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RESUMO

A L-arginina é o aminoacido precursor da sintese de éxido nitrico - um
potente vasodilatador enddgeno. Este aminoacido é transportado através da
membrana celular por dois sistemas de transporte: y* e y*L. A capacidade maxima
de transporte eritrocitario total da L-arginina est4d aumentada na sindrome de pré-
eclampsia (SPE), especialmente em pacientes previamente hipertensas com PE. A
hipotese do presente estudo é que o aumento do transporte de L-arginina possa

estar associado & hipertensao.

O objetivo foi avaliar a atividade dos transportadores da L-arginina —
sistemas y* e y*L - em eritrocitos de mulheres normotensas e hipertensas,

gestantes controle e portadoras de disturbios hipertensivos da gestacéo.

A amostra foi composta por 137 mulheres divididas nos seguintes grupos:
39 com pré-eclampsia (PE), 8 com pré-eclampsia sobreposta a hipertenséo crénica
(PES), 14 com hipertenséao gestacional (HG), 10 gestantes com hipertenséo cronica
(HC), 28 gestantes controle (GN), 20 mulheres n&o-gestantes hipertensas
(NG/HAS) e 18 normotensas (NG/N). O influxo eritrocitario de L-arginina foi
mensurado usando 4C como marcador e N-etilmaleimida como inibidor do
sistema de transporte y* para obter a funcdo dos dois sistemas em separado. Os
resultados foram submetidos & equagdo cinética de Michaelis-Menten para
determinar a capacidade méxima de transporte (Vmax) € a constante de meia-

saturacao (km).
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Os resultados mostraram que nao houve alteragdo no Vmax - do influxo total
e do sistema y*L. Os grupos PE, HG e GN apresentam a capacidade méaxima de
transporte pelo sistema y* menor que NG/N. A constante de meia saturagdo (km)

néo foi diferente entre os grupos.



ABSTRACT

L-arginine is the precursor of nitric oxide - a potent endogenous
vasodilator. This amino acid is transported via two membrane transport systems:
y* and y*L. Total L-arginine erythrocyte maximal capacity is increased in
preeclampsia syndrome, especially in hypertensive patients with superimposed
preeclampsia. The hypothesis of the present study is that erythrocyte L-arginine

transport is associated with hypertension.

The aim was to evaluate the activity of y* and y*L erythrocyte membrane
transport systems of L-arginine, in normotensive and hypertensive women, and

women with and without the hypertensive disorders of pregnancy.

Sample was composed by 137 women divided into followed groups: 39
with preeclampsia (PE), 8 with superimposed preeclampsia (SPE), 14 with
gestational hypertension (GH), 10 with chronic hypertension (CH), 28 pregnant
controls (CP), 20 non-pregnant hypertensive (HAS) and 18 non-pregnant
normotensive women (N). L-arginine erythrocyte uptake was measured using 4C
as a marker, and N-ethylmaleimide as y* transport system inhibitor to obtain the
function of two transport systems separately. The results were submitted to
Michaelis-Menten equation to determine the maximal capacity of transport (Vmax)

and half saturation constant (km).

Results showed no alteration in total and y*L Vmax. The maximal capacity of

transport via y* system was lower in PE, GH and CP in comparision with
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normotensive non-pregnant. Half saturation constant (km) had no difference

between groups.
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1. Gestagéo

A gestagdo normal é caracterizada por modificagdes anatdmicas e
funcionais que preparam a mulher a esta nova condigdo, a qual pode ser
considerada um teste de esforgo ao organismo feminino (POLI DE FIGUEIREDO

et al, 2003; WILLIAMS, 2003).

Essas modifica¢cBes ocorrem através de dois processos adaptativos basicos:
0 metabodlico-nutricional — que permite o crescimento do feto através do
fornecimento de alimentacdo, e o circulatério — que supre o feto com oxigénio e

nutrientes (BRANCH, 1992).

Inicialmente ocorre o processo de adaptacdo circulatoria sistémica,
caracterizado por aumento do liquido extracelular intersticial e plasmaético, por
volta da sexta semana de gestacdo, atingindo cerca de 45% do volume pre-
gravidico no final da gestacdo. Associado a isto ocorre aumento do débito cardiaco

em torno de 43% e da frequéncia cardiaca em torno de 17% (CLARK et al, 1989).

O fluxo plasmatico renal aumenta cerca de 75% e a filtracdo glomerular
cerca de 50% durante a gestacdo normal, levando a queda nas concentracdes de
uréia, nitrogénio, creatinina e acido drico. Os niveis plasmaticos de renina,
angiotensina Il e aldosterona mantém-se elevados em toda gestacdo

(LINDHEIMER et al, 2001).

O comportamento da pressédo arterial (PA) durante a gestagdo normal tem
sido motivo de muitos estudos. Alguns autores descrevem que ocorre reducdo da
pressdo arterial, com seus menores valores por volta da vigésima semana,
elevando-se ap0s até o termo (MACGILLIVRAY et al, 1969; CUGINI et al, 1992).
Ainda hé descricBes de pressfes arteriais sistolicas e diastdlicas mais elevadas no
terceiro trimestre da gestacdo no nosso meio (LUTZKY, 1997). Outros autores

descrevem um comportamento constante da pressédo arterial (HALLIGAN et al,
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1993; STELLA & GRELLA, 1996). Também existem evidéncias de que gestantes
seriam resistentes a agentes vasopressores (GANT et al, 1974; CUNNINGHAM et
al, 1975), o que pode ser atribuido a um aumento da producéo de vasodilatadores
e reducdo de constritores derivados do endotélio (PINTO et al, 1991; SHEPHERD
& KATUSIC, 1991; KATUSIC & SHEPHERD, 1991; PASCOAL & UMANS, 1996;
PODJARNY et al, 1997).

Mas antes mesmo do entendimento do papel do endotélio na gestacdo
normal, a literatura especifica estd amplamente voltada para a solucdo e
compreensdo da implicacdo do endotélio na Doenca Hipertensiva Gestacional

(DHG), a mais frequente das patologias da gestacéo.

2. Doenga Hipertensiva Gestacional

A Doenca Hipertensiva Gestacional é uma patologia frequente e esta
associada com elevados indices de morbi-mortalidade materna e fetal, crescimento
intra-uterino restrito e prematuridade, bem como associada a complicaces graves
como descolamento prematuro de placenta, coagulagdo intravascular
disseminada, hemorragia cerebral, insuficiéncia hepatica e renal (FRIEDMAN et

al,1995).

2.1 Epidemiologia

No Brasil a incidéncia de Doenca Hipertensiva Gestacional é de 7,5%, sendo

4% de hipertensdo crbnica e 2,3% de pré-eclampsia (PE) (GAIO et al, 2002).
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O ambulatério de Obstetricia do Hospital S8o Lucas (HSL) da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) apresentou uma incidéncia

de 4,6% de PE em pacientes previamente higidas em 1998 (GALAO, 2000).

A Secretaria de Saude do Estado do Rio Grande do Sul revelou um
coeficiente de morte materna por complicacbes da gestacdo, do parto e do
puerpério de 47,2 por 100.000 nascidos vivos em 2000, tendo como causas mais
frequentes hipertensdo arterial (HA) (8%), infeccdo puerperal (5,8%) e aborto
(5,4%) (SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL,
2007).

2.2 Fatores de risco

Diversos fatores de risco parecem estar relacionados com a incidéncia de

pré-eclampsia.

Os fatores de risco pré-concepcionais incluem: historia prévia de pré-
eclampsia; extremos de idade reprodutiva — adolescentes com menos de 16 anos e
mulheres com mais de 35 anos, principalmente primigestas com mais de 40 anos;
histéria familiar; associagdes morbidas; paridade; gemelaridade e raca negra

(CARITIS et al, 1998; LIE et al, 1998; ODEGARD et al, 2000).

Dentre as associagbes morbidas destacam-se: hipertensdo cronica pré-
gestacional (25-50% desenvolvem pré-eclampsia sobreposta), diabetes (24-56%) ou
resisténcia a insulina, obesidade, doenca renal vascular ou parenquimatosa, hiper-
homocisteinemia, estresse e doencas auto-imunes como lUpus e sindrome

antifosfolipidica (NEME, 1998; ROBERTS, 1999; GIFFORD et al, 2000).

Quanto a hereditariedade, filhas de pais com historia familiar positiva para
PE parecem ter predisposi¢do para desenvolver a doenga (SUTHERLAND et al,
1981; PIPKIN, 2001; ESPLIN et al, 2001), bem como pacientes com presenca de PE



lona Rosine Scolari Conceicdo 26

em gestacdo anterior (CHAMBERS et al, 2001). No nosso meio Vverificou-se
ocorréncia significativamente maior de PE em pacientes com histéria familiar de

hipertensédo e em filhas de mées que tiveram PE (ANTONELLO et al, 1990).

A nuliparidade ou primigestacdo tem se mostrado, em diversos estudos,
fator relevante, sendo 6 a 8 vezes mais suscetiveis do que multigestas (CHESLEY,
1985; CAMPBELL, 1985). Sdo gestantes que apresentam ganho de peso rapido,
edema generalizado e sintomas como mal-estar, cefaléia, dor epigéstrica e no
quadrante superior direito do abddémen, nauseas, disturbios visuais e hiper-

reflexia (SIBAI et al, 1997).

Quanto aos fatores de risco associados a gestacido cabe salientar: gestagdo
multipla (4 a 5 vezes maior); infeccdo urinaria; anomalias congénitas e
cromossdmicas; mola hidatiforme; inser¢cdo placentaria; polidramnia e

aloimunizacéo feto-materna (CARITIS et al, 1998; LIE et al, 1998).

2.3 Classificagédo

Inimeras defini¢des vém sendo atribuidas & sindrome de pré-eclampsia
(SPE) ao longo dos anos e, em decorréncia disso, diversas classificacdes surgiram
neste periodo envolvendo aspectos clinicos, correlacdo clinico-patoldgica e

complicag6es associadas ao quadro.

A revisdo da literatura descreve estudos de grupos que utilizam diversas
caracteristicas para diagnosticar a doenga, como: paridade, proteinudria abundante,
histéria prévia confidvel de patologia renal ou cardiovascular, idade, biopsia renal
e diagnostico retrospectivo por acompanhamento pds-parto das pacientes
(CHESLEY, 1985; NOBUNAGA et al, 1996; DAVIDGE et al, 1996; SMARASON et
al, 1997). O diagnostico inicial sustentado por bidpsia renal é considerado
eticamente incorreto, por tratar-se de um procedimento de risco sem beneficio a

evolucédo ou ao tratamento da paciente (KULLER et al, 2001).
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Mais recentemente, devido a esta patologia se caracterizar como uma
sindrome, € classificada como uma DHG pelo altimo relatério do grupo americano
de estudos em pressdo alta na gestacdo: National High Blood Pressure Education
Program Working Group (NHBPEPWG) (GIFFORD et al, 2000), apesar de ainda nao
ser um consenso entre o0s varios grupos de referéncia (DAVEY &
MACGILLIVRAY, 1986; AKINKUGBE et al, 1987; AMERICAN COLLEGE OF
OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS, 1996; HELEWA et al, 1997; BROWN et
al, 2000).

De acordo com relatorio do National High Blood Pressure Education Program
Working Group os conceitos da Doenga Hipertensiva Gestacional séo (GIFFORD et
al, 2000):

pré-eclampsia/eclampsia: sindrome especifica da gravidez humana, que
ocorre ap0s a vigésima semana de gestacdo e é caracterizada por hipertensao
arterial e proteindria patolégica. A hipertensdo é definida como pressdo arterial
sistélica (PAS) acima de 139mmHg, e diastélica (PAD) acima de 89mmHg em
gestante previamente normotensa. A proteindria é definida como patologica
quando ultrapassar 300mg em 24 horas. A doen¢a também é suspeita quando
gestantes hipertensas apresentarem cefaléia, borramento visual, dor no epigéstrio
e hipocdndrio direito mesmo na auséncia de proteindria. A proteindria e a pressao
arterial devem voltar ao normal em 12 semanas ap6s o parto. A evolucdo para

eclampsia (E) caracteriza-se por convulsdes nestas pacientes;

hipertensdo cronica (HC): presenca de hipertensdo arterial prévia a
gestacdo, que continua apo6s o término da gravidez, ou que aparece antes da
vigésima semana gestacional. A hipertensdo diagnosticada pela primeira vez
durante a gestacdo, e que ndo resolve apds o parto, é também classificada como

hipertenséo cronica;
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pré-eclampsia sobreposta & hipertensdo cronica (PES): é o
desenvolvimento da SPE em paciente com hipertenséo cronica. O exame de fundo
de olho, como expediente de diferenciacdo, pode apresentar lesédo vascular se a
paciente for hipertensa cronica. O diagndstico de pré-eclampsia sobreposta é
provéavel nas seguintes situacoes: a) em mulheres hipertensas e sem proteinuria no
inicio da gestacao (menos de 20 semanas) que desenvolvem proteindria durante a
gestacdo; b) em mulheres com hipertensdo e proteindria prévias a vigésima
semana gestacional e que desenvolvem aumento subito de proteindria, pressédo
arterial, transaminases, bem como trombocitopenia (plaquetas abaixo de

100.000/mms3);

hipertensdo gestacional (HG): gestante com hipertensdo detectada pela
primeira vez ap0s a vigésima semana de gestacdo sem proteindria patoldgica. O
diagndstico s6 pode ser confirmado com a normalizacdo da pressao arterial e da
excrecdo urindria de proteinas no periodo de 12 semanas apés o parto, e entdo sera
classificado como hipertensdo transitéria. Se a pressdo arterial elevada persistir

apos as doze semanas, a paciente seré considerada como hipertensa crénica.

2.4 Caracterizagéo

7

A pré-eclampsia € uma sindrome com manifestacbes maternas e fetais
podendo causar descolamento prematuro de placenta, coagulacdo intravascular
dissemininada, hemdlise, hemorragia cerebral, faléncia hepética, edema agudo de
pulméo e insuficiéncia renal aguda na gestante. No feto pode ocorrer crescimento

intra-uterino restrito, hipoxia fetal e prematuridade (FRIEDMAN et al, 1995).

A hipertenséo arterial, caracteristica clinica mais importante da DHG, esta
relacionada com espasmo arteriolar generalizado e marcado aumento da
resisténcia vascular periférica. Os vasos tornam-se hiper-responsivos a substancias
como a angiotensina Il, norepinefrina e endotelinas, que pode ser consequéncia de

uma reducdo na atividade da 6xido nitrico sintase (NOS) e diminui¢do da
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producdo de oxido nitrico (NO) (SELLIMAN et al, 1994; BEGUM et al, 1996;
BAYLIS et al, 1998). A atividade plasmética da renina esta reduzida nas pacientes
hipertensas, os niveis de aldosterona parecem ser idénticos aos das gestantes
normais e os receptores mineralocorticoides podem estar aumentados, bem como
a concentracdo do hormdénio natriurético atrial (BARRON, 1993; CASTRO et al,
1994; AUGUST & SEALEY, 1995; ROBERTS, 1998). Ha elevagdo dos niveis de
tromboxano e queda nas concentragdes de prostraciclina (DEKKER & SIBAI, 1998).

O sistema de coagulacdo é ativado, consumindo plaquetas e formando
microtrombos, dificultando circulacdo sangiliinea e gerando edema e perda de

proteinas circulantes (DEKKER & SIBAI, 1998; ROWLAND et al, 2000).

Também ha reducdo da volemia que parece ocorrer antes mesmo do
surgimento da sindrome hipertensiva, ao contrario do que acontece nas gestantes
normais onde ha expansdo do volume plasmético e da relagdo deste fenbmeno

com o peso fetal (GALLERY & BROWN, 1987).

Durante a PE ocorre aumento do débito cardiaco, da resisténcia vascular e
da pressdo capilar pulmonar, acompanhados de fungdo ventricular normal ou

hiperdindmica (VISSER & WALTENBURG, 1991; GIFFORD et al, 2000).

O funcionamento renal, na DHG, caracteriza-se por reducdo do fluxo
plasmético renal, com consequente queda da filtracdo glomerular levando a
diminuicdo da producéo de urina e elevacdo dos niveis de uréia e creatinina no
plasma. A funcéo tubular é prejudicada levando a maior reabsorcdo de &gua,
sédio e acido urico. Apos ocorre o dano glomerular levando a proteindria
(AUGUST & LINDHEIMER, 1995; ROBERTS, 1998; HAUT & CUNNINGHAM,
1998).

H& descricdo de alteracbes hepaticas na DHG por obstrugdo ao fluxo

sanguineo e isquemia, levando a edema local, dor, elevacdo das transaminases e
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necrose hemorragica periportal. Estas alteracdes também afetam a produg¢édo dos
fatores de coagulacdo levando ao aumento da viscosidade sanguinea;
trombocitopenia relacionada a deposicdo plaquetaria em lesdes endoteliais;
reducdo dos niveis de antitrombina Il (NEME, 1998; HAUT & CUNNINGHAM,
1998). A associacdo de enzimas hepéticas elevadas, hemdlise e plaquetopenia
caracteriza a sindrome HELLP (Hemolysis, Elevated Liver Enzymes, Low Platelet) que

é uma forma grave de pré-eclampsia com altos indices de morbi-mortalidade.

Alteracdes cerebrais como crises convulsivas, distarbios visuais e
encefalopatia hipertensiva sdo causados por edema cerebral e isquemia cerebral

focal (NEME, 1998; HAUT & CUNNINGHAM, 1998).

No Laboratério de Andlises Clinicas estas alteragbes manifestam-se como:
aumento dos niveis de hematocrito (Hct) e hemoglobina (Hb) devido a
hemoconcentracéo; plaquetopenia (abaixo de 100.000 plaguetas/mm? determinam
gravidade); alteragdo nos niveis de fibrinogénio, produtos de degradagdo da
fibrina e de tempo de protrombina; hiperuricemia — considerado um marcador da

doenga.

Niveis de proteindria acima de 300mg/dL em amostra de 24 horas
caracteriza a SPE e pode ser determinada por coleta de urina de 24 horas, medida
da relacdo entre proteinuria e creatinindria em amostra de urina, ou ainda,
correlaciona-se com leitura qualitativa igual ou maior de 1+ na fita reagente. O
padrdo ideal é a medida na urina de 24 horas mas, devido a grande dificuldade de
realizar esta coleta adequadamente, neste estudo optamos por utilizar a estimativa
através da relacdo entre proteindria e creatinindria em amostra de urina ou
determinar a creatinindria na urina de 24 horas para excluir possiveis erros

(GIFFORD et al, 2000).

O exame diagnéstico padrdo-ouro na DHG ¢ a biépsia renal, no entanto,

devido ao grau de morbidade deste procedimento s6 deve ser realizado em
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condicdes especiais e distante do termo da gestacio (FRIEDMAN &
LINDHEIMER, 1998; KULLER et al, 2001).

2.5 Etiopatogenia

A importéancia dos estudos envolvendo pré-eclampsia e hipertenséo cronica
e gestacional esta no fato de ser uma sindrome sistémica de natureza isquémica
que afeta placenta, rins, figado e cérebro (GIFFORD et al, 2000; ODEGARD et al,

2000), levando a morbidade e mortalidade materna e fetal.

A causa da PE ainda é desconhecida e diversas teorias tém sido descritas
sendo portanto conhecida como a “moléstia das teorias” (NEME, 1998). No
entanto sabe-se que sua cura depende da retirada da placenta; fato que reforga o
envolvimento das alteragdes hemodinamicas maternas implicadas no suprimento
placentario, na etiopatogenia desta sindrome de natureza multissistémica

(CHESLEY, 1980; NEME, 1998).

Assim, isquemia placentaria, toxicidade das lipoproteinas de muito baixa
densidade, adaptacdo imune, disfuncdo endotelial e heranga genética parecem

estar envolvidos como marcadores desta doenga (DEKKER & SIBAI, 1998).

A importancia do endotélio como regulador da resisténcia vascular
periférica e do equilibrio entre substancias vasoativas como as prostraglandinas
(CONRAD & COLPOYS, 1986), oxido nitrico e fator hiperpolarizante do endotélio
(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980) - relaxantes — e endotelina, tromboxano,
angiotensina Il e radicais livres — constritoras - no mecanismo fisiopatoldgico desta
sindrome ndo estd bem esclarecido, mas vém sendo amplamente divulgado em
diversos estudos (SELLIGMAN et al, 1994; MCLAUGHLIN & CONRAD, 1995;
MORRIS et al, 1996; ROSSELI et al, 1998; ROBERTS, 1999).
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A teoria da isquemia uteroplacentdria tem sido descrita como fator
importante na etiopatogenia desta doenca. A placentacdo é defeituosa na PE, pois
o trofoblasto penetra somente nos segmentos deciduais mais superficiais das
artérias espiraladas deixando estreitos e musculares os segmentos mais profundos
gerando hipoOxia placentéria, estresse oxidativo, aumento da pressdo arterial e
infarto placentario. Também ocorre bloqueio de alguns vasos por formagdo de
plaquetas e trombose associada (ROBERTSON et al, 1975). Esta lesdo vascular é
conhecida como aterose aguda e necrose fibrindide, que ocorre na camada média
dos vasos. Na intima surge fibrina, macr6fagos com lipidios e células musculares
lisas (BARRON, 1993; DOMINICZAK & BOHR, 1995; ROBERTS, 1998; DEKKER &
SIBAI, 2001). Esta redugdo no fluxo uteroplacentério e isquemia trofobléstica esta
relacionada com menor produgdo de prostraglandina e maior de tromboxano,
tendo este desequilibrio um efeito vasoconstritor e agregador placentario

presentes na PE (LIEBERMANN, 1998; NEME, 1998).

A endoteliose glomerular tem sido considerada a lesdo patognomdonica da
PE e evidencia a disfun¢do endotelial que ocorre nesta sindrome. Caracteriza-se
por aumento do volume da célula endotelial, vacuolizagdo do citoplasma e
presenca de depdsitos fibrindides sub-endoteliais (KINCAID-SMITH & FAIRLEY,
1993), bem como presenca de produtos celulares do endotélio no soro como
endotelina-1, fibronectina celular, fator ativador do plasminogénio e inibidor-1
deste fator e outros (POSTON, 1996). Isso implica em reducdo da perfusédo e
elevacdo da pressdo arterial per se, anteriormente a ruptura vascular mecénica.
Assim pode-se dizer que o dano no endotélio materno pode ocorrer por fatores
circulantes liberados pela hipoxemia placentaria ou por meio de estresse oxidativo
(HAYMAN et al, 1999; ROBERTS & COOPER, 2001). Recentemente foi publicado
um polémico trabalho que relatou endoteliose glomerular em gestantes normais

(STREVENS et al, 2003).
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Esta ma formacdo placentaria também estq associada com a excessiva
resposta inflamatdria da mée & gestacdo caracterizada por ativacdo de elementos
como mondcitos, granulécitos, fator de necrose tumoral-a e seus receptores,
fosfolipase A: e sistemas de complemento e coagulagdo, o que pode contribuir

com a disfuncéo endotelial (REDMAN et al, 1999; REDMAN & SARGENT, 2000).

