoglobina (g/dL) pré-parto 9,9 15,5 12,8 < 0.0001
Hemoglobina Pés-parto 6,8 14,4 10,7 '
Hematécrito (%) pré-parto 29,6 45,4 38,7 < 00001
Hematdcrito pés-parto 21,2 43,0 32,2 '
Plaquetas (uL) pré-parto 49.000 382.000 229.000* 0.1090
Plaguetas pés-parto 77.000 588.000 246.000* '

Ureia (mg/dL) pré-parto 6,2 41,7 23,9* 0.0027
Ureia pds-parto 14,6 52,7 25,7* '
Creatinina (mg/dL) pré-parto 0,4 1,6 0,7* 0.0048
Creatinina pés-parto 0,5 2,0 0,8* '
Acido trico (mg/dL) pré-parto 2,9 8,4 5,6* 00223
Acido urico pés-parto 2,8 8,5 4,8* '
TGO (U/L) pré-parto 10,1 429,2 30,1 1.000
TGO pos-parto 10,6 79,8 26,5 ’
TGP (U/L) pré-parto 4,6 260,2 19,4 05632
TGP pos-parto 1,0 93,4 23,2 ’
Bilirrubina total (mg/dL) pré-parto 0,1 14 0,3* 0 2582
Bilirrubina total pés-parto 0,1 1,8 0,3* '
Bilirrubina indireta (mg/dL) pré-parto 0,1 0,9 0,3 0.0481
Bilirrubina indireta pds-parto 0,1 0,7 0,2 '

DHL (U/L) pré-parto 341,1 731,9 491,61 0.9448
DHL pds-parto 295,8 691,5 489,37

Fonte: Elaborado pela autora, 2021. Valores de referéncia: Hemoglobina (12 a 16 g/dL); Hematdcrito (36 a
47%); Plaquetas (150.000 — 450.000 pL); Ureia (10 a 50 mg/dL); Creatinina (0.6 a 1,3mg/dL), Acido Grico
(3,0 a 7,0mg/dL) TGO (até 25U/L); TGP (até 55 U/L); Bilirrubina total (até 1,2 mg/dL); Bilirrubina indireta (até
0,8 mg/dL), DHL (250 a 450mg/dL). *utilizado valor da mediana, P foi estimado pelo teste exato de Fisher.
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As gestantes com PE sem gravidade apresentaram as variaveis hematolégicas,

renais e hepéaticas dentro do limite da normalidade no pré e pos-parto (Tabela 14).

Tabela 14: Avaliacdo das variaveis laboratoriais no pré e pés-parto na PE sem gravidade

PRE-ECLAMPSIA SEM GRAVE

Variaveis laboratoriais Min Max Média valor de p
Hemoglobina (g/dL) pré-parto 11,4 14,2 12,58 0.0150
Hemoglobina Pés-parto 8,0 13,8 11,14 '
Hematdcrito (%) pré-parto 34,6 43,9 38,46 0.0080
Hematdcrito pds-parto 23,5 39,3 33,66 ’
Plaquetas (uL) pré-parto 118.000 427.000 225.500 09219
Plaguetas pés-parto 101.000 169.800 204.000 ’
Ureia (mg/dL) pré-parto 13,1 33,6 21,70 05609
Ureia pés-parto 14,8 43,2 23,90 '
Creatinina (mg/dL) pré-parto 0,4 0,9 0,63 00107
Creatinina pos-parto 0,5 1,0 0,71 '
Acido urico (mg/dL) pré-parto 3,3 5,7 4,74 03166
Acido Urico pos-parto 4,1 6,5 5,04 :
TGO (U/L) pré-parto 16,2 34,0 23,48 07720
TGO pos-parto 10,8 42,4 24,27 '
TGP (U/L) pré-parto 7,2 49,2 18,59 02031
TGP pés-parto 7,0 67,9 22,99 '
Bilirrubina total (mg/dL) pré-parto 0,2 1,2 0,46 0 8551
Bilirrubina total pés-parto 0,1 1,7 0,42 '
Bilirrubina indireta (mg/dL) pré-
parto 0,1 0,9 0,29 0,6716
Bilirrubina indireta pos-parto 0,0 1,2 0,27
DHL (U/L) pré-parto 345,0 694,7 473,66 0,9375
DHL pés-parto 313,8 621,1 4443

Fonte: Elaborado pela autora, 2021. Valores de referéncia: Hemoglobina (12 a 16 g/dL); Hematécrito
(36 a 47%); Plaquetas (150.000 — 450.000 pL); Ureia (10 a 50 mg/dL); Creatinina (0.6 a 1,3mg/dL),
Acido urico (3,0 a 7,0mg/dL) TGO (até 25U/L); TGP (até 55 U/L); Bilirrubina total (até 1,2 mg/dL);
Bilirrubina indireta (até 0,8 mg/dL), DHL (250 a 450mg/dL), P foi estimado pelo teste exato de Fisher.
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7.4 ANALISE GENETICA DO PROMOTOR DO GENE HLA-G

A andlise genética da regido promotora do gene HLA-G das gestantes com pré-
eclampsia, grave ou ndo, revelou que a presenca dos genétipos -509 C/C (OR= 0,44;
p= 0,0508), -486 C/C (OR= 0,44; p= 0,0168), -400 G/G (OR= 0,38; p= 0,0151) e
possivelmente o gendtipo -391G/G (OR= 0,45; p= 0,0533) estdo relacionados a
protecdo contra a doenca quando comparadas ao grupo controle formado por
mulheres saudaveis sem histérico de cancer, doenca autoimune, abortos ou pré-
eclampsia na familia. Por outro lado, o homozigoto A/A para o sitio -486 do gene HLA-
G possivelmente esta relacionado ao aumento do risco de desenvolver PE (OR= 1,80;
p= 0,0554) quando comparado ao grupo controle, pois apesar do intervalo de
confianca incluir a unidade, o alelo C em homozigose esta associado a protecdo de
forma significativa (Tabela 15).

Adicionalmente, a presenca do alelo -1138 A em homozigose (OR= 2,97; p=
0,0317) ou heterozigose (OR= 3,35; p= 0,0511) esta associada a um risco de 3X de
apresentar a forma grave da doenca. Ainda, a presenca do genatipo -400 G/G, apesar
de estar associado ao menor risco de desenvolver pré-eclampsia, pode estar
relacionado a maior risco em desenvolver a forma grave da doenca (OR= 2,85; p=
0,0570). Nesse caso, foi observado um intervalo de confianca grande, sugerindo
limitacdo da analise devido ao reduzido numero de individuos apresentando uma das
variaveis (Tabela 15).

Quando construimos haplétipos formados pelos sitios polimérficos HLA-G -509
C/G; -400 A/G; -391A/G, cujos genotipos estiveram associados a protecao contra a
doenca, obtemos trés haplétipos para o grupo controle e oito para o grupo de
pacientes. O haplétipo HLA-G -509 CC/-400GG/-391GG foi 0 mais prevalente em
ambos o0s grupos, e um fator associado a protecdo contra a doenca quando
comparado ao grupo controle (78% vs 91%; OR= 0,36; IC= 0,16-0,83; p= 0,0184)
(Tabela 16).

Na avaliacdo de haplétipos formados a partir dos sitios polimoérficos HLA-G -
1138 A/G e -400 A/G associados a evolucdo da doenca em pacientes que tem o
diagndstico de PE confirmado (PE grave e Sindrome Hellp comparados com PE sem
gravidade) gerou seis possiveis haplotipos, dos quais cinco foram identificados no

grupo de pacientes com PE sem gravidade, e quatro no grupo de gestantes com
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doenca grave. O haplotipo HLA-G -1138AA/-400GG foi associado ao maior risco para
o desenvolvimento da forma grave da pré-eclampsia (OR= 3,38 p= 0,0246) (Tabela
17).

A influéncia das variantes genéticas associadas ao risco das formas graves da
doenca sob os niveis de sHLA-G foi examinada, e os resultados mostraram que 0s
niveis de sHLA-G em sangue periférico dos portadores dos genotipos dos sitios HLA-
G -1138 e -400 e os haplétipos formados por esses sitios nao apresentaram diferencas
estatisticas (Figura 7), sugerindo que outras variaveis genéticas e clinicas devem ser
consideradas na analise.

Figura 7. Andlise de associacdo entre gendtipos e haplétipos do gene HLA-G
associados a formas graves da pré-eclampsia e niveis de sHLA-G.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Nota: Influéncia do gendtipo -1138 (grafico a esquerda), gendtipo -400 (grafico do meio) e
haplétipo composto pelos sitios -1138 e -400 (grafico a direita) do gene HLA-G nos niveis de
sHLA-G em sangue periférico de pacientes portadoras de pré-eclampsia. P valor determinado
pelo teste Kruskal-Wallis.



Tabela 15: Frequéncia genotipica de sitios polimorficos na regido promotora do gene HLA-G em gestantes.

Sindrome

PE sem

Controle Hellp PE grave gravidade Total - PE (Hellp + PE grave) x PE sem gravidade Total-PE x Pop - FEM

OR P- valor OR P- valor
-1138 (A/G)
AA 85 10 71 21 102 2.97 (1.14-7.70) 0.0317 0.78 (0.38-1.60) 0.5921
AG 14 1 11 9 21 0.35(0.13-0.95) 0.0511 1.24 (0.59-2.58) 0.5850
GG 1 1 0 1 2 -- -- -- --
total 100 12 82 31 125
-509 (C/G)
cC 103 59 24 91 2.28(0.84-6.19) 0.1116 0.44 (0.19-0.99) 0.0508
CcG 10 19 0.40 (0.14-1.08) 0.0960 2.12(0.94-4.81) 0.0750
GG 0 1 1 -- -- -- --
total 113 11 67 33 111
-486 (A/C)
AA 26 3 23 13 39 0.74 (0.32-1.74) 0.5172 1.80(0.99-3.24) 0.0554
AC 50 5 28 19 52 0.75 (0.34-1.63) 0.5514 1.09 (0.64-1.86) 0.7871
cC 34 3 15 0 18 - - 0.44(0.23-0.84) 0.0168
total 110 11 66 32 109 - -
-400 (A/G)
AA 0 1 1 4 - -- -- --
AG 11 10 8 19 0.40 (0.14-1.14) 0.0914 2.05 (0.92-4.56) 0.0793
GG 100 8 55 17 80 2.85(1.07-7.62) 0.0570 0.38(0.17-0.83) 0.0151
total 111 10 66 27 103
-391 (A/G)
AA 0 1 1 4 -- -- --
AG 11 9 6 16 0.51(0.16-1.58) 0.3485 1.67(0.73-3.81) 0.2242
GG 98 8 54 19 81 1.76 (0.61-5.04) 0.3912 0.45 (0.20-1.00) 0.0533
total 109 10 65 26 101

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: OR: Odds ratio, P foi estimado pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 16: Hapl6tipo construido com gendétipos associados a protecao contra doenca

Gestantes com pré-

N . Populagio controle OR(IC) P-valor
eclampsia

;Igarlotlpo -509/-400/- % n %
CC/AG/AG 3 3,09 2 1,85 - -
CC/AG/GG 2 2,06 0 0,00 - -
CC/GG/GG 76 78,35 98 - 0.36 (0.16-0.83) 0.0184
CC/GG/AG 0 0,00 0 0,00 - -
CG/AG/AG 14 14,43 8 7,41 2.10(0.84-5.27 0.1182
CG/GG/GG 1 1,03 0 - - -
CG/GG/AG 0 0,00 0 0,00 - -
CC/AG/GG 1 1,03 0 -
Total 97 100,00 108 100,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianca.

P foi estimado pelo teste de Wilcoxon.
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Tabela 17: Haplotipo construido com gendtipos associados a evolucdo da doenca em gestantes com PE.

Gestantes com pré-eclampsia

Gestantes com pré-eclampsia SEM

OR(IC) P-valor
grave grave

Haplétipo -1138/-400 n % n %
AA/AA 0 0,00 1
AA/GG 61 83,56 15 62,50 3.38(1.23-9.32) 0.0246
AG/AA 1 1,37 0 -- -- --
AG/AG 10 13,70 7 29,17 0.40(0.13-1.22) 0.1283
AG/GG 0 0,00 1 -- -- --
GG/AA 1 1,37 1 - - -
Total 73 100,00 24 100,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianca.

P foi estimado pelo teste de Wilcoxon.
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Adicionalmente, considerando que as gestantes com formas graves da

doenca possuem um maior risco de apresentar parto antes do termo da

gestacdo (Tabela 18), nés avaliamos os niveis de sHLA-G nas gestacdes a

termo e pré-termo, na admisséo e apds o parto das gestantes (Tabela 19). Os

resultados mostram maiores niveis de sHLA-G na admissao em relacéo ao pos-

parto, independente da paciente ter um parto a termo ou pré-termo.

Tabela 18 - Associacéo da idade gestacional no parto em relacéo a gravidade da PE

Pré-eclampsia sem

Sindrome Hellp

Pré-eclampsia

Valor de p

gravidade grave
N % N
Pré Termo 8 17,39 66,67 37 39,78 0,0016
Termo 38 82,61 33,33 56 60,22

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. N: numero de participantes, P foi estimado pelo teste exato de

Fisher.

Tabela 19 - Niveis de sHLA-G na admissao e ap0s o0 parto em nascimentos pré-

termo e termo

valorde valorde
Variavel N Min Max Média Mediana Desvio EP p1l* p2
sHLA-G Admisséo
Termo 85 2.686 89.958 17,01 14,59 11,77 1,28 < 0,0001 0,1568
Pré Termo 49 3,17 36.333 14,14 13,32 7,46 1,07 0,0042
SHLA-G pés-parto
Termo 65 0 35.502 4,59 2,67 6,63 0,82 < 0,0001 0,0621
Pré Termo 36 0,001 13.249 5,25 5,55 4,29 0,72 0,0082
Termo
sHLA-G Admisséo 62 3,048 89,958 17,56 15,15 1295 1,64 <0,0001 <0,0001
SHLA-G pés-parto 62 0 35,502 4,67 2,67 6,78 0,86 < 0,0001
Pré Termo
sHLA-G Admisséo 35 3,688 36,333 14,65 13,32 7,48 1,26 0,0083 < 0,0001
sHLA-G pés-parto 35 0,001 13,249 5,33 5,55 4,32 0,73 0,0083
Geral
sHLA-G Admisséo 97 3,048 89,958 16,51 14,03 11,33 1,15 <0,0001 <0,0001
SHLA-G pés-parto 97 0 35,502 4,91 4,11 5,99 0,61 < 0,0001

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. N: nimero de participantes, EP: Erro padréo, pl=resultado teste
de normalidade, sendo (*) indicativo de variavel paramétrica, p2 = varidvel ndo paramétrica com p=<
0,05.
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7.5 EFEITO DO CORTICOIDE NOS NiVEIS DE SHLA-G MATERNO NA PRE-
ECLAMPSIA GRAVE

No que diz respeito a corticoterapia antenatal, a droga utilizada foi a
dexametasona e sua utilizagdo foi necesséaria em 41,6% das pacientes com sindrome
hellp e em 10,7% das pacientes com diagnostico de PE grave demonstrando ser
estatisticamente significante (p=0,0147) a utilizacdo do corticoide em gestantes com
risco de parto prematuro, dada a gravidade do quadro clinico (Tabela 20).

