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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome gestacional especifica da gestacdo humana, sendo
a principal causa de morte materna e perinatal no Brasil e no mundo, com uma fisiopatologia
ainda ndo completamente esclarecida. O quadro sintomatico caracteristico € composto pelo
aumento da pressdo arterial >140/90mmHg a partir da 202 semana de gestacéo e leséo de 6rgaos
alvo como figado, rins e sistema nervoso central. O microambiente bioquimico da PE ¢é
caracterizado pela presenga de eROS (espécies reativas de oxigénio), fatores pro-inflamatorios
e pro-hipertensivos na circulagdo materna, fatores esses resultantes da disfuncdo endotelial
promovida pelo estresse oxidativo caracteristico desta enfermidade.

Sabe-se que um regulador enddgeno da pressdo arterial de extrema relevancia é o 6xido
nitrico (NO), encontrado em baixa biodisponibilidade em gestantes com PE. O NO € produzido
no endotélio vascular pela enzima eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) a partir do substrato
I-arginina, porém, esse substrato também é utilizado pelas arginases 1 e 2 (ARG1 e ARG2), e
ha portanto a possibilidade de que a competi¢cdo da eNOS com a ARG1 e ARG2 pelo substrato
levar a uma diminuig&o da biodisponibilidade de NO.

Tanto a eNOS (0xido nitrico sintase), a qual é codificada pelo gene NOS3, quanto as
arginases 1 e 2, codificadas pelos genes ARG1 e ARG2, respectivamente, possuem variagoes de
unico nucleotideo, ou seja, variacGes alélicas do tipo SNV (ou comumente chamadas SNPs).
Nesse sentido, o presente trabalho realizou uma revisdo da literatura com o objetivo de entender
uma possivel relacdo das varia¢oes do tipo SNV nos genes ARG1, ARG2 e NOS3 com a PE.

No gene NOS3, dois principais polimorfismos parecem ser fatores de risco para a PE ao
favorecerem a diminuicdo da formacdo de NO: o rs1799983, que é uma variante missense
também conhecida como GIu298Asp, cujo impacto parece ser no acoplamento na NOS3 ao
caveolo membranar, diminuindo a efetividade de ativacdo da enzima; além de rs2070744, que
€ um SNP na regido promotora do gene NOS3 (-786 T/C) apontado como capaz de diminuir a
expressdo da enzima em comparagdo com o alelo normal. As demais variantes ou outros tipos
de impacto na doenca (como fatores protetores, impactos na resposta farmacoldgica,
marcadores prognosticos e outros marcadores etc.) necessitam mais estudos.

Em relacdo as arginases, estas ndo aparentam possuir uma relacdo estreita com a
fisiopatologia da PE, porém o polimorfismo rs3742879 de ARG2 foi apontado como fator na

responsividade ao tratamento anti-hipertensivo na PE e maiores niveis de nitrito circulantes.
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1 INTRODUCAO

Dentre uma das sindromes hipertensivas gestacionais que mais causam mortalidade
materna perinatal no Brasil e no mundo, a pré-eclampsia (PE) se destaca, juntamente com outras
sindromes hipertensivas gestacionais, como uma das doengas responsaveis pelas mortes
obstétricas diretas no nosso pais [1, 2, 4], e mais de 50 mil mortes anuais ao redor do mundo
[2]. Os aspectos clinicos dessa sindrome incluem, a partir da 20 semana de gestagdo, a
hipertensao arterial (>140/90mmHg), insuficiéncia renal, proteintria e disfun¢do hepatica [2],
além de comprometerem o crescimento intrauterino do feto, podendo causar parto prematuro e
morte perinatal.

Conhecida como uma sindrome especifica da gestagdo humana, a PE apresenta uma
fisiopatologia ndo totalmente esclarecida e complexa, que envolve disfungdo endotelial
sistémica decorrente de produtos da ma perfusdo placentaria na circulagdo materna [2,3,5].
Pode-se dividir a instalacdo desse quadro hipertensivo, portanto, em dois estdgios: num
primeiro momento ha falha na remodelagao das artérias espiraladas maternas na placentagao
resultando em ma perfusdo placentdria, e conseguinte ha a presenca de diversos fatores
placentarios na circulagdo materna que culminam, dentre outros aspectos, numa disfuncao
vascular sistémica na gestante [2]. Tal teoria da PE instalada em dois estagios ¢ sustentada por
estudos a respeito das disfungdes de células endoteliais maternas em modelo in vitro incubadas
em plasma de mulheres pré-eclampicas [6,7].

O endotélio vascular desempenha diversas fungdes homeostaticas no tecido vascular,
boa parte mediada pelo 6xido nitrico (NO) enddgeno, que funciona de maneira geral como
relaxante do musculo liso vascular enddgeno [3,5]. Na PE hé forte evidéncia da disfuncao
endotelial associada com uma baixa biodisponibilidade de NO, além da presenca de espécies
reativas de oxigénio (eROS) decorrentes da placenta isquémica [3,6]. A presenca de eROS na
circulacdo materna ¢ o que induz a resposta inflamatoria excessiva caracteristica da doenca,
havendo um desbalanco entre as defesas antioxidantes enzimaéticas e a producdo de citocinas

pro-inflamatorias, o que favorece a manutengao e progressao da doenga.

1.1 O 6xido nitrico
O 6xido nitrico (NO) ¢ um vasodilatador essencial e de fungdo bem estabelecida na homeostase
cardiovascular, cuja produgcdo enddgena no sistema vascular provém majoritariamente da
enzima NOS3 endotelial, também conhecida como eNOS — 6xido nitrico sintase endotelial. [8]
A sua produ¢do depende do endotélio vascular integro e funcional, sendo esta estrutura

responsavel por diversas fungdes como a regulacdo do tonus vascular e a liberagdo de
7
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substancias vasoativas, dentre elas o NO, uma substancia gasosa e lipofilica que age como
mediadora de diversos processos biologicos [8][9][12]. Destes processos, vale destacar a
homeostase vascular [9], tonus vascular, proliferacao celular, além da agregacao de plaquetas e
leucocitos [9].