A placenta com hipoxemia produz radicais livres e espécies reativas de
oxigénio que também podem causar dano endotelial quando associadas com
lipidios plasmaéticos que estdo alterados na PE. Ocorre redugdo nos niveis de
lipoproteinas de baixa densidade e triglicerideos que podem sofrer oxidacdo e
alterar proteinas e fosfolipidios da membrana celular afetando a funcéo endotelial

(DEKKER & SIBAI, 1998; ROBERTS & COOPER, 2001; GRANGER et al, 2001).

A isquemia placentaria pode estar relacionada a alteracbes em fatores
angiogénicos. Estudos recentes mostraram que a hipertensdo e a proteinuria na PE
podem ser secundarias a um excesso de fatores anti-angiogénicos circulantes,
como o tirosina quinase 1 fms-simile soltvel (sFItl) e a endoglina soltvel. O sFItl é
uma proteina enddgena produzida pela placenta que se liga aos fatores
angiogénicos circulantes, fator de crescimento endotelial (VEGF) e fator de
crescimento placentario (PIGF), inibindo suas funcdes. A endoglina € uma
proteina coreceptora do TGFbetal e TGFbeta3, que é produzida em excessso na
placenta de pré-eclampticas, sendo sua fracdo solUvel liberada na circulacdo
inibindo o TGFbetal na vasculatura. A elevacdo da endoglina soltvel inclusive
atua de forma sinérgica com o sFItl e est4 relacionada a severidade da doenca e a

sindrome HELLP (LEVINE et al, 2004; LEVINE et al 2006; LUFT, 2006).

Ainda existem evidéncias de que a resposta imune materna ao trofoblasto
invasor esteja envolvida na formacéo da placenta, que pode ser desencadeada pela
carga genética paterna expressada na atividade génica fetal, mesmo que em

pequenas proporgdes (CARITIS et al, 1998; DIETL, 2000; WALKER, 2000).



lona Rosine Scolari Conceicdo 34

3. Via L-arginina - NO

Diversas pesquisas vém sendo realizadas envolvendo a importancia do
endotélio e de substancias vasoativas na regulacdo da resisténcia vascular

periférica e controle da pressao arterial, entre elas o éxido nitrico.

Estudos realizados em 1980 demonstraram que o relaxamento vascular
induzido pela acetilcolina é dependente da presenca de endotélio e mediado por
um fator humoral e labil chamado de fator relaxante derivado do endotélio
(FRDE) (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; GRIFFITH et al, 1984).
Posteriormente verificou-se que o FRDE era uma substancia com meia-vida de
segundos quando em solugdes salinas fisioldgicas oxigenadas, e sinalizadora da
enzima guanilato ciclase soltvel (GCs), presente nas células da musculatura lisa
dos vasos, que ativa a guanosina monofosfato ciclica (GMPc) intracelular
(GRIFFITH et al, 1984; MONCADA et al, 1991; MONCADA & HIGGS, 1993).
Estudos posteriores verificaram que o FRDE e NO eram a mesma molécula,
devido a comparacdo detalhada do comportamento em fibras vasculares e
plaquetas onde mostraram-se indistinguiveis na atividade bioldgica, estabilidade e
suscetibilidade a inibidores e potencializadores. Ambos causaram relaxamento das
fibras vasculares, inibiram a agregacdo e a adesdo plaquetéria, foram igualmente
potencializados pela enzima superéxido dismutase e citocromo c e inibidos pela
presenca de hemoglobina, ferro e hiperoxia (PALMER et al, 1988; MONCADA et al,
1991).

O Oxido nitrico é um géas incolor, solavel e muito instavel
eletroquimicamente. Na auséncia de oxigénio, dissolve-se em 4gua e, sob estas
condicOes, é estdvel. Em solucdo aquosa, ultrafiltrado e plasma, forma nitrito
(NO>’), no sangue, o nitrito é rapidamente convertido em nitrato (NOz") (PALMER
et al, 1988; MONCADA et al, 1991; MONCADA & HIGGS, 1993).
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A produgdo basal de NO possui um papel importante na regulacdo da
pressdo arterial e do fluxo sanguineo pois contribui para a resposta de
vasodilatadores dependentes do endotélio in vivo (MONCADA et al, 1988;
MONCADA, 1997). Ha sugestdo de que o sistema cardiovascular seja um estado
de constante vasodilatacdo ativa dependente da produc¢édo de NO, considerado um
nitrovasodilatador enddgeno inteiramente regulado localmente e, provavelmente,
um dos mais simples e fundamentais mecanismos adaptativos deste sistema

(MONCADA et al, 1991).

O éxido nitrico tem um importante papel na regulacdo da contratilidade
miocardica, agregacdo plaquetaria, tdbnus vascular e imunomodulagéo. Portanto,
deplecdo de NO ou reducdo da sua eficiéncia no sistema efetor, podem estar
envolvidas na patogénese da hipertensdo, angina, vasoespasmo e aterosclerose.
Por outro lado, o aumento inapropriado da produgdo de NO pode estar implicado
em hipotensdo, sepse, choque, depressdo miocardica e respostas inflamatorias

(FELDMAN et al, 1993; MARIN & RODRIGUES-MARTINEZ, 1997).

Oxido nitrico também reduz a adesdo de leucdcitos as células endoteliais e
inibe a agregacdo e adesdo plaquetaria, por dependéncia de GMPc e sinergismo
com prostaglandinas, possuindo um efeito Util como terapia anti-trombdtica

(MONCADA et al, 1991, MONCADA & HIGGS, 1993; HAWIGER, 1995).

Em revisdo sobre fisiopatologia e farmacologia do NO, publicada por
Moncada em 1991, estdo descritas detalhadamente as acBes desta molécula no
sistema nervoso central e periférico. No sistema nervoso central, 0 NO é um
neurotransmissor com diversas fungdes. A reacdo neste sistema é catalisada pela
oxido nitrico sintase neuronal (NNOS) aumentando a sintese de GMPc,
caracterizando a sua participacdo em processos como 0 da memoria. No sistema

nervoso periférico media algumas formas de vasodilatagdo neurogénica e
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regulacdo de vérias funcdes gastrointestinais, respiratdrias e genitourinarias

(MONCADA et al, 1991; IGNARRO, 1996).

O NO também é sintetizado, na dependéncia de calcio e sob a¢do da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), apo6s estimulacdo imunoldgica, nos
macrofagos e neutréfilos, e age como mecanismo de defesa, através de efeito
citotoxico ou citostdtico para células tumorais ou organismos invasores

(MONCADA et al, 1991).

O NO é sintetizado a partir do aminoacido semi-essencial L-arginina obtido
através da dieta alimentar (cerca de 2%) e por sintese hepética e renal. A L-
arginina é filtrada pelo rim e reabsorvida ao longo do tubulo proximal e por¢des

distais do néfron. Em seres humanos 30% a 44% da L-arginina ingerida €

-

absorvida e transferida a circulacdo esplénica, o restante (56% a 70%)
metabolizado pelos enterdcitos ou excretado pelo tubo intestinal. A absorcdo
intestinal da L-arginina ocorre no jejuno. A homeostase da L-arginina é
determinada pelo balango entre ingesta dietética e sintese. Quando a degradacio
e/ou utilizacdo aumenta, como na fase de crescimento, trauma e sepse, torna-se
um aminodcido essencial e a ingesta dietética deve ser aumentada. Sob condigdes
fisiologicas, os niveis plasméticos e sua utilizagdo dependem da sintese no rim,
por um mecanismo que parece ser independente da ingesta dietética. O
metabolismo da L-arginina pode ser determinado pelos niveis plasmaticos de L-
arginina, L-citrulina, am0nia, uréia e creatinina, e por determinagdo da excrecao
urinaria de GMPc, nitrato e nitritos, acido ordtico, uréia e creatinina (REYES et al,

1994).

A L-arginina participa simultaneamente de diversas vias metabdlicas no
organismo: sua conversao em L-ornitina e uréia € uma via que serve para eliminar
do organismo compostos nitrogenados ndo-essenciais; a sintese de creatina e

creatinina; a sintese de pirimidinas, necessarias para o crescimento celular e
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tecidual, por modulagéo na producéo de acido ordtico; a producdo de hormdnios,
especialmente catecolaminas, corticosterona, glucagon, hormdnio do crescimento,

insulina, prolactina e somatostatina (REYES et al, 1994).

A via metabdlica da sintese do NO pelas células utiliza este amino&cido
como precursor exclusivo. As células endoteliais e macréfagos, cultivados na
auséncia de L-arginina, mostraram uma reducdo na producido do FRDE, que foi
restaurada apoés a infusdo de L-arginina, e ndo de D-arginina, sugerindo que a
formacdo do NO é dependente somente de L-arginina livre (PALMER et al, 1988;
MONCADA et al, 1991). Estudos de espectrometria de massa, usando L-arginina
marcada com N5, indicam que a formagdo de NO advém de um &tomo de
nitrogénio do grupo guanidino terminal da L-arginina (PALMER et al, 1988;
HIBBS et al, 1990). Posteriormente, foram descritos outros fatores para a sintese do

NO, como o célcio, calmodulina e tetrahidrobiopterina (FELDMAN et al, 1993).

A reacdo de formacdo do NO nessas células resulta da ligacao de ions Ca?* -
uma sinalizacdo celular promovida por hormdnios, autacoOides, bradicinina,
acetilcolina, adenosina difosfato, adenosina trifosfato (ATP) e histamina - com
calmodulina (proteina intracelular de baixo peso molecular). Este complexo ativa a
enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) que catalisa, na presenca de
oxigénio, a transformacdo de L-arginina em L-citrulina e O&xido nitrico,
concomitante com a oxidacdo da nicotinamida-adenina dinucleotideo-fosfato
(NADPH) (MONCADA & HIGGS, 1993). A posicdo da eNOS proxima a
membrana plasmatica beneficia as células adjacentes (POLLOCK et al, 1991),
permitindo a rapida difusdo do NO (LANCASTER, 1996); este processo otimiza o
papel do mondéxido de nitrogénio, que tem, no meio fisioldgico, meia-vida muito

curta: 6-8 segundos (FURCHGOTT & VANHOUTTE, 1989).

Dentro da célula muscular lisa dos vasos, o NO liga-se muito rapidamente

(10’"M-1.seg 1) ao atomo de ferro presente no sitio ativo da enzima guanilato ciclase



lona Rosine Scolari Conceicdo 38

solavel, a qual catalisa a hidrolise do nucleotideo guanosina trifosfato (GTP)
produzindo GMPc, o agente promotor do relaxamento vascular. O relaxamento é
proporcional & concentacdo de GMPc, porque contrapondo-se ao aumento da
concentracdo de Ca?* intracelular, este nucleotideo retira Ca?* do reticulo
endoplasmatico e ativa a proteina quinase G, a qual fosforila a quinase da miosina
de cadeia leve, inativando-a. O aumento da concentracdo do calcio intracelular
leva & contragdo do musculo liso. Depois, o GMPc se liga e ativa uma
fosfodiesterase de nucleotideos ciclicos — enzima constituinte do plasma - que
hidroliza 3’-5’GMPc, transformando-o em guanosina monofosfato (GMP).
Inativado, sua fosforilacdo formard GTP - ponto de partida do ciclo (MURAD,

1999). A Figura 1 demonstra essas etapas da via L-arginina-0xido nitrico.

Ca +2
eeseeteo,,, Célulaendotelial

Ca*2 + calmodulina®e.,

1

L-arginina L-arg Ws .
NO + L-citrulina
e TNO
Célula da musculatura®, Gfs .:'
lisa dos vasos .. GMP GMPG

Relaxamento vascular

Figura 1. Via de formacdo do 6xido nitrico derivado do endotélio.
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Os metabdlitos NO, e NO3 resultam da oxidacdo do 6xido nitrico pela
reacdo com a agua do plasma sangliineo e podem ser detectados na urina,

constituindo um indicativo de sua producéo renal (BAYLIS & VALLANCE, 1998).

A concentracdo de NO dosada por Malinski e Taha in vivo é de 10-400nM
(MALINSKI & TAHA, 1992). Diferentes estimulos fisioldgicos podem participar
da producdo de NO, como tensdo de cisalhamento, altera¢des na concentracio de
calcio ou de oxigénio. A tensao de cisalhamento, produzida na superficie luminal
do endotélio vascular em resposta ao aumento da pressdo arterial, sugere que este
é o estimulo fisiolégico mais importante para a producdo de NO endotelial

(MONCADA et al, 1991; MARIN & RODRIGUES-MARTINEZ, 1997).

A 6xido nitrico sintase é uma proteina homodimérica de aproximadamente
130-150kDa que contém o0s quatro grupos prostéticos: flavina-adenina
dinucleotideo, flavina mononucleotideo, tetrahidrobiopterina e ferro-
protoporfirina IX. Na extremidade amino-terminal, que contém um sitio de
fosforilacdo e &€ composta por tetrahidrobiopterina e Fe3*-heme, se liga a L-

arginina (KLATT et al, 1996).

Existem trés tipos de enzima NOS. As isoformas endotelial (eNOS ou tipo
I11) e neuronal (NNOS ou tipo ) sdo constitutivas, citosolicas, dependente de célcio
e calmodulina e produzem NO por curtos periodos, em resposta a um receptor ou
estimulacdo fisica. A isoforma induzivel (iNOS ou tipo IlI) é produzida por
ativacdo de macrofagos, células endoteliais, endotoxinas e citocinas, é citosolica,
independente de célcio, e, somente quando expressada, sintetiza NO por longos
periodos. Tanto a NOS endotelial e neuronal quanto a induzivel possuem sitios de
reconhecimento do NADPH e contém tetrahidrobiopterina, que conjuntamente
com oxigénio, sdo essenciais para a atividade destas enzimas (FELDMAN et al,
1993). A NOS endotelial é encontrada no endotélio vascular, plaquetas,

endocardio e miocardio.
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A NOS é inibida por analogos da L-arginina como: NS-mono metil-L-
arginina (L-NMMA), N6-metil-L-arginina (L-NMA) e NG-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME) (GRIFFITH & KILBOURN, 1996).

4. Transporte através da membrana celular

A membrana plasmética ¢ a estrutura que circunda a célula, definindo seus
limites e formando uma interface entre os meios intra e extracelular. E uma
estrutura dindmica que permite dirigir o movimento transmembrana de ions e
moléculas selecionadas, e assimétrica, refletindo as suas diferentes fun¢des como
sintetizar ATP, produzir e transmitir sinais elétricos, atuar como sensores de sinais
ambientais, participar da comunicacdo intercelular, adesdo, resposta imune,
controle do meio iénico interno e potencial de membrana, e prover suprimento de
moléculas bésicas como acgucares, aminoacidos, nucleotideos, lipidios e outros

(ALBERTS et al, 1997).

7

A membrana plasmatica é constituida por uma dupla camada lipidica
mosaico-fluida que serve de matriz para proteinas embebidas, que funcionam
como canais ionicos, sistemas de acoplamento receptor-efetor, transportadores etc.
Possui uma espessura de aproximadamente 804, sendo menos de 50A a dupla
camada lipidica. O restante é composto da por¢do de glicoproteinas e glicolipidios,
que se estende a partir da face externa, e do citoesqueleto, no lado interno da

membrana.

Os lipidios da membrana plasmética formam a estrutura principal devido a
seus efeitos hidrofobicos e caracteristicas anfipaticas, que os faz formar bicamadas
espontaneamente em solucdo aquosa. Estes lipidios sdo especialmente ricos em

colesterol, o que torna mais organizados os fosfolipidios e condensa a &rea de
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superficie, deixando a estrutura mais rigida e minimizando a permeabilidade da
dupla camada lipidica. Assim sendo, esta tem a funcdo primaria de limitar a

difusdo de substancias através da membrana celular (EVANS & GRAHAM, 1989).

A insercdo de proteinas especializadas na dupla camada de lipidios,
denominadas proteinas transportadoras, proporciona a célula outro modo de
selecd@o das trocas entre os ambientes extra e intracelular, permitindo a passagem
de moléculas polares como ions, acUcares, aminoacidos e nucleotideos (EVANS &

GRAHAM, 1989).

Diversos estudos realizados com sistemas de transporte permitiram a
determinacdo de algumas caracteristicas bésicas destas proteinas: sdo proteinas
inseridas na membrana; mostram especificidade por seus substratos independente
de seus tamanhos, ao contrario dos canais que tém especificidade limitada ao
tamanho do substrato; podem ser inibidas por bloqueadores especificos -
proteinas reagentes (quando a inibicdo é usualmente ndo-competitiva) ou
analogos de substratos (quando a inibicdo é competitiva); mostram saturacdo, ou
seja, correspondem aos parédmetros cinéticos de Michaelis-Menten; existem em
diferentes conformacdes, permitindo ao substrato ter acesso aos sitios ligantes do

carreador de um lado e outro da membrana (STEIN, 1990).

O transporte de aminodcidos através da membrana celular da-se,
predominantemente, por difusdo facilitada, ou seja, através de transportador
saturavel, com fluxo dependente da concentra¢cdo do ligante nos meios intra e
extracelular (STEIN, 1990). Neste transporte a proteina pode apresentar-se em
conformagdes quimicas diferentes, ou seja, € hébil para ligar um substrato e
transferi-lo para um lado da membrana, ao mesmo tempo em que faz 0 mesmo
para o outro lado. Isto s6 é possivel devido a capacidade de alterar sua

conformacgéo (YOUNG & ELLORY, 1982).
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O transporte de aminoécidos permite a sobrevivéncia da célula pois séo
essenciais para a sintese protéica e metabolismo celular. Podem ser encontrados
tanto na forma livre quanto ligados a peptideos e proteinas. Os 20 amino&cidos
primarios sdo: alanina, 4cido aspartico, asparagina, 4cido glutdmico, glutamina,
histidina, serina, prolina, tirosina, arginina, cisteina, glicina, isoleucina, leucina,
lisina, fenilalanina, metionina, triptofano, valina e treonina. Os uUltimos oito
componentes chamados de aminoacidos essenciais sdo sintetizados por mamiferos

(YUDILEVICH & BOYD, 1987).

Os sistemas de transporte de aminoéacidos sdo inicialmente identificados
pela sua afinidade com o substrato, pela frequente dependéncia da presenca de
sodio (Na*) no meio extracelular e sua classificacdo varia conforme a

especificidade pelo ligante (ELLORY, 1987).

O sistema “gly” tem especificidade de substrato muito limitada,
transportando somente glicina e sarcosina, e requer a presenca do ion sédio no
meio extracelular. Os sistemas “ASC”, “asc” e “C” tém grande semelhang¢a quanto
a especificidade ao substrato, porém diferem significativamente quanto a
afinidade e dependéncia de cation. Em células humanas, o sistema “ASC” sodio-
dependente é a principal rota para manutencdo dos niveis plasmaticos de cisteina,
e apresenta uma significativa afinidade por alanina, serina e treonina. O sistema
“C” tem uma significativa, mas pequena, afinidade por ornitina e lisina, mas néo

por arginina (AL-SALEH & WHEELER, 1982; ELLORY, 1987).

O sistema “L” transporta valina, leucina e fenilalanina. E o sistema com
maior capacidade de transporte, provavelmente devido a relativa abundancia na
membrana celular, e tem ampla distribuicdo tecidual e entre espécies. O sistema
“T” apresenta afinidade somente por aminoacidos aromaticos, como triptofano,

tirosina e fenilalanina. O sistema “N” foi inicialmente identificado em hepatécitos
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e apds em eritrécitos humanos, com relativa afinidade para glutamina, asparagina

e histidina, sendo também sédio-dependente (ELLORY, 1987).

Os sistemas de transporte para aminoacidos catidnicos sdo: o sistema y*
seletivo para lisina, arginina e ornitina na auséncia de sédio (CHRISTENSEN &
ANTONIOLI, 1969); o y*L aceita uma grande variedade de substratos - lisina,
arginina, leucina, metionina, glicina — mas difere na interacdo com ions orgéanicos
monovalentes (DEVES et al, 1992); o sistema bo* transporta lisina, arginina e
leucina e é sodio independente, funcionando na presenca também de potassio,
colina e litio; e 0 B%* que transporta lisina, arginina, alanina, valina é dependente

de sodio (DEVES & BOYD, 1998).

5. Transporte de L-arginina através da membrana celular

A L-arginina é transportada através da membrana celular por difusdo
facilitada, necessitando da existéncia de uma proteina transportadora e de um
gradiente de substrato. Dos quatro sistemas envolvidos no fluxo exégeno da L-
arginina na membrana celular, dois deles estdo bem estabelecidos: o y*L, de alta
afinidade e baixa capacidade, e o y*, de baixa afinidade e alta capacidade de

transporte (DEVES et al, 1992).

As proteinas y*L e y* sdo identificadas como proteina transportadora de
cations (CAT) e as proteinas de transporte amplo de aminoacidos (BAT) (DEVES
& BOYD, 1998).
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5.1 Sistema y*

Em eritrdcitos e placenta, o sistema y* pode ser distinguido, com base na
afinidade por aminoacidos catidnicos, do transportador de alta afinidade,
chamado y*L. A inibicdo do influxo de lisina por concentracdes crescentes de
arginina em eritrécitos humanos é consistente com o modelo de dois sistemas de
transporte com diferentes afinidades, como observado em alguns estudos

(FORRALY et al, 1995).

O sistema y* parece ser uma das rotas priméarias do transporte da L-
arginina na célula endotelial da artéria pulmonar porcina. Este estudo avaliou a
capacidade de analogos desse aminoacido inibir competitivamente o seu
transporte pelo sistema y*, ja que estes similares, produzidos laboratorialmente,
parecem acarretar algum efeito clinico como inibidores da NOS. O transporte
através do sistema y*, nestas células, funcionou de modo bi-direcional, permitindo
equilibrio do substrato através da membrana plasmética. Dados mostraram que
alteragOes estruturais nos canais de entrada da L-arginina, podem estar envolvidas
no mecanismo pelo qual os inibidores da NOS sdo tomados como substratos e
inibidores do transportador. Observou-se que estes inibidores tém potencial para
reduzir producdo de NO pelos mecanismos: indiretamente, por bloqueio do
influxo de L-arginina através da membrana plasmatica; por deple¢do da L-
arginina intracelular através de transestimulacéo e, diretamente, agindo na enzima

NOS (MCDONALD et al, 1997).