Tabela 20: Relacdo entre uso de corticoide e gravidade da pré-eclampsia

Diagnéstico Final
Sindrome Pré-eclampsia Pré-eclampsia

variaveis Hellp grave sem gravidade P
N % N % N %

CORTICOTERAPIA
Uso de Corticoide

1. Sim 5 41,67 10 10,75 4 8,16

2. Nao 7 58,33 83 89,25 45 91,84 0,0147
Numero de Doses
0 7 58,33 83 88,30 45 91,84
1 1 8,33 2 2,13 0 0,00
2 2 16,67 0 0,00 0 0,00
3 1 8,33 3 3,19 2 4,08
4 1 8,33 6 6,38 2 4,08 0,0147

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. N: nimero de patrticipantes, P foi estimado pelo teste exato de
Fisher.

Das 49 pacientes com apresentacao clinica da pré-eclampsia sem gravidade,
41 nao fizeram uso de corticoides e tiveram gestacdo a termo, e apenas para quatro
pacientes foi prescrito o uso de corticoide preventivo devido a gestacao ser pré-termo.

Das105 pacientes com pré-eclampsia grave, incluindo sindrome hellp, 15
fizeram uso de corticoide devido a idade gestacional pré-termo. Das 90 gestantes com
forma grave da doenca, mas que nao fizeram uso de corticoide, 63 estavam a termo
e apenas 15 (incluindo uma sindrome hellp) a gestacdo era pré-termo entre 25-36
semanas de gestacao.

Os niveis circulantes de sHLA-G na gestante diminuiram significantemente
apos o parto, independentemente do uso preventivo de corticoide (Figura 8).

Considerando apenas o0s niveis de sHLA-G materno apds o parto e
comparando os dados das gestantes que receberam corticoide preventivo antes do

parto, observamos que néo houve diferenga nos niveis de sHLA-G nas gestantes com
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pré-eclampsia grave, incluindo a sindrome hellp. Entretanto, nas gestantes com a
doenca sem gravidade foi observado uma mediana nos niveis de sHLA-G superior
naquelas que nao fizeram uso de corticoide. Esse resultado deve ser visto com cautela
devido ao reduzido nimero de gestantes com pré-eclampsia sem gravidade que fez
uso de corticoide preventivo (Figura 9).

O reduzido numero de amostras ap0s 0 uso do corticoide e antes do parto nao
permitiu a avaliacédo do efeito direto do corticoide sobre os niveis circulantes de sHLA-
G na gestante.

Figura 8. Relacdo entre os niveis de sHLA-G no sangue periférico das gestantes
com pré-eclampsia que fizeram ou ndo uso de corticoide preventivo em amostras

pareadas antes e apos o parto
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: Diferenca na quantificacdo de sHLA-G em gestantes
relacionado ao uso ou nao do corticoide antes e depois do parto nas diferentes apresentacées clinicas
da Pré-eclampsia, onde (A) sHLA-G em pacientes com sindrome hellp (SH) que usaram corticoide
antes (Ca) e depois (Cd) do parto; (B) dosagem de sHLA-G antes e depois do parto em pacientes com
sindrome hellp que nao fizeram uso de corticoide; (C) sHLA-G em pacientes com PE grave que fizeram
uso de corticoide antes do parto (PEg-Ca) e 24h pds parto (PEg-Cd); (D) sHLA-G em pacientes com
PE grave antes (PEg-a) e depois (PEg-d) do parto; (E) sHLA-G antes (PEsg-Ca) e depois (PEsg-Cd)
do parto em gestantes com diagnostico de PE sem gravidade que fizeram uso de corticoide; (F) sHLA-
G antes (PEsg-a) e depois (PEsg-d) do parto em gestantes com PE sem gravidade que ndo fizeram

uso de corticoide.

Figura 9. Relacao entre os niveis de sHLA-G materno ap0s o parto em gestantes
que receberam ou nao corticoide profilatico.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: Diferen¢a nos niveis de sHLA-G 24h ap0s o parto de
pacientes que receberam (C-sim) ou nao (C-n&o) corticoide profilatico com (A) diagnostico de Sindrome
hellp, (B) PE grave, (C) PE sem gravidade e (D) todas as pacientes do estudo.

8. DISCUSSAO

A pré-eclampsia é uma doenca com um componente genético que
compromete a saude placentaria aumentando o risco de agressao ao feto, e perda do
concepto, cuja patogénese esta associada a diminui¢cdo de moléculas inibitérias, como
a HLA-G, que tem por fungéo impedir o reconhecimento pelo sistema imune materno
do concepto, reconhecida pela mde como estranha por conta da carga genética
paterna (SHERER; POSILLICO; SCHWARZ, 2018). Fatores biolégicos, como a idade
materna e a raca, e comorbidades, como diabetes, hipertensdo e obesidade, que
levam a um estado inflamatorio, além de alteragdes circulatorias na placenta também
contribuem para a ocorréncia e gravidade da doenca (BARTSCH et al., 2016).

Em um estudo de coorte de 30 anos nos Estados Unidos da América, 2,9%
das 106.522.492 gestacdes registradas evoluiram com eclampsia, estando associada
a idade materna inferior a 15 anos (0,8%) e superior a 45 anos (0,5%), superior nas
gestantes de raca negra (0,44%) comparadas as brancas (0,29%), portadoras de
obesidade (0,38%) comparadas aquelas com sobrepeso (0,23%) e peso normal
(0,16%), e gestacdo multipla (0,83%) comparadas a gestacdo de um unico feto
(0,27%) (DONGARWAR et al., 2021). Na coorte no Reino Unido, dentre as 76.158
gestantes avaliadas, a média de idade foi de 31 anos, e a idade materna como variavel
continua néao foi associada a pré-eclampsia, mas como variavel categorica, gestantes
acima de 35 anos apresentaram maior risco (1,5 vezes) de desenvolvimento de pré-
eclampsia (KHALIL et al., 2020). Também dentre 23.291 gestantes francesas com
média de idade e 31 anos, a idade materna acima de 45 anos aumentou em 3 vezes
0 risco de pré-eclampsia (5% x 16%, p=0,02) (VANDEKERCKHOVE et al., 2021).

Na nossa casuistica, as gestantes tinham idade média de 27,5 anos, e a
idade ndo estava associada a gravidade da doenca, possivelmente devido a limitacdo
do nimero de gestantes com sindrome hellp que correspondia a 7,6% dos casos pré-
eclampsia, e a ndo inclusdo de gestantes menores de 18 anos no estudo. De forma
semelhante, o estudo da Africa do Sul em 1.547 gestantes com pré-eclampsia e média

de idade de 27 anos mostrou que 9,5% das pacientes evoluiram para eclampsia, mas
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com maior risco para as gestantes com idade inferior a 20 anos (30% x 3,5%)
(NATHAN et al., 2018).

Uma meta-andlise envolvendo 92 estudos mostrou que a primigestacao
corresponde a 32,3% dos casos de pré-eclampsia, representando um aumento em
duas vezes na chance de desenvolver a doenca (LONG, ABELL, BEISCHER, 1979;
BARTSCH et al., 2016). No nosso estudo, a frequéncia de primigesta na pré-
eclampsia foi de 43%, mas nao houve associacdo com a gravidade da doenca.

A mesma meta-andlise relatou um risco de pré-eclampsia de 2,9, 3,7 e 5,1
vezes para quem € obesa, diabética e tem hipertenséo arterial sistémica prévia,
respectivamente. E um risco de 8,7 vezes para quem tem histérico de pré-eclampsia
anterior (BARTSCH et al., 2016; FRICK, 2021). De forma semelhante, as gestantes
com pre-eclampsia e familiares de primeiro grau referiram fatores de risco para a
doenca, como diabetes (4,7% e 82,6% dos casos), hipertensao (14% e 91,3%), e pré-
eclampsia prévia (17% e 44%, respectivamente), com um risco superior a duas vezes
associado ao diabetes e hipertenséo, corroborando com outros estudos (KHALIL et
al., 2013, CHEN et al., 2021).

Em relacdo aos sinais e sintomas referidos pelas pacientes, a FEBRASGO
na sua ultima atualizacdo em 2017, classifica a PE como grave quando o pico
hipertensivo ( PA igual ou maior que 160/110 mmHg) esta associado a um ou mais
sinais de eminéncia de eclampsia como transfornos cerebrais (cefaléia), transtornos
gastricos (dor epigastrica e vomitos) e transtornos visuais (escotomas). A analise
comparativa das frequéncias dessas variaveis entre casos mais leves e mais graves
da PE foram estatisticamente significantes, confirmando que a presenca dos sintomas
citados acima na vigéncia do internamento esta associado ao maior comprometimento
placentario e, consequentemente, a gravidade da PE (KAHHALE et al., 2018). As
associacfes entre o0 aumento da pressao arterial sistélica e da idade gestacional
menor que 35 semanas na admissao com a gravidade da pré-eclampsia encontradas
corroboram com outros estudos (KINAY et al., 2015; NDWIGA et al., 2020; CHEN et
al., 2021; ZHU et al., 2021).

Em relacdo aos parametros hematolégicos, os niveis de hemoglobina,
hematdcrito e plaquetas na admisséo hospitalar apresentaram variacao, extrapolando

os limites da normalidade na PE grave e sindrome hellp, mas apenas a reducao dos
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niveis de plaquetas estava associada a sindrome hellp. A associagdo da
trombocitopenia com sindrome hellp e eclampsia ja foi descrita por outros (KINAY et
al., 2015; BERHAN; ENDESHAW, 2015). Ap6s o parto a reducdo dos niveis de
hemoglobina, hematdcrito e plaquetas ocorre em todas as gestantes, entretanto, a
reducdo observada da hemoglobina e hematdcrito foi significativamente superior na
sindrome hellp comparadas a reducao observada PE sem gravidade e PE grave. Os
niveis de plaquetas também foram reduzidos, mas a diferenca ndo atingiu a
significancia em nenhum grupo estudado, mas a trombocitopenia pds-parto continuou
sendo um fator de gravidade associado apenas a sindrome hellp, corroborando o
estudo que descreveu a anemia abaixo de 12mg/dL no pés-parto e a trombocitopenia
abaixo de 100.000 plaguetas/mm3 no pré- e pés-parto associadas com a eclampsia
(BERHAN; ENDESHAW, 2015).

Alteracdo em marcadores da funcéo hepética (acido urico, TGO, TGP e DHL)
estiveram associados a gravidade da pré-eclampsia na admisséo, corroborando
outros estudos (GRACIA, 2012; KINAY et al., 2015; NDWIGA et al., 2020; CHEN et
al., 2021). Dentre esses, as enzimas hepaticas TGO e DHL foram os unicos que
permaneceram com niveis elevados no pos-parto nas gestantes com sindrome hellp,
e niveis discretamente acima do limite de referéncia nas gestantes com PE-grave.
Essas enzimas sao indicativas de lesdo hepatica, e 0 seu aumento representam risco
para ruptura hepatica associada a eclampsia (GRACIA, 2012), e a persisténcia de
niveis duas vezes acima do valor referéncia no pos-parto sugere a gravidade da lesao
hepatica (BERHAN; ENDESHAW, 2015).

Em relacéo ao 4cido Urico, ele apresentou diferenca estatistica significante
em nossas analises nas pacientes com PE grave, e estes resultados estdo de acordo
com outros estudos (Y, 2013; VAKARANAM, 2015; CHEN et al., 2021) que apontam
uma associacao entre os niveis de acido Urico e agravamento da PE, pois o acido
arico pode induzir a producéo trofoblastica de interleucina-18 pro-inflamatoria por meio
da ativacdo de vias inflamatdrias, agravando ainda mais a ma perfusdo existente na
interface materno fetal em pacientes com PE.

Os niveis de bilirrubina total como variavel continua ndo apresentaram
associacado com gravidade da doenca, provavelmente devido a pequena amostragem
da sindrome hellp, e reduzido espectro de variacédo dos valores, que contribuiram para

0s niveis médios de bilirrubina total nos trés grupos permanecerem dentro da faixa de
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normalidade na admisséo e apos as 24 hs do parto. Entretanto, a bilirrubina total como
varidvel categorica apresentou diferenca significativa na propor¢éo de gestantes com
niveis de bilirrubina total superior a 0,7 mg/dL no grupo de gestantes com sindrome
hellp, PE-grave e PE sem gravidade (33% x 15% x 12%; p=0,0006), com a significativa
reducdo nos niveis médios de bilirrubina observados nas gestantes com sindrome
hellp apds o parto. Niveis mais altos de bilirrubina é indicativo de hemalise, um dos
critérios de classificacdo para sindrome hellp, e associados a mortalidade materna
(KOZIK et al., 2011; MUNAZZA et al., 2011; KASRAEIAN, 2018; LODHI; ROY, 2018).
Ainda, uma coorte britanica de 10 anos com 50.712 gestantes, sendo 925 portadoras
de pré-eclampsia, mostrou que gestantes com pré-eclampsia e niveis de bilirrubina
inferiores a 0,21 mg/dL possuem progndstico materno e fetal mais reservado, por
impor uma menor agao antioxidante da bilirrubina, mas n&o ha uma discusséo robusta
sobre a questdo (BRESLIN et al., 2013).

Em relacdo aos marcadores da funcao renal, os niveis plasmaticos de ureia
estavam dentro da faixa de normalidade na admiss&o, mesmo assim 0s maiores niveis
estavam associados com a gravidade da doenca. Apos o parto, um discreto aumento
nos niveis de ureia foi observado em todos os grupos. Por outro lado, a creatinina
plasmatica apresentou niveis médios dentro da normalidade em todos os grupos, mas
valores maximos acima da faixa de normalidade nas formas graves da doenca. Na
literatura ha controvérsias na associacdo de niveis elevados de creatinina e a
gravidade (BERHAN; ENDERCHAW, 2015); ZHU et al., 2021) ou ndo (KINAY et al.,
2015) da pré-eclampsia. O comprometimento renal na eclampsia esta principalmente
associado ao aumento da pressao sistolica e coagulagao intravascular disseminada e
uma das causas de 6bito na eclampsia (NATHAN et al., 2018).

Em relacdo as variaveis dos recém-nascidos, a idade gestacional pré-termo e
0 baixo peso ao nascer tiveram associacdo com a sindrome hellp, corroborando com
outros estudos que associam a menor idade gestacional a eclampsia e ao aumento
do risco de 6bito fetal (NATHAN et al., 2018; NDWIGA et al., 2020). Em nosso estudo
a maior parte dos recém-nascidos nasceram com peso adequado para a idade
gestacional, no entanto 50% das pacientes com sindrome hellp tiveram bebés com
baixo peso ao nascimento, resultado estatisticamente significante, comprovando a
relacdo entre a gravidade da doenca e as repercussées no RN (GUZEL, 2011;
NDWIGA et al., 2020). Em 2014, Coelho e colaboradores mostraram que 45,6% dos
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recém-nascidos de maes com sindrome Hellp também foram pequenos para a idade
gestacional. Outro dado observado pelo autor é que essas pacientes apresentaram
maiores niveis de proteindria, o que nao foi pontuado em nosso estudo por falta de
registro em prontudrio desta informacao. As interven¢des mais registradas em artigos
e encontradas no nosso estudo sdo aspiracao de vias aéreas, ventilacdo por pressao
e, N0S casos mais graves, reanimacédo neonatal, evidenciando o impacto que a ma
perfusdo placentaria secundaria a hipertensdo tem na morbidade e prognéstico da
mae e RN (SIBAI, 2003; CHAIM, 2008; CASSIANO, 2017).