A proliferacao de células musculares lisas vasculares ocorre sob estimulo do influxo de
calcio, tendo o NO um efeito antiproliferativo [8][9][10]. O NO end6geno é importante também
na regulagdo da adesdao de leucocitos ao endotélio vascular ao inibir fatores nucleares
necessarios para expressao de citocinas [9][10][11]. Além disso, o NO ¢ capaz de regular o
microambiente redox das células vasculares [8][9][12], tendo efeito antioxidante por reagir com
superoxidos e por aumentar a expressao da superdxido dismutase, agindo também na up-

regulation da heme-oxigenase-1 e da ferritina, que diminuem a concentrag@o de superoxidos.

O NO de origem endotelial ¢ capaz de se difundir entre membranas uma vez que ¢
lipofilico, atuando nas plaquetas e nas células musculares lisas dos vasos ao se ligar a por¢ao
heme de uma guanilato ciclase soluvel (sGC)[8][9][11]. Assim, o relaxamento do musculo liso
se seguird uma vez que este complexo metal-nitrosil na guanilato ciclase é capaz de catalisar a
conversao de GTP (guanosina trifosfato) em cGMP (guanosina monofosfato ciclica),
responsdvel por ativar uma proteina kinase G-1 (PKG-1), sendo esta responsavel pela
fosforilagdo de diversas proteinas que regulardo a concentragdo de célcio intracelular [9]. Em
detalhes, o que ocorre ¢ que a PKG-1 fosforila canais de potassio de alta condutancia ativados
por calcio — ou BK Ca Activated K+ Channels — o que causa abertura do canal, saida de potassio
da célula e consequente hiperpolarizagio da membrana plasmaética, reduzindo o influxo de
calcio pelos canais de célcio do tipo L. A PKG-1ainda fosforila estes canais de célcio tipo L
inibindo sua fung¢do, além de inibir o receptor de IP3 (1,4,5 inositoltrifosfato) e o fosfolambano
no reticulo sarcoplasmatico [8][10]. A inibi¢do do receptor de IP3 e do fosfolambano suprime
a liberacdo de calcio das reservas intracelulares além de promover o sequestro de Ca2+ pelo
reticulo sarcoplasmatico, respectivamente. Em suma, essa queda do fluxo de célcio intracelular
diminui a formac¢do do complexo célcio-calmodulina quinase da cadeia leve de miosina
promovendo o relaxamento da célula muscular e, portanto, a vasodilatacao[8,9]. Tal cadeia de

eventos estd esquematizada na figura 1.
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Figura 1. Esquema do relaxamento muscular a partir do 6xido nitrico. As proteinas fosforiladas que levam a baixa
de Ca2+ de maneira direta ou indireta sdo o receptor de IP3 e o fosfolambano. Fonte: Pereira, N M [72].

A interagdo do NO com superdxidos resulta em peroxinitrito [9][10], um composto
altamente reativo com o DNA, proteinas ou ainda lipideos, conhecido por contribuir com o
estresse oxidativo. A formacgao deste composto ¢ limitada por altas concentragdes de superoxido
dismutase, que o converte em peroxido de hidrogénio. Entretanto, quando ha altos niveis de
NO, como resultado da upregulation da expressao e da atividade de NOS2 (iNOS ou inductible
Nitric oxide sinthase), a formagao de peroxinitrito pode prevalecer e comprometer a homeostase

vascular, resultando na disfungdo endotelial.

1.2 Sintese do oxido nitrico e NOS3

A producdo do NO ocorre a partir do substrato L-arginina por meio das enzimas 6xido
nitrico sintases: NOS1 (ou nNOS), NOS2 (ou iNOS) e NOS3(ou eNOS). A NOS2, conhecida
como NOS “induzivel” esta relacionada com a resposta inflamatoria e produz altas quantidades
de NO, enquanto a NOS1 e NOS3 sdo constitutivamente expressas, majoritariamente no tecido
nervoso € no endotélio vascular respectivamente [9][67]. Como ja citado, a NOS3 e sua
producao de NO no endotélio vascular tem papel fundamental na homeostase cardiovascular, e

sera um dos focos deste trabalho.

A NOS3 ¢ um mondémero de 134kD [8], porém atua quando estd dimerizada, possuindo
um dominio C-terminal, de atuacdo redutase e onde se liga, dentre outros, o cofator NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), um dominio intermédio de fungdo oxigenasse e

onde ha a sequéncia de ligacdo com a calmodulina e do co-fator BH4 (tetrahidrobiopterina —
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que estabiliza o dimero [8]), além da por¢do N-terminal, onde ha os sitios de ligagdo do

grupamento heme e zinco.

— Reductase domain =——_
HOOC— ®@ @® —COOH
©eO
g

L-Arg

Oxygenase domain Oxygenase domain

Heme Heme

H,N—" ""—=NH,

Fig 2. Esquema da NOS3 na conformacdo dimérica e elucidando os sitios de seus ligantes. Fonte: Oliveira-Paula,

G H [8];

A ligacdo com os cofatores € essencial para a producdo efetiva do NO [9][12], ja que se
observa que quando seus ligantes e cofatores sdo oxidados, por exemplo, por EROS, a enzima
se desacopla e volta a conformacao monomérica, passando a sintetizar superoxido ao invés de
oxido nitrico [71]. ANOS3 dimérica e acoplada transfere um elétron da porc¢ao redutase para o
dominio oxigenase, onde esta ligado um oxigénio reduzido ao grupamento heme, oxigénio esse
que ¢ incorporado a L-arginina para formar NO e L-citrulina.