Uma das limitacbes para o estudo do transporte de aminoacidos € a
caréncia de seletividade dos inibidores para diferentes transportadores. Devés
registrou o estudo isolado dos dois sistemas de transporte da L-arginina
utilizando o N-etilmaleimida (NEM) em eritrécitos humanos (DEVES et al, 1993).
Este reagente inativa seletivamente o sistema y*, mantendo o y*L intacto, o que

permite examinar a especificidade e a dependéncia de cétion do sistema y~L.
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5.2 Sistema y*L

O sistema y*L é um transportador de amplo espectro, ligando tanto
aminoacidos neutros quanto catidnicos. Tem sido descrito em eritrocitos,
endotélio, placenta, linfécitos e odcitos humanos. Foi identificado através da
inibicdo do influxo de L-lisina por aminoacidos neutros - L-leucina, L-alanina, L-
cisteina, L-serina, L-isoleucina, L-fenilalanina, L-metionina - em eritrécitos
humanos. Todos esses aminoacidos sdo capazes de inibir o influxo de L-lisina,
porém o padrdo de inibi¢do foi bifasico, sendo que um deles reconheceu tanto
aminoacidos neutros quanto catidénicos com alta afinidade. Foi observado também
que, quando o s6dio no meio extracelular era substituido por potéssio, ocorria
reducdo da afinidade de um dos transportadores por aminoacidos neutros. A
partir destas observacodes, o sistema y*L foi identificado como de alta afinidade e
baixa capacidade, capaz de ligar-se tanto a aminoacidos neutros quanto catidénicos

(DEVES et al, 1992).

Utilizando o reagente NEM, inativando o sistema y*, verificou-se que esse
sistema parece ser o Unico que reconhece tanto aminoacidos catidnicos quanto
neutros com alta afinidade, mostrando efeitos diferentes na interacdo de cations
monovalentes com aminoacidos neutros. As ligacdes do sistema y*L com
aminoéacidos catidnicos ocorrem em meio com sédio e/ou potassio, no entanto, a
associacdo com aminoacidos neutros é estritamente dependente de Na*. Esta
especificidade é atribuida aos aminodcidos catidnicos, por alterarem a
conformacéo do carreador, e ndo por interagio direta com o sistema (DEVES et al,

1993).

O sistema y*L pode ser responsavel pelo acamulo de lisina em eritrocitos
humanos. Estudo mostrou que o transporte de L-lisina aumentou os niveis
intracelulares de células tratadas com NEM. Embora o influxo inicial estivesse

aumentado quando os dois sistemas estavam funcionando, a magnitude de
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acumulacdo foi maior quando somente 0 y*L estava ativo. I1sso ocorre porque, sob
condicBes experimentais, o sistema y*L funcionaria como uma rota de saida da
lisina. A maior acumulacdo observada somente na presenca do y*L pode ser
devida ao contratransporte de aminoacidos enddgenos. O contratransporte nao
ocorre com o sistema y*, porque sua especificidade é restrita a aminoacidos
cationicos, que estdo presentes em pequenas concentragdes no meio intracelular;
ao contrario, a concentragdo de aminoacidos neutros é significativa e sdo ligantes

de transporte pelo sistema (DEVES & BOYD, 1998).

5.3 Cinética do transporte

No transporte facilitado através da membrana celular o substrato combina-
se com a proteina carreadora para formar um complexo e, como resultado, o
substrato torna-se capacitado para cruzar a membrana celular. Este
comportamento é muito semelhante ao de véarias enzimas, cujo substrato ao
combinar-se com uma enzima forma um complexo, no qual ele, o substrato, é
ativado e submetido & alteragdo quimica catalisada pela enzima. Quando os
centros cataliticos da enzima estdo saturados com o substrato, ndo ha aumento na
velocidade da reagdo se mais substrato for adicionado. O sistema atingiu a sua

velocidade maxima, ou seja, esta saturado (STEIN, 1990; STRYER, 1996).

A cinética dos sistemas de transporte da membrana tem as caracteristicas
semelhantes as enzimas em termos de saturabilidade, especificidade, dependéncia
da concentracdo da molécula a ser transportada e possibilidade de inibig&o.
Portanto, a equacdo de Michaelis-Menten, utilizada na cinética enzimatica,

também é aplicavel para sistemas de transporte (LIEB, 1982).

A equacdo de Michaelis-Menten foi derivada por Leonor Michaelis e Maud
Menten em 1913, que desenvolveram uma analise da velocidade de reacgédo

enzimatica, chamada cinética do estado estacionario. Desta analise surgiram os
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parametros basicos Vo, Vimax € Km. Vo é a velocidade inicial da reacdo, ou seja, a
situacdo em que a concentracdo do substrato é constante porque o tempo de
reacdo é suficientemente curto para que ndo tenha havido consumo significativo
de substrato, a ponto de alterar a velocidade subseqiiente da reacdo. Vmax € a
capacidade inicial maxima, o patamar que a velocidade inicial alcanga e que
aumentos na concentragdo de substrato ndo mais repercutem em aumentos da
velocidade de reacdo, porque todas as moléculas da enzima (ou do transportador)
j& estdo ligadas ao substrato. Nestas condicbes, diz-se que a enzima ou
transportador esta saturado com o substrato ou ligante — no caso o aminoécido
especifico -, que daqui por diante sera referido por ligante na reacdo de transporte.
km € a constante de Michaelis-Menten ou constante de meia-saturagdo e equivale &
concentracdo de substrato na qual Vo € igual & metade de Vmax. Representa,
portanto, a afinidade menor ou maior da enzima ou transportador por seu

substrato ou ligante (LIEB, 1982).

A melhor evidéncia de que algum componente da membrana celular esta
envolvido no processo de transporte, € encontrada em estudos nos quais este
transporte € inibido por um reagente adicionado ao sistema (STEIN, 1990).
Estudos com reagente sulfidril n&do-especifico, como o NEM e p-sulfonato de

cloromercuriobenzeno (PCMBS), tém sido realizados com bons resultados.

O NEM é uma substdncia muito atil para o estudo do transporte de L-
arginina pois inativa o sistema de transporte y*. A hipotese de que o NEM é um
inibidor de transporte foi testada através da interacdo do transportador com lisina
em eritrocitos humanos. Apés o tratamento dos eritrocitos com inibidor, somente
o sistema de alta afinidade permaneceu aparente (y*L), enquanto que o de menor

afinidade para entrada de lisina (y*) foi bloqueado (DEVES et al, 1993).

A cinética de inativacdo por NEM é consistente com a modificagdo de um

grupo funcional na proteina de transporte e independe do substrato. Foi proposto
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que o NEM reage com um grupo sulfidril localizado na porgdo interna do
carreador, e esta envolvido no mecanismo de translocagdo (DEVES & KRUPKA,
1981).

6. Eritrocito como modelo celular em estudo de transporte transmembrana

Os eritrécitos de mamiferos sdo altamente diferenciados na funcdo béasica
de transportar oxigénio e diéxido de carbono, apesar de, sob um ponto de vista
estrutural, serem as mais simples “células” eucaridticas. Desprovidos de nucleo,
mitocdndria, reticulo endoplasmético, ribossomo, aparelho de Golgi e lisossomo,
as heméacias de mamiferos estdo livres da complexidade associada aos
compartimentos de organelas intracelulares (ELLORY, 1987) e, assim, tém servido
de modelo classico para estudos de transporte atravées da membrana
(CHRISTENSEN & ANTONIOLI, 1969; ELLORY & YOUNG, 1982; DEVES et al,
1993). Anormalidades inicialmente descritas no transporte eritrocitario de
membrana, foram, subsequUentemente, demonstradas ocorrerem também em
outros tipos celulares, atestando o valor da heméacia como modelo similar as
células mais complexas (YOUNG & ELLORY, 1977; FERVENZA et al, 1989;
FERVENZA et al, 1991; POLI DE FIGUEIREDO et al, 1992). Portanto, a hemacia
vem sendo, h4 tempo, utilizada como prot6tipo para estudos de membrana celular
de células mais complexas, sendo modelo favorito dos fisiologistas celulares,
inclusive para estudos com proteinas transportadoras de aminoacidos (STEWART

& FRICKE, 2003).

Estas células apresentam ainda, outras vantagens: constituir uma populagdo
homogénea de células; possuir membrana celular com estrutura bem conhecida e

com composicdo bésica semelhante & de outras membranas plasméaticas; ser de
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facil acesso e obtenc¢do; naturalmente corada e pode ser separada com facilidade e
rapidez por centrifugagdo. Por estas razdes, o uso de hemécias como modelo para
0 transporte de ions e/ou moléculas atraveés da membrana celular é amplamente

aceito (YOUNG & ELLORY, 1977; STEWART & FRICKE, 2003).

7. Avia L-arginina — NO e Doenga Hipertensiva Gestacional

A via da L-arginina - NO parece ser importante em diversos aspectos da
gestacdo normal e na fisiopatogenia da PE: adaptacbes hemodinamicas, controle
da PA, trabalho de parto. Além disso, altera¢Bes de permeabilidade da membrana
celular envolvendo o transporte da L-arginina j& foram sugeridas (FURESZ et al,
1991), porém ainda néo existe nada definido sobre a natureza das mudancas e da

relagdo destas com a gestacao.

O oOxido nitrico, juntamente com o GMPc, desempenha um papel crucial na
manutencdo do tbnus vascular. Entretanto a sua producdo é dependente da

captacédo de L-arginina circulante (MONCADA et al, 1991).

Na literatura os niveis plasméticos do NO, durante a gestacdo normal e com
pré-eclampsia, sdo diferentes entre os autores. Verifica-se uma grande variacio
entre as medidas de cada estudo, ndo se encontrando, aparentemente, uma
justificativa para a existéncia de tal discrepancia. Existem estudos que
comprovaram aumento (BOCCARDO et al, 1996), outros diminuicdo
(SELLIGMAN et al, 1994; DAVIDGE et al, 1996; BEGUM et al, 1996; PODJARNY et
al, 1997) e, até mesmo, nenhuma alteragdo (AUGUST & LINDHEIMER, 1995;
BAKER et al, 1995, NOBUNAGA et al, 1996; SCHNEIDER et al, 1996; SMARASON

et al, 1997). No nosso meio, Medaglia Filho demonstrou que os nitritos e nitratos
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ndo se alteram com o decorrer da gestagdo, exceto do segundo para o terceiro

trimestre gestacional em primigestas (MEDAGLIA FILHO, 2000).

Ao examinar a rota do NO na célula verifica-se que a deficiéncia da
vasodilatagdo vascular na PE pode estar relacionada a diversas alteragdes, como:
redugdo de L-arginina intra ou extracelular, funcionamento da enzima NOS,
inibidores enddgenos da NOS, problemas ligados ao GMPc, dificuldade de
resposta vasodilatadora do endotélio ao NO ou modificagbes nos sistemas de

transporte transmembrana.

Sabe-se que, na gestacdo normal, o transporte de L-arginina atraves da
membrana plasmatica eleva-se com a idade gestacional (GALAO et al, 2004)
acompanhando o contratransporte de sédio/litio que também aumenta (WORLEY
et al, 1982). Na PE foi descrito alteracdo no transporte dos ions Na*/H* em
plaquetas (GRAHAM et al, 1997). Aqui, ao contrario do que ocorre com o NO, o0s
dados sdo escassos, mas ndo menos importantes. Sabe-se também, que o perfil
lipidico esta alterado na PE (LORENTZEN et al, 1995), e este fato pode ter
implica¢bes na estrutura e, consequentemente, na permeabilidade da membrana.
Além disso, os niveis séricos dos andlogos da L-arginina estdo aumentados nesta
sindrome (PETTERSSON et al, 1998), o que altera a transestimulacdo do transporte
transmembrana, inibindo, invariavelmente a ativacdo da eNOS. O fato dos niveis
sericos de L-arginina serem menores nesta patologia (D'ANIELLO et al, 2001) nao

se relaciona teoricamente com a sintese aumentada de NO.

Estudos realizados no Laboratério de Nefrologia — PUCRS, com intuito de
elucidar o envolvimento da rota metabdlica L-arginina-NO na fisiopatogenia da
PE, avaliaram a permeabilidade transmembrana do aminoécido nesta patologia
guando comparada a gestantes normais. Os resultados verificaram que a

capacidade maxima de captagdo eritrocitaria de L-arginina (Vmax) estd aumentada



lona Rosine Scolari Conceicdo 51

na PE e o parametro indicativo de afinidade pelo substrato — km — ndo apresentou

diferenca entre si (PINHEIRO DA COSTA et al, 2004).

Surgiram também idéias controversas sobre a influéncia do NO na SPE e a
associagdo entre a producdo de NO e hipertensédo arterial (ARNGRIMSSON et al,
1997; CLOSS et al, 2000). O aumento do transporte de L-arginina através da
membrana celular pode alterar a producdo de NO, e estarem relacionados, mais

com a hipertensao arterial, do que com a sindrome de PE.

Antonello e colaboradores verificaram um aumento na capacidade maxima
de captacdo da L-arginina em pacientes com PE sobreposta, relativamente a
pacientes com “PE pura”, caracterizando um achado do mecanismo de

hipertenséo per se (ANTONELLO, 1998).

Na analise em separado dos sistemas de transporte da L-arginina, verificou-
se que o sistema y*L apresenta uma capacidade maxima de transporte
significativamente maior nas pacientes com SPE, em relacdo as gestantes normais,
permitindo deduzir que a alteragdo do influxo total de L-arginina na SPE pode ser
atribuida ao sistema y*L. O sistema y* ndo apresentou diferenca de Vmax entre 0s
dois grupos, e sim reducdo da afinidade nas pacientes com SPE. Porém neste
estudo néo foi realizado, para fins de andlise estatistica, distincdo entre PE “pura”

e PE sobreposta (CONCEICAO, 2001; Anexo 1).

Assim, com o intuito de fornecer informagdes que possam auxiliar na tarefa
do entendimento das alteracGes fisiopatologicas verificadas na via de produgéo do
NO na SPE, surgiu o questionamento que permitiu o delineamento deste estudo:
essas alteragbes no transporte de membrana eritrocitdrio de L-arginina sao
proprias da doenca hipertensiva da gestacdo ou estdo associadas & hipertensdo

propriamente dita?



OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar a atividade dos transportadores da L-arginina — sistemas y* e y*L -
em eritrocitos de mulheres normais e hipertensas, gestantes normais e portadoras

de disturbios hipertensivos da gestagéo.

2. Objetivos especificos

e Comparar 0s parametros cinéticos dos transportadores da L-arginina em
eritrocitos de mulheres normais e hipertensas, gestantes normais e

portadoras de disturbios hipertensivos da gestagéo.

e Relacionar os pardmetros cinéticos dos transportadores da L-arginina aos
dados clinicos e laboratoriais de mulheres normais e hipertensas, gestantes

normais e portadoras de disturbios hipertensivos da gestagéo.



PACIENTES E METODOS

1. Definigdes para o trabalho

As definigdes utilizadas neste trabalho foram:

Gestagdo: periodo compreendido entre o momento da fecundacdo até a
expulsdo do produto da concepg¢do, maduro ou imaturo. Na mulher este periodo é
datado de aproximadamente 38 semanas a partir da concepgao, ou 40 semanas a

partir do primeiro dia da ultima menstruacéo.

Gestante normal (GN): mulheres com 20 semanas ou mais de gestacédo,
normotensas, sem histéria ou tratamento de hipertensdo arterial, endocrinopatias,

nefropatias, hepatopatias ou outras doengas prévias a gestacao.

Pressdo arterial sistolica (PAS): pressdao que se obtém no final da sistole,
determinada pelo volume sistélico ventricular esquerdo, a velocidade de ejecéo e a
distensibilidade das paredes da aorta. E medida no primeiro ruido ascultatorio

dos sons de Korotkoff (Fase I).

Pressdo arterial diastdlica (PAD): é determinada pela pressdo alcancada
durante a sistole, a velocidade do fluxo através da resisténcia periférica e a
duracdo da diéstole. Estabelece-se pela resisténcia periférica total e frequéncia
cardiaca, refletindo a carga constante que as paredes vasculares suportam ao
longo do ciclo cardiaco. E medida no desaparecimento dos sons de Korotkoff (Fase

V).
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Presséo arterial média (PAM): é o termo médio encontrado no ciclo de uma
curva de pressao arterial; este termo é levemente inferior a média aritmética das

pressdes sistolica e diastdlica (PAS + 2 x PAD) 7 3).

Hipertensdo arterial sistémica (HAS): presséo arterial sistdlica igual ou maior
que 140mmHg e pressdo arterial diastdlica igual ou maior que 90mmHg,

consideradas as fases | e V dos sons de Korotkoff, respectivamente.

ProteinUria patol6gica: excrecdo urinaria de proteina igual ou superior a 0,3g
em 24 horas, ou quando a relagdo proteina e creatinina em amostra de urina for

igual ou superior a0,3.

Doenga hipertensiva gestacional (DHG): doenca caracterizada por elevacéo
dos niveis tensionais em gestantes que inclui quatro modalidades: PE, PES, HG,

HC.

Pré-eclampsia (PE): sindrome especifica da gestacdo caracterizada por
hipertensdo arterial e proteinuria patologica, marcadores que aparecem apos a
vigésima semana gestacional em mulheres normotensas com fundoscopia e

sedimento urinario normais, e desaparecem em até trés meses apés o parto.

Eclampsia (E): definida como a ocorréncia de crises convulsivas, nado

atribuidas a outras causas, em mulheres com pré-eclampsia.

Pré-eclampsia sobreposta (PES): presenca de pré-eclampsia em pacientes com
hipertensdo arterial prévia ou persistente ap6és doze semanas do parto. Em
pacientes com hipertensdo controlada, ha aumento subito da pressdo sangtinea e

da proteinuria.

Sindrome de pré-eclampsia (SPE): gestantes que iniciaram com hipertensao

arterial e proteinudria patoldgica ap0s a vigésima semana de gravidez e que podem
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ser classificadas como pré-eclampsia ou pré-eclampsia sobreposta a hipertensao

cronica.

Hipertensdo gestacional (HG): gestante com hipertensdo detectada apos a
vigésima semana de gestagdo sem proteindria patologica. A confirmacdo do
diagndstico ocorre com a normalizacdo da pressao arterial no periodo de doze
semanas apo6s o parto, e entdo sera classificado como hipertensdo transitoria. Se a
pressdo arterial elevada persistir apés as doze semanas, a paciente serd

considerada como hipertensa cronica.

Hipertensdo cronica (HC): presenca de hipertensao arterial em nao-gestantes
ou presente antes da gestacdo, que continua apos o término da gravidez, ou que
aparece antes da vigésima semana gestacional. A hipertensdo diagnosticada pela
primeira vez durante a gestacdo, e que ndo resolve apds o parto, é também

classificada como hipertenséo cronica.

Sistemas de transporte de L-arginina: proteinas denominadas y* e y*L que
estdo inseridas na membrana plasmatica e mediam o transporte de lisina, ornitina,

arginina e seus analogos.

Influxo total: taxa de fluxo de entrada realizada simultaneamente pelos dois

sistemas de transporte transmembrana.

Capacidade méxima de transporte (Vmax): € 0 parametro cinético de transporte,
obtido a partir da equacgdo de Michaelis-Menten, que expressa a maior capacidade
que o sistema é capaz de desempenhar para transferir um ligante de um lado para

outro da membrana.

Constante de meia-saturacéo (km): € o pardmetro cinético de transporte, obtido
a partir da equagdo de Michaelis-Menten, que expressa a concentragdo de ligante
necessaria para o sistema atingir metade da sua capacidade méxima; é

inversamente proporcional a afinidade do transportador pelo ligante.
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2. Delineamento

O presente trabalho incluiu mulheres normais e hipertensas, gestantes
normais e portadoras de disturbios hipertensivos da gestagdo em um momento da
gestacdo, caracterizando-se como um estudo transversal, observacional e

prospectivo.

3. Pacientes

Participaram do estudo gestantes normais e com disturbios hipertensivos
gestacionais internadas no Centro Obstétrico e na Unidade de Gestantes de Alto
Risco do Servigo de Obstetricia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS e mulheres
normotensas e com HAS atendidas no Ambulatério de Nefrologia do Hospital S&do

Lucas da PUCRS.

3.1 Critério geral de inclusdo das pacientes

Gestantes com mais de 20 semanas de gestacdo, datada por ualtima
menstruacdo (DUM) confiavel ou por ultra-sonografia (anterior de 12 semanas),
sem gestacdo multipla, hepatopatias ou endocrinopatias que foram atendidas
Centro Obstétrico e na Unidade de Gestantes de Alto Risco do Servico de

Obstetricia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

Mulheres normotensas e portadoras de Hipertensdo Arterial Sistémica

atendidas no Ambulatério de Nefrologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.
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As mulheres que concordaram em participar da pesquisa, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2), aprovado pelo Comité de

Etica da PUCRS/HSL.

3.2 Critérios de exclusdo

Foram excluidas do estudo: a) mulheres que pediram sua exclusdo; b) que
ndo completaram todas as informagdes necessérias a anélise dos dados; c) que
retornaram com alguma patologia diferente dos distarbios hipertensivos
gestacionais e d) que, uma vez classificada como gestante normal, apresentaram

uma ou mais cruzes de proteina no exame qualitativo de urina (EQU).

Mulheres com histdria de diabete, hepatopatia, tireoideopatia, nefropatia ou

gualquer outra patologia, exceto hipertensdo arterial sisttmica.