O histérico de pré-eclampsia nos parentes de primeiro grau, mae ou irma, em
45% das gestantes avaliadas demonstra a forte influéncia do componente genético no
papel fisiopatologico dos disturbios hipertensivos na gravidez (CHAPELL, 2021). Um
estudo sueco realizado 2014 demonstrou que gestantes com historico de mée ou irma
com PE tem 3x mais chances de desenvolver a doenca (NILSSON, 2014).

O nivel de HLA-G é crucial para a manutencdo da gravidez e niveis baixos
placentarios e circulantes estdo associados a abortos de repeticdo e eclampsia
(SIPAK, 2019; ROKHAFROOZ, 2018). Esses niveis sdo determinados a nivel
transcricional e pos-transcricional do gene HLA-G, através dos sitios polimérficos
existentes principalmente nas regides reguladoras do gene. Na regido 5’URR existem
35 sitios polimérficos, alguns dos quais em sequencias alvo para fatores de
transcricdo (CASTELLI et al, 2014). Na regidao 3’ nao-traduzida existem oito sitios de
polimorfismos (14bp Ins/Del, +3003 C/T, +3010 C/G, + 3027 A/C, +3035 C/T, +3142
C/G, +3187 C/G e +3196 C/G) (MARTELLI-PALLOMINO, 2013) mais prevalentes
capazes de modular a expressdo do gene através da mediacdo de microRNAs
(CASTELLI et al., 2017). A variante genética mais estudada € a dele¢éo / insercao de
14-pares de base (14-pb) na regidao 3’ ndo-traduzida, com a insercao associada a
diminuicdo de niveis de sHLA-G e ao risco de eclampsia (ROKHAFROOZ, 2018;
SIPAK, 2019).

Comparamos as frequéncias alélicas e genotipicas de 20 polimorfismos entre
a posicao -1305 e — 369 da 5'URR do gene HLA-G de mulheres com pré-eclampsia e
mulheres saudaveis, e identificamos trés sitios polimorficos (-509/-400/-391) cujos
alelos majoritarios em homozigose estavam relacionados a protecao contra a doenca,
e outro apresentando uma tendéncia a significancia (-486 G/G). Adicionalmente,

observamos que o alelo A em homozigose -486A/A estava relacionado ao aumento
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do risco de desenvolver PE. De forma semelhante, DURMANOVA e colaboradores
em 2021, ao analisar polimorfismos na regido HLA-G 5'URR em mulheres eslovacas
com pré-eclampsia, encontraram uma associacao significativa entre -486A/C e aborto
espontaneo, sugerindo que o alelo A possa ser dominante. O mesmo estudo
demonstrou que os genotipos -201AA foram significativamente mais frequentes em
mulheres que desenvolveram pré-eclampsia, regido ndo avaliada no nosso estudo.

Quando analisamos isoladamente as gestantes com pré-eclampsia, o0s
presenca dos gendtipos -1138 A/A e -400 G/G e o haplétipo apresentou um risco trés
vezes superior para desenvolver formas graves da doenca. Entretanto, nao
identificamos diferencas significativas associando os niveis circulantes de sHLA-G
com essas variantes genéticas. Além da possibilidade de outros sitios polimérficos,
como aqueles da regidao 3’ ndo-traduzida, estarem simultaneamente interagindo na
modulacdo da expressdo do sHLA-G, deve-se considerar as alteracbes metabdlicas,
estresse e hipoxia que as gestantes na admissao hospitalar podem estar sujeitas, pois
essas situacdes podem ativar fatores de transcricdo com sitios na regido promotora
do gene HLA-G (FERREIRA, 2017a), fazendo com que os valores de sHLA-G sejam
mais uniformes entre os grupos. Ademais, a forma de membrana da molécula HLA-G
nao foi quantificada nesse estudo. De acordo com Nilsson e colaboradores (2014), é
provavel que o genoétipo materno em combinacdo com o genétipo fetal tenha uma
interacdo que seja determinante para o desenvolvimento da pré-eclampsia e/ou sua
evolucéo para formas graves, no entanto o genotipo fetal ndo foi analisado em nosso
estudo.

A reducao dos niveis de sHLA-G apos o parto foi observada em todos os
grupos, mas dentre as gestantes com PE sem gravidade os niveis de sHLA-G foram
maiores nas gestantes que néo fizeram uso de corticoide preventivo. Esse achado é
interessante, visto que a regido 5’URR do gene HLA-G possui um sitio de ligagcéo para
corticoides no inicio do promotor (CASTELLI, 2014), mas que nao foi identificado pelo
sequenciamento, sendo necessario repetir o experimento para obter uma maior
cobertura de sequenciamento. Outro sim, ndo € possivel afastar a existéncia de
fatores de confusdo, como uso de cloreto de magnésio como medida preventiva para
convulsdo, oxigenoterapia, ou outro, que podem modular a regulacao de sHLA-G a

nivel transcricional ou pés-transcricional.
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9 CONCLUSAO

Esse estudo contribuiu para a descricdo do perfil de gestantes com pré-
eclampsia atendidas no HC-UFPE, e o reconhecimento de que o protocolo de
atendimento estabelecido na instituicdo tem permitido baixa taxa de complicacao
materna e fetal durante o curso da doenca. A identificacdo de variantes genéticas
associadas ao risco de desenvolvimento das formas graves cria oportunidades para o
estudo de moléculas reguladoras, como miRNAs com alvo nesses sitios polimérficos,
gue permitam no futuro o desenho de farmacos que modulem os niveis de sHLA-G,
gue possam ser usados na gravidez antes da instalacao das alteracdes estruturais na
placenta, desta forma reduzindo ainda mais as complicagcdes materno-fetais ainda
associadas as sindromes hipertensivas na gestagao.

Alem disso, foi comprovada a importancia das plaquetas, TGO, TGP e HDL
como marcadores de risco para gravidade da doenca durante a admissao da paciente
no servico de saude. Adicionalmente, foi observado que ha associacdo entre a
gravidade da PE com o polimorfismo na regido promotora do gene HLA-G, entretanto
nao foi detectada diferenca significativa na expressao da forma soltivel do HLA-G com
a gravidade da doenca, significando que outros fatores estdo atuando

simultaneamente na expressao do gene.
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APENDICE A TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a senhora para participar como voluntaria da pesquisa:
Imunorregulacdo da pré-eclampsia: polimorfismo da regido promotora do gene HLA-
G e resposta ao uso de corticoide durante tratamento da pré-eclampsia, que esta sob
a responsabilidade da pesquisadora Camila Rodrigues de Melo Barbosa, residente na
Avenida Saldanha Marinho, 410 CEP 51190-660. Se a Sra sentir necessidade de
entrar em contato com a pesquisadora responséavel, podera encontra-lo no telefone
2101-2618.

Esta pesquisa esté sob a orientacdo da Dra. Norma Lucena Cavalcante Licinio da
Silva Telefone: 2101-2618 e-mail: nlucena@cpgam.fiocruz.br.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta
pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concordar
com a realizacdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas nos locais indicados e
assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via Ihe sera entregue e
a outra ficard com o pesquisador responsavel.

Vocé esta livre para decidir participar ou recusar participar da pesquisa. Caso nao
aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como
sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem
nenhuma penalidade.

Este estudo envolverd gestantes com diagndstico de pré-eclampsia no
momento que chegar para se internar no Hospital das Clinicas e que ndo tenham
feito nenhuma dose de corticoide (medicacdo que € usada para amadurecer o
pulmédo do feto), e os resultados serdo comparados com os de gestantes sem
nenhuma complicacdo de saude. O objetivo deste estudo é esclarecer se o uso do
corticoide durante o tratamento da pré-eclampsia esta relacionado ao aumento dos
niveis sanguineos e placentario de uma proteina chamada HLA-G, e se esse aumento
depende da dose dessa medicacao, ajudando a entender quais os fatores que podem
influenciar no desenvolvimento da doenca, gerando, além de conhecimento cientifico,
a possibilidade de utilizacdo dos resultados desta pesquisa como marcadores de
gravidade da pré-eclampsia, diminuido complicacdes tanto das gestantes quanto de
seus recém-nascidos.

Para responder essas perguntas, sera necessario que a senhora responda a um
guestionario que sera feito pela pesquisadora responsavel pelo estudo, nos autorize
a consultar seu prontuario, além de nos doar um pouco do seu sangue em diferentes
momentos durante seu internamento, como também de sangue do corddo umbilical.
O sangue sera coletado nos seguintes momentos: 1- no momento que a Sra. for
internada; 2- Apds 24h depois da primeira dose de corticoide; 3- no momento do parto;
e 4- 24h apés o parto, antes da alta hospitalar. A quantidade de sangue em cada
coleta sera o equivalente a 4 ml (uma colher de sobremesa), armazenado em um tubo
contendo substancia conservante para podermos estudar sua caracteristica genética
e compara-la com pacientes que nao tem pré-eclampsia. Além das amostras
sanguineas sera necessario também um pequeno pedaco de aproximadamente 4 cm?3
(equivalente a 2 uvas) de placenta, que sera coletado apés o nascimento do seu bebé,
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juntamente com o sangue do cordao umbilical (aproximadamente 4ml ou uma colher
de sobremesa, como dito anteriormente).

A coleta do fragmento da placenta sera realizado dentro do bloco obstétrico logo
apos o nascimento do seu bebé, e esse momento ndo trard nenhum tipo de
desconforto ou dor para a senhora pois s6 sera coletado apds a saida da placenta de
seu Utero. Essa coleta tem o objetivo de estudar as mesmas moléculas que seréo
estudadas no seu sangue.

Em relacdo aos possiveis riscos, desconfortos e beneficios para a senhora,
gostariamos de mencionar que as amostras de sangue para esta pesquisa seréo
coletadas de seu braco durante a coleta de rotina do servigo para acompanhamento
do tratamento que ja serao feitas durante sua internacdo, nao sendo necessario coleta
de amostras além da necesséria durante sua permanéncia no hospital, sendo utilizado
material descartavel, permitindo a coleta de varias amostras de sangue com apenas
uma puncéao venosa (furada) por vez. Este procedimento pode trazer algum incémodo
no momento da puncéo além de extravasamento de sangue, que sera minimizado por
pressao pos procedimento feito pelo profissional que realizara a coleta e compressas
de gelo, se for necessario.

Os resultados deste estudo podem levar alguns anos para serem alcancados, por iSso
gualquer beneficio decorrente de seus resultados ndo serdo imediatos, porém depois de
alcanca-los, ajudaréo a entender as causas da doenca, fazer diagnéstico precoce e melhorar
o tratamento de uma grande parcela de mulheres que podem desenvolver pré-eclampsia no
futuro, inclusive a Sra. em uma futura gestacéo.

Caso vocé desista de participar, o atendimento neste hospital continuara
ocorrendo da mesma forma. Vocé ndo gastara e nem ganhara nenhum dinheiro para
participar deste estudo e serdo garantidos o sigilo e anonimato do seu nome e do seu
filho, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisao
judicial ou extrajudicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacéo
serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacéo).

Todas as informacdes desta pesquisa sdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados
em arquivos proprios para esses tipos de dados sob a responsabilidade do
pesquisador no endereco acima informado, pelo periodo de no minimo 5 anos.

A Sra. podera solicitar, se assim quiser, o relatério final da pesquisa que fez parte.
Também, coOpias de todos os resultados dos exames complementares realizados
nesta pesquisa poderédo ser solicitadas ao pesquisador.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP) do
Instituto Aggeu Magalhdes no endereco Av. Professor Moraes Rego, s/n - Campus da
UFPE - Cidade Universitaria, Recife/PE, CEP: 50.670- 420, através do telefone (81)
2101-2639 ou pelo e-mail: comiteetica@cpgam.fiocruz.br. O horéario de funcionamento
€ das 08:00 — 12:00 h / 13:00 — 15h. O CEP ¢é responsavel pela avaliagdo e
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acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres
humanos.

(assinatura da pesquisadora)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAQAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIA
Eu,
__,CPF , abaixo assinado, ap0s a leitura (ou a escuta da
leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as
minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
Imunorregulacdo da pré-eclampsia: polimorfismo da regido promotora do gene HLA-
G e resposta ao uso de corticoide durante tratamento da pré-eclampsia, como
voluntaria. Fui devidamente informada e esclarecida pela pesquisadora sobre a
pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o
meu consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade
como interrup¢ao de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento neste hospital.
Autorizo também a utilizacdo das amostras coletadas para esta pesquisa:
() com a necessidade de um novo contato e assinatura de um novo TCLE;
() dispenso a necessidade de um novo contato e assinatura de um novo TCLE.

Local e data

Impresséo
Assinatura da participante:

digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa
e 0 aceite da voluntaria em participar. (02 testemunhas néo ligadas a equipe de

pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B FICHA DE ENTREVISTA

Coleta admissdo ( ) Coletaparto () Coletapés parto( ) N° de Prontuario:

1 - IDENTIFICAGAO E DADOS SOCIOECONOMICOS

1 - Data de admissé&o: 2 - Data da entrevista: 3 - Data da alta:

4 — Nome da genitora:

5 — Data de nascimento: ( / / ) 6 — Idade: 7- Cor: 1.Branca  3.Parda 5. Indigena
2. Preta 4. Amarela
8 — Naturalidade: 9 — Estado civil: 1. Solteira 2 — Casada/unido estavel
3 — Separada 4 —Vilva
5 — Divorciada
10 — Endereco completo: 11 — Telefone:
12 — Escolaridade: 1. Nenhuma 5. Superior incompleto 13 — Renda mensal: 1. Nenhuma renda.
2. 1%a 4% série 6. Superior completo 2. Até 2 salarios minimos (até R$ 2.092,00).
3.5%a 8% série 7. P6s-graduacédo 3. De 2 a 4 salarios minimos (R$ 2.092,00 até R$
4. Médio 8. Ignorado 4.180,00).
14 -Profissdo/ocupagéo: 4, De 4 a 6 salarios minimos (R$ 4.180,00 até R$
6.270,00).
5. Acima de seis salarios
11 - HABITOS
15 — Peso: 16 — Altura: 17 —Fuma: 1.Sim 17.1 - Tempo:
2. Néo
18 — Etilismo 1. Sim 18.1 — Com que frequéncia? 1. Diariamente
2. Néo 2. Semanalmente

3. Mensalmente

19 - Drogas ilicitas? 1. Sim 19.1 - Qual? 19.2 — Quanto tempo usa (em meses)?

2. Néo

111 - HISTORICO PESSOAL IV — HISTORICO FAMILIAR
20 — Diabetes 1.Sim 2. Néo 28 — Diabetes 1.Sim 2. Néo
21 — HAS antes da gestacéao: 1.Sim  2.Néo 29 — Hipertenséo 1.Sim  2.Néo
22 — Pré-eclampsia 1.Sim 2. Néo 30 — Pré-eclampsia 1.Sim  2.Néo
23 — Eclampsia 1.Sim  2.Néo 31 — Eclampsia 1.Sim  2.Néo
24 — Gemelaridade: 1.Sim  2.Néo 32 — Doengas cardiovasculares 1.Sim  2.Néo
25 — Doengas cardiovasculares 1.Sim  2.Néo 33-DST 1.Sim  2.Néo
26 —DST 1.Sim  2.Néo
27 — Asma 1.Sim 2. Néo

V — HISTORICO SEXUAL / REPRODUTIVO / GESTACIONAL
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34 — Genitor é parceiro fixo? 1.Sim 35— Tempo de relacionamento com o genitor ( meses):
2. Néo
36 — Ja usou anticoncepcional? 1. Sim 36.1 — Tempo (meses)?
2. Néo
37 — Gestagéo: 38-Para:__ 39 -P.Vaginais: __ 42 — Gestagdes anteriores do mesmo genitor?
1.Sim
40-P.Cesarea: __ 41— Abortos: 1.Nao 41.1 espontaneos: 2. Nao

2.Sim 41.2 provocados:

44 — Prematuros: 1.Sim
2. Ndo

43 - Classificagdo. sanguinea/RH: 44.1 — quantas semanas?