Dentro da célula endotelial em repouso, a NOS3 se localiza em invaginagdes de
membrana conhecida como caveolas, formadas por caveolina-1 ancoradas @ membrana, além
de colesterois e esfingolipideos [8][9][71]. Nesta conformacdo a enzima esta inativa, a
transferéncia de elétron estd inibida, sendo liberada somente quando a calmodulina ativada
(com Ca2+) desloca a caveolina e se liga a NOS3, permitindo novamente a transferéncia de
elétrons ao longo do dimero e consequentemente a formagao do NO [8].

Porém, a atividade da enzima depende, da disponibilidade dos co-fatores mas também
do substrato L-arginina, e alguns estudos demonstraram que baixas concentragdes de L-arginina
ou de BH4 promovem o desacoplamento da NOS3 e baixa producao de NO vascular [67][8].
O desacoplamento da enzima e a consequente producao de superoxidos € um evento que leva a
disfuncdo endotelial e pode, portanto, ter influéncia nas doengas multifatoriais cardiovasculares
[71] como a PE.

E possivel que a regulagio de NOS3, a nivel transcricional, pos-transcricional ou ainda
pos traducdo seja influenciada por polimorfismos genéticos, e muitos sitios polimorficos ja

10
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foram descritos [8]. Mais de 11500 variagdes estdo relatadas no dbSNP, sendo que algumas
estao sendo relatadas como funcionais, como o SNP (polimorfismo de nucleotideo tnico) rs

2070744 ou o 151799983 [8][48][12].

1.3 As arginases e sua relacio com o NO

A arginase ¢ uma enzima que existe em duas isoformas: ARGI, que ¢ expressa
constitutivamente no figado, nas células endoteliais e nas células da musculatura lisa de vasos,
sendo uma enzima citosolica [70]; e ARG2, que pode ser encontrada em muitos tecidos,
especialmente nas mitocondrias [70]. Ambas participam do ciclo da ureia e catalisam a mesma
reacdo, que ¢ a transformacao do substrato o qual competem com a NOS3, a L-arginina, em L-
ornitina e ureia [69], sendo apontadas na literatura como contribuintes para a disfuncao
endotelial e patologias do sistema cardiovascular [67][69].

As arginase parecem contribuir para a baixa biodisponibilidade de NO, especialmente
na aterosclerose [67], mas também parece se relacionar com a fisiopatologia da disfunc¢ao erétil
[47], além de serem relacionadas com o estresse oxidativo [67]. A respeito da expressao da
NOS3, o aumento na expressdo das arginases pode ter relagdo moduladora [46], e em modelo
animal ha evidéncias da relacdo da maior expressdo de ARG1 com a pressao sanguinea [68].

A ARGI e a ARG2 sido codificados pelos genes ARGI e ARG2 respectivamente, e ha
muitas variantes genéticas da ARG/ relatadas no dbSNP - mais de 4900 - enquanto de ARG?2
existem mais de 12 mil, porém, poucos parecem estar listados na literatura. Assim como
polimorfismos de NOS3, ¢ possivel que polimorfismos nas arginases tenham influéncia na PE,
uma vez que aparentemente a enzima em si ¢ capaz de influenciar a pressao sanguinea.

Tendo em vista o background apresentado, este trabalho visa investigar a possivel
relagdo de polimorfismos genéticos de NOS3, ARGI e ARG2 e a PE. Os polimorfismos alvo do
estudo sdao do tipo SNV — variagdes de nucleotideo inico — mais conhecido como SNP —
polimorfismo de nucleotideo inico. Essa variagdo se caracteriza como uma mutagdao de um
unico par de bases num alelo e cuja frequéncia € significativa numa populagdo. Além deste tipo
de variante ser extensamente relatada, SNPs podem ter os mais diferentes impactos, a niveis de
transcri¢cdo, de transcrito, de tradugdo ou ainda na proteina em si, alterando a via do NO de

alguma forma.

11
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2 METODOLOGIA

O levantamento bibliografico neste trabalho foi feito no més de novembro de 2023,
utilizando as seguintes bases de dados: PubMed, MDPI, WebScience ¢ dbSNP (da National
Library of Medicine - NLM). Para os trabalhos a respeito dos SNVs da NOS3 foram utilizadas
as combinagdes das palavras-chave “NOS3” ou “Endothelial nitric oxide synthase” ou “eNOS”
mais “SNP” ou “polymorphism” mais “preeclampsia” ou “pregnancy hypertention” ou
“gestational hypertention” na busca. Ja para os trabalhos a respeito dos SNVs de ARG1 e ARG2
foram utilizadas as palavras-chave “ARGI”, “ARG2” ou “Arginase 17, “Arginase 2” ou
“cytosolic arginase”, “mitochondrial arginase” mais “SNP” ou “polymorphism” mais
“preeclampsia” ou “pregnancy hypertention” ou “gestational hypertention” na busca

Na plataforma dbSNP, que se trata de um banco de dados especificamente de
polimorfismos genéticos com base na National Library of Medicine, utilizando a ferramenta
Variation Viewer foi feita uma busca por “NOS3”, uma segunda busca foi feita por “A4RGI”, e
por fim uma terceira por “4ARG2”, todas com os filtros “single nucleotide variant” e “Has
publications/ Yes” ativados. Tais filtros foram utilizados para garantir que todos os resultados
obtidos seriam do tipo SNV e com citagdo na literatura. O genoma de referéncia utilizado em
todos os casos foi 0 GRCh38.p14. Foi gerada uma lista com os polimorfismos existentes nos
genes de interesse e que possuem alguma citagdo em publicacao.