4. Consentimento

Este estudo teve inicio somente apoés ter sido aprovado pela Comisséo
Cientifica e pelo Comité de Etica da PUCRS. Todas as mulheres que assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2), concordaram com o0
preenchimento do protocolo de estudo (Anexo 3) contendo dados de anamnese e
exames fisico e laboratoriais. Consentiram também na coleta de amostras de

sangue de 15mL e urina para exames de laboratorio.
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5. Solugdes e Reagentes

As solucdes e reagentes empregadas para a realizagdo dos ensaios estao

descritas abaixo:

5.1 Solugéo salina

NacCl - 140 milimolar (mM)
KCI - 5mM

Glicose - 5mM

MOPS - 10mM

pH =74

5.2 Solucéo de L-arginina
L-arginina 1000 uM (micromolar) em solugéo salina — 50 mililitros (mL)

L- [U-14C] arginina monohidroclorada em 2% etanol (atividade especifica:

278 mCi/mmol) - 120 microlitros (uL)
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5.3 N-etilmaleimida
NEM 8mM diluido em etanol 100% - 100 uL

Agua miliQ - 900 uL

5.4 Liquido de cintilacdo

Triton X-100 - 300 mL

Tolueno - 700 mL

2,5 difeniloxazoli (POP) - 10 gramas (Q)
Fenil-2-oxazolil-benzeno (POPOP) - 0,5 g

Tolueno, POP e POPOP foram agitados por 24 horas e ap6s foi adicionado

Triton X-100 e novamente agitado por 30 min.

6. Procedimento

Foram obtidos dados de: idade (anos); raca (branca e ndo branca); nimero
de gestacOes; idade gestacional no momento da avaliacdo (semanas); historia
pregressa de infecgdo urinaria (sim e ndo); historia pregressa de HA (sim e nédo) e
idade de inicio da doenca (anos); histéria pregressa de PE (sim e ndo); historia
familiar de HA (sim e ndo); peso (kg); altura (m); indice de massa corporal (IMC);
pressdes arterial sistélica, diastlica e meédia (mmHg); hematdcrito (%);
hemoglobina (g/dL); plaquetas (x103/uL); creatinina sérica (mg/dL); acido Urico
(mg/dL); relagdo proteinudria (mg/dL) e creatinindria (mg/dL) em amostra Unica

de urina.



lona Rosine Scolari Conceicdo 60

A medida da pressao arterial foi realizada com a paciente sentada apos 20
minutos de repouso. Foi utilizado esfigmoman6émetro com coluna de mercurio e
manguito adequado ao diametro do bragco (HIGGINS & SWIET, 2001). A Fase | de
Korotkoff foi considerada para a medida da presséo sistolica, e para a medida da

pressdo diastolica, a Fase V. A unidade utilizada foi mmHg (GIFFORD et al, 2000).

Todos os exames de anélises clinicas foram realizados pelo Laboratério de
Patologia do HSL/PUCRS. Dosagens de creatinina sérica (normal 0,5-1,2mg/dL)
foram realizadas pelo método de Jaffé sem desproteinizacdo; hematocrito (normal
38-45%), hemoglobina (normal 12-16g/dL) e plaquetas (normal 150000 a
450000/pL) foram determinados por contador Coulter STKS e acido arico (normal
2-6,6mg/dL) por método enzimatico-colorimétrico automatizado. As dosagens de
creatinina urinaria foram realizadas por método automatizado (Mega-Bayer) e a
proteindria foi determinada por método turbidimétrico, com leitura
espectrofotométrica. Neste estudo optamos por considerar a relagao
proteindria/creatinindria em amostra de urina como valor de proteindria

(GINSBERG, 1983).

Foram obtidos também dados do parto como idade gestacional obstétrica
(semanas), peso da placenta (g) e do recém-nascido (g) com os respectivos indices
de Apgar nos primeiro e quinto minutos apos o nascimento (0 a 10) e sexo do
recém-nascido (masculino e feminino). Os recém-nascidos foram classificados
guanto ao seu crescimento intra-uterino como segue: adequado (AIG), pequeno
(P1G) ou grande para a idade gestacional (GIG), segundo a classificagédo de peso e
idade gestacional dos recém-nascidos do Centro Médico da Universidade do

Colorado (BALLARD et al, 1991).

A avaliagdo dos pardmetros cinéticos (Vmax € km) de transporte da L-
arginina em eritrécitos foi realizada no Laboratdrio de Nefrologia do Instituto de

Pesquisas Biomédicas da PUCRS, em até 6 horas ap6s o preenchimento do
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protocolo de inclusdo (Anexo 3) e coleta da amostra de sangue, conforme técnica

de influxo descrita a seguir.

7. Influxo da L-arginina em eritrécitos

A metodologia empregada foi revisada por Young e Ellory em 1982, e
permite a andlise dos movimentos da L-arginina através da membrana celular
(YOUNG & ELLORY, 1982). O uso do NEM para identificagcdo dos dois sistemas
de transporte foi revisado por Devés em 1993 (DEVES et al, 1993).

O sangue coletado das gestantes em frasco contendo 5ulL de heparina
5000U1/mL foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para separar o plasma e
estoca-lo a -80°C. Ap0s aspiracdo com bomba a vacuo, o plasma, leucdcitos e
plaquetas foram removidos. Os eritrécitos foram lavados e centrifugados (3000
rpm, 2min) por 3 vezes em solugédo salina a 4°C. Finalmente, a suspensdo de
hemacias em solucdo salina, com hematdcrito variando entre 7 e 12%, foi repartida
em duas amostras, sendo cada parte destinada aos ensaios do influxo total e

influxo do y*L.

7.1 Influxo total

O influxo total foi realizado com concentrac¢des de L-arginina marcada com
14C que variaram de 8,8 a 300uM. Primeiramente, colocou-se a solugdo do
aminoacido (1111uM) em tubos de centrifugacdo em quantidades varidveis, que
foram complementadas por solucéo salina para 325uL. Apdés, adicionou-se 225ul
de suspensdo de eritrdcitos, perfazendo volume final de 650uL em cada tubo.

Todos estes passos foram realizados com a estante mantida em banho-de-gelo

(4°C). O fluxo foi iniciado, entdo, pela incubagio dos tubos em banho-maria (37°C)
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por 3 minutos e interrompido em banho-de-gelo. Mantidas a 4°C, foi iniciada a
lavagem das células com SS seguido de agitacdo dos tubos, centrifugacdo (13000
rpm, 5 seg) e aspiracdo do sobrenadante por 3 vezes, para remover o conteido
extracelular marcado. As células foram entédo lisadas com 250uL de Triton, e as
proteinas precipitadas com a mesma quantidade de &cido tricloroacético; estes
dois passos foram intercalados por agitacdo. Os tubos foram centrifugados (13000
rpm) por 5 minutos para formacdo de sedimento. O sobrenadante foi transferido

para tubos de contagem de radioatividade § com adicdo de 4,5mL de liquido de

cintilagdo. A atividade radioativa da “*C-L-arginina intracelular foi medida pelo
analisador de cintilacdo liquida Beckman LS6500 e expressa em cintilacdes por

minuto (cpm).

Paralelamente a cada ensaio, foram preparados dois tubos de cintilacdo: um
contendo as solugdes de triton, acido tricloroacético e liquido de cintilacdo para
controle das solugdes utilizadas no ensaio, e outro com 0s mesmos reagentes mais
20 uL de solucéo de 4C-L-arginina como referéncia da radiatividade da referida

solugéo.

O influxo, representado pela quantidade de L-arginina (umol) que um litro
de células é capaz de captar no periodo de uma hora, foi corrigido para esta

unidade pelo seguinte calculo:

[(cpma X 0,020 X 20 X 1000)/cpmp] / [Hct X 0,4] / 100 = umol/L de céls/h

onde:
cpma = contagens por minuto de cada tubo
20 pL=volume de solucédo de L-arginina 14C (molaridade conhecida)

cpmp = contagens por minuto do tubo padrdo
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20 = fator de correcéo de tempo (de 3 min para 1h)
1000 = fator de corre¢do do volume de células para litro
Htc = hematdcrito em %

100 = fator de corregdo do hematdcrito

0,225 = volume de células de cada tubo (mL)

Os dados de influxo foram plotados na ordenada de um grafico em funcéo
das concentracfes de substrato inicialmente estabelecidas. A curva foi submetida a
equacdo cinética de Michaelis-Menten com o uso do software Enzifitter (programa
de analise funcdo enzimatica) para MS-DOS que determinou os parametros de

méaxima capacidade de influxo (Vmax) € constante de meia saturacao (km).

7.2 Influxo do y*L

Este ensaio foi realizado simultaneamente ao influxo total. Para se verificar o
influxo do sistema y*L, foi adicionado solu¢cdo de NEM 8mM imediatamente antes
dos eritrécitos entrarem em contato com a 4C-L-arginina, conforme descrito no
artigo submetido (Anexo 4) que propdem uma alteracdo na técnica descrita por
Devés (DEVES et al, 1993). Apds realizou-se 0s passos seguintes conforme técnica

previamente descrita.

Os dados de influxo dos tubos com NEM (influxo pelo sistema y*L) foram
subtraidos dos tubos sem o uso do bloqueador (influxo total). Estes resultados

também foram submetidos ao Enzfitter, o qual forneceu a atividade sistema y+*.

7.3 Exemplo de uma curva de influxo eritrocitério de L-arginina

O grafico abaixo corresponde ao influxo da L-arginina através da

membrana celular de eritrécitos. No eixo da abscissa (X) estd representada a
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concentragdo da L-arginina, em pmolar, e no eixo da ordenada (Y) o influxo

propriamente dito, em pmol/L de céls/h. Cada um dos seis pontos que formam a

curva, representa o fluxo na sua respectiva concentragdo, dado pela média de

duplicatas.

Neste estudo foram realizados, laboratorialmente, influxos total e do

sistema y*L, este Ultimo obtido através do uso do inibidor NEM. A curva do

sistema y* foi obtida através da subtracdo dos influxos total e y*L.

A Figura 2 mostra um exemplo de curva correspondente aos sistemas em

estudo.
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Figura 2. Influxos de L-arginina total e nos sistemas de transporte y* e y*L (curva

hipotética).
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8. Andlise estatistica

Os dados categoricos foram descritos por freqiiéncia e como porcentagens.
As variaveis continuas foram descritas por média e desvio padréo.

Para variaveis categoricas, os grupos foram comparados pelo teste do qui-

guadrado ou teste exato de Fischer.

Para comparag¢do de variaveis continuas, usou-se regressdo linear simples
ou multipla seguidas de ANOVA e teste post-hoc (Tukey) para localizacdo das

diferencas.

Para examinar as correlac@es lineares entre variaveis quantitativas utilizou-
se o coeficiente de correlacdo de Pearson, com sua significAncia determinada

através do teste t.

Adotou-se, como nivel de significAncia, « igual a 0,05.

O programa utilizado como banco de dados foi o Microsoft Excel e, na
analise, utilizou-se o pacote estatistico Statistical Package for Social Sciences (SPSS

versdo 11 para Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

9. Consideragdes sobre a tese

O Programa de Pos-graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude -
FAMED/PUCRS néo exige um formato especifico para a apresentacdo da tese.
Assim, foram empregadas as recomendagdes de Spector (SPECTOR, 2001), sendo
que as referéncias bibliograficas seguiram as normas da ABNT e as citacfes

indicadas no texto por Sobrenome, Ano.
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O presente estudo é parte integrante da linha de pesquisa do Laboratorio de
Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS que investiga 0S

disturbios hipertensivos ligados a gestagdo e a via L-arginina-NO.

A execugdo do trabalho experimental foi realizado no Laboratério de
Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomedicas da PUCRS pela autora e contou
com a colaboracéo das colegas Priscilla Barcellos de Almeida e Silvana Lunardini

Alves.

A selecédo e coleta do material foram realizadas pela autora e contou com a
colaboracdo dos alunos de iniciagdo cientifica: André Poils Fay, Antonella
Furquim Conte, Caroline Schroer, Daniele Escouto, Fabiane Bisinela, Floréncia
Ferreira Barreiro, Giovana De Nardo Maffazioli, Jodo Paulo Leal Schambeck, Kiele
Hoffmann, Mateus Alexandretti, Marcia Nalepinski, Mariana Ambros, Marta

Hentschke, Renata Farinon.

No Laboratério de Nefrologia a autora desenvolveu varias atividades
relacionadas a investigacao clinica das doencas hipertensivas gestacionais. Essas
atividades estdo ligadas & implantacdo do Ambulatério de Hipertenséo, confeccao
dos protocolos de atendimento da primeira consulta (Anexo 5) e retorno (Anexo

6), criacao de banco de dados e continuo registro de dados.
A assessoria bioestatistica foi realizada pelo Dr. Méario Bernardes Wagner.

Esta tese é apresentada nos seguintes capitulos: Introducdo, Objetivos,
Pacientes e Meétodos, Resultados, Discussdo, Conclusfes, Referéncias
Bibliogréficas e Anexos. Entre 0s anexos estdo apresentados o artigo referente ao
estudo dos sistemas de transporte de L-arginina na SPE (Anexo 1), um artigo
referente a questbes metodoldgicas da avaliagdo da cinética de transporte e seu
inibidor (Anexo 4) e a versdo inicial dos resultados apresentados nesta tese (Anexo

7).
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10. Ambulatério de Hipertensao Gestacional

O Ambulatério de Nefrologia/Hipertensdo Gestacional é vinculado as
atividades docentes do Servico de Nefrologia do Departamento de Medicina
Interna da Faculdade de Medicina da PUCRS e também ao Programa de Pos-
graduacao em Medicina e Ciéncias da Sdude, &rea de Concentracdo em Nefrologia.
Essa atividade é coordenada pelo Dr. Carlos Eduardo Poli de Figueiredo no

conjunto 305 do Hospital S&do Lucas da PUCRS.

A atividade desenvolvida pela autora consiste na preceptoria e orientacao
dos académicos de Medicina na assisténcia as pacientes que apresentaram quadro
de doenca hipertensiva ligada a gestacédo e foram atendidas no Centro Obstétrico
do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. As pacientes tém sido encaminhadas do
referido centro para acompanhamento ambulatorial cronico, a fim de observar e
assistir aos desfechos clinicos apresentados apés a alta hospitalar. Para tanto,
foram desenvolvidos protocolos de atendimento ambulatorial para consulta inicial
(Anexo 5) e de retorno (Anexo 6), em colaboragdo com o Dr. Giovani Gadonski e
os alunos de iniciacdo cientifica, revisado pelo orientador, que tem como objetivo
instruir os alunos na busca das informagdes mais relevantes. Os dados coletados
sdo armazenados no programa Access que gera tabela no programa Excel

(Microsoft Corp.).

O referido ambulatério iniciou suas atividades obedecendo ao protocolo
descrito em 21 de novembro de 2003. Até o presente momento, foram atendidas
cerca de 122 pacientes (primeiras consultas), sendo revistas em consultas
regulares, totalizando cerca de 423 retornos. Os dados coletados foram utilizados
para investigacdes desenvolvidas pelos alunos de iniciagdo cientifica, sendo
apresentados no Saldo de Iniciagdo Cientifica da PUCRS. Adicionalmente, os
alunos do Programa de P6s-graduacgdo ligados ao Laboratorio de Nefrologia tém

utilizado esses dados para elaboracéo de teses e dissertagoes.
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Nesse periodo foram desenvolvidas atividades complementares com os
alunos envolvendo discussdes dos casos, revisdo da literatura em forma de
semindrios, protocolos e orientagdes em pesquisas. Essa atividade é reconhecida

como Estégio de Docéncia.



RESULTADOS

1. Caracteristicas demograficas e clinicas

A amostra inicial foi composta por 145 pacientes divididas em 7 grupos:
pré-eclampsia, pré-eclampsia sobreposta, hipertensdo gestacional, gestantes com
hipertensdo crbnica, gestantes normais, mulheres nédo-gestantes hipertensas e

normotensas.

No entanto, para fins de analise estatistica, a amostra constou de 137
mulheres. Foram excluidas 8 mulheres do estudo: uma mulher ndo-gestante com
hipertensdo arterial cronica por apresentar proteindria patolégica durante
acompanhamento ambulatorial; uma gestante normal que apresentou feto morto
com 23 semanas de gestagédo; e 6 mulheres por apresentarem falta de dados para

andlise estatistica.

O grupo das gestantes foi composto de 99 pacientes e foram classificadas da

seguinte maneira:
PE: gestantes com pré-eclampsia (n=39)
PES : pré-eclampsia sobreposta a hipertensdo crénica (n=8);
HG: gestantes com hipertensdo gestacional (n=14);
HC: gestantes com hipertenséo cronica (n=10);

GN: gestantes com evolugdo normal (n=28).
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O grupo das ndo-gestantes foi composto por 38 mulheres e classificado em:
NG/HAS: ndo-gestantes com hipertensao cronica (n=20);
NG/N: ndo-gestantes normotensas (n=18).

A Tabela 1 mostra a distribuicdo das mulheres envolvidas no estudo de

acordo com cada grupo.

Tabela 1. Distribui¢do das mulheres do estudo.

Grupos Siglas n

Pré-eclampsia PE 39
Pré-eclampsia sobreposta a hipertensédo cronica PES 8

Hipertenséo gestacional HG 14
Hipertensao crbnica HC 10
Gestante Normal GN 28
Nao-gestante com hipertenséo crénica NG/HAS 20
Na&o-gestante normal NG/N 18
Total 137
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Uma paciente das gestantes normais apresentou diagndstico de sindrome
antifosfolipidica durante avaliacdo ap6s o parto, mas nao foi excluida do estudo
porque o influxo de L-arginina apresentou comportamento semelhante aos demais

do grupo.

A média da idade das pacientes apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo de PE e NG/HAS. No grupo das pacientes com PE a
idade variou de 16 a 41 anos, no da PES de 25 a 41 anos, no HG de 20 a 45 anos, no
HC de 26 a 45 anos, no GN de 14 a 43 anos, no das mulheres ndo-gestantes a idade

variou de 18 a 46 anos nas hipertensas e de 20 a 45 nas normotensas.

Quanto ao tipo racial verificou-se uma diferenca significativa entre o grupo
das NG/N quando comparado com as mulheres dos grupos PE, PES, HG, GN e
NG/HAS.

Verificou-se diferenca estatisticamente significativa no nimero de gestas

entre o grupo NG/N quando comparado com NG/HAS, PE, HG e HC.

O grupo das gestantes com PE apresentou 19 pacientes primigestas (52,8%),
entre as gestantes com PES 2 primigestas (25%), o das hipertensas gestacionais
apresentou 4 primigestas (30,8%), uma paciente no das hipertensas cronicas
(11,1%) e 13 no das gestantes normais (52%). No grupo das mulheres néo-

gestantes, 1 era hipertensa nulipara (5,6%) e 12 normotensas nuliparas (66,7%).

Os valores de peso, altura, IMC, PAS, PAD, PAM, hematdcrito,
hemoglobina, creatinina, &cido Urico e relacdo proteinuria/creatinindria em urina
de amostra tiveram diferenca significativa entre os grupos, principalmente quando

comparados 0s grupos com hipertensao arterial e normotensos.

Estes dados estdo todos apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos grupos estudados.

Variavel PE PES HG HC GN  NG/HAS NGI/N pr*
(unidade) (n=39) (n=8) (n=14) (n=10) (n=28) (n=20) (n=18) (Anova)
Egﬁgse)* 26,0459: 33562 31,3t88 31,1#58 28177 3224775 297475 0,015
Raca B /62.9%b 3/375%b 8/61.5%b /33.39 /81%b /70%"b /100% 2
(/o) 22/62,9%> 3/37,5%" 8/615%> 3/333% 17/81%b 14/70%b 18/100%: 0,004
(Gn‘;ftas 224210 2,612  37+28 32423  21#16  2,6+1,8  0,6+09 0001

35,3 31,6 37,6 35,9 39,1
IG (sem)* 445 45,60 +3,00 +3,3 2,202 <0.001
Peso (kg) 76142 76:13 Q018528  Q4x14b28  T74#121  79x178  B1x10bA  <0,001
Altura 1,60 1,60 1,60 1,60 1,59 1,58 1,64 0,033
(m) +0,06 0,03 +0,06 0,04 0,07 0,058 20,07 ’
IMC* 20£35b1  30£570 35158628 3755028 20s+53bA  32:63> 224343 <0,001
PAS 157 163 157 156 121 139 113 0,001
(MmHg)*  +19,4528  +13.4028  +140028 #2400  #14,818  +1952A  +10,7s ’
PAD 102 108 99 08 78 03 72 0,001
(MmHg)*  +133%2 18202  +10,762 #1992  #11,31  #11,602  +9,3a ’
PAM 120,4 126,5 118,3 117,0 90,4 108,2 85,6 <0.001
(MmHgQ)*  +14,4b28  +14.9028  +9,80  +210b2 #1581  +133%2A  +9,0a ’
Hct (%)* 34,7#3,3b2 361#29 34,6:43 356£32 32,542,052 37,642,701 384425  <0,001
Hb 11,7 12,5 11,5 11,9 10,8 12,4 12,8 <0.001
(g/dL)* +1,2 0,00 +15 +1,5 +1,22 +1,16 +0,8 ’
Plaquetas 220931 ~ 230000 223182 226833 196667 272118 240500 ..
(/uL) 158232 +104045  £73346 455090 53776 76403 453209 ’
CR 0,82 0,80 0,75 0,83 0,76 0,94 0,01 <0.001
(mg/dl)y*  +0,11b 1012 $0,07%1 0,13 10,110 10140 0,112 ’
AU 49:0,9¢  42+11  45+11  45:12 44207 4713 3708 0,045
(mg/dL)*

1,40 1,43 0,19 0,19 0,14

. : : : : :

PIC 24h $1,79%  £1772  2007° 0,060 0,060 0,003

* média +desvio padrdo; ** probabilidade estatistica; n/% = freqliéncia absoluta e percentual no grupo
estudado (casos validos); PE = grupo pré-eclampsia; PES = pré-eclampsia sobreposta a hipertensao crdnica
HG = hipertensao gestacional, HC = hipertensdo cronica; GN = grupo de gestantes normais; NG/HAS = nao-
gestantes com hipertenséo cronica; NG = ndo-gestantes normotensas; Raca B = branca; IG = idade gestacional
no momento da avaliagdo, em semanas; IMC = indice de massa corporal; PAS = pressdo arterial sistolica em
mmHg; PAD = pressdo arterial diastélica em mmHg; PAM = pressao arterial média em mmHg; Hct =
hematécrito, normal 38-45%; Hb = hemoglobina, normal 12-16g/dL; Plaquetas = normal 150-450000/pL; CR =
creatinina, normal 0,5-1,3 mg/dL; AU = &cido drico, normal 2-6,6 mg/dL; P/C 24h = relacdo
proteindria/creatinindria em urina de amostra, proteinuria patolégica = >0,3. As diferencas estatisticamente
significativas estdo assinaladas por pares de indices diversos da seguinte forma: aX b; 1 X 2; A X B.
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As mulheres envolvidas no estudo apresentaram uma distribuicio
homogénea entre os grupos quanto a historia de infeccdo do trato urinario sendo:
13 no grupo da PE, 2 no grupo da PES, 5 no das HG, 4 nas HC, 11 nas GN, 7 nas

mulheres ndo-gestantes hipertensas e 8 nas normotensas.