45 — Pré-natal: 1. Sim
2. Nao

46 — N° de consultas: 47 — Més inicio: 48 - DUM:

49 - DPP:

51 - I1G na admissao:

50 — Diagndstico na admisséo:

52 — Pressdo arterial na admisséo: 53— Proteindria de fita:

54 -

54.1 -

54.2-

55 -

55.1-

55.2 -

56 - Inicio de MgSO4: data:

57 — N° de Fases

58 - Inicio corticoterapia: data:

59 - N° de doses:

60 — Corticoide usado:

Apresentou algum dos sintomas a seguir (gestacéo atual):

61 - Edema em MMII: 1.Sim 2. Néo 67 - Dispneia: 1.Sim  2.Néo
62 - Escotomas: 1.Sim 2. Néo 68 - Turvagdo visual: 1.Sim  2.Néo
63 - Hemorragia: 1.Sim 2. Néo 69 - Petéquias 1.Sim  2.Néo
64 - Epigastralgia 1.Sim 2. Néo 70 - Dor toracica 1.Sim  2.Néo
65 - Convulséo 1.Sim 2. Néo 71 — Enjoo / vémito 1.Sim  2.Néo
66 — Cefaleia: 1.Sim  2.Né&o 72 - Outros 1.Sim  2.Nao Qual:

VIl - EXAMES DE IMAGEM:

73 - USG obstétrica 1: 1. Sim
2. Ndo

73.1-data: (__/ [ )

73.2 — Achados

74 - Raio X de torax: 1. Sim

2. Ndo

741-data: (__/ _/ )

74.2 - Achados:
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VIII - HISTORIA DO PARTO E DADOS DO RECEM-NASCIDO

75 - Data do parto:

76 - Hora:

77 - Tipo de parto: 1. Vaginal 2. Forceps 3.
Cesérea
78 -Sexo: 1. Masculino 79 - Tempo de bolsa rota (em horas): 80 - Impregnag&o por meconio?
2. Feminino 1. Sim
2. Nao
81 - Liquido amniético: 1. Claro sem grumos 82 - Placenta: 1. Sem alteragdes
2. Claro com grumos 2. Alteragao, qual?
3. Sanguinolento
4. Purulento
5 Meconio fluido 83- Anestesia: 1. Ndo 2. Regional 3. Geral 4. Analgesia
6. Mecdnio espesso
84 - Peso ao nascer: 85 - Idade gestacional: 86 - Gemelar: 1.Sim 87 - Apgar:

2. Néo

88 - Mal formagdes: 1.Sim
2. Nao

88.1 - Quais:

89 - Reanimagédo neonatal: 1. Sim

91-10T: 1.Sim
2. Nao

2. Néo

90 — Ventilacao por pressdo: 1. Sim

2. Néo

92 — Aspiracao de Vias aéreas: 1.Sim

2. Néo

93 - Classificagédo Sanguinea/Rh do RN:
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IX PERFIL LABORATORIAL GENITORA - ROTINA PE

Data

Data

Data

Data

94 - Hemoglobina

95 - Hematécrito

96 - Leucograma

97 - Plaguetas

98 - Ureia

99 - Creatinina

100 - Acido Urico

101 - Ast/ TGO

102 - Alt/ TGP

103 - Bilirrubina total

104 - B. direta

105 - B. indireta

106 - DHL

TESTE RAPIDO/ SOROLOGIAS

DATA

RESULTADO

107 - HIV

108 - VDRL

109 -HEP B

110- TOXO

111 - RUBEOLA

112 - CMV
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Variaveis categéricas - Anadlise estatistica dos dados sociodemograficos e

clinicos das pacientes do estudo.

Diagndstico Final

Variaveis Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia valor
Hellp grave sem gravidade de p
_ N % N % N %
| — IDENTIFICACAO E
) DADOS
SOCIOECONOMICOS
Cor
1. Branca 2 18,18 6 6,74 3 6,52
2. Preta 1 9,09 8 8,99 4 8,70
3. Parda 8 72,73 75 84,27 39 84,78 0,6319
Estado Civil
1. Solteira 3 25,00 28 29,79 15 30,61
2. Casada/Unido estavel 9 75,00 66 70,21 32 65,31
3. Separada 0 0,00 0 0,00 2 4,08 0,4131
Escolaridade
2. 12 a 42 série 0 0,00 13 13,54 4 8,33
3. 52 a 82 série 5 41,67 21 21,88 14 29,17
4. Médio 6 50,00 54 56,25 28 58,33
5. Superior incompleto 0 0,00 5 5,21 2 4,17
6. Superior completo 1 8,33 3 3,12 0 0,00 0,4869
Renda Mensal
1. Nenhuma renda 5 41,67 40 43,96 23 47,92
2. Até 2 salarios minimos 3 25,00 34 37,36 17 35,42
3. De 2 a 4 salérios
minimos 4 33,33 17 18,68 8 16,67 0,7370
Diagnéstico Final
Variaveis Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia valor
Hellp grave sem gravidade dep
N % N % N %
I HABITOS
Fumante
1. Sim 1 8,33 8 8,42 2 4,26
2. Nao 11 91,67 87 91,58 45 95,74 0,6040
Etilismo
1. Sim 2 16,67 18 18,95 8 16,33
2. Nao 10 83,33 77 81,05 41 83,67 0,9453
Drogas llicitas
1. Sim 0 0,00 2 2,11 1 2,08
2. Ndo 12 100,00 93 97,89 47 97,92 1,0000
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Diagndstico Final

Variaveis Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia  valor
Hellp grave sem gravidade  dep
N % N % N %

Il - HISTORICO PESSOAL
Diabetes

1. Sim 2 16,67 2 2,11 3 6,12

2. Nao 10 83,33 93 97,89 46 93,88 0,0475
HAS Antes Gestacao

1. Sim 5 41,67 5 5,26 12 24,49

2. Nao 7 58,33 90 94,74 37 75,51 0,0001
Pré Eclampsia

1. Sim 4 33,33 17 17,89 5 10,20

2. Nao 8 66,67 78 82,11 44 89,80 0,1385
Eclampsia

1. Sim 0 0,00 2 2,15 1 2,04

2. Nao 12 100,00 91 97,85 48 97,96 1,0000
Gemelaridade

1. Sim 0 0,00 2 2,13 3 6,12

2. Nao 12 100,00 92 97,87 46 93,88 0,5604
DST

1. Sim 0 0,00 7 7,45 2 4,08

2. Nao 12 100,00 87 92,55 47 95,92 0,7584
Asma

1. Sim 0 0,00 2 2,11 1 2,04

2. Nao 12 100,00 93 97,89 48 97,96 1,0000




Diagndstico Final

Variaveis Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia valor
Hellp grave sem gravidade dep
N % N % N %
IV - HISTORICO
FAMILIAR

Hipertenséo

1. Sim 9 75,00 79 83,16 41 83,67

2. Néao 3 25,00 16 16,84 8 16,33 0,7119
Diabetes

1. Sim 11 91,67 89 93,68 43 87,76

2. Nao 1 8,33 6 6,32 6 12,24 0,3750
Pre Eclampsia

1. Sim 6 50,00 37 40,22 26 53,06

2. Nao 6 50,00 55 59,78 23 46,94 0,3430
Eclampsia

1. Sim 2 16,67 1 1,12 0 0,00

2. Nao 10 83,33 88 98,88 47 100,00 0,0174
Doenca Cardiovascular

1. Sim 0 0,00 3 3,33 1 2,13

2. Nao 12 100,00 87 96,67 46 97,87 1,0000
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Diagnéstico Final

L Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia valor
Variaveis .
Hellp grave sem gravidade dep
N % N % N %
V - HISTORICO SEXUAL
/ REPRODUTIVO /
GESTACIONAL

Genitor Parceiro Fixo

1. Sim 12 100,00 90 93,75 47 95,92

2. Néo 0 0,00 6 6,25 2 4,08 0,8526
Usou Anticoncepcional

1. Sim 7 58,33 58 62,37 26 53,06

2. Néo 5 41,67 35 37,63 23 46,94 0,5794
Gestacéo

Apenas 1 2 16,67 42 43,75 23 46,94

20u3 9 75,00 37 38,54 21 42,86

4+ 1 8,33 17 17,71 5 10,20 0,1515
Para

0 5 41,67 48 50,00 29 59,18

lou?2 7 58,33 31 32,29 15 30,61

3+ 0 0,00 17 17,71 5 10,20 0,2240
Tipo de Parto

Nao teve 5 41,67 48 50,00 28 57,14

Cesarea 5 41,67 22 22,92 7 14,29

Vaginal 2 16,67 15 15,62 12 24,49

Vaginal + Cesarea 0 0,00 11 11,46 2 4,08 0,2327
Abortos

1. Sim 5 45,45 19 20,21 11 22,92

2. Nao 6 54,55 75 79,79 37 77,08 0,1945
Gestacoes_A_M_Genitor

1. Sim 7 70,00 32 52,46 15 55,56

2. Nao 3 30,00 29 47,54 12 44,44 0,6525
Prematuros

1. Sim 1 9,09 5 5,56 1 2,08

2. Nao 10 90,91 85 94,44 47 97,92 0,4459
Pré Natal

1. Sim 12 100,00 92 95,83 47 97,92

2. Nao 0 0,00 4 4,17 1 2,08 0,7767




Diagnéstico Final

o Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia valor
Variaveis .
Hellp grave sem gravidade  dep
N % N % N %
VI - CONDICAO
CLINICA/SINTOMAS
PRE-ECLAMPSIA
Edema MMII
1. Sim 12 100 90 93,75 43 87,76
2. Néo 0 0 6 6,25 6 12,24 0,3374
Escotomas
1. Sim 6 50 25 26,88 3 6,25
2. Néo 6 50 68 73,12 45 93,75 0,0006
Hemorragia
1. Sim 2 16,67 0 0 0 0
2. Néo 10 83,33 93 100 48 100 0,0057
Epigastralgia
1. Sim 9 75 24 25,53 4 8,16
2. Nao 3 25 70 74,47 45 91,84 0,0124
Convulséao
1. Sim 1 8,33 0 0 0 0
2. Nao 11 91,67 91 100 48 100 0,0795
Cefaleia
1. Sim 12 100 91 94,79 35 71,43
2. Nao 0 0 5 5,21 14 28,57 0,0002
Dispneia
1. Sim 1 8,33 6 6,45 2 4,35
2. Nao 11 91,67 87 93,55 44 95,65 0,7577
Turvacdao Visual
1. Sim 5 41,67 11 11,96 1 2,13
2. Nao 7 58,33 81 88,04 46 97,87 0,0014
Enjoo / Vomito
1. Sim 6 50 42 45,16 14 29,79
2. Nao 6 50 51 54,84 33 70,21 0,1625
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Diagnéstico Final

L Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia valor
Variaveis .
Hellp grave sem gravidade  dep
N % N % N %
VIII - HISTORIA DO
PARTO E DADOS DO
RECEM-NASCIDO
Tipo de Parto
1. Vaginal 1 8,33 19 20,21 25 51,02
2. Cesérea 11 91,67 75 79,79 24 48,98 0,0002
Sexo
1. Masculino 6 50 45 47,87 27 56,25
2. Feminino 6 50 49 52,13 21 43,75 0,6263
Impregnacéo
1. Sim 1 9,09 2 2,27 1 2,04
2. Néo 10 90,91 86 97,73 48 97,96 0,3637
Baixo Peso
1. <2500 6 50 13 13,83 5 10,2
2. 22500 6 50 81 86,17 44 89,8 0,0066
Reanimagéo Neonatal
1. Sim 2 18,18 2 2,15 0 0
2. Nao 9 81,82 91 97,85 49 100 0,0336
Ventilacdo Pressdao
1. Sim 5 45,45 12 12,9 3 6,12
2. Nao 6 54,55 81 87,1 46 93,88 0,0053
10T
1. Sim 1 9,09 0 0 1 2,04
2. Nao 10 90,91 93 100 48 97,96 0,0511
Aspiracdo Vias Aéreas
1. Sim 6 54,55 16 17,98 3 6,25
2. Nao 5 45,45 73 82,02 45 93,75 0,0014
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Variaveis continuas - Andlise estatistica dos dados clinicos das pacientes do

estudo
Variavel N Min Max Média Mediana  Desvio EP pl p2
| — IDENTIFICACAO E
DADOS
SOCIOECONOMICOS
Idade 157 15,00 45,00 27,29 27,00 6,72 0,54
Sindrome Hellp 12 19,00 38,00 28,50 30,00 6,19 1,79
PE grave 96 15,00 42,00 27,57 27,50 6,76 0,69
PE sem gravidade 49 17,00 45,00 26,43 25,00 6,80 0,97  0,92370,5080
Il HABITOS
Peso 152 47,00 145,00 81,16 79,00 15,24 1,24
Sindrome Hellp 12 58,00 112,00 84,58 86,00 17,16 4,95
PE grave 93 49,00 124,00 80,56 79,00 14,59 1,51
PE sem gravidade 47 47,00 145,00 81,48 79,00 16,19 2,36  0,60380,6840
Altura 150 1,45 1,78 1,61 1,61 0,06 0,00
Sindrome Hellp 12 1,46 1,78 1,61 1,62 0,09 0,03
PE grave 92 1,45 1,75 1,60 1,60 0,06 0,01
PE sem gravidade 46 1,47 1,73 1,62 1,63 0,06 0,01 0,13770,3040
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Median

Variavel N Min Max Média a Desvio EP pl p2

V - HISTORICO

SEXUAL /

REPRODUTIVO /

GESTACIONAL
Tempo de
Relacionamento 155 0,17 29,00 5,25 3,00 5,12 0,41

Sindrome Hellp 12 0,83 16,00 5,99 4,00 4,49 1,30

PE grave 95 0,17 20,00 5,13 3,00 4,85 0,50

PE sem
gravidade 48 0,25 29,00 5,29 3,00 5,84 0,84 0,2715 0,8630
Tempo de Uso
Anticoncepcional 88 0,08 20,00 6,00 5,00 4,96 0,53

Sindrome Hellp 7 0,17 20,00 7,45 8,00 6,99 2,64

PE grave 55 0,08 16,00 5,43 5,00 4,02 0,54

PE sem
gravidade 26 0,25 20,00 6,81 5,50 6,08 1,19 10,0177 0,8095
Gestacao 157 1,00 14,00 2,31 2,00 1,96 0,16

Sindrome Hellp 12 1,00 4,00 2,25 2,00 0,87 0,25

PE grave 96 1,00 14,00 2,42 2,00 2,22 0,23

PE sem
gravidade 49 1,00 9,00 2,12 2,00 1,58 0,23 0,0003 0,5459
Para 157 0,00 8,00 0,95 0,00 1,33 0,11

Sindrome Hellp 12 0,00 2,00 0,75 1,00 0,75 0,22

PE grave 96 0,00 5,00 1,06 0,50 1,34 0,14

PE sem
gravidade 49 0,00 8,00 0,78 0,00 1,40 0,20 0,1 0,4080
Parto Vaginal 157 0,00 8,00 0,61 0,00 1,40 0,11