Assim, foram selecionados para este trabalho publicacdes a respeito de SN'Vs dos genes
de NOS3, ARG1 e ARG2 elencados com a PE. Os critérios de exclusdo foram: trabalhos que
tratassem apenas de outras doencas hipertensivas que nao a PE; que ndo tratassem de ao menos
um polimorfismo do tipo SNV dos genes de interesse; ou que utilizasse exclusivamente modelo

animal.

3 RESULTADOS

Como resultados nas buscas a respeito da NOS3 foram obtidos um total de 81 resultados
no dbSNP, isto €, ha 81 variantes de nucleotideo unico do gene pesquisado e que estdo relatados
como havendo alguma relagdo com fendtipo humano. Destes, 52 estavam listados como citados
em alguma publicacdo, entre eles 5 foram selecionados para o estudo, j4 que estavam em
publicagdes a respeito da PE. Aliado as outras bases de dados, foram encontrados um total de
84 trabalhos, e incluidos um total de 39, em que: 2 sdo revisdes sistematicas, 4 sdo meta-
analises, 1 ¢ simultaneamente meta-analise e estudo do tipo caso-controle e os 32 restantes sao

estudos do tipo caso-controle.

12
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Variante Localizag&do Consequéncia Significado Freq. Trocade Localizagdo  Alteracdo
chr7: Molecular Clinico* 1000G bases regido de aa
génica

rs1799983 150.999.023  missense variant patogénica T=0.18 894G>T éxon 7 Asp298Glu
rs2070744 150.992.991 intron variant fator de risco C=0.23 -786 T>C promoter -
rs3918227 151.003.858 intron variant benigna A=0.054 C26425A intron 13
rs743506 151.009.827 intron variant desconhecida G=0.28 intron 20 -
rs7830 151.012.483 intron variant benigna T=0.36 intron 24 -

Tabela 1. Lista com SNPs de NOS3 relacionados com a PE na literatura. A frequéncia alélica na tabela

corresponde a frequéncia alelo de menor frequéncia considerando a populagdo global, com base no projeto

1000Genomas[] * = O significado clinico corresponde ao significado clinico retirado do ClinVar, que permanece

sendo revisado conforme mais estudos sdo publicados a respeito do SNP.

J& a respeito das arginases, na busca por ARG1 e ARG2 foram obtidas respectivamente

listas com 17 e 12 variantes no dbSNP. Por este médoto de pesquisa foram encontrados 3 SNPs

de ARG e 2 de ARG2 relacionados com a PE. Em conjunto com as outras bases de dados foram

obtidos 30 trabalhos ao todo, dos quais foram incluidos 2, além de mais um SNP que nao foi

encontrado no dbSNP com a metodologia utilizada, porém esta citado em publicag¢do sobre PE.

Variante Posicao Consequéncia Significado Freq. Alelo  Notacao Localizagdo  Alteracdo
ARG1 chré: Molecular Clinico 1000G regido génica de aa
rs2781659 131.570.680 _ _ G=0,44 A>G Upstream _
ARG1
rs2781667 131.574.004 Intron variant desconhecido T=0,460 C>T intron 1 _
rs2246012 131.577.068 intron variant desconhecido  C=0,2107 T>A/C intron 2 _
rs17599586  131.583.579 Intron variant benigna T=0,0867 C>T intron 7 _
Variante Posicao Consequéncia Significado Freq. Alelo  Notacao Localizagdo  Alteracdo
ARG2 chri4: Molecular Clinico 1000G regido génica de aa
rs3742879 67.648.284 Intron variant G=0,1172 A>G/C Intron 7
rs10483801 67.650.289 Intron variant 0,3149 A>C Intron 7

Tabela 2 — Lista com SNPs de ARG1 e ARG2 relacionados com a PE na literatura. A frequéncia alélica

na tabela corresponde a frequéncia alelo de menor frequéncia considerando a populagdo global, com base no

projeto 1000Genomas.
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4 DISCUSSAO
4.1 NOS3
4.1.1rs1799983

Esta variante é também extensamente conhecida como Glu298Asp, pois se trata de uma
variante missense no éxon 7 que resulta na troca de um aspartato por um glutamato no residuo
298 da NOS3[48]. Sua localizacdo gendmica € chr7:150999023, onde ocorre a transversao de
bases T>G e o alelo T aparece em menor frequéncia, sendo T=0,0705 entre a populacédo
Africana e aparecendo com alta frequéncia na populacdo Europeia em que T=10,3400 [48]. Essa
alteracdo de residuo GIlu298Asp resulta na reducdo da ligagdo da NOS3 a caveolina-1 nos
caveolos membranares, reduzindo portanto, a quantidade de NOS3 disponivel para ativacéo e

consequentemente diminuindo a producdo de NO [48].

De maneira geral boa parte dos estudos, individualmente, ndo encontraram relagdes
expressivas entre a variante e a PE. Todos relataram heterogeneidade em relacao aos gendtipos

encontrados independente da populacéo estudada.

Em relacdo aos estudos realizados com a populacdo Europeia/Caucasiana, em alguns
estudos ndo foram encontradas relacdes diretas da variante com a PE [14] [41]. Porém estudos
realizados j& nesta Gltima década mostraram resultados conflitantes, no qual alguns sugeriam
gue o gendtipo TT era mais comumente encontrado em gestantes PE do que em gestantes
saudaveis, na Grécia [30], enquanto outros estudos gregos ndo encontraram tal correlacédo e
afirmaram verificar o alelo T mais presente em gestantes saudaveis [16]. Outros continuaram

nédo encontrando correlagdes, nem na populacdo grega nem na inglesa [17] [41].