No grupo das pacientes com PE 2 pacientes apresentaram infeccédo urinaria
na infancia, 10 na idade adulta e 2 em ambas, enquanto no grupo da PES 2
apresentaram ITU na idade adulta. No grupo das HG (n=5), HC (n=4), NG/HAS
(n=7) e NG/N (n=6) as pacientes apresentaram infeccdo somente na idade adulta.
No grupo das GN uma paciente apresentou infecgdo na inféncia, 9 apresentaram

na idade adulta e 1 em ambas as idades.

A historia de pré-eclampsia em gesta¢des anteriores foi mais frequente no
grupo de HG (n=13 de 14 gestantes) do que no grupo de PE (n=7 de 38 gestantes),
PES (n=2 de 8 pacientes), HC (n=4 de 10 pacientes) e NG/HAS (n=11 de 20
mulheres). No grupo de gestantes normais este dado foi relatado por 2 pacientes

das 28 que compunham a amostra.

Quanto a idade de inicio da HAS em pacientes previamente hipertensas a
variagéo foi de: 17 a 36 anos na PES (26,2 £6,8), 14 a 36 anos na hipertenséo cronica

(23,6 £8,2) e 12 a 43 anos nas ndo-gestantes hipertensas (25,4 £9,3).

A presenca de histéria familiar de HAS foi elevada e semelhante nos grupos
de ndo-gestantes hipertensas e normotensas (95 e 94,4% respectivamente). No
grupo das gestantes a frequéncia também foi alta e semelhante (77,4% na PE;

83,3% na PES, 75% na HG; 88,9% na HC e 66,7% na GN).

No grupo das pacientes com PE e HG todas medicadas estavam em uso de
metildopa e uma delas com associac¢do de hidralazina. Entre as pacientes com PES
e com HC também houve predominancia do uso de metildopa, mas foi registrado

outras drogas como nifedipina, atenolol, captopril, hidralazina, enalapril, diltiazen
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e diurético. Ja no grupo das nao-gestantes hipertensas a droga mais frequente foi
enalapril associado ou ndo com hidroclorotiazida, anlodipino, metildopa,

hidralazina, captopril e propranolol.

Com relacdo aos dados perinatais, a Tabela 3 apresenta dados do parto e

dos recém-nascidos das gestantes incluidas no estudo.

No grupo da PES uma paciente teve a gestacdo interrompida porque

desenvolveu a forma HELLP da doenca.

Como o esperado, os recém-nascidos de GN apresentaram peso maior,

decrescendo na seguinte ordem de grupo HG, HC, PE e PES.

A média do peso da placenta foi mais alta no grupo da HG seguido por GN,
HC, PE e PES.

Quanto a classificacdo dos recém-nascidos houve predominancia de bebés
adequados para idade gestacional (AIG) em todos os grupos das gestantes
(PE=67,6%, PES=83,3%, HG=84,6%, HC=66,7% e GN=60,9%). Ocorreram
nascimentos de recém nascidos grandes para idade gestacional (GIG)

predominantemente nos grupos de PE (24%) e GN (30%).

A maior causa de parto cesarea nas gestantes que apresentaram hipertensdo
foi a propria elevagéo da pressdo arterial sendo: 54% no grupo da PE, 50% na PES,
50% na HC. A excecéo foi o grupo de HG onde predominou a falha de indugéo de
parto normal (13%) e desproporcdo céfalo-pélvica (13%). Entre as gestantes
normais as causas mais frequentes foram: falha de inducéo (7%), complicacéo
materna (7%) e desproporcdo céfalo-pélvica (7%). Outras causas ainda citadas
foram: poés-datismo, multiparidade, parto eletivo, parto cesarea prévio e feto

pélvico.
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Tabela 3. Dados do parto e dos recém-nascidos das gestantes estudadas.

Variavel PE PES HG HC GN p**
(unidade) (n=39) (n=8) (n=14) (n=10) (n=28) (Anova)
PC (n/%) 27/ 73% 6/ 85,7% 7/ 53,8% 6/ 66,7% 9/ 39,1% 0,004
RN F (n/%) 18/ 50% 1/ 20% 4/ 30,8% 5/556% 10/ 41,7% 0,531
IGP* 36,6 £3,5b 36,8 +2,4b 39,2+15 36,8 +2,60 39,4 +2a 0,009
APGAR 1* 7,8+ 2,0 7216 8,1+15 8,5+0,5 79+17 0,602
APGAR 5* 9,0+1,2 9,0 +0,6 9,3+0,8 95+0,5 9,2+0,8 0,590
2528 2247 3321 2984 3449

Peso RN* (g) +863: +935: +393b2 +756 soepe 0001
Peso

524 +174a 489 +205 722 +1600 648 +178 664 +185b 0,002

placenta*(g)

* média +desvio padrdo; ** probabilidade estatistica; n/% = freqliéncia absoluta e percentual no grupo
estudado (casos validos); PE = grupo pré-eclampsia; PES = pré-eclampsia sobreposta a hipertensao cronica
HG = hipertensdo gestacional; HC = hipertensdo cronica; GN = grupo de gestantes normais; PC = parto
cesarea; RN F = recém-nascido do sexo feminino; IGP = idade gestacional pediatrica em semanas; APGAR 1 =
APGAR no primeiro minuto; APGAR 5 = APGAR no quinto minuto; Peso em gramas. As diferengas
estatisticamente significativas estdo assinaladas por pares de indices diversos da seguinte forma: a X b; 1 X 2;

AXB.
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2. Reprodutibilidade

Foram coletados duas amostras de sangue de trés mulheres ndo-gestantes e
realizado influxos de L-arginina em separado, a fim de testar a reprodutibilidade

dos resultados dos ensaios. A Figura 3 mostra os influxos destas mulheres.
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Figura 3. Reprodutibilidade dos ensaios em duplicata de influxos de L-

arginina em eritrdcitos de trés mulheres nao-gestantes.

Para a determinacdo dos coeficientes de variacdo intra-ensaio empregou-se

a formula:
CV= (DP/X).100
onde: CV=coeficiente de variagdo
DP=desvio padrao

X=valor médio das constantes cinéticas
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Tabela 4. Reprodutibilidade dos influxos através da variacdo das constantes
cinéticas de transporte (Vmax € km) em trés amostras de eritrécitos humanos.

Amostra  Vmax Km Amostra  Vmax Km Amostra  Vmax Km
1 927 458 2 1258 89,7 3 508 343
1 910 438 2 1139 80,1 3 530 38,5
Média 918,5 448 Meédia 1198,5 84,9 Meédia 519 36,4
DP 12 14 DP 84,1 6,8 DP 15,6 3,0
Ccv 13 3,2 Ccv 7,0 8,0 Ccv 3,0 8,2

Vmax (umol/L de cels/h); km (uM/L); DP=desvio-padrdo; CV=coeficiente de variacéo (%)

O coeficiente de variacdo do Vmax 0scilou entre 1,3 a 7,0 %, e do km entre 3,2

e 8,2%, como demonstra a Tabela 4.
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3. Captagdo eritrocitaria da L-arginina

Os resultados de capacidade méxima de transporte (Vmax) € da constante de
meia saturagdo (km) nos grupos estudados constam das Tabelas 5 e 6 e estdo

ilustradas nas Figuras 4 e 5 respectivamente.

Observa-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
parametros cinéticos quando analisados os sistemas de transporte em conjunto

(VmaxT) .

O sistema y* mostrou-se diferente estatisticamente na capacidade maxima
de transporte (Vmaxy*) no grupo das NG/N quando comparado com os grupos PE,

HG e GN.

No sistema y*L nédo foi detectada diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos quanto a capacidade méaxima de transporte (Vmaxy*L).
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Tabela 5. Capacidade maxima do transporte eritrocitario da L-arginina total e dos
sistemas y+ e y*L - Vmax— nas mulheres estudadas.

Vmax (Umol/L de céls/h)*

Grupos
Total y* y+L

PE (n=39) 1325 + 431 949 + 356b 351+ 140
PES (n=8) 1307 + 358 918 + 443 493 + 247
HG (n=14) 1458 + 591 879 £ 4730 380+ 189
HC (n=10) 1239 + 295 906 + 289 313+83
GN (n=28) 1276 + 382 894 + 332b 413 + 186
NG/HAS (n=20) 1443 + 605 1082 + 553 385+ 205
NG/N (n=18) 1607 + 681 1344 £ 5762 371+ 185
p** (Anova) 0,323 0,017 0,349

* média * desvio padrdo; ** probabilidade estatistica; PE = grupo de pré-eclampsia; PES = pré-eclampsia
sobreposta a hipertensdo cronica; HG = hipertensdo gestacional; HC = hipertensdo crbénica; GN = grupo de
gestantes normais; NG/HAS = ndo-gestantes com hipertensdo cronica; NG = ndo-gestantes normotensas; GN
= grupo de gestantes normais; Total = Vmax total; y* = Vmax do sistema y*; y*L = Vmax do sistema y*L. As

diferencas estatisticamente significativas estdo assinaladas por pares de indices.
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Figura 4. Capacidade maxima do transporte eritrocitario total e dos sistemas y* e
y*L da L-arginina - Vmax (umol/L de céls/h) — nos grupos estudados: PE = pré-
eclampsia (n=39); PES = pré-eclampsia sobreposta a hipertensao crénica (n=8);
HG = hipertensdo gestacional (n=14); HC = hipertensdo crbnica (n=10); GN =
grupo de gestantes normais (n=28); NG/HAS = ndo-gestantes com hipertensao

cronica (n=20); NG = ndo-gestantes normotensas (n=18).

A constante de meia saturacéo do influxo total (kmT) e do sistema y* (kmy™*)

ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

No sistema y*L houve diferenga estatisticamente significativa (kmy*L), no

entanto ndo foi possivel identificar especificamente entre quais grupos.
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Tabela 6. Avaliacao da constante de meia saturacdo do transporte eritrocitario total
e dos sistemas y* e y+L da L-arginina — km — nas mulheres estudadas.

Km (umol/L)*

Grupos

Total y* y+L
PE (n=39) 89,3+449 99,9+495 64,6 + 44,4
PES (n=8) 91,6+37,1 120,1+ 73,1 89,4 + 58,2
HG (n=14) 81,1+352 75,8+ 47,7 41,6 +23
HC (n=10) 73,7+ 30,8 84,2 + 30,3 41,6 +26,9
GN (n=28) 95,6 + 39,1 110,7 + 56,3 87,7+54,8
NG/HAS (n=20) 93,9+ 34 113,2+ 52,4 64,9 £ 49,3
NG/N (n=18) 85,5+ 28,9 127,3+ 78 56,7 £ 55,2
p** (Anova) 0,728 0,155 0,026

* média * desvio padrdo; ** probabilidade estatistica; PE = grupo de pré-eclampsia; PES = pré-eclampsia
sobreposta a hipertensdo cronica; HG = hipertensdo gestacional; HC = hipertensao cronica; GN = grupo de
gestantes normais; NG/HAS = ndo-gestantes com hipertensdo cronica; NG = ndo-gestantes normotensas; GN
= grupo de gestantes normais; Total = ky, total; y+ = kyy do sistema y+; y*L = ky, do sistema y+L.
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Figura 5. Constante de meia saturagdo do transporte eritrocitario da L-arginina
total e dos sistemas y* e y*L - km (umol/L) — nos grupos estudados: PE = pré-
eclampsia (n=39); PES = pré-eclampsia sobreposta a hipertensao crénica (n=8);
HG = hipertensdo gestacional (n=14); HC = hipertensdo crbnica (n=10); GN =
grupo de gestantes normais (n=28); NG/HAS = ndo-gestantes com hipertenséo

cronica (n=20); NG = ndo-gestantes normotensas (n=18).
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4. Correlagoes

As relagBes entre os parametros cinéticos dos influxos total e dos sistemas
yt e y'L (Vmax € km) com os aspectos clinicos e laboratoriais, avaliada por

correlagdo de Pearson, estdo apresentadas na Tabela 7.

Né&o se encontrou correlagdes com Vmax € km dos sistemas de transporte, em
conjunto e em separado, com os parametros IG, Gestas, PAS, PAD, PAM e peso do

RN.

Houve correlagdo estatisticamente significativa entre 1G e PAS (-0,457),

PAD (-0,356) e PAM (-0,425).

O numero de gestacdes se correlacionou fraca e positivamente com a PAS

(0,260), PAD (0,276) e PAM (0,280).
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Tabela 7. Coeficiente de correlacdo de Pearson dos parametros cinéticos - Vmax
(umol/L de céls/h) e km (umol/L) - de influxo total e nos sistemas y* e y*L— com dados

clinicos na amostra estudada (n=137).

Vmax km
Dados
Total y* y+L Total y* y+L
-0,069 -0149 -0,027 -0,001 -0,089 0,057
IG (sem)
p=0516 | p=0158 | p=0,799 | p=0,99% | p=0,404 | p=0,588
0,024 -0,026 -0,040 0,006 -0,042 -0,099
Gestas (f)
p=0,788 | p=0,768 | p=0,654 | p=0943 | p=0,639 | p=0,270
PAS 0,003 -0,072 0,071 -0,079 -0,106 -0,047
(mmHg) p=0974 | p=0418 | p=0419 | p=0,370 | p=0,228 | p=0,592
PAD 0,007 -0,067 0,118 -0,044 -0,050 -0,014
(mmHg) p=0936 | p=0446 | p=0,181 | p=0,619 | p=0576 | p=0,874
PAM -0,002 -0,075 0,094 -0,067 -0,079 -0,026
(mmHg) p=0978 | p=039% | p=0,289 | p=0449 | p=0,371 | p=0,769
Peso RN -0,070 - 0,167 -0,002 0,065 -0,002 -0,001
9 p=0514 | p=0117 | p=0,98 | p=0545 | p=0,982 | p=0,994

IG = idade gestacional no momento da avaliagdo, em semanas; f = freqiéncia absoluta; PAS = pressdo arterial
sistélica em mmHg ; PAD = pressdo arterial diastélica em mmHg; PAM = pressdo arterial média em mmHg;
Peso em gramas.



DISCUSSAO

Este trabalho faz parte da linha de pesquisa desenvolvida no Laboratério de
Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS que tenta elucidar
alguns fatores possivelmente envolvidos na fisiopatogenia desta patologia téo

instigante que é a Doenca Hipertensiva Gestacional.

Nesta patologia de etiologia ainda desconhecida sabe-se que h& presenca de
dano endotelial e a sintese de fatores moduladores do tdnus vascular est4 alterada.
O estudo do transporte do aminoécido L-arginina através da membrana celular
pelos dois sistemas de transporte - y* e y*L - visa fornecer dados que possam ser
relevantes para o entendimento dos disturbios hipertensivos gestacionais. Sabe-se
gue o transportador y* desempenha um papel fundamental na produgdo de NO
em varios tipos de células e situacdes de estresse organico (BLOCK et al, 1995;

KAKUDA et al, 1999; AYUK et al, 2000; READE et al, 2002).

Neste estudo avaliamos os pardmetros cinéticos do transporte total e
através das proteinas carreadoras (y* e y*L) da L-arginina pela membrana
plasmatica em sete grupos distintos: PE, PES, HG, HC, GN, NG/HAS e NG/N.
Isto nos permitiu avaliar o funcionamento destes transportadores, buscando
separar diferentes condi¢bes como a gestacdo, pressdo arterial e os distdrbios

hipertensivos da gestacao.

Verificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos sete
grupos em relacdo a capacidade maxima de transporte da L-arginina nos sistemas

em conjunto (VmaxT) e no sistema y*L. Quanto a capacidade de transporte do
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sistema y*, observou-se que no grupo das NG/N esta € mais elevada em relagéo

ao grupo de GN, e ainda PE e HG.

Em relagdo ao Vmax total, ou seja, a avaliagdo dos dois sistemas de
transporte em conjunto, mesmo que se empregasse o conceito de Sindrome de Pré-
Eclampsia (PE + PES) comparando-as com gestantes normais, apesar do valor
maior, a diferenca ndo seria significativa estatisticamente como encontrada nos
estudos de Antonello e Pinheiro da Costa (ANTONELLO et al, 1997; PINHEIRO
DA COSTA et al, 2004). Também divergem do estudo de Antonello no sentido de
que a capacidade maxima de transporte total ndo apresenta diferenca significativa
entre os grupos de PE e PES. Ainda, ndo encontramos diferenca no Vmax total nas
outras situacbes de hipertensdo, na gestacdo e ndo gestagdo. Portanto, nosso
estudo ndo confirma a hipotese de que as altera¢des anteriormente descritas sejam
secundarias a hipertensdo arterial sisttmica. Na verdade, isso nos remete a uma

reflexo da constituicdo da amostra e do significado destes achados.

O primeiro fator a ser discutido é o fato de alguns grupos avaliados terem
apresentado um tamanho amostral reduzido, devido a frequéncia do
aparecimento das patologias (por exemplo, gestantes previamente hipertensas,
hipertensdo gestacional e pré-eclampsia sobreposta a hipertensdo cronica)
dificultando as analises estatisticas e a busca de significaAncia. Assim, o
desequilibrio do tamanho amostral pode explicar, pelo menos em parte, 0s
resultados da andlise estatistica. Na analise dos dados do presente trabalho, é
importante observar que o valor da diferenca do Vmax do sistema y* das NG/N em
relacdo aos demais grupos incluidos é, por vezes, menor que a diferenca absoluta
entre outros grupos, no entanto entre estes outros grupos ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas. Por exemplo, NG/N ¢é diferente
estatisticamente de PE com uma diferenca numérica absoluta de 395, mas néo é
diferente da PES mesmo com uma diferenca numérica absoluta de 426, as

diferencas nos desvios-padrdes justificam esta avaliagao.
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A amostra estudada foi heterogénea em Vvarios aspectos: idade, raca,
namero de gestacdes, peso, altura e IMC. Particularmente voltamos a atencéo para
as diferengas nas idades gestacionais, sendo que o grupo de PES apresentou a
menor IG. O trabalho de Antonello sugere que as anormalidades do Vmax total
seriam especificamente neste grupo. E importante salientar que o grupo de
gestantes com hipertensdo gestacional e cronica e as mulheres ndo-gestantes com
hipertensdo cronica ndo foram avaliadas no estudo de Antonello. Ndo foram
também avaliadas as fun¢6es dos sistemas y* e y*L em separado (ANTONELLO,
1998). Parece que os resultados do presente estudo encontram mais respaldo nos
achados do estudo de Galdo et al, o qual mostra que a capacidade maxima de
transporte aumenta progressivamente com a evolugdo da gestacdo, sugerindo que
as modificagdes encontradas estdo associadas a evolucdo da gestacdo, mais do que

a hipertensdo (GALAO et al, 2004).

Outras caracteristicas demogréficas e clinicas poderiam ter influéncia nos
resultados, entretanto estas diferengas caracterizaram os grupos especificos, por
exemplo, PAS, PAD, PAM, hematdcrito, hemoglobina, &cido arico, proteinuria.
N&o conhecemos relatos que avaliem diferencas relativas a idade, raga, nimero de

gestas ou peso, altura e IMC.

Também parece ndo haver relatos de estudo do transporte da L-arginina na
gestacéo e distdrbios hipertensivos da gestacao utilizando eritrécitos como modelo
experimental. Redman e colaboradores avaliaram o transporte de L-arginina em
células sanguineas periféricas mononucleares e verificaram que a captacio deste
aminoacido pelo sistema y* estd aumentada na gestacdo normal, mas ndo na pré-
eclampsia em pacientes com 34-35 semanas de gravidez predominantemente

primiparas (MCCORD et al, 2006).

O aminoéacido L-arginina, além de estar envolvido com o relaxamento

7

vascular, também é precursor do hormdnio do crescimento, proteinas, uréia e
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creatinina (WU & MORRIS, 1998). No contexto gestacional o crescimento e
desenvolvimento fetal sdo dependentes de uma adequada provisdo de substratos
pela circulagdo materna. Eritrécitos agem como carregadores de aminoacidos de
um lado para outro da placenta e os eritrécitos fetais apresentam uma capacidade
de captacdo de NO aumentada (CALATAYUD et al, 1998). O papel das células
sanguineas no transporte de aminoacidos inter-6rgédos, em associagdo com o alto
fluxo sanguineo, pode aumentar e tornar mais eficiente a distribuicdo dos
nutrientes (GARIBOTTO et al, 2002). Aléem disso, a habilidade de filtrar dos
eritrocitos maternos tem sido sugerida como um indicador do fluxo da
microcirculacdo placentéria, que esta associado com o peso do RN e afeta o
desenvolvimento do feto (KAIBARA et al, 1985). Adicionalmente h& relato de
associacdo da redugdo do transporte de L-arginina e sintese de NO com
crescimento intra-uterino restrito (CASANELLO & SOBREVIA, 2002). Avaliando
os resultados do presente estudo sob esta Gtica, parece que na gestacdo normal ha
de fato uma maior entrega de aminoacidos pelos eritrocitos, evidenciada pela
queda do transporte em relacdo & mulheres ndo gravidas, sugerindo que o sistema
y*, pobremente estimulado pelo baixo conteddo de L-arginina intracelular,
apresentaria uma baixa capacidade de transporte por trabalhar mais lentamente
qgquando comparado as mulheres ndo-gestantes; este é o conhecido efeito da
transestimulacdo. H& que se considerar ainda a presenca intra e extracelular de
outros aminodcidos catidnicos ou andlogos positivamente carregados, inibidores
efetivos do influxo de L-arginina pelo sistema y*, como lisina, ornitina,
canavanina, N-monometil-L-arginina, arginina dimetil assimétrica (ADMA) e N-

iminoetil-L-ornitina (WU & MORRIS, 1998).