Sindrome Hellp 12 0,00 2,00 0,25 0,00 0,62 0,18

PE grave 96 0,00 8,00 0,71 0,00 1,56 0,16

PE sem
gravidade 49 0,00 7,00 0,51 0,00 1,17 0,17 0,0010 0,6872
Parto Cesarea 157 0,00 3,00 0,41 0,00 0,71 0,06

Sindrome Hellp 12 0,00 1,00 0,42 0,00 0,51 0,15

PE grave 96 0,00 3,00 0,48 0,00 0,75 0,08

PE sem
gravidade 49 0,00 3,00 0,27 0,00 0,64 0,09 0,1748 0,2270
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Variavel N  Min Max Média Mediana Desvio EP pl p2
VI - CONDICAO
CLiNICA/SII\lTOMAS
PRE-ECLAMPSIA
15
IG Admisséo 7 24,00 41,00 37,30 38,00 3,34 0,27
Sindrome Hellp 12 25,00 39,00 34,08 35,50 4,76 1,37
PE grave 96 24,00 41,00 37,38 38,00 3,16 0,32
0,061
PE sem gravidade 49 26,00 41,00 37,94 39,00 2,87 0,41 8 0,0012
15
PA Sistdlica Adm 6 116,00 200,00 156,19 160,00 17,59 1,41
Sindrome Hellp 12 140,00 180,00 166,67 170,00 13,03 3,76
PE grave 95 116,00 200,00 159,38 160,00 18,02 1,85
0,097
PE sem gravidade 49 116,00 200,00 147,45 140,00 14,10 2,01 2 < 0,0001
15
PA Diast6licaAdm 6 80,00 130,00 100,26 100,00 11,80 0,94
Sindrome Hellp 12 80,00 120,00 104,17 100,00 13,79 3,98
PE grave 95 80,00 120,00 101,26 100,00 11,23 1,15
0,596
PE sem gravidade 49 80,00 130,00 97,35 90,00 12,04 1,72 0 0,0820
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Variavel N Min Max Média Mediana  Desvio EP pl p2

VIl - HISTORIA DO
PARTO E DADOS DO

RECEM-NASCIDO
Peso 155 560 4600 3070,5 3215 768,7 61,74

Sindrome Hellp 12 560 4560 2405,4 2610 1347,6 389,01

PE grave 94 1020 4555 3072,5 3090 668,66 68,97

PE sem gravidade 49 560 4600 3229,7 3250 690,59 98,66  0,0247 0,0451
Idade Gestacional 151 25 41 37,69 38 2,77 0,23

Sindrome Hellp 12 25 40 34,25 35,5 4,75 1,37

PE grave 90 31 41 37,95 38 2,04 0,22

PE sem gravidade 49 26 41 38,05 39 2,82 0,4 <0,00010,0055
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Varigvel Tempo N Min Max Média Mediana p
IX PERFIL
LABORATORIAL DA
GENITORA
Hemoglobina
Sindrome Hellp T1 12 9,9 16,8 12,9 12,8 0,0002
Sindrome Hellp T2 10 6,3 12,7 9,4 9,6
PE grave T1 93 9,9 15,5 12,9 12,9 < 0,0001
PE grave T2 39 6,8 14,4 10,8 11,1
PE sem gravidade T1 48 10,7 120,6 15,3 12,8 0.0244
PE sem gravidade T2 10 8,0 13,8 111 11,6
Hematdcrito
Sindrome Hellp T1 12 30,0 50,7 38,5 37,7 0,0001
Sindrome Hellp T2 10 19,0 38,0 27,9 28,4
PE grave T1 92 29,6 45,4 38,8 39,1 < 0,0001
PE grave T2 39 21,2 43,0 32,5 33,0
PE sem gravidade T1 48 32,3 49,5 38,8 38,0 0,0178
PE sem gravidade T2 10 23,5 39,3 33,7 34,8
Plaquetas
Sindrome Hellp T1 12 96.000 322.000 186916,7 173000,0 04316
Sindrome Hellp T2 10 108.000 289.000 155600,0 137000,0
PE grave T1 94 49.000  400.000 232478,7 230000,0 0,0583
PE grave T2 39 77.000 588.000 261435,9 251000,0
PE sem gravidade T1 48 118.000 427.000 236041,7 225500,0 0.9219
PE sem gravidade T2 10 101.000 1.698.000 350400,0 204000,0
Ureia
Sindrome Hellp T1 12 17,4 34,9 24,4 22,5 0.1490
Sindrome Hellp T2 9 19,1 34,2 29,54 31,5
PE grave T1 91 0,5 46,8 19,0 18,3 0,0016
PE grave T2 32 14,6 52,7 26,5 25,7
PE sem gravidade T1 47 9,3 36,9 19,2 18,1 0.8457
PE sem gravidade T2 10 14,8 43,2 23,9 22,45
Creatinina
Sindrome Hellp T1 12 0,4 0,9 0,68 0,75 0.0150
Sindrome Hellp T2 10 0,6 14 0,9 0,8
PE grave T1 91 0,2 1,6 0,64 0,6 0,0048
PE grave T2 32 0,5 2,0 0,8 0,7
PE sem gravidade T1 47 0,4 0,9 0,57 0,6 0,0340
PE sem gravidade T2 10 0,5 1,0 0,7 0,7
Acido Urico
Sindrome Hellp T1 12 3,0 11,3 6,2 6,0 0.1073
Sindrome Hellp T2 9 3,3 8,4 5,7 55
PE grave T1 91 2,2 8,4 5,0 4,9 0,0067
PE grave T2 28 2,8 8,5 4,9 4,7
PE sem gravidade T1 47 2,5 40,9 54 4,4 0.3008
PE sem gravidade T2 9 4,1 6,5 5,0 5,2 '




Varigvel Tempo N Min Max Média Mediana p

IX PERFIL

LABORATORIAL DA

GENITORA

TGO
Sindrome Hellp T1 12 8,1 265,9 77,4 37,0
Sindrome Hellp T2 10 19,0 155,3 44,7 31,6
PE grave T1 92 10,0 429,2 30,1 20,6 1,0000
PE grave T2 31 10,6 79,8 26,5 24,1
PE sem gravidade T1 46 9,3 39,9 19,3 17,8 0,9102
PE sem gravidade T2 9 10,8 42,4 24,3 22,6

TGP
Sindrome Hellp T1 12 7,7 278,9 72,3 47,2 0,1602
Sindrome Hellp T2 10 11,6 113,0 441 31,2
PE grave T1 91 4,6 260,2 19,4 12,6 0,5632
PE grave T2 32 1,0 93,4 23,2 14,8
PE sem gravidade T1 46 5,6 64,9 14,1 11,6 0,2031
PE sem gravidade T2 9 7,0 67,9 23,0 15,6

BT
Sindrome Hellp T1 12 0,3 1,4 0,6 0,4 0,0355
Sindrome Hellp T2 10 0,2 0,6 0,3 0,3
PE grave T1 91 0,1 1,4 0,4 0,3 0,2233
PE grave T2 30 0,1 1,8 0,4 0,3
PE sem gravidade T1 47 0,1 1,3 0,4 0,3 0,8551
PE sem gravidade T2 9 0,1 1,7 0,4 0,2

BD
Sindrome Hellp T1 12 0,1 0,9 0,2 0,2 0,1967
Sindrome Hellp T2 10 0,0 0,3 0,1 0,1
PE grave T1 86 0,0 1,0 0,1 0,1 0,6883
PE grave T2 30 0,0 1,1 0,2 0,1
PE sem gravidade T1 47 0,0 0,7 0,2 0,1 0,4227
PE sem gravidade T2 9 0,1 0,5 0,2 0,1

Bl
Sindrome Hellp T1 12 0,1 0,6 0,3 0,3 0,0225
Sindrome Hellp T2 10 0,1 0,3 0,2 0,2
PE grave T1 87 0,0 0,9 0,3 0,2 0,0739
PE grave T2 30 0,1 0,7 0,2 0,2
PE sem gravidade T1 47 0,1 0,9 0,3 0,2 0,6716
PE sem gravidade T2 9 0,0 1,2 0,3 0,1




Pré eclampsia Sindrome Hellp

Pré eclampsia

Valor de

sem gravidade grave p
N % N % N %
Pré Termo 8 17,39 8 66,67 37 39,78
82,61 4 33,33 56 60,22 0,0016

Termo 38




Variaveis continuas - Analise estatistica dos dados de sHLA-G

valor de  valor de
Varidvel N Min Max Média Mediana Desvio EP pl p2
HLAG_Admissao
Termo 85 2.686 89.958 17,01 14,59 11,77 1,28 < 0,0001 0,1568
Pré Termo 49 3,17 36.333 14,14 13,32 7,46 1,07 0,0042
HGLA_pos_parto
Termo 65 0 35.502 4,59 2,67 6,63 0,82 < 0,0001 0,0621
Pré Termo 36 0,001 13.249 5,25 5,55 4,29 0,72 0,0082
Termo
HLAG_Admissao 62 3,048 89,958 17,56 15,15 12,95 1,64 < 0,0001 < 0,0001
HGLA_pos_parto 62 0 35,502 4,67 2,67 6,78 0,86 < 0,0001
Pré Termo
HLAG_Admissao 35 3,688 36,333 14,65 13,32 7,48 1,26 0,0083 < 0,0001
HGLA_pos_parto 35 0,001 13,249 5,33 5,55 4,32 0,73 0,0083
Geral
HLAG_Admissao 97 3,048 89,958 16,51 14,03 11,33 1,15 < 0,0001 < 0,0001
HGLA_pos_parto 97 0 35,502 4,91 4,11 5,99 0,61 < 0,0001
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RESUMO

A pré-eclampsia é a sindrome hipertensiva gestacionais com repercussdes nas mulheres
e nos recém-nascidos a identificacao de fatores genéticos relacionados a modulacao da resposta
imune contribuem para a avaliagdo da susceptibilidade e gravidade da doenca e o
desenvolvimento de estratégias de prevencdo, deteccdo precoce e terapéuticas. Apesar do
conhecimento do efeito terapéutico do uso de glicocorticoides no periodo gestacional e da
presenca de elemento genético de resposta ao corticoide no promotor do gene HLA-G, ainda
ndo existe relatos sobre a associagdo de polimorfismo na regido promotora do gene HLA-G com
os niveis de HLA-G em resposta ao uso de corticoide no tratamento da pré-eclampsia. Este
estudo ird esclarecer se o polimorfismo na regido promotora do gene HLA-G e 0s niveis
sorologicos de sHLA-G estd associado ao aumento da gravidade da doenca. 151 gestantes
participaram da pesquisa, onde foi realizado avaliacdo epidemioldgica, estudo genético e
imunoldgico. 61,5% das pacientes tinham PE grave, 30,4% PE sem gravidade e 7,6% sindrome
hellp. Na admissdo as gestantes com sindrome hellp apresentaram alteracdo nas taxas de
plaquetas (p=0,0367), ureia (0,0478), acido urico (0,0061), TGO (p<0,0001), TGP (p<0,0001)
e DHL (p<0,0001), com valores superiores aos da PE grave e PE sem gravidade demonstrando
risco de desenvolver formas graves. A analise genética do promotor do gene HLA-G para o sitio
-486 A/A possivelmente esta relacionada ao aumento do risco de desenvolver PE e a presenca
do alelo -1138 A esta associada a um risco 3 vezes maior de apresentar a forma grave da doenca.
Foi identificado que o haplotipo HLA-G -509CC/-400GG/-391GG foi associado a protecdo
contra a doenca (p=0,0184), enquanto o HLA-G -1138AA/-400GG esta relacionado a formas
graves (p=0,0246). Foi observado maiores niveis de SHLA-G na admissdo em relacdo ao pos-
parto, e ndo houve diferenca nos niveis de SHLA-G nas pacientes com PE grave, incluindo a
sindrome hellp nas gestantes que usaram corticoide. Este estudo ressaltou a importancia das
plaquetas, ureia, acido urico, TGO, TGP e HDL como marcadores de risco para gravidade da
doenca durante a admissao da paciente no servico de salde.

Palavras Chave: Pré-eclampsia, Antigenos HLA-G, Glicocorticoides

ABSTRACT

Preeclampsia is a gestational hypertensive syndrome with repercussions on women and
newborns. The identification of genetic factors related to the modulation of the immune
response contribute to the assessment of the susceptibility and severity of the disease and the
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development of prevention strategies, early detection and therapeutics. Despite the knowledge
of the therapeutic effect of the use of glucocorticoids in the gestational period and the presence
of a genetic element of response to corticosteroids in the promoter of the HLA-G gene, there
are still no reports on the association of polymorphism in the promoter region of the HLA-G
gene with the HLA-G levels in response to corticosteroid use in the treatment of preeclampsia.
This study will clarify whether polymorphism in the promoter region of the HLA-G gene and
serological levels of SHLA-G is associated with increased disease severity. 151 pregnant
women participated in the research, where an epidemiological assessment, genetic and
immunological study was carried out. 61.5% of patients had severe PE, 30.4% had no severe
PE and 7.6% had hellp syndrome. At admission, pregnant women with hellp syndrome showed
changes in platelet rates (p=0.0367), urea (0.0478), uric acid (0.0061), TGO (p<0.0001), TGP
(p<0 .0001) and LDH (p<0.0001), with values higher than those of severe PE and non-severe
PE, demonstrating a risk of developing severe forms. The genetic analysis of the promoter of
the HLA-G gene for the -486 A/A site is possibly related to an increased risk of developing PE,
and the presence of the -1138 A allele is associated with a 3-fold increased risk of having the
severe form of PE. disease. It was identified that the HLA-G -509CC/-400GG/-391GG
haplotype was associated with protection against the disease (p=0.0184), while the HLA-G -
1138AA/-400GG is related to severe forms (p=0 .0246). Higher sHLA-G levels were observed
at admission compared to postpartum, and there was no difference in SHLA-G levels in patients
with severe PE, including hellp syndrome in pregnant women who used corticosteroids. This
study highlighted the importance of platelets, urea, uric acid, TGO, TGP and HDL as risk
markers for disease severity during patient admission to the health service.

Keywords: Pre-eclampsia, HLA-G Antigens, Glucocorticoids

INTRODUCAO

A pre-eclampsia é a doenga mais comum dentre as sindromes hipertensivas gestacionais
com repercussdes nas mulheres e nos recem-nascidos em todo o mundo, e por possuir um
componente imunologico, a identificacdo de fatores genéticos relacionados a modulacdo da
resposta imune podem contribuir para a avaliacdo da susceptibilidade e gravidade da doenca e
0 desenvolvimento de estratégias de prevencdo, deteccdo precoce e terapéuticas
(MONDADORI, 2010).

Como mecanismo imunoldgico na gestacdo estd a influéncia da progesterona sobre o
sistema imune da mée participando do blogueio da proliferacdo de linfocitos, prolongamento
da sobrevida de aloenxerto, modulacdo na producao de anticorpos além de reducdo na producéo
de citocinas pro-inflamatérias com a mudanca no perfil de producéo de citocinas para o tipo
Th2 (WILCZYN'SKI, 2005; SZEKERES-BARTHO; HALASZ; PALKOVICS, 2009).