Alguns estudos com populacBes Asiaticas também encontraram dados conflitantes entre
si, especialmente os do inicio dos anos 2000. Alguns identificaram que a presenca do alelo T
como significativamente mais presente, especialmente na PE severa na populagédo japonesa e
coreana [18] [20], porém ao tentar replicar o estudo em paises emergentes da Asia, como
Bangladesh, nenhuma correlacdo foi encontrada [19]. O autor sugeriu que, em paises
emergentes, onde a incidéncia de PE é maior, 0 alelo T estaria desassociado da PE, por
interacdes com fatores socioecondmicos e culturais (como alimentacéo e estado geral de saude),
porém em outras populacGes, poderia ser um fator de risco para a doencga [19]. Em alguns
estudos na populagéo chinesa, ndo foi encontrada significancia da variante com a PE [38] [21],
porém em um estudo foi sugerido que a presenga do genotipo TT pudesse ser protetor para a
condic&o, ja que foi mais comumente encontrado em gestantes saudaveis em comparagdo com
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a PE [28], no entanto o autor reforgou a necessidade de estudos mais robustos para tal

afirmacéo.

J& em estudos com popula¢bes Latino-Americanas, enquanto alguns autores nao
encontraram relacdo alguma [22][33] outros estudos relataram resultados que indicavam que
gestantes com o genotipo TT, ou seja, homozigose Asp298, possuiam menores concentracoes
de NO circulante, e talvez estivessem susceptiveis a disfuncéo endotelial [23, 29]. O autor ainda
sugeriu que o fator de risco talvez fosse a presenca do haplotipo ‘C Asp298 b’, formado em
conjunto com a variante rs2070722 ( -786 T>C) e uma variante do tipo tandem repeat de 27 pb
no intron 4 conhecida como 4b/a [23], ja que este haplotipo foi signitivamente mais comum em
gestantes PE. Corroborando indiretamente com tais achados, outro autor teve achados em seus
estudos em que o haplotipo ‘T Glu b’ era mais frequente em gestantes saudaveis e estava
relacionado a maiores concentracdes de nitrito circulantes na populacdo brasileira [25] [26],
sugerindo que tal combinacdo poderia ser protetiva contra a PE. Porém, foi indicado por um
estudo na populagdo mexicana com descendéncia indigena que foi mais comum em relagdo as
gestantes saudaveis a presenca do haplétipo ‘C Asp298 4b’ na PE [29]. O autor sugeriu que as
possiveis inconsisténcias em relacao a associacao ou ndo de haplétipos em seu estudo se dé pela
heterogeneidade de background genético das populacGes, no caso, da populacdo mexicana em

relacdo as outras populagcGes do continente americano [29].

Apenas um estudo especificamente da populacdo Africana foi encontrado [24], em que
ao analisar a associacdo do polimorfismo com a PE e o descolamento de placenta em populagdo
miscigenada sul-africana, ndo encontrou relacdo com a PE especificamente, porém uma
associacao do alelo T, especialmente do gendtipo TT com o descolamento de placenta em

pacientes PE, especialmente naquelas com PE severa, porém nao nos controles.

Em relacdo as meta-analises, é possivel perceber que a concepc¢do a respeito da
interpretacdo da consequéncia da variante foi mudando ao longo do tempo. Inicialmente em
2011 e 2012, com cerca de 15 estudos caso-controle da variante e aproximadamente 1500 casos
PE e 2160 controles saudaveis cada estudo, ndo foram encontradas correlagGes significativas
entre o polimorfismo e a PE, mesmo quando feitas estratifica¢cdes por populagéo [28][36]. Em
2013, outro autor ao fazer a meta-analise de 22 estudos caso-controle, também ndo encontrou

relagdo entre o desenvolvimento da doenca e a variante [31].

Jaem 2016, ao fazer a anélise com um total de 2,863 casos e 5,726 controles, foi relatada
a relagdo estatisticamente relevante entre o SNP e a PE, afirmando a robustez do resultado
comparado com meta-analises anteriores por conta do poder estatistico de tamanha amostra,
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além da exclusdo de estudos cuja distribuicdo de alelos e gendtipos nos controles desviavam do
Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), o que poderia ter enviesado o0s resultados

dos outros autores [32]. O autor ainda ressaltou que ao se fazer a andlise estratificada por
populacéo, nota-se um risco especial na populagédo caucasiana.

Diferentemente de andlises anteriores, em 2021, ao avaliar a associacdo do
polimorfismo 894 G>T da NOS3 com o risco de PE em uma meta-analise com 4046 casos e
6068 controles, provenientes de 35 estudos do tipo caso-controle, encontrou-se associagao
significativa em populacdes europeias e miscigenadas, porém ndo em outras etnias [34]. O
autor ainda sugeriu que mesmo inconsistente com algumas das meta-analises anteriores a sua
publicacéo, o polimorfismo rs1799983 esta relacionado com uma maior susceptibilidade a pré-
eclampsia, especialmente em populacbes brancas e miscigenadas, ja que considera que 0s
resultados a respeito desta variante sdo estaveis e robustos. Segundo o autor, talvez estas
analises ainda ndo estivessem com uma quantidade suficiente de estudos para inferéncias de tal
tipo [34].

Mais recentemente, alguns autores passaram a fazer trabalhos buscando associa¢6es dos
marcadores de resposta farmacoldgica ou ainda a resposta em si, como a avaliacdo da
associacdo de polimorfismos NOS3 Asp298Glu e rs2071746 de HO-1(hemeoxigenase-1) e a
responsividade de gestantes PE & metildopa. E possivel que combinacbes destes gen6tipos
tenham influéncia na resposta a terapia anti-hipertensiva [35].