Trabalhos mostram que na pré-eclampsia os niveis circulantes de ADMA
estdo aumentados (HOLDEN et al, 1998; PETTERSSON et al, 1998). Estes inibidores
enddgenos da NOS, também sdo transportados pelos sistemas y* e y*L (FORRAY
et al, 1995: MENDES RIBEIRO et al,1996; DEVES & BOYD, 1998). Se os niveis de
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compostos intracelulares que utilizam estes sistemas de transporte estéo
aumentados, o carreador transestimulado aumenta sua velocidade. Estudo
realizado em transporte de L-arginina na membrana plasmatica em condigdes de
zero-trans mostrou o aumento da capacidade de transporte na SPE se mantém em
condicdes de zero-trans, ou seja, quando se elimina a transestimulagdo (REITZ,
2001); mostrando que a transestimulacdo ndo é responsavel pela alteracdo da
capacidade de transporte verificada na SPE. Assim, o achado inicial, quando as
células continham seu conteddo original, persistiu em condi¢bes de deplecdo
intracelular de ligante. A constante de meia-saturacédo, em condi¢Oes de zero-trans,
néo se alterou entre os dois grupos de gestantes (REITZ, 2001). Essas evidéncias
contribuem para que a alteracdo de transporte detectada na pré-eclampsia, seja
funcional e/ou estrutural. Portanto, o aumento da Vmax pode refletir um aumento
do numero de carreadores presentes ha membrana, ou aumento de sua eficiéncia

(STEIN, 1990).

O transporte da L-arginina foi previamente estudado na membrana
plasmética das microvilosidades do sinciociotrofoblasto da placenta humana.
Nesse artigo, o influxo inicial do transporte foi examinado, e N80 Vmax € Km como
no presente estudo. O influxo inicial total de L-arginina mostrou correlacio
negativa com idade gestacional em condigdes in vitro, mas os autores concluiram
que, sob condicBes fisioldgicas, o transporte de aminoaciodos catidnicos na
membrana plasméatica destas microvilosidades estaria aumentada entre a 122 e 412
semanas de gestagdo (AYUK et al, 2002). Mais recentemente, 0 mesmo grupo
mostrou um aumento no influxo inicial de L-arginina na membrana plasmatica
das microvilosidades de mulheres pré-eclampticas comparado com a de placentas
controle (SPEAKE et al, 2003). Esses dados concordam com os estudos prévios do
Nosso grupo que mostraram altera¢des no influxo da L-arginina em gestantes com

SPE.
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Acredita-se que sejam varios os determinantes do transporte da L-arginina
através da membrana celular na gestacdo e distarbios hipertensivos e, até mesmo,
nos individuos controle, tendo em vista a larga variabilidade encontrada nos
fluxos. As diferengas nos nossos achados e de estudos prévios utilizando
metodologia semelhante sugerem que os pardmetros cinéticos tenham baixa
sensibilidade e especificidade para diagnéstico e/ou avaliacdo de aspectos

fisiopatoldgicos destas condices.

Outro aspecto para o qual este estudo nédo foi controlado foi a severidade
dos disturbios hipertensivos. A gestacdo € um evento que pode servir como um
teste de esforco para mulheres e é possivel que o nimero de gestas afetem alguns
aspectos das respostas metabolicas e celulares destas gravidas (POLI DE
FIGUEIREDO et al, 2003; WILLIAMS, 2003). Neste estudo foram incluidas
mulheres primiparas e multiparas, pois a inclusdo exclusiva de primiparas

resultaria em uma reducédo dréstica do tamanho amostral.

Em estudo prévio da presente autora, a analise em separado dos sistemas
de transporte da L-arginina mostrou que o sistema y*L apresenta uma capacidade
méxima de transporte maior nas pacientes com SPE, em relagdo as gestantes
normais, e o sistema y* nao apresentou diferenca de Vmax entre os dois grupos, e
sim reducdo da afinidade nas pacientes com SPE (CONCEICAO, 2001; Anexo 1).
Mesmo assumindo a andlise do presente trabalho considerando-se Sindrome de
Pré-eclampsia (PE + PES) os achados sdo discordantes entre estes estudos. No
presente estudo, o valor absoluto da capacidade méaxima de transporte atravées do
sistema y*L foi maior nas pacientes com PES, porém sem alcancar significancia
estatistica. Ja o citado estudo de Redman e colaboradores verificou que o sistema
de transporte y* ndo apresentou diferenca entre NG e PE, e sim aumento na GN
em células sanguineas periféricas mononucleares. Apesar dos autores terem citado
os dados de transporte de L-arginina pelos sistemas, a expressdo de um de seus

genes (CAT-2 mRNA) ndo foi detectada nas mulheres n&o-gestantes, como
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também em apenas 3/10 das GN e 8/10 das pré-eclampticas (MCCORD et al,
2006).

Quanto a constante de meia saturacdo (km) verificou-se que ndo houve
diferenca entre os sete grupos tanto para o transporte total de L-arginina quanto
para o sistema y*. Apesar da anélise estatistica de variancia sugerir a possibilidade
de diferenca entre os grupos no km do sistema y*L , o teste post-hoc ndo identificou-
a. A metodologia que utilizamos para avaliar o transporte de membrana pode ser
questionada quanto a sua precisdo em determinar 0 kn. Os nossos estudos
utilizam concentracgdes elevadas na faixa de saturagdo do sistema de transporte,
porém é possivel que, para avaliar afinidade, concentragdes bem menores sejam
mais adequadas (DEVES & BOYD, 1998). Na analise estatistica, optou-se por
utilizar o teste de ANOVA e a consulta com o profissional estatistico ndo verificou
a presenca de assimetria suficiente para indicar a necessidade de transformar os

dados a postos (ranks) antes da aplicacdo do ANOVA.

Véarios aspectos da via L-arginina — NO parecem ser relevantes nos
disturbios hipertensivos gestacionais. Como precursor do NO, este aminoacido
tem um papel importante na manutencdo do tonus vascular (IGNARRO, 1990;
IGNARRO, 1991; MONCADA et al, 1991; NATHAN, 1992), e a producdo de NO
pode ser dependente da captagdo acelerada de L-arginina circulante em
determinadas situacbes (HIBBS et al, 1990; MONCADA et al, 1991; NATHAN,
1992).

Pouco se sabe sobre os fatores que regulam o transporte de L-arginina, em
especial na situacdo de hipertensdo da gestagdo. O transporte de L-arginina no
endotélio pode ser estimulado por fator de necrose tumoral, através do
mecanismo dependente da proteina cinase C, alterando 0 Vmax € ndo 0 km (PAN et
al, 1995). Também é sugerido que o transportador de L-arginina e a atividade da

NOS, em parte, sdo reguladas independentemente (PAN et al, 1995).
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Estudos anteriores verificaram que a velocidade méxima de transporte de
L-arginina estd aumentada nas pacientes com sindrome de pré-eclampsia
(ANTONELLO et al, 1997; CONCEICAO, 2001; Anexo 1; PINHEIRO DA COSTA et
al, 2004). Contréario a hipotese inicial de que o transporte do precursor do 6xido
nitrico estaria diminuido na hipertensédo e, consequientemente, na Sindrome de
Pré-eclampsia. Este achado paradoxal — o aumento na capacidade de transportar
L-arginina, ndo estando necessariamente vinculado a maior produgdo de NO -
pode estar associado a um fenémeno de reacdo contra o estado de vasoconstricgdo
proprio da hipertensdo, na tentativa de produzir NO para a vasodilatacido
(SCHNEIDER et al, 1996). Recentemente foi publicado que a atividade da
fosfodiesterase estad aumentada em gestantes com SPE (PINHEIRO DA COSTA et
al, 2006) e portanto h& nestas pacientes a degradacdo do GMPc, molécula
promotora especifica do relaxamento da musculatura vascular. Este pode ser um
dos mecanismos ativadores do transporte de L-arginina, o qual por feedback,
informaria ao transportador que a producdo de NO ndo é adequada para

vasodilatacdo necessaria.

A associacdo entre a producdo de NO e hipertensao arterial € amplamente
citada na literatura. Na pré-eclampsia os niveis de NO sdo citados como inferiores
(SELLIGMAN et al, 1994), inalterados (LYALL et al, 1995; CONRAD et al, 1999) e
superiores (SMARASON et al, 1997) relativamente & gestagio normal, e portanto
este dado ainda ndo estd bem caracterizado. O NO participa do sistema imune na
resposta a estimulos patoldgicos inflamatdrios (PACHER et al, 2007). Segundo
Redman e colaboradores na pré-eclampsia é encontrada uma excessiva resposta
inflamatdria materna, que possivelmente ativa a iNOS, liberando NO em grandes
quantidades por um longo periodo de tempo (REDMAN et al, 1999). Estas
consideragdes, somadas aos efeitos da transestimulacdo, sdo consistentes com a
diminuicdo do transporte de L-arginina na gestagdo e algumas situacbes de

hipertensédo gestacional em relagdo a mulheres ndo-gestantes sem hipertenséo.
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Os trabalhos de Redman e colaboradores reforcam a idéia da participacéo
desta via na Doenca Hipertensiva Gestacional. O autor demonstrou que na PE,
apesar de ndo aumentar a captacdo de L-arginina pelo sistema y* nas células
mononucleares, como acontece nas GN, a expressdao de CAT-2mRNA e da iNOS
sdo diferentes, criando situagdes que poderiam favorecer uma deficiéncia de
arginina facilitando a formacdo de &nion superéxido e peroxinitrito contribuindo

para estresse oxidativo e nitrosativo (MCCORD et al, 2006).

Independentemente dos dados de transporte, é interessante perceber que a
hipertensdo gestacional tem resultados referentes ao parto e ao RN muito
semelhantes ao da GN, sugerindo que este grupo seja realmente muito distinto
dos distdrbios hipertensivos relacionados a gestacdo ou a hipertensdo cronica.
Talvez por isso justifigue a dificuldade em estabelecer este diagnostico e as
mudancas propostas na classificagdo do National High Blood Pressure Education

Program Working Group de 1997 para 2000 (GIFFORD et al, 2000).

As pesquisas em humanos envolvem individuos com inUmeras
peculiaridades diferentemente dos modelos animais, que avaliam grupos de
individuos muito semelhantes, as vezes isogénicos, e criados em ambientes
idénticos, com as mesmas dietas e 0S mesmos aspectos estressores, reduzindo
fatores de confusdo. Neste trabalho ndo foram controlados os fatores genéticos,

dietéticos e ambientais.

A interpretacdo de alteracBes fisiopatoldgicas nos disturbios hipertensivos
da gestacdo é enormemente complicada pela auséncia de uma defini¢do Unica do
que é a PE. Existem multiplas classifica¢bes destes distarbios e, sendo uma doenga
sem etiologia definida, corremos o risco de estar estudando patologias diversas
dentro de uma classificacdo (ou multiplas classifica¢bes) sindrémica. Portanto
aspectos conceituais podem justificar algumas das aparentes divergéncias dos

dados em diferentes estudos.
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O transporte de L-arginina parece estar alterado na SPE ou gestacdo, fato
que ndo é mostrado neste trabalho, o que ndo invalida a influéncia da via da L-
arginina-NO nos disturbios hipertensivos da gestacdo. Os aspectos acima
discutidos parecem ser relevantes para a adequada andlise dos resultados do
presente estudo, em especial o tamanho amostral. Investiga¢Ges futuras neste
sentido poderdo ser muito esclarecedoras do real papel do transporte de L-
arginina na hipertensao e gestacgdo, oferecendo elementos para o entendimento da

importancia da via L-arginina-NO na reatividade vascular.
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo nos permitem concluir que:

1. A capacidade méxima de transporte eritrocitario total de L-arginina (VmaxT) €
pelo sistema de transporte y*L ndo é diferente entre mulheres normais e
hipertensas, gestantes normais e portadoras de distarbios hipertensivos

gestacionais.

2. A capacidade méxima de transporte eritrocitario de L-arginina pelo sistema y+*
(Vmaxy™) esta elevada no grupo das NG/N em relagdo ao grupo de GN, e ainda PE
e HG.

3. A constante de meia saturacdo do transporte eritrocitario de L-arginina (km) ndo

se altera entre os grupos estudados, tanto no transporte total como pelos sistemas

y*L ey*.

4. Os parametros cinéticos, Vmax € km, do transporte total e dos sistemas y* e y*L
ndo apresentaram correlagdo significativa com os seguintes dados: IG, Gestas,

PAS, PAD, PAM e peso do RN.

Portanto, o presente estudo ndo confirma a hipotese de que as alteracdes

anteriormente descritas sejam secundarias a hipertensao arterial sistémica.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate two erythrocyte L-arginine transport systems y*+ and

y*L in preeclampsia and normal pregnancy.

Methods: Preeclampsia was defined as hypertension, and proteinuria above
300mg/24h in pregnant women after the 20t gestational week. Patients were

divided into two groups: normal pregnancy (n:24) and preeclampsia (n:25).
Maximal capacity of transport (Vmax in umol/L cell/h) and half-saturation

constant (km in pmol/L) were measured in erythrocytes using 4C as marker, and

N-ethyl-maleimide used as inhibitor of y* system.

Results: System y* Vmax Was 1462+395 pmol/L cell/h and 1291+486 (NS),
and km was 75+18 umol/L and 62+16 (p 0.007) for preeclampsia and normal
pregnancy, respectively. The Vmax for system y*L was 342+191 umol/L cell/h and

236+70 (p 0.015), and km was 40+21 pmol/L and 24+13 (p 0.003) for preeclampsia

and normal pregnancy, respectively.

Conclusion: Abnormal L-arginine transport was present in preeclampsia.
Transporter affinity for L-arginine was reduced for both systems and y*L Vmax

increased in preeclampsia.

Key words: Hypertension; Pregnancy toxemias; Nitric oxide; Membrane

Transport Proteins, Blood pressure
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Preeclampsia is a hypertensive disorder of human pregnancy associated
with increased urinary protein excretion in women after the 20th week of
pregnancy. It is a major cause of maternal and perinatal mortality and morbidity.
Hypertensive disorders occurs in 6 to 8% of pregnancies (Gifford et al, 2000). The
cause of preeclampsia remains unknown. This syndrome is characterized by
vasoconstriction, activation of the coagulation system and reduced uteroplacental
perfusion. The main pathologic changes are primary ischemic and affects several
organs, and endothelial dysfunction has been suggested. The increased peripheral
vascular resistance seems to be due to enhanced responsiveness to the action of
vasopressor agents, and reduced action of vasodilator systems. Alterations in the
L-arginine-nitric oxide pathway have been suggested (Baylis et al, 1998, Morris et

al, 1996).

Nitric oxide, synthesized from the aminoacid L-arginine, is a potent
vasodilator and involved in platelet aggregation (Moncada & Higgs, 1993).
Production of nitric oxide depends on the intracellular presence of its precursor.
We have previously shown increased erythrocyte total L-arginine maximal
capacity of uptake in patients with preeclampsia syndrome in comparison to
normal pregnant women (Pinheiro da Costa et al, 2004). L-arginine enters the
erythrocyte via cationic aminoacid transporters systems, such as y* and y‘L

systems (Devés & Boyd, 1998).

The aim of the present study was to evaluate two erythrocyte L-arginine
transport systems, y* and y*L, in separate, in preeclampsia and to compare with

normal pregnancy.
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PATIENTS AND METHODS

Participants

The study protocol was approved by the Scientific and Ethics Committees
of the Medical School and S&o Lucas Hospital of Pontificia Universidade Catolica
do Rio Grande do Sul. All patients were clarified of the research aims, risks and

benefits and were included only after informed consent was given.

Preeclampsia was defined as suggested by the National High Blood
Pressure Education Program Working Group (Gifford et al, 2000). Twenty-five
women with preeclampsia and 24 normal pregnant women (gestational age > 20
weeks) were included. Hypertension was considered when systolic blood pressure
exceeded 140 mmHg and diastolic blood pressure 90 mmHg after the 20th week of
pregnancy in a previously normotensive woman, associated with proteinuria
exceeding 300 mg/24 hours. Normal pregnancy was considered in pregnant
women who never developed preeclampsia during pregnancy, and had no past
history diseases such as high blood pressure, renal, cardiovascular, thyroid and
diabetes. Normal pregnant women had also normal urine sediment and a normal
fundii. Proteinuria was measured by acid precipitation with turbidimetric read, in
a 24-hour urine sample or in random urine and the proteinuria/creatininuria ratio
was used to estimate 24-hour protein excretion. Results were reported in mg/24

hours. Patients with signs of previous hypertensive retinopathy were excluded.

Preeclampsia and controls were selected from patients attending to the
obstetric department at S&o Lucas Hospital — PUCRS, a University Hospital in
Southern Brazil. The gestational age was defined according to a reliable date of the

last menstrual period or by early (<12 weeks) ultrasound evaluation.
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Erythrocyte L-arginine uptake

Blood collected in heparinized tubes was centrifuged and washed three
times with ice-cold saline solution (platelets/white cell layer discarded) for
separation of erythrocytes. All samples were kept in ice until uptake assays were
performed. Erythrocytes were separated into two aliquots, one was incubated

with N-ethyl maleimide (NEM) prior to uptake measurements.

Total erythrocyte L-arginine uptake was determined by incubating cells for
three minutes at 370C (pH 7.4) in a water bath with progressive L-arginine
concentrations (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 180, 200, 300, and 500 umol/L) and *4C
as a marker. Uptake was interrupted by transferring the sample tubes into ice.
Erythrocytes were then washed free of extracellular radioactivity, lysed (triton
0,1% v/v), and protein-precipitated (trichloroacetic acid 5% w/v) to recover their
intracellular content, followed by radioactivity counting in a liquid-scintillation

counter. Uptake was corrected to pmol/L cells/h. Maximal transport capacity

(Vmax in umol/L cells/h) and half-saturation (km in pmol/L) were derived from
Michaelis-Menten kinetics, using a computer software (Enzfitter for MS-DOS). All
L-arginine uptake assays were performed in duplicate. NEM, 0.8 mM, was used to
measured the NEM-insensitive fluxes — corresponding to the activity of the y*L
system. The NEM-sensitive uptake was considered as the uptake via the y*

system.

Statistics

Mean, standard deviation were calculated for all variables. Student’s t test
and chi-square (x2) were employed. A p<0.05 was considered to be statistically

significant. The Statistical Package for the Social Sciences was used for all analyses.
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RESULTS

Twenty-five patients with preeclampsia syndrome and 24 normal
pregnancies were studied. Clinical characteristics of the study and control groups
are shown in Table 1. Clinical variables that characterize preeclampsia were

significantly different when the two groups were compared.

Michaelis-Menten kinetics of L-arginine uptake via y* and y*L systems are
shown in Table 2. The maximal capacity of L-arginine uptake (Vmax) through y*L
system was significantly increased in preeclampsia when compared with normal
pregnant women. The half-saturation constant (km) for both systems, y* and y*L,

was increased in preeclampsia. No significant difference in y* Vmax was detected.

DISCUSSION

The present study shows that transport kinetics of the erythrocyte L-
arginine transport is altered in preeclampsia. Increased half-saturation constant —
km- for both L-arginine transporters, y* and y*L was disclosed. Maximal capacity
of transport of the nitric oxide precursor, L-arginine, via y*L system was enhanced
in preeclampsia. It contributes to elucidate the mechanisms of the altered total
erythrocyte L-arginine transport in patients with preeclampsia syndrome that we
have previously reported (Pinheiro da Costa et al, 2004). The system involved in
the higher capacity of transport seems to be the y*L, a transporter with higher

affinity and lower capacity of transport in comparison to y* (Devés & Boyd, 1998).

Preeclampsia syndrome is characterized by altered vascular responsiveness
to pressor agents, resulting in increased vasoconstriction and high blood pressure

(Gifford et al, 2000; Baylis et al, 1998; Morris et al, 1996). The L-arginine metabolism
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via the L-arginine-nitric oxide pathway is important in blood pressure control and
vascular relaxation (Moncada & Higgs, 1993). It is possible that abnormal L-
arginine transport may have an impact on nitric oxide synthesis and participate in

the etiology or pathophysiology of preeclampsia.

Plasma and intracellular L-arginine concentration, and the levels of its
analogs, were not measured, but the increased L-arginine transport Vmax indicates
increased uptake of the nitric oxide precursor. L-arginine is an non-essential
aminoacid, but it behaves as an essential one in conditions of stress and injury
such as trauma, growth and sepsis (Barbul, 1986). We have no data on the
behavior of L-arginine in preeclampsia to suggest that it may be an essential
aminoacid, but it has been reported a beneficial effect of L-arginine administration
in preeclampsia (Fachinetti et al, 1999). It is interesting that the system with
increased activity is the y*L, the high affinity system (Devés & Boyd, 1998).
Normotensive pregnant women have a lower plasma L-arginine concentration
than 3 days and 3 months postpartum (Pettersson et al, 1998), and the same

happens to preeclamptic women.

Increased Vmax be the result of trans-stimulation, the acceleration of
transporter activity by L-arginine, or other compatible substrates for the L-
arginine transporters (Devés & Boyd, 1998). Endogenous analogs of L-arginine,
such as asymmetric dymethyl arginine (ADMA), are increased in preeclampsia
(Pettersson et al, 1998), and they also have affinity for L-arginine transporters
(Devés & Boyd, 1998). These analogs are inhibitors of the nitric oxide synthases
and would induce reduction in nitric oxide production (Devés & Boyd, 1998),
despite increased L-arginine uptake. The combination of low plasma L-arginine
levels and elevated ADMA concentration during the late phase of pregnancy
complicated by preeclampsia led to the suggestion of a role of endogenous nitric

oxide synthases inhibitors in the pathogenesis of preeclampsia (Pettersson et al,
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1998), and our paper questions if one possible mechanism might be via altered L-

arginine transporters.

It is possible that under this pathological setting the y*L system enhances its
activity. Increased number of transport sites in the membrane or an increase in the
turnover rate per transport site could both result in increased maximal capacity of
transport. Altered half-saturation constant indicates that affinity for L-arginine is
reduced in preeclampsia. The overall effects may reflect that there maybe an
intrinsic alteration in the membrane properties, and not only altered substrate
concentrations. Preeclampsia may be associated with cell membrane adaptations
resulting in transporter changes that would induce altered aminoacid transport

kinetics.

Other diseases, such as renal failure and heart failure, also have altered
membrane permeability to L-arginine (Mendes Ribeiro et al, 1997; Kaye et al, 2000).
L-arginine transporters are also present in other cells types, like endothelial,
leukocytes, platelets, placental cells and others (Devés & Boyd, 1998). Those cells
and tissues are important in preeclampsia, considering the role of the placenta and
endothelial dysfunction in preeclampsia. It will be interesting to investigate the
kinetics of transport in these cells. It has been shown that L-arginine transport is
regulated by factors such as protein kinase C and tumor necrosis factor (Haller et
al, 1998; Pan et al, 1995). Haller et al. (Haller et al, 1998), using endothelial cells,
have suggested that serum from preeclamptic patients may contain factors that

increase cell permeability.