O antigeno leucocitario humano (HLA)-G é uma molécula do complexo de
histocompatibilidade de classe I, ndo classica, que exerce atividade de modulacéo da resposta
imune, através da ligacdo a diferentes receptores inibitérios em diversas células imunes

(CASTELLI, 2014). O gene HLA-G é pouco polimdrfico, mas a presenca de polimorfismos na
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regulagdo reguladora 3’ e 5 ndo traduzidas tem sido associada a alteracdo na expressdo da
proteina, cuja reducdo esta associado a pré-eclampsia, abortos de repeticdo (CAROSELLA et
al., 2008, MORANDI et al., 2016).

A Pré-eclampsia Grave (PEG) é definida como a PE associada a complicacdes materno-
fetais que sdo graves o suficiente para que haja risco iminente de comprometimento de vida
materno-fetal. E considerada grave quando um ou mais dos seguintes sinais ou sintomas estdo
presentes: 1) pressdo arterial igual ou acima de 160/110 mmHg, confirmada em pelo menos
duas tomadas, com intervalo de seis horas; 2) proteindria de 5 g ou mais em urina de 24 horas
(3 ou 4+ em teste de tira); 3) oliguria ou diurese menor do que 400 ml por dia; 4) sintomatologia
de iminéncia de eclampsia, ou seja, cefaleia, dor epigastrica e transtornos visuais; 5) cianose e
edema pulmonar; além de 6) dor no hipocdndrio direito; 7) trombocitopenia ou plaquetas abaixo
de 100.000/ mm3; 8) anemia hemolitica microangiopatica decorrente da hemolise; 9) ictericia
e/ou elevacédo das enzimas hepaticas e 10) restricdo do crescimento fetal (FEBRASGO, 2017;
KAHHALE; FRANCISCO; ZUGAIB, 2018)

Apesar do conhecimento (1) do efeito terapéutico do uso de glicocorticoides no periodo
gestacional trazendo beneficios tanto para a méde quanto para o feto (AREIA et al., 2018), (2)
da presenca de elemento genético de resposta ao corticoide no promotor do gene HLA-G
(CASTELLI, 2014), e (3) o fato do sitio de ligacao do corticoide ao promotor ser polimorfico,
ainda ndo existe relatos sobre a associacdo de polimorfismo naregido promotora do gene HLA-

G com os niveis de HLA-G em resposta ao uso de corticoide no tratamento da pré-eclampsia.

Este estudo ira esclarecer se o polimorfismo na regido promotora do gene HLA-G e 0s
niveis sorologicos de HLA-G esta associado ao aumento da gravidade da doenca, contribuindo
para elucidar questionamentos relacionados aos fatores que podem interferir na expressao deste
gene, gerando, além de conhecimento cientifico, a possibilidade de utilizacdo dos achados como
marcadores de gravidade da pré-eclampsia relevantes, diminuido morbidade e mortalidade

tanto das gestantes quanto de seus recém-nascidos.

MATERIAS E METODOS

Consideracoes éticas

Este estudo foi aprovado em 30/10/2019 pelo Comité de ética em Pesquisa (CEP) do
Aggeu Magalhaes com o CAAE 17910719.1.0000.5190 e em 07/11/2019 pelo CEP do Hospital
das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), CAAE

17910719.1.3001.8807 conforme recomendado pela legislagdo brasileira de pesquisa com seres
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humanos, de acordo com o Codigo de Etica, Resolugio 466/12 do Conselho Nacional de Sadde.
As pacientes que aceitaram participar da pesquisa assinaram o Termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

Selegéo de pacientes

Participaram do estudo 151 gestantes maiores de 18 anos, atendidas no periodo de 01
de abril a 30 de setembro de 2020 no Centro Obstétrico do HC da UFPE.
Coleta de dados clinicos e amostras

A coleta dos dados clinicos foi realizada a partir de questionario semiestruturado
aplicado diretamente a paciente pela pesquisadora. Dados referentes a internagdo assim como

resultados de exames foram obtidos através de consulta ao prontuario médico.

Foram coletados em média 8 mL de sangue materno em tubo contendo EDTA de cada
paciente, na admissdo hospitalar e 24h pds-parto. As amostras foram processadas no
Laboratorio de Imunogenética/lAM/ FIOCRUZ.

Extracdo de DNA gendmico humano

O DNA gendmico foi isolado das células mononucleares com o reagente DNAzol
(Invitrogen, California - USA), utilizando o protocolo do fabricante. As amostras foram
homogeneizadas em DNAzol e 0 DNA precipitado com etanol 100%. Apos a centrifugacao a
12.000 x g, o precipitado de DNA foi lavado com etanol 75% por duas vezes e diluido em 8

mM NaOH. O DNA isolado foi utilizado nos estudos de variabilidade genética.
Determinacao do polimorfismo genético

Foi amplificada a regido 5’UTR do gene HLA-G a partir do DNA genémico das
pacientes utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os iniciadores
HLAGF 5’-ACACTCATAATTCATTCATTCAGC-3’; HLAGR 5’-
TCTTCTGATAACACAGGAACTTC -3’ e a enzima DNA-polimerase Primestar ® GXL
DNA Polymerase (Takara Bio Inc, Kusatsu, Shiga, Jap&o).

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% para
confirmacdo da reacdo antes de serem encaminhados para sequenciamento, que foi realizado
de acordo com o protocolo do Big DyeTerminator v3.1, e no equipamento ABI
GeneticAnalyser 3100 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) localizado na

plataforma tecnoldgica na Fiocruz-PE.
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Os cromatogramas obtidos com 0 sequenciamento das regides de interesse foram
analisados com o programa Lasergene SeqMan 7.0 (DNASTAR Inc., Madison, EUA) para
contagem dos SNP (Single nucleotide polymorphism).

As frequéncias genéticas observadas nas gestantes portadoras de doenca grave,
incluindo aquelas com sindrome HELLP, foram comparadas com as frequéncias observadas
nas gestantes apresentando doenca sem gravidade. Ainda foram comparadas as frequéncias
determinadas considerando todas as mulheres com pré-eclampsia, independente da gravidade
da doenga, com as frequéncias em mulheres saudaveis sem historico de cancer, doenca
autoimune, aborto ou pré-eclampsia na familia determinadas em estudos anteriores do

Laboratério de Imunogenética da Fiocruz-PE.

5.8 Deteccdo de HLA-G solavel por ELISA

A deteccdo de HLA-G solavel (sSHLA-G) (isoformas G5 e G6) no plasma foi realizada
utilizando o anticorpo monoclonal anti-HLA-G MEM-G/9 (Exbio, Praga, Republica Checa) de
captura, pelo metodo de ELISA sanduiche. Uma curva padrdo de cinco pontos (12,5-200
ng/mL) construida com o antigeno expresso em linhagem celular M8 foi utilizada para
determinar os niveis circulantes de SHLA-G e os resultados foram expressos em ng/mL.
6. ANALISE ESTATISTICA E PROCESSAMENTO DE DADOS

As variaveis clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais foram descritas com medidas de
dispersdo central para as variaveis continuas e por valores absolutos e percentuais de contagem
para as varidveis categoricas, estimadas com o programa GraphPad Prism (versdo 5.0, San
Diego, CA, EUA), e o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020). As frequéncias
alélicas e genotipicas também foram analisadas com o programa R. Para todos os resultados,

os valores de P<0,05 sdo considerados significativos.

RESULTADOS
De acordo com a anélise das pacientes que participaram do estudo, a idade das gestantes (média
de 27,5 anos) ndo esteve associada a gravidade da doenca (p=0,4820). As gestantes com formas
graves da pré-eclampsia na admissdo hospitalar apresentaram menores idades gestacionais,
sendo para a sindrome hellp, PE grave e PE sem gravidade, respectivamente 34, 37 e 38
semanas (p=0.0018).

Constatou-se que a pressdo sistolica na admissdo foi significativamente maior na

gestante com sindrome hellp e PE grave em relacdo a PE sem gravidade (167 x 160 x 148,
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p<00001), e que o histérico de hipertensdo arterial (p=0,0002) e de diabetes (p=0,0492)

aumenta o risco para desenvolvimento de sindrome hellp (Tabela 1).

Apesar da propor¢do de gestantes com histdrico de pré-eclampsia ter aumentado nas

gestantes com formas grave da doenca atual, ndo ha uma relacao significativa entre a ocorréncia

de pré-eclampsia em gestacdes pregressa e futura.

Tabela 1: Associacé@o de comorbidades a gravidade da pré-eclampsia

Diagnostico Final

. Sindrome Pré eclampsia Pré eclampsia
Variaveis .
Hellp grave sem gravidade
N % N % N %
HAS anterior
1. Sim 5 41,67 5 5,43 11 23,91
2. Nao 7 58,33 90 94,57 35 76,09 0,0002
PE anterior
1. Sim 4 33,33 16 17,39 5 10,87
2. Nao 8 66,67 76 82,61 41 89,13 0,1633
Diabetes anterior
1. Sim 2 16,67 2 2,17 3 6,52
2. Néo 10 83,33 90 97,83 43 93,48 0,0492

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: N: nimero de participantes deste estudo. P foi

estimado pelo teste exato de Fisher.

Na admissdo as gestantes com sindrome hellp apresentou alteracdo nas taxas de TGO,

TGP e DHL, com valores superiores aos da PE grave e da PE sem gravidade (Tabela 2).

Avaliando o pés-parto, as plaquetas ainda estavam alteradas em pacientes com PE grave. TGO

e DHL mantiveram alteracdo pos-parto na PE grave e Sindrome hellp, apresentando diferenca

estatistica significativa nas plaquetas e TGO (Tabela 3).

Tabela 2: Associacdo de variaveis laboratoriais na admissdo com a gravidade da pré-

eclampsia.

Variavel Laboratorial N Min Max Media  Mediana pl p2
Plaquetas 148  49.000 427.000 230.331,1 229.000

Sindrome Hellp 12 96.000 322.000 186.916,7 173.000

PE grave 91  49.000 400.000 232.626,4 230.000

PE sem gravidade 45 118.000 427.000 237.266,7 226.000 0,7711 0,0367
Acido Urico 144 2.2 40,9 5,2 4,9

Sindrome Hellp 12 3,0 11,3 6,2 6,0

PE grave 88 2,2 8,4 5,0 4,8

PE sem gravidade 44 2,5 40,9 55 4,5 <0,0001* 0,0061
TGO 144 8,1 429,2 31,0 20,4
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Sindrome Hellp 12 8,1 265,9 77,4 37,0

PE grave 89 10,0 429,2 30,3 20,5

PE sem gravidade 43 9,3 39,9 19,5 18,0 < 0,0001* 0,0002
TGP 143 4,6 278,9 22,4 12,8

Sindrome Hellp 12 7,7 278,9 72,3 47,2

PE grave 88 4,6 260,2 19,5 12,6

PE sem gravidade 43 5,6 64,9 14,3 116  <0,0001* 0,0002
DHL 139  268,1 2116,9 482,2 438,7

Sindrome Hellp 11 364,8 1180,4 612,7 571,4

PE grave 85 268,1 2116,9 483,6 446,9

PE sem gravidade 43 278,4 751,7 445,9 426,6 <0,0001* 0,0441

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Valores de referéncia: Plaquetas (150.000 — 450.000 pL);
Acido urico (3,0 a 7,0mg/dL) TGO (até 25U/L); TGP (até 55 U/L); Desidrogenase lactea (DHL,
250 a 450mg/dL). pl=resultado teste de normalidade, sendo (*) indicativo de variavel paramétrica.

p2 = variavel ndo paramétrica com p=< 0,05; Significancia é o resultado do pos teste. **

Tabela 3: Frequéncia genotipica de sitios polimorficos na regido promotora do gene HLA-G
em gestantes.

Variavel

. N Min Max Media Mediana pl p2
Laboratorial

Plaquetas 57 77000,0 1698000,0 257175,4 217000,0

Sindrome Hellp 10 108000,0 289000,0 155600,0 137000,0

PE grave 37 77000,0 588000,0 259432,4 246000,0

PE sem gravidade =~ 10 101000,0 1698000,0 350400,0 204000,0 < 0,0001* 0,0010
Acido Urico 44 28 8,5 51 51

Sindrome Hellp 9 3,3 8,4 5,7 55

PE grave 26 2,8 8,5 5,0 4,8

PE sem gravidade 9 4,1 6,5 5,0 5,2 0,1368 0,3930
TGO 48 10,6 155,3 30,12 26,15

Sindrome Hellp 10 19,0 155,3 44,7 31,6

PE grave 29 10,6 79,8 26,9 24,2

PE sem gravidade 9 10,8 42,4 24,3 22,6 < 0,0001* 0,0517
TGP 49 1,0 113,0 27,8 16,4

Sindrome Hellp 10 11,6 113,0 44,1 31,2

PE grave 30 1,0 93,4 23,7 14,8

PE sem gravidade 9 7,0 67,9 23,0 15,6 0,3072 0,0584
DHL 25 2958 691,5 479,5 479,0

Sindrome Hellp 4 434.,8 549,7 492,4 492,5

PE grave 14 295,8 691,5 493,4 489,6

PE sem gravidade 7 313,8 621,1 4443 405,2 0,2933 0,6210

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Valores de referéncia: Plaquetas (150.000 — 450.000 pL);
Acido drico (3,0 a 7,0mg/dL) TGO (até 25U/L); TGP (até 55 U/L); Desidrogenase lactea (DHL,
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250 a 450mg/dL). pl=resultado teste de normalidade, sendo (*) indicativo de variavel paramétrica.
p2 = variavel ndo paramétrica com p=< 0,05; Significancia é o resultado do pos teste. **

A presenca do alelo -1138 A em homozigose (OR= 2,97; p= 0,0317) ou heterozigose
(OR=3,35; p=0,0511) esté associada a um risco de 3X de apresentar a forma grave da doenca.
Ainda, a presenca do gendtipo -400 G/G, apesar de estar associado ao menor risco de
desenvolver pré-eclampsia, pode estar relacionado a maior risco em desenvolver a forma grave
da doenca (OR= 2,85; p=0,0570). Nesse caso, foi observado um intervalo de confianca grande,
sugerindo limitacdo da analise devido ao reduzido nimero de individuos apresentando uma das
variaveis (Tabela 4).

Tabela 4: Frequéncia genotipica de sitios polimorficos na regido promotora do gene
HLA-G



Total - PE

(Hellp + PE grave) x PE sem

Total-PE x Pop - FEM

gravidade
OR P- valor OR P- valor
-1138
(A/G)
0.78 (0.38-
AA 102 2.97 (1.14-7.70) 0.0317 1.60) 0.5921
1.24 (0.59-
AG 21 0.35 (0.13-0.95) 0.0511 258) 0.5850
GG 2 -- -- -- --
total 125
-509 (C/G)
0.44 (0.19-
cC 91 2.28 (0.84-6.19) 0.1116 0.99) 0.0508
2.12 (0.94-
cG 19 0.40 (0.14-1.08) 0.0960 4.81) 0.0750
GG 1 -- -- -- --
total 111
-486 (A/C)
1.80 (0.99-
AA 39 0.74 (0.32-1.74) 0.5172 3.24) 0.0554
1.09 (0.64-
AC 52 0.75 (0.34-1.63) 0.5514 1.86) 0.7871
0.44 (0.23-
cC 18 -- -- 0.84) 0.0168
total 109 -- --
-400 (A/G)
AA 4 -- -- -- --
2.05 (0.92-
AG 19 0.40 (0.14-1.14) 0.0914 4.56) 0.0793
0.38 (0.17-
GG 80 2.85 (1.07-7.62) 0.0570 0.83) 0.0151
total 103
-391 (A/G)
AA 4 -- -- --
1.67 (0.73-
AG 16 0.51 (0.16-1.58) 0.3485 3.81) 0.2242
0.45 (0.20-
GG 81 1.76 (0.61-5.04) 0.3912 1.00) 0.0533
total 101

93

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Legenda: OR: Odds ratio, P foi estimado pelo teste
de Mann- Whitney.