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para validar os efeitos combinados de
haplo6tipos de eNOS para o risco, prognostico ou ainda impactos em resposta farmacoldgica

deste polimorfismo na PE.

4.1.2 rs2070744

Este polimorfismo se trata de uma transicdo de bases T>C localizado em
chr7:150992991, na regido promotora do gene NOS3. A menor frequéncia deste alelo
encontrada em uma populacdo é na Africana, em que T=0,1231, segundo o0 projeto
1000Genomas 30x. Ha estudos que exploram a caracterizacdo da zona promotora do gene,
sendo este polimorfismo apontado como possivelmente redutor da expressao de NOS3 [12].

As associacdes a respeito do polimorfismo -786T>C também se mostraram
contraditorias em algumas populagdes. Em popula¢@es Europeias/caucasianas num primeiro
momento ndo foram relatadas diferencas significativas em relagdo a distribuicéo de alelos em
gestantes saudaveis e PE [17] [44]. Porém foi sugerido que a homozigose de Asp298 e alelo C
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da mutagéo -786T>C ‘Asp298 C’ se mostrou ndo s6 como um fator de risco para a PE como
para complicacbes na gravidez. Tambem foi sugerido, como citado no tépico anterior, que
haplotipos formado por Asp298 e alelo C da mutagdo -786T>C e o alelo b de 4b/a sdo n3o s6
um fator de risco para a PE como para complicacdes na gravidez [14] Alguns trabalhos
identificaram que o alelo C estava significativamente mais presente em gestantes PE, em

especial na PE severa [43].

Na populagdo Latino-americana, por mais que ndo tenham sido elencados SNPs
especificos com a susceptibilidade a PE [22], alguns estudos demostraram a relacéo da presenca
de haplotipos com a doenga, alguns relacionando o haplétipo ‘C b Asp298” com a PE [29],
especialmente a PE severa [33]; outros o ‘C b Glu’ com maiores niveis de nitrito em gestantes
saudaveis [25] [26].

Algumas da meta-analises que avaliaram a relacdo do polimorfismo rs1799983 com a
PE, também o fizeram para a variante rs2070744 [28][31][32][36]. Ao realizar uma meta-
analise em 2012, com apenas 6 estudos sobre o polimorfismo, e um total de 737 casos e 1077
controles, assim como para o polimorfismo rs1799983, ndo foi encontrada nenhuma relacédo de
-786T>C com a PE [28]. Porém em analises de 2013 [31] e 2016 [32], com 22 estudos e 15
estudos respectivamente, inferiu-se que ha relacdo entre a presenca do alelo C com a PE -
porém, foram conflitantes entre si j& que numa concluiu-se que o risco aumentado para a o
desenvolvimento da doenca, a presenca do alelo C, se d& em modelo dominante e associado a
menores niveis circulantes de NO nos casos [31], enquanto noutra afirma-se que se daria num
modelo recessivo; a presenca do gendtipo CC [32]. O autor que sugeriu a presenca do alelo
variante num modelo recessivo autoafirma a robustez de seu resultado [32], comparado com o
outro [31], uma vez que excluiu estudos cujos controles desviavam do HWE, o que poderia

enviesar as analises e/ou deslocar os resultados.

4.1.3 rs3918227

O polimorfismo rs3918227 se trata de uma transversdo de uma citosina para uma
adenina, ou minoritariamente para uma guanina, cuja menor frequéncia relatada é na populagao
Africana em que A= 0,0011, segundo o projeto 1000Genomas 30x, e de maior frequéncia na
populacdo Europeia/Caucasiana em que A= 0,0995 [48]. Sua posicdo € a chr7: 151.003.858,
sendo um SNP de regido intrénica — ndo codificante — no intron 13 no transcrito comum de
NOS3. Porém esta localizacdo corresponde a uma regido capaz de sofrer splicing alternativo,
gerando outros 3 transcritos, sem atividade enzimatica quando traduzidos, de NOS3: NOS13A,
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NOS13B, e NOS13C [49], em que todas possuem em comum com a NOS3 os 13 primeiros
éxons. Nessas variantes de NOS3, o SNP passa a fazer parte de uma regido 3’UTR.

Em relacdo a PE, foi encontrado 1 trabalho avaliando a relagdo do polimorfismo com a
doenca [50] na populagdo indigena americana, porém sem relevancia estatistica. Outros
trabalhos investigando o polimorfismo avaliaram sua relacdo com a degeneragdo macular por
idade [51] e vasculopatia coroidal, doenca coronéria [52], encefalopatia hipdxica/isquémica

[53], entre outros, porém também néo foram encontradas associacdes.

4.1.4 rs743506 e rs7830

O polimorfismo rs743506 é uma transi¢do de bases A>G na posicao chr7: 151009827,
e cuja menor frequéncia é G=0,178 na populacdo Americana, enquanto a maior é G=0,471
encontrada na populagdo Africana, segundo o projeto 1000Genomes 30x [54]. Tal variacao
ocorre no intron 20, numa regido regulatéria que é sitio de ligacdo de CTCF [54], que é uma
proteina de regulacdo da transcricdo essencial e constitutiva, e suja funcdo de favorecer ou
reprimir a transcricdo depende em muito da arquitetura da cromatina local no ndcleo [55, 56],
em especial em regides concomitantemente promotoras, como é o caso dessa regido do intronica
de NOS3. Ja o polimorfismo rs7830 se localiza em chr7:151012483, sendo uma transversao
G>T que ocorre no intron 24 do gene NOS3, numa regido tal como onde se localiza rs7435086,
também se trata de um dominio com sitio de ligacdo para CTCF sobreposto a uma regido
promotora [60]. A menor frequéncia encontrada para esta variante € T=0,1943 enquanto a maior
é G=0,525, nas populacBes Africana e Americana respectivamente [60].