In conclusion, it is shown that L-arginine transport is altered in
preeclampsia and it is suggested that it may play a role in the pathogenesis of the

preeclampsia syndrome. The clinical relevance of these findings are still not clear.
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Table 1. Demographic information of normal and preeclamptic patients

Variable Preeclampsia Controls 0
(n:25) (n:24)
Age (years) 29+9 29+6 0.924 (t¥)
Gestational age (weeks) 33.4+4 33.2+4 0.831 (t¥)
White color (f /7 %) 22 /88 16 /7 67 0.074 (x2 1)
Proteinuria (mg/24 hours) 3330 + 370 155 + 10 <0.0001(t*)
Systolic blood pressure mmHg) 146 + 15 103 + 10 <0.0001(t*)
Diastolic blood pressure (mmHg) 94 +8 66 +7 <0.0001(t*)
Serum uric acid (mg/dL) 6+2 4+1 0.003 (t*)
Serum creatinine (mg/dL) 0.7+0.1 0.6+0.1 0.022 (t*)

*t = Student’s t test; Tyx2= chi-square.

Table 2. Erythrocyte L-arginine uptake information of normal and

preeclamptic patients.

o Preeclampsia Controls
Transporter L-arginine uptaket p (t)
(n:25) (n:24)
y* Vimax (Lmol/L cells/h) 1461 + 394 1291 + 486 0.075
km (Lmol/L) 75+ 19 62 + 16 0.007
yL Vinax (Lmol/L cells/h) 432 +191 236 + 70 0.015
km (LUmol/L) 40 + 22 24 +13 0.003

*t= Student’s t test., T Vmax= maximal capacity of
constant.

transport and km= half-saturation
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
LINHA DE PESQUISA EM NEFROLOGIA:

ENFOQUE NA GESTACAO E PRESSAO ARTERIAL

Pesquisadores Responséaveis: Bartira Ercilia Pinheiro da Costa, Carlos Eduardo Poli de
Figueiredo, Domingos Otavio L. d’Avila, Ivan Carlos Ferreira Antonello, Jodo Piffero Steibel.

Entrevistador da Equipe de Pesquisa:

Nome da paciente:

SOBRE A PESQUISA: A presente linha de pesquisa avalia aspectos da gravidez, como
pressdo sanguinea e pressao alta na busca do aumento do conhecimento, alivio do sofrimento e
melhora da satde de mulheres e criangas. Esta Linha de Pesquisa é parte do Programa de Pos-
graduacdo em Medicina e Ciéncias da Salde da Faculdade de Medicina e do Laboratério de
Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

Nos estudos serdo avaliados diversos aspectos que podem influenciar na doenga, tais
como: marcadores presentes no sangue, na urina, na placenta ou em tecidos; funcdo dos vasos
sanglineos; funcdo das células; funcdo de érgdos, como os rins; sensibilidade gustativa ao sal; e
fatores genéticos.

A idéia é estudar fatores que possam ser importantes para a ocorréncia da doenga pré-
eclampsia, que é a elevacdo da presséo arterial na gestagdo com perda de proteina na urina. Estes
testes poderdo ajudar a diagnosticar as pessoas em risco ou com esta condi¢do, ou eventualmente
auxiliar na formulagédo de novos tratamentos.

O QUE SERA FEITO: Vocé sera convidada para uma entrevista com um dos membros da
equipe de pesquisa. O pesquisador Ihe dira de que se trata a linha de pesquisa e 0 estudo que esta
sendo oferecido. Entdo sera perguntado se deseja participar da pesquisa.

Caso concorde, ap0s assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, serdo
perguntados dados de sua histéria médica, coletado um volume de sangue venoso e/ou urina
antes e depois do parto, além das coletas dos exames de rotina. Alguns dos estudos desta linha de
pesquisa avaliam outros aspectos e também podera ser coletado amostra de sangue do cordao
umbilical ap6s o parto e amostra da placenta, e/ou avaliacdo da fungdo dos vasos por ecografia,
e/ou medida da sensibilidade gustativa ao sal. Em alguns estudos, sdo avaliados a presenca de
marcadores genéticos. Os genes a serem estudados sdo extraidos do sangue ou da placenta,
tentando identificar especificamente os possiveis causadores desta doenca. ApOs 0 parto vocé
podera ser convidada a realizar acompanhamento clinico com o grupo no ambulatério Nefrologia.
Este grupo atende e acompanha pacientes com hipertensao arterial sistémica e doencga hipertensiva
da gestacdo (entre elas pré-eclampsia). As mulheres que desenvolvem complicacdo durante a
gestacdo, tém um maior risco de doencas vasculares no futuro. A idéia do grupo é de acompanhar
estas mulheres, a longo prazo, com a finalidade de observar a evoluc¢ao, detectar fatores de risco ou
sinais de doenca, encaminhando a prevencdo e/ou tratamento destes. Meses apés o parto, podera
ser solicitado um exame de cintilografia renal que visa detectar a presenca de cicatrizes no rim de
mulheres em risco (cicatrizes sdo mais comuns em mulheres que desenvolveram hipertensdo na
gestacdo). Estas avaliagdes ndo interferirdo nas suas avaliagdes e cuidados rotineiros.
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O material biolégico da pesquisa sera coletado e congelado até a andlise pelos
colaboradores do Laboratério de Nefrologia da PUCRS. Os resultados serdo publicados em revistas
de circulagdo no meio médico e em congressos.

Para que os estudos possam ser realizados, é necessario que vocé faca a opcao autorizando
ou ndo a coleta dos diferentes materiais ou realizagdo dos exames:

Acompanhamento ambulatorial: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Urina: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Placenta: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Sangue: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Sangue do Corddo Umbilical: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Ecografia dos vasos: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Andlise genética: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Cintilografia renal: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Sensibilidade Gustativa ao Sal: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

*OBS.: Nem todos os testes acima serdo necessariamente realizados.

CONFIDENCIALIDADE: Os registros serdo mantidos em segredo. O material podera ser
utilizado apenas para esta pesquisa, ou também ser armazenado para emprego em futuros estudos.
E necessario que vocé faca a opgdo autorizando ou ndo o armazenamento para emprego futuro:

AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Se houver possibilidade de fazermos novas analises com o material coletado, sera
novamente solicitada a aprovacio das Comissdes de Etica em Pesquisa para realizar a avaliacdo
adicional. Os estudos sdo desenvolvidos de forma anénima. Os resultados da pesquisa estarao
disponiveis a vocé em qualquer momento por qualquer motivo. Questionamos se vocé gostaria de
ser comunicada sobre o resultado do estudo. E necessario que vocé faca a opgdo escrevendo SIM ou
NAO: QUERO SABER DO RESULTADO DA PESQUISA.

RISCOS E BENEFICIOS: Os riscos ou desconfortos dessa pesquisa sdo considerados
minimos ou até nulos. Este estudo ndo lhe trara nenhum tipo de discriminacdo individual ou
coletiva. A presente pesquisa se propde a colaborar com o conhecimento sobre a gestagdo e suas
doencas relacionadas com o controle da pressédo arterial, ndo trazendo beneficios diretos para as
pacientes participantes.

LIBERDADE: A sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria e vocé pode desistir
a qualquer momento, sem prejuizo do tratamento e sem a necessidade de explicar o motivo.

Eu, fui informada pelo(a)
dos objetivos e justificativas dessa pesquisa
de forma bem clara e detalhada. Recebi informagdes sobre cada passo que estarei envolvida. Todas
as minhas duavidas foram respondidas com clareza, e sei que poderei solicitar novos
esclarecimentos a qualquer momento. Estou ciente que as informagdes por mim fornecidas serao
mantidas em segredo e usadas somente conforme opgao acima. Fui informada que se existirem
danos a minha salde, causados diretamente pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e
indenizacdo, conforme estabelece a lei. Também sei que ndo terei nenhum custo que seja
relacionado a pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre este trabalho, posso chamar os pesquisadores pelos
seguintes telefones (051) 33367700, 33369599, ou 33203000 - Ramais 3174 ou 2344, para qualquer
davida como participante deste estudo.



lona Rosine Scolari Conceicdo 130

Esta pesquisa tem aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS. Sob as condicdes
acima mencionadas, concordo em participar do presente estudo. Declaro que recebi copia do
presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovando-o e assinando-o apo6s Ié-lo com
todo o cuidado possivel.

Porto Alegre, de de

Paciente ou Responsavel Investigador
Cl CI/CRM

*EQUIPE PARTICIPANTE: Alexandra Tonel Schréder, André Poisl Fay, Bartira Ercilia
Pinheiro da Costa, Carlos Eduardo Poli de Figueiredo, Domingos Otavio L. d’Avila, Fabiane Palma
Bisinela, Giovana Maffazioli, Giovani Gadonski, lara dos Santos Fagundes, lond Conceicdo, lvan
Carlos Ferreira Antonello, Jodo Piffero Steibel, Jorge Milton Neumann, Kiele Hoffmann, Mateus
Alexandretti, Priscilla Barcelos Almeida.
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PROTOCOLO: Transporte Eritrocitario da L-arginina de GN e com SPE

DENTIFICACAO:

NOME:

PROTOCOLO: REGISTRO HSL: FONE:

ENDERECO: CIDADE:

RACA: [J branca [ mista [ negra DN:. / / IDADE:
ANAMNESE:

DUM: Certeza: [Isim  [Inado I1G: (DUM) (ECO)
G P A — 1 Provocados [ Espontaneos

HISTORIA MEDICA PREGRESSA:

(1 INFECGAO URINARIA: Sesim — () infancia (] idade adulta
[1HAS — Se sim — ldade ou IG no diagndstico : [1 PE prévia DM
DROGAS:

HISTORIA FAMILIAR: HAS: [DOndo Osim parentesco:

EXAME FISICO: DATA: IG (sem):

PAS (mmHg): PAD (mmHg): ALT (cm): PESO (Kg):

EXAMES LABORATORIAIS: DATA: G (sem):

EQU: pH: /dens: /prot. +/ hem + /leuc / hem / cél p/c
HCT (%): HB (g/dL): PLAQUETAS:

ACIDO URICO (mg/dL): CREATININA (mg/100mL): GLICEMIA JEJUM (mg/dL):
*PROTEINURIADE/AMOSTRA(mMg/dL): *CREATININURIA/AMOSTRA(Mg/dL): *P/C:
*PROTEINURIA DE 24h (mg/24h): * NAO PRECISA PARA GN!

OUTROS:

DADOS DO PARTO: DIA HORA

TIPO DE PARTO: 1 Normal [ICesareo por

DADOS DO RECEM-NASCIDO: SEXO: F M APGAR _ / IG IGP:

PESO DO RN: g PESO PLACENTA: g AlIG GIG PIG
CLASSIFICACAO: [ PE [J PE superposta [JGN OHG JHC

DATA: RESPONSAVEL:
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PROTOCOLO: Transporte Eritrocitario da L-arginina em Mulheres Normais e
Portadoras de HAS

IDENTIFICACAO:

NOME:

PROTOCOLO: REGISTRO HSL: FONE:
ENDERECO:
RACA: [Jbranca I mista [Jnegra DN: / / IDADE:

HISTORIA MEDICA:

(1 INFECGAO URINARIA: Sesim — () infancia (] idade adulta

[HAS Se sim — Idade do diagn6stico:

DROGAS:

[1 PE prévia DM

G P A — 1 Provocados [ Espontaneos

HISTORIA FAMILIAR: HAS: DOnio O sim — parentesco:

EXAME FISICO: DATA:

PAS (mmHg): PAD (mmHg): ALT (cm): PESO (Kg):

EXAMES LABORATORIAIS: DATA: G (sem):

EQU: pH: /dens: /prot. +/ hem + /leuc / hem / cél p/c
HCT (%): HB (g/dL): PLAQUETAS:

ACIDO URICO (mg/dL): CREATININA (mg/100mL): GLICEMIA JEJUM (mg/dL):
*PROTEINURIADE/AMOSTRA(mMg/dL): *CREATININURIA/AMOSTRA(Mg/dL): *P/C:
*PROTEINURIA DE 24h (mg/24h): * NAO PRECISA PARA MULHERES NORMAIS!
OUTROS:

CLASSIFICACAO: OTHAS {1 Mulher normal

DATA: RESPONSAVEL:
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Artigo submetido ao The Journal of Membrane Biology

L-ARGININE y* TRANSPORTER INHIBITION BY N-
ETHYLMALEIMIDE IN ICE-BATH

lona Rosine Scolari Conceicao, Priscilla Barcellos Almeida, Bartira Ercilia Pinheiro

da Costa, Carlos Eduardo Poli de Figueiredo.

SUMMARY

Erythrocytes L-arginine uptake occurs via y+ and y+L systems. Pre-incubation with
N-ethylmaleimide is usually performed for 10 minutes at 37°C inhibits y+. Our aim was to
verify the ideal temperature for erythrocytes pre-incubation with the inhibitor, to evaluate
the y+ and y+L systems. Cells were pre-incubated with and without N-ethylmaleimide at
4°C and 37°C for 10 minutes. L-arginine uptake was measured using radioisotope and
established membrane flux methodology. The results indicate that pre-incubation at 37°C
for 10 minutes depletes cells of their L-arginine content, altering the measurements of the
Vmax. The inhibitory effect of N-ethylmaleimide was temperature and time independent.
No significant difference between Kkinetic parameters was detected for cells pre-incubated
either at 37°C or 4°C, under zero-trans conditions. We suggest that measurement of y+ and
y+L system by the L-arginine uptake can be in a single step experiment, avoiding pre-

incubation at 37°C with N-ethylmaleimide.

Key words - membrane transporters, nitric oxide, cationic amino acid

transporters, carrier, erythrocytes.
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INTRODUCTION

Amino acid transport across plasma membrane is mediated by a variety of carriers
(Palacin et al, 1998). Alterations of carrier-mediated transport have been described in
pregnancy (Furesz, Moe & Smith, 1991) and in pathologies (Déves & Boyd, 1998), like
uremia (Fervenza et al, 1990; Poli de Figueiredo, Ellory & Hendry, 1992; Welt, Sachs &
McManus, 1964), hypertension (Valle et al, 2001), pregnancy-induced hypertension
(Rubython & Morgan, 1983; Speake et al, 2003; Pinheiro da Costa et al 2004) and inherited
diseases (Palacin et al, 1998).

The regulation of blood pressure involves the L-arginine-nitric oxide pathway
(Moncada, Palmer & Higgs, 1991). This metabolic via includes L-arginine as a unique
precursor of nitric oxide, a potent endothelium-derived relaxing factor (Palmer, Ashton &
Moncada, 1988). L-arginine influx into cells occurs through two cationic amino acids
transporters: the classical system y+ (Christensen & Antonioli, 1969) and a recently
described high affinity system y+L (Devés, Chavez, & Boyd, 1992). These transporters
exhibit affinity to others amino acids such as lysine, ornithine and arginine analogs (Boyd
& Crawford, 1992; Christensen, 1990; Déves et al, 1992). Levels of endogenous L-arginine
analogs are altered in some pathological states, resulting in decreased nitric oxide
production due to blockade of L-arginine uptake, depletion of intracellular L-arginine and
inhibition of nitric oxide synthase (Closs et al, 1997; McDonald et al, 1997; Ribeiro et al,
1997).

To discriminate y+ and y-*L activities, cells are usually pre-incubated in N-
ethylmaleimide (NEM) (Devés, Angelo & Chavez, 1993) for 10 minutes at 37°C, a condition
known to selectively inhibit the y+system (Forray et al 1995; Ribeiro et al, 1996). However,

it is known that previous exposition of cells to physiological temperature (37°C) depletes
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the basal arginine intracellular pool, and alters kinetic parameters of membrane
transporters (Stein, 1990). As a consequence, an incorrect estimative of the maximal
transport capacity (Vmax) and half-saturation constant (km) may result from measurements
performed under these experimental conditions.

The aim of this work was to verify the ideal temperature conditions for pre-
incubation of cells with the inhibitor, when evaluating transport function of y+ and y-+L

systems separately.

MATERIALS AND METHODS

The study protocol was approved by the Scientific and Ethics Committees of the of
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul. Erythrocytes obtained from the
Blood Bank of the Hospital S&o Lucas-PUCRS, Porto Alegre, RS, Brazil, were used as cell
model.

L-arginine uptake was measured using established protocols for erythrocytes
transmembrane flux experiments (Young & Ellory, 1982). After an initial centrifugation
(3000g, 10min) of the blood, the erythrocytes were separated, and washed rapidly three
times by centrifugation (3000 g, 2 min) in ice-cold saline with the following composition
(mM): glucose 10, KCI 5, NaCl 140, 4-morpholinepropanesulphonic acid 10, pH 7.4. Cells
were resuspended in ice-cold saline to achieve a haematocrit of 8-11% (determined
spectrophotometrically) and stored at 4°C. Aliquots of 0.225mL of cell suspension were
added to 0.05mL of ice-cold saline or NEM stock solution (8uM, Sigma Chem. Co.).
Duplicated tubes with and without NEM were maintained at 4°C or 37°C for the indicated

time, and then transferred to an ice-bath for at least three minutes. Cold saline and L-
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arginine (1111uM, Sigma Chem. Co.) containing trace amounts of [#C]L-arginine
(50uCi/mL, supplied by Amersham Biosciences) were added to the tubes to give 8.8-
300uM L-arginine final concentration, in a final volume of 500uL. Cells were incubated at
37°C for 3 minutes, and the flux was stopped on ice. After, the erythrocytes were washed
free of extracellular radioactivity by three centrifugation (150009, 5s)/washes in ice-cold
saline. Cell pellet containing intracellular beta-emitters were lysed with 0.25mL 0.1% (v/V)
Triton X-100, and subsequently deproteinized by the addition of 0.25mL 5% (w/V)
trichloroacetic acid. Protein was precipitated by centrifugation (15000g, 5min) and the
supernatant was added to vials containing scintillation fluid and counted in a Beckman
LS6500 counter. Initial influx rate of L-arginine was expressed in umol/L of cells/h.

Most experiments were performed immediately after erythrocyte preparation.
Some experiments were performed under zero-trans conditions (ZT) by pre-incubating
cells at an 1% haematocrit in saline at 37°C for 3 hours with constant shacking before flux
measurements were made. This procedure depletes the intracellular substrate pool.

The data was fitted in Michaelis Menten kinetics (by using the computer software
Enzfitter for MS-DOS), and L-arginine Vmax and km were determined.

Data are expressed as mean + standard deviation. Statistical significance was
assessed with two tailed-paired Student’s t tests and ANOVA, with p<0.05 being

considered significant.
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Figure 1 — Time course of L-arginine influx in erythrocytes (extracellular arginine

concentration of 500 uM).
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RESULTS

Preliminary experiments have shown that total L-arginine flux was linear when
cells were incubated at 37°C for 3 minutes (Figure 1). This condition was thus chosen for
analyzing L-arginine influx.

Table 1 shows erythrocyte total L-arginine uptake and y+ fluxes measured at two
different NEM pre-incubation temperatures (37° and 4°C). The Vmax Of total L-arginine
uptake was higher when pre-incubation was performed at 4°C as compared to 37°C,
suggesting that depletion of intracellular substrates occurred at physiological temperature.

No significant difference was seen in the transporter affinity (Km).
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Table 1 - L-arginine uptake kinetics (mean+SD) at different NEM pre-incubation

temperatures.
NEM pre-incubation Transport systems Vimax * Km *
temperature (n=6) (n=6)

y+and y+L 913.2+608.3* 47.4+28.2

37°C
y+L 148.8+78.3 9.9+5.6
y+and y+L 1213.7+827.9* 55.1+30.8

4°C
y+L 149.0+77.9 8.6+6.0

* p<0.05 Student’s t test for paired samples: 4 and 37°C total fluxes comparations; Vmax: pmol/L of

cells/h e km: umol/L.

Table 2 depicts L-arginine uptake (Vmax) measured with and without NEM pre-
incubation for different time periods under both experimental temperatures. It can be seen
that total Vmax decreases with incubation time when NEM was employed at 37°C. It also

shows that 1 minute of cells pre-incubation with NEM is enough to inhibit y+ carrier.
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Table 2 - L-arginine maximal capacity of transport (in umol/L of cells/h) at different NEM

incubation time under both experimental conditions (37°C and 4°C).

NEM pre-incubation Transport Time (minutes)

temperature (10min) Systems 1% 5 10% 20* 30+

574.8 527.1 439.7 368.6 373.3

y+and y+L*
+215.4 +189.2 +143.7 +115.4 +122.0
37°C
135.7 141.2 143.9 137.6 137.8
y'L
+30.8 +33.8 +27.5 +31.8 +38.2
522.3 596.3 569.5 556.9 588.0
y+and y+L
+209.3 +217.3 +206.2 +217.3 +226.9
4°C
145.3 129.3 128.9 132.9 133.7
y'L

+26.7 +17.6  +21.1 +26.8  +19.0

Data are expressed as means + SD(n=6); influx in umol/L of cells/h;* ANOVA p<0.05.

Figure 2 illustrates L-arginine uptake at different erythrocytes incubation times in
saline, showing that 3 hours was enough to achieve zero-trans. Total and y*L L-arginine
uptake were evaluated in red cells under zero-trans conditions (Table 3). Kinetic
parameters (Vmax and kn) of both transporters systems were very similar, independent of

the pre-incubation temperature.
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Figure 2 — L-arginine influx at 500uM extracellular concentration. Fluxes were performed
with immediately washed cells (time 0) and at every hour after the cells had been
incubated at a haematocrit < 1% at 37°C in L-arginine-free saline. Influx rates reached

steady-state condition after 2 to 3 hours.
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Table 3 - L-arginine uptake kinetics (mean + SD) at different NEM pre-incubation

temperature in zero-trans conditions.

NEM pre-incubation Transport Vimax Kin
: systems
temperature (10 min) (n=6) (n=6)
y*+and y+L 175.5+118.6 33.2+13.8
37°C
y+L 36.1+7.9 10.2+3.7
y+and y+L 170.9+106.4 29.0+7.7
4°C
y+L 39.3+10.6 7.4+3.5

No statistic difference were detected by Student’s t test for paired samples; Vmax: pmol/ZL of cells/h

and Km: pmol/L.