Quando construimos haplétipos formados pelos sitios polimorficos HLA-G -509 C/G; -

400 A/G; -391A/G, cujos gendtipos estiveram associados a protecdo contra a doenca, obtemos

trés haplotipos para o grupo controle e oito para o grupo de pacientes. O haploétipo HLA-G -509

CC/-400GG/-391GG foi 0 mais prevalente em ambos os grupos, e um fator associado a
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protecdo contra a doenca quando comparado ao grupo controle (78% vs 91%; OR= 0,36; IC=
0,16-0,83; p=0,0184) (Tabela 5).

Na avaliacdo de hapl6tipos formados a partir dos sitios polimdrficos HLA-G -1138 A/G
e -400 A/G associados a evolugdo da doenca em pacientes que tem o diagnéstico de PE
confirmado (PE grave e Sindrome Hellp comparados com PE sem gravidade) gerou seis
possiveis haplétipos, dos quais cinco foram identificados no grupo de pacientes com PE sem
gravidade, e quatro no grupo de gestantes com doenga grave. O hapl6tipo HLA-G -1138AA/-
400GG foi associado ao maior risco para o desenvolvimento da forma grave da pre-eclampsia
(OR= 3,38 p=0,0246) (Tabela 6).

Tabela 5: Haplétipo construido com gendtipos associados a protecéo contra doenca

Gestantes com pré- Populagao

eclampsia controle OR(IC) P-valor
Haplotipo -
500400301 " o n v
CC/AG/AG 3 3,09 2 1,85 -- --
CC/AG/IGG 2 2,06 0 0,00 -- --
CC/GGIGG 76 78,35 98 - 0.36 (0.16-0.83) 0.0184
CCIGG/AG 0 0,00 0 0,00 -- --
CG/AG/IAG 14 14,43 8 7,41 2.10 (0.84-5.27 0.1182
CG/GG/GG 1 1,03 0 -- -- --
CG/GG/IAG 0 0,00 0 0,00 -- --
CC/AG/IGG 1 1,03 0 --
Total 97 100,00 108 100,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianca. P foi estimado
pelo teste de Wilcoxon.

Tabela 6: Hapl6tipo construido com genotipos associados a evolucédo da doenga em gestantes

com PE.

Ge§tant(_as com pré- GAestan.tes com pré- OR (IC) P_valor

eclampsia grave eclampsia SEM grave
Haplétipo n
;})%38/- n % %
AA/AA 0 0,00 1
AA/GG 61 83,56 15 62,50 3.38(1.23-9.32)  0.0246
AG/AA 1 1,37 0 -- -- -
AG/AG 10 13,70 7 29,17 0.40 (0.13-1.22) 0.1283
AG/GG 0 0,00 1 -- -- -
GG/AA 1 1,37 1 -- -- -
Total 73 100,00 24 100,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confiancga. P foi

estimado pelo teste de Wilcoxon.



95

Os niveis circulantes de sHLA-G na gestante diminuiram significantemente apds o
parto, independentemente do uso preventivo de corticoide (Figura 1).
Figura 1. Relacdo entre os niveis de SHLA-G das gestantes com pré-eclampsia que

fizeram ou ndo uso de corticoide preventivo antes e apds o parto
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Na nossa casuistica, as gestantes tinham idade média de 27,5 anos, e a idade nédo
estava associada a gravidade da doenca, possivelmente devido a limitagdo do numero de
gestantes com sindrome hellp que correspondia a 7,6% dos casos pré-eclampsia, e a ndo
inclusio de gestantes menores de 18 anos no estudo. De forma semelhante, o estudo da Africa
do Sul em 1.547 gestantes com pré-eclampsia e média de idade de 27 anos mostrou que 9,5%
das pacientes evoluiram para eclampsia, mas com maior risco para as gestantes com idade
inferior a 20 anos (30% x 3,5%) (NATHAN et al., 2018).

A mesma meta-andlise relatou um risco de pré-eclampsia de 2,9, 3,7 e 5,1 vezes para
quem é obesa, diabética e tem hipertensao arterial sistémica prévia, respectivamente. E um risco
de 8,7 vezes para quem tem histérico de pré-eclampsia anterior (BARTSCH et al., 2016;
FRICK, 2021). De forma semelhante, as gestantes com pré-eclampsia e familiares de primeiro
grau referiram fatores de risco para a doenga, como diabetes (4,7% e 82,6% dos casos),
hipertensdo (14% e 91,3%), e pre-eclampsia prévia (17% e 44%, respectivamente), com um
risco superior a duas vezes associado ao diabetes e hipertensdo, corroborando com outros
estudos (KHALIL et al., 2013, CHEN et al., 2021).

Em relacdo aos parametros hematoldgicos, os niveis de hemoglobina, hematdcrito e
plaguetas na admissdo hospitalar apresentaram variagcdo, extrapolando os limites da
normalidade na PE grave e sindrome hellp, mas apenas a reducéo dos niveis de plaquetas estava
associada a sindrome hellp. A associagdo da trombocitopenia com sindrome hellp e eclampsia
ja foi descrita por outros (KINAY et al., 2015; BERHAN; ENDESHAW, 2015). Apds o parto
a reducdo dos niveis de hemoglobina, hematocrito e plaquetas ocorre em todas as gestantes,
entretanto, a reducdo observada da hemoglobina e hematocrito foi significativamente superior
na sindrome hellp comparadas a reducédo observada PE sem gravidade e PE grave. Os niveis de
plaquetas também foram reduzidos, mas a diferenca ndo atingiu a significancia em nenhum
grupo estudado, mas a trombocitopenia pds-parto continuou sendo um fator de gravidade
associado apenas a sindrome hellp, corroborando o estudo que descreveu a anemia abaixo de
12mg/dL no pos-parto e a trombocitopenia abaixo de 100.000 plaquetassmm3 no pré- e pos-
parto associadas com a eclampsia (BERHAN; ENDESHAW, 2015).

Alteracdo em marcadores da funcdo hepatica (&cido urico, TGO, TGP e DHL)
estiveram associados a gravidade da pré-eclampsia na admissdo, corroborando outros estudos
(GRACIA, 2012; KINAY etal., 2015; NDWIGA et al., 2020; CHEN et al., 2021). Dentre esses,
as enzimas hepaticas TGO e DHL foram os Gnicos que permaneceram com niveis elevados no

pOs-parto nas gestantes com sindrome hellp, e niveis discretamente acima do limite de
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referéncia nas gestantes com PE-grave. Essas enzimas sao indicativas de lesdo hepatica, e 0 seu
aumento representam risco para ruptura hepética associada a eclampsia (GRACIA, 2012), e a
persisténcia de niveis duas vezes acima do valor referéncia no pds-parto sugere a gravidade da
lesdo hepatica (BERHAN; ENDESHAW, 2015).

O nivel de HLA-G é crucial para a manutencdo da gravidez e niveis baixos placentérios
e circulantes estdo associados a abortos de repeticdo e eclampsia (SIPAK, 2019;
ROKHAFROOZ, 2018). Esses niveis sdo determinados a nivel transcricional e pos-
transcricional do gene HLA-G, através dos sitios polimorficos existentes principalmente nas
regides reguladoras do gene. Na regido 5’URR existem 35 sitios polimorficos, alguns dos quais
em sequencias alvo para fatores de transcricdo (CASTELLI et al, 2014). Na regido 3’ nao-
traduzida existem oito sitios de polimorfismos (14bp Ins/Del, +3003 C/T, +3010 C/G, + 3027
A/C, +3035 C/T, +3142 C/G, +3187 C/G e +3196 C/G) MARTELLI-PALLOMINO, 2013)
mais prevalentes capazes de modular a expresséo do gene atraves da mediacdo de microRNAS
(CASTELLI et al., 2017). A variante genética mais estudada é a delecdo / insercéo de 14-pares
de base (14-pb) na regido 3’ ndo-traduzida, com a insercdo associada a diminuicao de niveis de
SHLA-G e ao risco de eclampsia (ROKHAFROOZ, 2018; SIPAK, 2019).

Comparamos as frequéncias alélicas e genotipicas de 20 polimorfismos entre a posi¢éo
-1305 e — 369 da 5'URR do gene HLA-G de mulheres com pré-eclampsia e mulheres saudaveis,
e identificamos trés sitios polimdrficos (-509/-400/-391) cujos alelos majoritarios em
homozigose estavam relacionados a protecdo contra a doenca, € outro apresentando uma
tendéncia a significancia (-486 G/G). Adicionalmente, observamos que o alelo A em
homozigose -486A/A estava relacionado ao aumento do risco de desenvolver PE. De forma
semelhante, DURMANOVA e colaboradores em 2021, ao analisar polimorfismos na regido
HLA-G 5'URR em mulheres eslovacas com pré-eclampsia, encontraram uma associacao
significativa entre -486A/C e aborto espontaneo, sugerindo que o alelo A possa ser dominante.
O mesmo estudo demonstrou que os gendtipos -201AA foram significativamente mais
frequentes em mulheres que desenvolveram pré-eclampsia, regido ndo avaliada no nosso
estudo.

Quando analisamos isoladamente as gestantes com pré-eclampsia, os presenca dos
gendtipos -1138 A/A e -400 G/G e o haplotipo apresentou um risco trés vezes superior para
desenvolver formas graves da doenca. Entretanto, ndo identificamos diferencas significativas
associando o0s niveis circulantes de sHLA-G com essas variantes genéticas. Além da

possibilidade de outros sitios polimorficos, como aqueles da regido 3’ nao-traduzida, estarem
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simultaneamente interagindo na modulagdo da expressdo do sHLA-G, deve-se considerar as
alteracOes metabdlicas, estresse e hipOxia que as gestantes na admissao hospitalar podem estar
sujeitas, pois essas situacdes podem ativar fatores de transcri¢cdo com sitios na regido promotora
do gene HLA-G (FERREIRA, 2017a), fazendo com que os valores de SHLA-G sejam mais
uniformes entre os grupos. Ademais, a forma de membrana da molécula HLA-G ndo foi
quantificada nesse estudo.

A reducdo dos niveis de SHLA-G ap6s o parto foi observada em todos os grupos, mas
dentre as gestantes com PE sem gravidade os niveis de SHLA-G foram maiores nas gestantes
que ndo fizeram uso de corticoide preventivo. Esse achado é interessante, visto que a regido
5’URR do gene HLA-G possui um sitio de ligacdo para corticoides no inicio do promotor
(CASTELLI, 2014), mas que ndo foi identificado pelo sequenciamento, sendo necessario
repetir o experimento para obter uma maior cobertura de sequenciamento. Outro sim, ndo é
possivel afastar a existéncia de fatores de confusdo, como uso de cloreto de magnésio como
medida preventiva para convulsdo, oxigenoterapia, ou outro, que podem modular a regulacéo

de sHLA-G a nivel transcricional ou pos-transcricional.
CONCLUSAO

Esse estudo contribuiu para a descricdo do perfil de gestantes com pré-eclampsia
atendidas no HC-UFPE, e o reconhecimento de que o protocolo de atendimento estabelecido
na instituicdo tem permitido baixa taxa de complicacdo materna e fetal durante o curso da
doenca. A identificacdo de variantes genéticas associadas ao risco de desenvolvimento das
formas graves cria oportunidades para o estudo de moléculas reguladoras, como miRNAs com
alvo nesses sitios polimorficos, que permitam no futuro o desenho de farmacos que modulem
os niveis de sSHLA-G, que possam ser usados na gravidez antes da instalacdo das alteracdes
estruturais na placenta, desta forma reduzindo ainda mais as complicacdes materno-fetais ainda
associadas as sindromes hipertensivas na gestacao.

Além disso, foi comprovada a importancia das plaquetas, TGO, TGP e HDL como
marcadores de risco para gravidade da doenca durante a admissdo da paciente no servigo de
salde. Adicionalmente, foi observado que ha associacdo entre a gravidade da PE com o
polimorfismo na regido promotora do gene HLA-G, entretanto ndo foi detectada diferenca
significativa na expressdo da forma soltvel do HLA-G com a gravidade da doenca, significando

que outros fatores estdo atuando simultaneamente na expresséo do gene.
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ANEXO 1 APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO IAM
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—~ < INSTITUTO AGGEU ) PlobaRorma
Comiph de Ciica MAGALHAES (IAM) %ﬂd

=iy Passogiaisa
£ Mg P - T e

Cortinuacho oo Farecer 3 670.578

Objetive da Pesquisa:

Objetive primario: Estudar a associagdo do polimorfismo da regido promotora do gene HLA-G e resposta ao
uso de corticoide durante tratamento da prée-eclampsia.

Objetivos secundarios:

- Avaliagdo das variaveis clinico-epidemiclégica e laboratoriais associadas a gravidade e desfecho da
preeclampsia;

- Identificagéo de sitios pelimarficos na regides reguladoras do gene HLA-G associadas a gravidade da
doenga;

- Avaliagdo das diferengas nos niveis da forma solivel de HLA-G em sangue periférico, cordao umbilical e
placenta e associada a gravidade da doenga:

- Associagio de alelos dos sitios polimarfico das regites reguladoras com niveis de sHLA-G e HLA-G
placentario;

- Associsgio da resposta o uso de corticoide na pré-eclampsia com niveis sanguineos de sHLA-G;

- Associacdo da resposta ao uso de corficoide na pré-eclampsia com o alele do sifio de ligagéo de corticoide
no promotor do gene HLA-G;

- Avaliagdo da resposta imune placentaria de gestante com pré-ecldmpsia e sindrome HELLF

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O procedimento de coleta de sangue periférico pode frazer algum incémodo como dor no momento da
puncio, além de extravasamento de sangue, gue sera minimizado por pressdo pds puncao feite pelo
profissional gue realizara a coleta.

Beneficios:

0Os resultados deste estudo podem levar alguns anos para serem alcancados, por isso gualguer beneficio
decomrente de seus resultados ndo sero imediatos, porém depois de alcanca-los, sjudardo s entender as
causas da doenga, fazer diagndstico precoce & melhorar o tratamento de uma grande parcela de mulheres
que podem desenvolver pré-eclampsia no futuro.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
Sera aplicado guestionaric e realizado coleta de amostra de sangue periferico, fragmenio de placenta e
sangue do corddo umbilical para realizagdo dos testes propostos. Etapas da coleta das amostras:

1- Questionario e consulta ao prontuario;

Endarego:  Av. Praf. Moraes Rego, s

Balrra: Cldade Universitaia CEP: 50670-420
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (51)2101-2639 Fax: [(81)2101-263% E-mall: comitestica@cpgam focruz.br
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2- Coleta de sangue periférico da gestante, no momento da admissic hospitalar, antes da primeira dose de
corticoide;

3- Coleta sangue periférico 24h apds a primeira dose de coricoide;

4- Coleta de amostra de sangue periférico no momento do pario e sangue do corddo umbilical;

5- Coleta de aproximadamente 2 em3 de fragmento de tecido placentario;

6- Coleta de amosfira sanguinea mo minima 24h apds o parto, antes da alta hospitalar. As coletas de
amosiras sanguineas seguirdo o protocolo de acompanhamento de pacientes com pré-eclampsia da
insfituigio, ndo sendo necessario a coleta de amostra além da

necessara duranie seu tratamenta.