A respeito da ligacdo com a PE, um estudo néo encontrou correlacéo dos polimorfismos
de maneira isolada com a doenca [42] numa populacdo Americana/Miscigenada, porém com a
analise de haplétipos foi sugerido que o alelo G de maneira a formar um haplétipo “Chbh G G
C” em conjunto com as variagdes rs2070744, 4a/b, rs1799983 respectivamente, poderia ser
protetor para o desenvolvimento da PE, ja que este hapl6tipo foi significativamente mais
comum em gestantes saudaveis que em PE. Também ha trabalhos avaliando a rela¢do destas
variantes com hipertenséo e obesidade infantil [57], também com os niveis de nitrito circulante
na populacdo negra [58], porém sem resultados significativos. Ha ainda um trabalho que
verifica a relacdo da variante rs743506 a resposta ao enalapril na hipertensao [59], e trabalhos
relacionando o SNP rs7830 com glaucoma de angulo aberto [61], porém ambos sugerem a

necessidade de mais estudos para resultados significativos.
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4.2 ARG1

Apenas 2 estudos foram encontrados relacionando as arginases com a PE, sendo que

ambos avaliavam os mesmos SNPs de arginase 1 e 2, descritos na tabela 2.

Sobre as variantes, uma se localiza ja na regido upstream de ARG1, a rs2781659 de
localizacéo chr 6:131.570.680. que é uma transicdo A>G, com a menor frequéncia do alelo G
na populacdo Sul-Asiatica em que G=0.3178 e maior frequéncia na populacdo Africana na qual
G=0.7027. O SNP rs2781667 € uma transicdo C>T que se localiza em chr6:131.574.004, regido
do intron 1, e cuja menor frequéncia do alelo T aparece na populacdo Sul Asiatica, sendo
T=0,3136, e em maior frequéncia na populacio Africana T=0,7688. E uma transi¢io do mesmo
tipo o SNP rs17599586, de localizacdo chr6:131.583.579, regido do intron 7, e cujas menor e
maior frequéncias sdo T=0,0051 na populacdo Leste Asiatico e T=0,1272 na populacédo
Europeia/Caucasiana respectivamente. Por fim, localizado no intron 2 tém se a transi¢do T>C
rs2246012, localizado em chr6:131.577.068, e que as frequéncias maior e menor correspondem
aC=0,1285 e C=10,3427 na populacdo Africana e Leste-Asiatica respectivamente. Em nenhuma
dessas variantes estdo relatas regifes reguladores especificas [65], porém pode ser que

coincidam com dominios e sitios ainda ndo relatados.

O gendtipo GG e, o alelo G de maneira geral, do SNPs rs2781659 se mostrou mais
frequente em gestantes PE, porém gestantes saudaveis com o genétipo GG apresentaram niveis
mais altos de nitrito plasmatico [62]. Segundo os autores, tal achado sugere que o alelo G ou
ainda o gendtipo GG seja fator de risco para a PE, e que tal caracteristica talvez se relacione
com uma expressdo reduzida de ARGI, justificando também o achado que as gestantes
saudaveis, portanto sem influéncias patogénicas na via do NO, possuem maiores niveis de
nitrito. Entretanto em nenhum dos SNPs foram encontradas alteragdes significativas nos niveis

de L-arginina ou de expressdo de ARG1 dentre 0s grupos neste estudo [62].

Também apresentaram niveis significativamente mais altos de nitrito plasméatico em
comparagdo com as gestantes PE as gestantes saudaveis portadoras do gendtipo TT e do alelo
T do rs2781667, além de uma pressdo sanguinea sistolica mais baixa [62]. Foi sugerido entdo
que talvez o alelo T deste polimorfismo tenha relagdo com a modulacgéo do nitrito plasmaético.
Na literatura, este SNP vem sendo associado com maior atividade da arginase, alem de risco
patologias cardiovasculares e baixas concentragfes de nitrito plasmaticas, assim como o
rs2781666[62].

Também foi visto que o alelo C do SNP rs2246012 esta presente em maior frequéncia
dentre o grupo PE, porém sem alteracbes na concentracdo de nitrito plasmatico [62]. Na
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literatura, a investigacdo deste polimorfismo em doencas respiratorias, disfuncdo erétil ou

cancer nao parece ter resultados significativos.

4.3 ARG2

Ambos os polimorfismos de arginase 2 incluidos neste estudo se localizam no intron 7,
sendo o rs10483801 uma transversdo C>A, localizado em chrl14:67650289 e cujas menor e
maior frequéncias na populacdo sdo A= 0,1681 na populacdo Sul-Asiatica e de A=0,4564 na
populacdo Leste-Asiatica. Ja a variante rs3742879 se localiza em chrl14:67648284 e se trata de
uma transicao de bases A>G, cuja menor é frequéncia é na populacdo Africana e Asiatica em
que G=0,015, enquanto a maior é na populacdo Europeia em que G= 0,308 [64]. Ndo ha
nenhuma funcao regulatéria linckada com a regido na plataforma ensemble.

N&o foram encontradas diferengas significativas nos niveis de nitrito, e os autores
sugerem [62, 63] que por mais que seja possivel a participacdo da ARG2 na fisiopatologia da
PE, o impacto de polimorfismos do gene ARG2 possivelmente é pequeno. Em relacdo ao nitrito,
foi relatado que talvez diferencas significativas ndo tenham sido encontradas porque a
concentracdo deste composta é reduzida na PE, alem de ser um marcador indireto da
biodisponibilidade do NO, e ndo da sua sintese [62].