Critério de Incluso: Critéric de inclusdo do grupe controle: Mulheres admitidas no servigo com histdrico de
pré natal de baixo risco que ndo apresentem qualquer doenga crénico-degenerativa; Critério de inclusdo do
grupo caso: Mulheres admitidas no servigo com diagnostico de

pré-ecldmpsia e que aceitem pariicipar da pesquisa com assinatura do TCLE.

Critério de Exclusdo: Critéric de exclusdo das mulheres do grupo controle: Histérico pessoal de
hipertensdo,pré-ecldmpsia ou disbete gestacional anterior e historico

familiar de céncer e doenga autoimune; Critério de exclusdo do grupo caso: Paciente referir uso prévio de

corticoide no ultimo més e apresentar deficit cognitivo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Todos enfregues sem pendéncias.

Recomendagoes:

A carta de Anuéncia anexada pela pesquisadora € do setor onde sera realizada a pesguisa no hospital, e
nao documento assinado pelo Diretor geral do hospital. Observar se esse & o procedimento para anuéncia

de coparticipante por parte do HC.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do Projete em questdo estio
condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Cédigo de Etica, Resolugiio 466/12 do Conselho Macional de Sadde, de 12 de dezembro de 2012 e
complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Gltima formatagéo apresentada ao CEP.

Enderego:  Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Balrma: <Cldade Lnkversitara CEP: 50.670-420
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (51)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mall: comitestica@ongam.ocruz.br
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

INSTITUTO AGGEU
MAGALHAES (IAM)

2

mo

Wale ressaltar que, em relagéo ao protocolo de pesquisa, € previste na Resolugio 466/2012 no item X1 - DO
PESQUISADOR RESPONSAVEL, que o pesquisador deve apresentar ao CEP relatdrios parciais e finais

[subitem: d} elaborsr & apresentar os relatdrics parciais e final). Pede-se que o pesgquisador entregue os

relatarics como previsto no texto da resolugio. Informamas que a entrega dos relatdrios parciais precisam

zer feitas a cada semestre, conforme cronograma de execucdo da pesquisa, via Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionades:

Tipe Documento Arguiva Postagem Autor Situagso
Informagoes Basicas| PE_INFORMACCES_BASICAS_DO_P 181002018 Aceito
do Projeta ROJETOD 1388988 pdf 16:35:42
Qutros cartarespostaaspendenciasversao? . pdf 18412018 | Camila Rodrigues de | Aceito
16:23:38 | Melo Barbosa

Outros CurriculoL attesMormalucena. pdf 18/1v2018 | Camila Rodrigues de | Aceito
16:07:21 Melo Barbosa

Folha de Rosto folhaderostoversao? pdf 18412018 | Camila Rodrigues de | Aceito
15:48:58 | Melo Barbosa

Projeto Detalhade ! | camilabarbosaprojetoversac2. pdf 18/1v2018 | Camila Rodrigues de | Aceito

Brochura 00:38:18 [ Melo Barbosa

Investigador

TCLE ! Termos de | TCLEwversaoc2. pdf 18/1v2018 | Camila Rodrigues de | Aceito

Assentimento | 00:34:00 | Melo Barbosa

Justificativa de

Auséncia

Outros Cartadeanuencia. pdf 01/08/2018 | Camila Rodrigues de | Aceito
20:34:25 | Melo Barbosa

Qutros fichadeentrevista.pdf 27/08/2019 | Camila Rodrigues de | Aceito
13:28:22 | Melo Barbosa

Declaracac de termobicrrepositorio. pdf 0840852018 | Camila Rodrigues de | Aceito

Manuseio Material 16:17:36 | Melo Barbosa

Biolagico /

Biorepositaria

Biobanco

Outros declaracaodecompromissorelatorios. pdf | 2200772019 | Camila Rodrigues de | Aceito
14:08:18 | Melo Barbosa

Outros declaracaocequipeprojeto. pdf 2200712018 | Camila Rodrigues de | Aceito
14:07:46 | Melo Barbosa

Qutros lattesCamilaBarbosa.pdf 2200712019 | Camila Redrigues de | Aceito
14:04:21 | Melo Barbosa

Endersgo:  Av. Prof. Moraes Rego, s

Balrmo: Cldade Universltara CEP: 50,670-420

UF: PE Municiplo: RECIFE

Telefone: (21)2104-2630 Fax: [81)2101-2630 E-mall: comiesticafbengamfocruz.br
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INSTITUTO AGGEU
MAGALHAES (IAM)

Contirvacdo do Pamcer: 3,670,878

Situacgio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

RECIFE, 30 de Outubro de 2019

)
z Y pa v
i) ‘Assinado por:
Maria Almerice Lopes da Silva

(Coordenador(a))
Enderego: Av, Prof, Moraes Rego, sin®
Bairro:  Cidage Universitaria CEP: 50670420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2629 Fax: (81)2101-2839 E.mall:  comitcaticagicpaam.iocrz br
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ANEXO 2 APROVACAO DO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL DAS CLINICAS

UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE gwmﬂtﬂ
FEDERAL DE PERNAMBUCO -

HC/UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titule da Pesquisa: Imunomegulagio da pré-eclémpsia: Pelimorfisme da regido promotora do gene HLA-G
e resposta 8o uso de corticoide durante tratamento da pré-eclémpsia

Pesquisador: Camila Redrigues de Melo Barbosa

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 17910712.1.3001.8807

Instituigdo Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH
Patrocinador Principal: Financiamento Prépric

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.801.333

Apresentagio do Projeto:

O projeto trata-se de uma dissertagdo, cuja hipotese & verificar se o efeito do uso de corticoide no
tratamento de pré-eclampsia esta associado ao sumento de HLA-G soluvel, interferinde na expressao do
gene HLAG.

Tem como desenho de estudo transversal, e tera uma amostra de 200 pacientes, sendo 100 casos e 100
controles.

Tem como hipétese, O efeito do wso de corticoide no fratamento de pré-ecldmpsia esta associado ao
aumento de HLA-G soluvel, interferinde na expresséo do gene HLAG.

Critério de inclus&o do grupe controle: Mulheres admitidas no servigo com histarico de pré natal de baixo
risco que ndo apresentem qualguer doenga crinico-degenerativa; Critéric de inclusdo do grupo caso:
Mulheres admitidas no servigo com disgnoastice de pré-eclampsia e que aceitem participar da pesquisa com
assimatura do TCLE.

Critério de excluso das mulheres do grupo confrole: Histdrico pessoal de hipertenséo, pré-ecldmpsia ou
diabete gestacional anterier & histérice familiar de céncer e doenga autoimune.

Critéric de exclusdc do grupo caso: Paciente referir uso prévio de coricoide no Gltiimo més e apresentar

deficit cognitive.

Enderego:  Av. Professor Moraes Rego, S, 3° andar do prédio principal (enfermanas)

Balrro: Cidade Universitana CEP: 50.670-901
UF: PE Municipla: RECIFE
Telefone: [51)2126-3743 E-mall: ceghcufpegfgmall.com
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UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DE PERNAMBUCO -

HC/UFPE

Contresscio do Parecer- 3.691.333

Objetive da Pesquisa:

Objetive primario: Estudar a associagio do polimorfismo da regifo promotora do gene HLA-G e resposta ao
uso de corticoide durante tratamento da pré-eclampsia.

Objetivos secundarios:

- Avaliagde das varidveis clinico-epidemioldgica e laboratoriais associadas a gravidade e desfecho da
présclimpsis;

- ldentificagdo de sitios polimarficos na regides reguladoras do gene HLA-G associadas a gravidade da
doenga:;

- Avaliagdo das diferengas nos niveis da forma solivel de HLA-G em sangue periférico, cordao umbilical e
placenta e associada a gravidade da doenga:

- Associagdo de alelos dos sitios polimérfico das regides reguladoras com niveis de sHLA-G & HLA-G
placentario;

- Associagdo da resposts ao uso de corficoide na pré-ecldmpsia com niveis sanguineos de sHLA-G;

- Associag&o da resposta ao uso de corticoide na pré-eclémpsia com o alelo do sifio de ligagéo de corticoide
no promaotor do gene HLA-G;

- Avaliagdo da resposta imune placentaria de gestante com pré-ecldmpsia e sindrome HELLP

Avaliagdo dos Riscos & Beneficios:

Riscos:

0 procedimento de coleta de sangue periférice pode trazer algum incdmedo come dor no momento da
pungdo, além de extravasamento de sangue, que sera minimizado por pressao pos pungao feito pelo
profissional que reslizara a coleta.

Beneficios:

Os resultados deste estudo podem levar alguns anos para serem alcangados, por isso qualguer beneficic
decormente de seus resultados néo serdo imediatos, porém depois de aleanga-los, sjudario a entender as
causas da doenga, fazer diagnostico precoce e melhorar o tratamenio de uma grande parcela de mulheres
que podem desenvolver pré-eclampsia no futuro.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sera aplicade questionaric e realizado coleta de amostra de sangue periférico, fragmento de placenta e

sangue do cord&o umbilical para realizag-ﬁn dos testes propostos. Etapas da coleta das amostras:

Endarego: Av. Professor Moraes Rego, SiN, 3° andar do predio princlpal jerfermarnias)
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1- Questionaric e consulta ao prontuario;

2- Coleta de sangue periférico da gestante, no momenio da admiss@o hospitalar, antes da primeira dose de
corticoide;

3- Colets sangue periférico 24h apos a primeira dose de corticoide;

4- Colets de amostra de sangue periférico no momento do pario e sangue do cordao umbilical:

5- Colets de aproximadamente 2 cm3 de fragmento de tecido placentaric;

&- Colets de amostra sanguinea no minimo 24h apas o parto, antes da alta hospitalar. As coletas de
amosiras sanguineas seguirdo o protocelo de acompanhamento de pacientes com pré-eclampsia da
instituicdo, néo sendo necessario & coleta de amostra além da necessaria durante seu tratamento.
Critério de Inclusie: Critério de inclusdo do grupo confrole: Mulheres admitidas no servigo com histérico de
pré natal de baixo risco que ndc apresentem qualquer doenca crinico-degenerativa; Critério de inclusdo do
grupo caso: Mulheres admitidas no servigo com diagnostico de pré-eclampsia & que aceitem participar da
pesguisa com assinatura do TCLE.

Critério de Exclusaoc: Criteric de exclusdo das mulheres do grupeo controle: Historico pessoal de
hipertenséo,pré-eclampsia ou diabete gestacional anterior e historico

familiar de céncer & doengs autoimune; Critério de exclusdo do grupo caso: Paciente referir uso prévio de

corticoide no Ultime més e apresentar deficit cognitive.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Em conformidade com as normas vigentes.

Recomendagdes:

Sem recomendagies.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
PROJETO APROVADO PELD CEP

O Protocele foi avaliado e estd APROVADO para iniciar a coleta de dados. Caso a pesquisa seja realizada
ne ambito do Hospital das Clinicas, o pesguisador principal deve comparecer ac NAP e solicitar a Carta de
Encaminhamento. Informamos que a AF"FEO".I'AI;EO DEFIMITIVA do projeto so seré dada apos o envio da
Motificagdo com o Relatdrio Final da pesquisa. O pesquisador devers fazer o download do modelo de

Relatorio Final para envia-lo via “Motificagde”, pela Plataforma

Enderago: Ay, Professor Maoraes Rege, SN, 3° andar do predio principal (enfeman as)
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Brasil. Siga as instrugdes do link “"Para enviar Relatdrio Final®, disponivel no site do CEP HC/UFPE. Apds
apreciagio desse relatério, o CEP emitird nove Parecer Consubstanciado definitive pele sistema Plataforma
Brasil. Informamos, ainda, gue o (a) pesguisador (a) deve desenvolver & pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quande perceber risco ou dano néo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CHSMMS N® 486M2). Eventuais modificagies nesta pesguisa devem ser solicitadas através de
EMEMDA ao projeto, identificando a parte do profocelo a ser modificada e suas justificatives. Para projetos
com mais de um ano de execugie, & chrigatdrio gue o pesquisader responsavel pelo Protocolo de Pesguisa
apresente a este Comité de Efica, relatérics parciais das atividades desenvolvidas no periodo de 12 meses
a contar da data de sua aprovagdo (item X.1.3.b., da Resclugio CHNS/MS N° 466/12). O CEF HC/UFPE
deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes gue alterem o curso normal do estudo
{item V.5., da Resolugdo CNSIMS M= 486/12). E papel dofa pesquisador/a assegurar todas as medidas
imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocomido (mesmo que tenha sido em ocufro centra) e
ainda, enviar nofificagdo & ANVISA — Agéncia Macional de Vigilincia Sanitaria, junto com seu

posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 05M11/2019 Acsito
do Projeto ROJETO 1462107.pdf 00:17:59
Outros printpaginal.pdf 0811 1/2018 [ Camila Rodrigues de | Aceifo
00:17:12  [Melo Barbosa

Qutros parecer_aprovado_assinado. pdf 05112018 | Camila Rodrigues de | Aceito
00:13:08  [Melo Barbosa

Folha de Rosto folhaderosto_vistoHC_ pdf 051 1/2019 [ Camila Rodrigues de | Aceifo
00:12:13  [Melo Barbosa

Qutros cartarespostaaspendenciasversao pdf 18102018 | Camila Rodrigues de | Aceito
168:23:38  [Melo Barbosa

Qutros CurriculoLattesMormalucens. pdf 181002018 | Camila Rodrigues de | Aceito
168:07:21 Melo Barbosa

Projeto Detalhado | camilabarbosaprojetoversac. pdf 18M10/2019 [ Camila Rodnigues de | Aceifo

Brochura 00:38:18 [Melo Barbosa

or

TCLE ! Termos de | TCLEwversao2 pdf 181002018 | Camila Rodrigues de | Aceito

Assentimento § 00:34:00  [Melo Barbosa

Justificativa de

AusEncia

Endersgo:  Av. Professor Moraes Rego, SN, 3° andar do prédio principal (erfermaras)
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Qutros Cartadeanuencia. pdf 01082018 | Camila Rodrigues de | Acsiio
20:34:25 | Melo Barbosa

Qutros fichadeentrevista.pdf 2782018 | Camila Rodrigues de | Acsiio
13:28:22  |Melo Barbosa

Dedarag:'m de termchiomepositoric. pdf 08M8/12018 | Camila Rodrigues de | Acesito

Manuseio Material 18:17:38 |Melo Barbosa

Biolagico /

Biorepositoria /

Biobanco

Qutros declaracacdecompromissorelatorios.pdf | 2200712018 | Camila Rodrigues de | Acsiio
14:08:19  |Melo Barbosa

Outros declaracacequipeprojeto. pdf 220712018 | Camila Rodrigues de | Aceito
14:07:48  |Melo Barbosa

Qutros lattesCamilaBarbosa. pdf 2200712018 | Camila Rodrigues de | Acsiio
14:04:21 Melo Barbosa

Situagao do Parecer:

RECIFE, OF de Nowembro de 2019

RECIFE

Aprovado
Hecessita Apreciagac da CONEP:
Mao

Enderego:

Balrro: Cldade Universitana

UF: PE Munlciplo:

Telefome: [31)2126-3743

Assinado por:
José Angelo Rizzo
(Coordenador(a))

CEP: 50.670-901

E-miall;

AN Professor Maraes Rego, SN, 3° andar do predio princlpal (enfemarnas)

ceghcutped@gmall.com
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