Num outro trabalho, de avaliacdo da associacdo dos polimorfismos rs3742879 e
rs10483801 com a responsividade aos anti-hipertensivos em PE, o alelo G de rs3742879 nédo s6
foi menos frequente em gestantes ndo-responsivas a terapia com anti-hipertensivos, comparado
com as gestantes responsivas, como também quem possuia este alelo possuia niveis mais baixos
de arginase 2, além de concentracdes mais altas de nitrito [63]. Aparentemente em pacientes
ndo responsivas a terapia com anti-hipertensivo, o genétipo AA esteve associado com maiores
niveis de arginase plasmatica, além de menores niveis plasmaticos de nitrito. Porém, nenhum
efeito do polimorfismo rs10483801 foi observado. Na literatura, ha um trabalho que sugere que
as variantes de ARG2 tém influéncia na resposta ao propofol, e trabalhos que as buscam

associacao destes SNPs com a asma e disfungéo erétil [64].

4.4 Consideraces

Tendo em vista os trabalhos aqui revisados, fica claro a possibilidade de realizacdo de
outros estudos das interacbes gene-gene na fisiopatologia da PE ou ainda na resposta
terapéutica. Tendo em vista também que, por mais que 0s SNPs influenciem aspectos da PE,
estes ndo parecem ter papel central da etiologia da doenca, sendo uma doenga multifatorial e,

provavelmente, com um conjunto diverso de alteracdes epigenéticas que compde o quadro.
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Talvez esta area do conhecimento se beneficiasse de estudos com um enfoque em
entender um possivel alvo terapéutico epigenético visando aumentar a expressdo de NOS ou de
fatores antioxidantes, a fim de reverter o quadro de estresse oxidativo e restabelecer a fungédo
normal do epitélio. Evidentemente que, sendo a NOS uma proteina constitutivamente expressa,
essa tarefa seria dificil sem o enfoque de fatores de transcricdo o mais especifico possivel da
NOS ou de NOS3. Um candidato endogeno talvez fossem os Krippel-like factors (KLF), um
fator de transcricdo liberado em resposta ao estresse de cisalhamento (promovido pelo fluxo

sanguineo) [9] e moléculas como o resveratrol [66].

Alguns autores relataram que em relacéo as inferéncias sobre o NO plasmatico, deve-se
ressaltar que por mais que a medigdo de nitrito seja marcador da biodisponibilidade de NO,
pode ser complicado entender ou inferir a producéo real de NO, especialmente na PE. Uma vez
que é caracteristico da pré-eclampsia a disfuncéo endotelial e o estresse oxidativo, é indutivo
pensar que nem todo NO produzido € biodisponivel ja que parte vai reagir com radicais livres
e EROs gerados pelo desbalanco entre as forgas oxidativas e as antioxidantes, formando por
exemplo o peroxinitrito [9].

Vale lembrar a necessidade de mais estudos com a populacéo Africana, ja que a maioria
se deu em outras populacdes, o que desfavorece a constru¢do do conhecimento tendo em vista

0 Viés de raca/etnia.

5 CONCLUSAO

Fica claro com a presente revisdo que mais estudos sdo necessarios especificamente a
respeito da relacdo das arginases com a éxido nitrico sintase, sendo que pouco pode se inferir
com certeza sobre a relacéo entre estas enzimas. Alguns estudos sdo sugestivos com a ideia de
que a arginase, especialmente a ARG2 pode ser moduladora dos niveis de NO, porém mais
estudos sdo necessarios explorando a relacdo de biossintese, e possivelmente de resposta

farmacoldgica e interacdo gene-gene, devem ser realizados.

Por mais que as variantes de nucleotideo Unico de NOS3 tenham tido trabalhos com
resultados conflitantes a respeito da sua relacdo com a PE nas Ultimas décadas, tais resultados
podem ser por conta do n amostral dos estudos caso-controle, os quais, a nivel individual,
acabam sendo reduzidos— comparado com a quantidade necessaria para uma robustez estatistica
a respeito dos polimorfismos. Com as revisdes e meta-analises mais recentes, ja somando uma
guantidade de individuos na faixa dos milhares, parece que algumas inferéncias podem ser
feitas.
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A respeito dos polimorfismos, a variagdo rs1799983 leva a impactos estruturais na
NOS3, podendo sim ser um fator de risco para a PE e tendo respaldo em meta-analises mais
recentes. Sobre possiveis relacdes causais, impactos a nivel de resposta farmacologica,
interacdo gene-gene ou ainda influéncia de haplotipos contendo esta variante mais estudos séo
necessarios para avaliacdo dos achados. Porém, é sugestivo que haplétipos contendo o SNP, e
também a variante rs2070744, estabelecam relacdes de fatores de risco - ou até de protecéo para
a PE - especialmente na populacdo Caucasiana ou Americana/miscigenada.

A relacdo da variagdo rs2070744 com a PE necessita mais estudos para avaliagdo da
influéncia na resposta farmacoldgica ou na fisiopatologia da doenga, porém parece que esta
variante influencia os niveis de NO plasmatico na PE além de ser um fator de risco. Tal achado
seria possivel tendo em vista que a posicao desta variante dentro de uma regido promoter altera
a expressdo de NOS3 [12].

Vale ressaltar que em relacéo a outros polimorfismos do 6xido nitrico sintase discutidos
no trabalho, sua influéncia na PE é inconclusiva, ja que foram encontrados poucos trabalhos
dissertando sobre. Também néo fica clara a relagdo da ARG1 com a PE, ja que existem poucos
trabalhos elencando o gene com a doenca. Mais estudos devem ser feitos em diferentes
populacBes para avaliar a possivel relacdo gene-gene de NOS3 e ARG1 ou ainda a influéncia

dessa relacdo na sintese do NO e na resposta aos farmacos.
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