DISCUSSION

It is well known that when cells are maintained at 37°C before measurements,
exchanges occur between intra and extracellular environments (Stein, 1990). Here, we
showed that a mischaracterization of the L-arginine transporters activity might result if
cells are kept at 37°C during the pre-incubation time with NEM, needed to block y+ carrier.
Our data demonstrated that NEM pre-incubation in a ice-bath inhibits erythrocyte y+
activity in one minute (Table 3). These results indicated the need of a small, but important,
modification to be introduced in protocols used for specific uptake measurements. Thus,

when performing experiments which needs NEM to block y+ system, cells should be kept
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at ice-cold temperatures, in the same way as the cells used for evaluating total uptake. The
10 minutes NEM pre-incubation at 37°C, a commonly used protocol, is not needed.

Studies comparing normal and pathological subjects could be specially affected by
this condition. In cases of diseases in which the intracellular amino acid content is
increased (Pinheiro da Costa et al, 2004; Fervenza et al, 1989; Fervenza et al, 1991; Ribeiro et
al, 1999), trans-stimulation is higher and, consequently, the loss to the extracellular
environment is faster than in controls cells. Under this condition, a ten minutes time
interval to prepare cells could result in a smaller difference in the kinetic parameters and
similar values between case and control subjects. Alternatively, if diseased cells have a
decreased amino acid pool as compared to normal cells, the kinetics parameters could be
underestimated by a prolonged incubation time.

Our results showed alterations only in red cell maximal transport capacity, with the
different protocols. Affinity was not affected by temperature of pre-incubation either in
fresh cells or in zero-trans conditions. In fact, as shown here, previous amino acids cell
depletion may constitute a more favorable condition to investigate carrier-mediated
transport. However, in this case it is important to have data on the trans-stimulated status
because the levels of analogs are altered in many diseases (Closs et al, 1997; Forray et al,
1995; Ribeiro et al, 1996).

Several studies investigate the L-arginine nitric oxide pathway (Forray et al, 1995;
McDonald et al, 1997; Ribeiro et al, 1996; Ribeiro et al, 1997), and the L-arginine parodox is a
novel theory often mentioned (Tsikas et al, 2000; Kronon et al, 1999). The arginine paradox
refers to the phenomenon that exogenous L-arginine causes NO-mediated biological
effects despite the fact that nitric oxide synthases are theoretically saturated with the

substrate L-arginine (Tsikas et al, 2000). In this case, up-regulation of y+L activity (Ribeiro
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et al, 1999) could explain the paradoxical situation. Since the y+ is a system characterized by
high capacity and low affinity for the substrate (Déves & Boyd, 1998), it may accumulate
other substrates into the cellular compartment such as L-arginine analogs, thereby causing
inhibition of nitric oxide synthase. The cellular membrane has a caveolar complex located
between y+ and endothelial nitric oxide synthase (McDonald et al, 1997), suggesting a
mechanism for a directed delivery of L-arginine to this enzyme. Direct transfer of
extracellular L-arginine to membrane-bound nitric oxide synthase accounts for the
arginine paradox, explaining why caveolar location of nitric oxide synthase is required for
optimal endothelial nitric oxide production (Poli de Figueiredo et al, 2001). The data we
presented in this paper suggested that when cells are incubated at 37°C the activity of y+
transporter could be underestimated, and if this happens, the activity of y*L system in
relation to total influx would be also misinterpreted.

The present data suggests a modification in the assay protocol, eliminating the pre-
incubation time with NEM for 10 minutes at 37°C, for measuring erythrocyte y+ and y-+L

membrane transporters independently.
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HOSPITAL SAO LUCAS
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
AMBULATORIO DE DOENCAS HIPERTENSIVAS
FICHA DE CONSULTA INICIAL
IDENTIFICACAO
CASON% __ REGISTRO: DATA DA CONSULTA: / /

NOME COMPLETO:

DN: / / SEXO: 1. Masculino 2.Feminino
COR: 1. Negra 2. Branca 3. Mista PROFISSAOQ:
ESTADO CIVIL: 1. Com companheiro(a) 2. Sem companheiro(a)
ESCOLARIDADE: 1. Né&o estudou 4. 2°grau incompleto
2. 1° grau incompleto 5. 2° grau completo
3. 1° grau completo 6. P6s-graduacao
ENDERECO RESIDENCIAL: FONE:
BAIRRO: CIDADE: CEP.:
ENDERECO PROFISSIONAL: FONE:
BAIRRO: CIDADE: CEP.:

NOME DE PARENTE/AMIGO:

ENDERECO RESIDENCIAL: FONE:

BAIRRO: CIDADE: CEP.:

DADOS DE HISTORIA
01. O paciente sabe ter pressdo alta? 1. Sim 2. Nao (vaparaa 24 se paciente for Qe 30 se for 3)

02. Em caso afirmativo, como soube?

1. Médico 4. Medidores de rua/supermercado 8. Nao se aplica
2. Enfermeiro/auxiliar 5. Suspeita ter 9. Nao se lembra
3. Banco de sangue 6. Pré-natal 10. Outros:

03. Com que idade foi diagnosticado pressdo alta? __ anos (Se paciente for 3 va para a pergunta 19)

04. Em caso de doenca hipertensiva na gestacéo atual ou recente (puerpério), desde quando sabe ter
pressao alta:

1. Antes da gestacdo 3. Apos a 202 semana de gestagéo
2. Antes da 20* semana de gestacdo 8. Nao se aplica
05. Histdria da gestacdo atual: Idade gestacional: sem. (DUM)
sem.(Eco com sem.)
Pré-natal: 1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica

06. Puerpério: 1.Sim 8. Nao se aplica (V4 para a pergunta 17)
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Dados do parto: Data: / /
07. Idade gestacional no parto: sem. (DUM) _ sem.(Ecocom ____ sem.)
08. Tipo de parto: 1. Normal 2. Cesareo por:
09. Amamentagc&o: 1.Sim 2. Ndo
DadosdoRN:  10. Género: 1. Masculino 2.Feminino
11. Idade gestacional obstétrica: sem
12. Idade gestacional pediatrica: sem
13. APGAR: /
14. 1. PIG 2. AIG 3.GIG
15. Peso do RN: g 16. Peso da placenta:

17. A paciente teve pressao alta durante alguma gravidez?
1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica
18. A paciente permaneceu com a pressdo alta ap6s a gestacio?

1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica

19. Que medicamentos para a pressdo alta esta usando?

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO cODIGO DOSE

9. Nao sabe

9. Nao sabe

INTERVALO DOSE

20. Que medicamentos usou anteriormente para a pressao?

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO cODIGO DOSE

INTERVALO DOSE

21. Assinale os motivos para o abandono:

1. Efeitos adversos 4. O médico mandou parar 8. Nao se aplica
2. Achou que estava curado 5. Achou que a pressdo baixou demais
3. Custo 6.0utro: 9. N&o se lembra

22. Houve recomendacéo de tratamento ndo-farmacolégico prévio?

1. Nao houve 6. Diminuir as gorduras animais

2. Parar de fumar 7. Diminuir o peso 8. Nao se aplica

3. Diminuir as bebidas 9. N&o se lembra

4. Fazer exercicios 10. Aumentar ingesta de frutos/verduras
5. Diminuir sal da comida 11. Parar anticoncepcional hormonal

12. Outra:
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60 anos?

23. Quais das medidas recomendadas o paciente segue?

1. Nao houve 6. Diminuir as gorduras animais

2. Parar de fumar 7. Diminuir o peso 8. Nao se aplica

3. Diminuir as bebidas 9. N&o se lembra

4. Fazer exercicios 10. Aumentar ingesta de frutos/verduras
5. Diminuir sal da comida 11. Parar anticoncepcional hormonal

12. Qutra: 13. Nenhuma

Se paciente for 3 va para a pergunta 20.

24. A paciente ja esteve gravida? 1. Sim 2. Nao

25. Quantas vezes? 1. 8. Nao se aplica

26. Quantos filhos nasceram vivos? 1. 8. Nao se aplica
27. A paciente faz ou fez anticoncep¢ao? 1. Sim 2. Nao (V4 para a pergunta 20)

8. Nao se aplica
28. Que método emprega ou empregou?

1. Tabelinha 3. Pilula: 5. Diafragma 8. Nao se aplica

2. Camisinha 4.DIU 6. Outro:

29. Se usa ou usou pilula, por quanto tempo (desconte interrupgdes)?

1. Menos de 6 meses 4. De 3 anos a menos de 5 anos 7. Ha 20 anos ou mais
2. De 6 meses a menos de 1 ano 5. De 5 anos a menos de 10 anos 8. Nao se aplica
3. De 1 ano a menos de 3 anos 6. De 10 anos a menos de 20 anos 9. Nao sabe

30. Revisao de sistemas:

1. Retina:

2.Coragdo:  1.Precordialgia 2. Palpitagdes 3. Dispnéia 4.
3. Rim: 1. Hematdria 2. Proteinaria 3.

4.Cérebro:

31. Na familia biolégica do paciente tem alguém com pressao alta?
0. Ninguém 2. Mae 4. Tios 6. Filhos 8. Nao se aplica
1. Pai 3. Irmé&os 5. Avos 7. Primos 9. N&o sabe

32. Na familia biol6gica alguém teve provavel infarto do miocardio, AVC ou morte subita antes dos

0. Ninguém 2. Mae 4. Tios 6. Filhos 8. Nao se aplica
1. Pai 3. Irmé&os 5. Avos 7. Primos 9. N&o sabe

33. Na familia biol6gica alguém teve provavel pressao alta na gravidez?

0. Ninguém 2. Tias 4. Avos 8. Nao se aplica
1. Mé&e 3. Irmés 5. Primas 9. N&o sabe

34. O paciente fuma? 1. Sim 2. Nao 3. Nao fuma mais, parou ha meses ___anos



lona Rosine Scolari Conceicdo 154

35. O paciente tem alguma atividade fisica regular?

1. Nao tem atividade 3. Corre regularmente 5. Outra:
2. Caminha regularmente 4. Tem atividade fisica associada ao trabalho
36. O paciente costuma tomar bebidas alcodlicas? 1. Sim 2. Nao

37. Anote outros diagnosticos estabelecidos anotados no prontuario:

DIAGNOSTICO DATA CID  DIAGNOSTICO DATA CID
1 AR 1 A A
2. AR 2. A A
3. AR 3. /_/

38. Anote outras doengas que o paciente refere ter:

DIAGNOSTICO DATA CID  DIAGNOSTICO DATA CID
1 AR 1 A A
2. AR 2. A A
3. AR 3. /_/

39. O paciente tem histéria de infec¢do urinéria de repeti¢io?

1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica 9. Nao sabe
40. Se sim, quando? 1. Na infancia 2. Na idade adulta
41. O paciente tem histdria de nefropatia do refluxo?

1. Sim 2. Nao 8. Nao se aplica 9. Nao sabe

42. Que outros remédios usa atualmente?

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DOSE

43. Quem é o principal responsavel pela renda familiar?

1. O proéprio paciente 3. A esposa/Zcompanheira 5. Outro:

2. O marido/ companheiro 4. Ambos 9. Nao sabe
44. A renda familiar mensal estimada em salarios minimos é:
1. Até um salario 3. De trés a dez salarios 5. De vinte a cinglienta

2. De um atrés salarios 4. De dez a vinte salarios 6. Mais de cinqienta

DADOS DE EXAME FISICO

45, PRESSAO ARTERIAL Manguito: cm
Inicio da consulta: PAMSD:  ~ /  mmHg
PAMSE:  ~ /  mmHg
PADLE:  /  mmHg
Fim da consulta: PAMSEouDLE:_ ___ /  mmHg

46. FREQUENCIA CARDIACA: bpm
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47. PESO: Kg 48: ALTURA:
50. CIRCUNFERENCIA BRAQUIAL: cm
51. QUADRIL: cm 52.CINTURA:

53. Os pulsos carotideos sdo:

1. Normais 2.ComsoproaD 3.Comsoproak

54. Ha sopros no précordio? 1. Nao héa sopros
55. O ritmo cardiaco é:
1. Regular

3. Irregular, sugere fibrilac&o atrial

56. Ha turgéncia jugular a 45°? 1. Sim
57. Ha edema de membros inferiores?
1.Umacruzem4 2. Duas 3. Trés

58. Anote as anormalidades de semiologia respiratoria:

1. Nao ha anormalidades 4. Diminuicdo do
2. Aumento do diametro AP 5. Sibilos
3. Diminuicado do MV a D 6. Roncos

59. Ha massas palpaveis no abdémen?
1. Nao
2. Sim, sugere rins aumentados

5. Sim, outra:

cm

49: IMC:

cm

4. Com sopro bilateral

2.Com sopros

2. Irregular, sugere extrassistolia

4. Irregular inespecifico

2. Nao

4. Quatro 5. Nao ha edema

MV aE 7. Estertores

10. Outra:

3. Sim, sugere figado aumentado

4. Sim, sugere baco aumentado

60. A aorta é palpavel no abdémen?
1. Nao 2. Sim, aparentemente normal

61. Ha sopros no abdémen?

1. Nao 3. Sim, na altura da artéria renal E

2. Sim, sobre a aorta 4, Sim, na altura da artéria renal D

62. Exame dos pulsos periféricos: anote os seguintes codigos:

5. Diminuido a D

1. Normais 3. Ausente a E

2. Ausentea D 4. Ausente bilateralmente 6. Diminuido & E
Pulso braquial: Pulso tibial anterior
Pulso cubital: Pulso tibial posterior:
63. Anormalidades no exame neuroldgico:

1. N&o hé alteragdes 4. Hemiparesia a E
2. Hemiplegiaa D 5. Hemiparesia a D
3. Hemiplegia a E 6. Alteracbes de sensibilidade

12. Outra:

3. Sim, sugere dilatacdo aneurismatica

5. Sim, sobre as artérias iliacas

6. Sim, outra:

7. Diminuidos bilateralmente
10. Com sopro (femurais)
Pulso femural:

Pulso radial:

7. Distuarbio de equilibrio
10. Afasia/disfasia

11.Alteragdo par craneano:

64. Anormalidades do fundo de olho:
1.
2.

Sem anormalidades 3. Apagamento venoso

Estreitamento arteriolar

4. Represamento venoso

5. Exsudatos 7. Edema de papila

6. Hemorragias



lona Rosine Scolari Conceicdo

156

RESULTADOS DE EXAMES COMPLEMENTARES

65. Exame qualitativo de urina:
1. pH:
2. densidade:

3. Sem alteragdes

6. Proteinuria:
7. Glicosuria: +

10. Cilindros granulosos:

4. Hematuria: hem p/c 11. Cilindros hialinos:

5. Leucocituria: leuc p/c 12. Cilindros hematicos:

66. Proteinuria/amostra;_ _mg/dL 67. Creatinindria/amostra;___mg/dL 68.Prt/Cr.__
69. Proteinuria / 24 horas: mg/24h

70.Creatinina: __ mg/dL 71.Uréia; _ mg/dL 72.Potadssio: _ mEg/L
73. Glicemia em jejum: mg/dL 74. Acido arico:

75. TGO: ul/L 76. TGP:

77. Colesterol total: mg/dL 78. HDL colesterol:

79. LDL colesterol: mg/dL 80. Triglicerideos:

81. Hematdcrito: % 82. Hemoglobina:

83. Leucdcitos: /uL 1. Desvioa E 2. DesvioaD

84. Plaquetas: /uL

85. ECG:

86. Rx torax:

LISTA DE PROBLEMAS

Anotar lesdes em 6rgaos-alvo:

DIAGNOSTICO

[

© ® N o o > w D

[N
=
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ANALISE

CONDUTA
A. Retorno a consulta em: semanas. més (es).

B. Encaminhado a outro ambulatério:

C. Tratamento ndo-medicamentoso recomendado:

1. Parar de fumar 5. Aumentar a ingesta de frutos e verduras

2. Tratar a obesidade 6. Limitar a ingesta de alcool

3. Reduzir gorduras saturadas e carboidratos refinados 7. Realizar exercicios fisicos
4. Reduzir a ingesta de sal 10. Substituir a anticoncepg¢édo hormonal

D. Tratamento medicamentoso recomendado:

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DOSE

E. Exames solicitados:

1. [ ] Exame qualitativo de urina 10. [ ] Colesterol total, HDL e LDL
2. [ ] ProteinariaZamostra e Creatinindria/amostra 11. [ ] Hemograma
3.[ ] Proteindria/ 24 horas 12. [ ] Plaquetas
4.] ] Creatinina 13.[]TSHeT4
5.[ ] Uréia 14.[ 1ECG
6. [ ] Potéssio 15. [ 1 Rx de torax
7. [ ] Glicemia em jejum 16. [ ] Ecografia abdominal total/vias urinarias
8. [ ] Acido urico 17.[ ] Cintilografia com DMSA
9. ] TGO e TGP 18.[ ] Outro:
DATA PREVISTA PARA O RETORNO A CONSULTA: / /

RESPONSAVEIS PELA COLETA DOS DADOS BASICOS:
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HOSPITAL SAO LUCAS
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
AMBULATORIO DE DOENCAS HIPERTENSIVAS
FICHA DE CONSULTA DE RETORNO
IDENTIFICACAO
CASON% __ REGISTRO: DATA DA CONSULTA: / /

NOME COMPLETO:

DADOS DE HISTORIA

01. Intercorréncias:

02. Aderéncia ao tratamento ndo-medicamentoso: 1. Sim 2. Nao

03. Medicamentos em uso:

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DOSE
1.
2.
3.
04. Aderéncia ao tratamento medicamentoso: 1.Sim 2. Néo

DADOS DE EXAME FISICO

45, PRESSAO ARTERIAL Manguito: cm
Inicio da consulta: PAMSD:  ~ /  mmHg
PAMSE:  ~ /  mmHg
PADLE: /  mmHg
Fim da consulta: PAMSEouDLE:_ ___ /  mmHg
46. FREQUENCIA CARDIACA: bpm
47. PESO: Kg 48: ALTURA: cm 49: IMC:
50. CIRCUNFERENCIA BRAQUIAL: cm
51. QUADRIL: cm 52.CINTURA: _ cm

53. Os pulsos carotideos sao:
1. Normais 2.ComsoproaD 3.Comsoproak 4. Com sopro bilateral
54. Ha sopros no précordio? 1. Nao héa sopros 2. Com sopros
55. O ritmo cardiaco é:

1. Regular 2. Irregular, sugere extrassistolia

3. Irregular, sugere fibrilag&o atrial 4. Irregular inespecifico
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56. Ha turgéncia jugular a 45°? 1. Sim 2. Ndo
57. H4 edema de membros inferiores?
1.Umacruzem4 2. Duas 3. Trés 4. Quatro 5. Nao ha edema

58. Anote as anormalidades de semiologia respiratoria:

1. Nao ha anormalidades 4. Diminuicdo do MV & E 7. Estertores
2. Aumento do didmetro AP 5. Sibilos 10. Outra:
3. Diminuicdo do MV a D 6. Roncos

59. Ha massas palpaveis no abdémen?

1. Nao 3. Sim, sugere figado aumentado
2. Sim, sugere rins aumentados 4. Sim, sugere baco aumentado
5. Sim, outra:

60. A aorta é palpavel no abdémen?

1. Nao 2. Sim, aparentemente normal 3. Sim, sugere dilatacdo aneurismatica
61. Ha sopros no abdémen?
1. Nao 3. Sim, na altura da artéria renal E 5. Sim, sobre as artérias iliacas
2. Sim, sobre a aorta 4, Sim, na altura da artéria renal D 6. Sim, outra:

62. Exame dos pulsos periféricos: anote os seguintes codigos:

1. Normais 3. Ausente & E 5. Diminuido & D 7. Diminuidos bilateralmente
2. Ausentea D 4. Ausente bilateralmente 6. Diminuido a E 10. Com sopro (femurais)
Pulso braquial: Pulso tibial anterior Pulso femural:

Pulso cubital: Pulso tibial posterior: Pulso radial:

63. Anormalidades no exame neuroldgico:

1. N&o hé alteragdes 4. Hemiparesia a E 7. Distuarbio de equilibrio

2. Hemiplegiaa D 5. Hemiparesia a D 10. Afasia/disfasia
3. Hemiplegia a E 6. Alteracbes de sensibilidade 11.Alteragdo par craneano:___
12. Outra:

64. Anormalidades do fundo de olho:
3. Sem anormalidades 3. Apagamento venoso 5. Exsudatos 7. Edema de papila

4. Estreitamento arteriolar 4. Represamento venoso 6. Hemorragias

RESULTADOS DE EXAMES COMPLEMENTARES

65. Exame qualitativo de urina:

1. pH: 6. Proteindria: _ +
2. densidade: 7. Glicosuria: +

3. Sem alteragdes 10. Cilindros granulosos:

4. Hematuria: hem p/c 11. Cilindros hialinos:

5. Leucocituria: leuc p/c 12. Cilindros hematicos:
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66.
69.
70.
73.
75.
7.
79.
81.
83.
84.
85.
86.

Proteindria/amostra;_ _mg/dL 67. Creatinindria/amostra;___mg/dL 68.Prt/Cr.___
Proteindria / 24 horas: mg/24h

Creatinina: _ mg/dL 71.Uréia; _ mg/dL 72.Potadssio: _ mEg/L
Glicemia em jejum: mg/dL 74. Acido arico: mg/dL

TGO: ul/L 76. TGP: ul/L
Colesterol total: mg/dL 78. HDL colesterol: mg/dL

LDL colesterol: mg/dL 80. Triglicerideos: mg/dL
Hematocrito: % 82. Hemoglobina: g/dL
Leucocitos: /uL 1. Desvioa E 2. DesvioaD

Plaquetas: /uL

ECG:

Rx torax:

LISTA DE PROBLEMAS

Anotar lesdes em 6rgaos-alvo:

DIAGNOSTICO CID

o g > w N

~

10.

ANALISE
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CONDUTA
A. Retorno a consulta em: semanas. més (es).

B. Encaminhado a outro ambulatério:

C. Tratamento ndo-medicamentoso recomendado:

1. Parar de fumar 5. Aumentar a ingesta de frutos e verduras

2. Tratar a obesidade 6. Limitar a ingesta de alcool

3. Reduzir gorduras saturadas e carboidratos refinados 7. Realizar exercicios fisicos
4. Reduzir a ingesta de sal 10. Substituir a anticoncepg¢éo hormonal

D. Tratamento medicamentoso recomendado:

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DOSE

E. Exames solicitados:

1. [ ] Exame qualitativo de urina 10. [ ] Colesterol total, HDL e LDL
2. [ ] ProteinariaZamostra e Creatinindria/amostra 11. [ ] Hemograma
3.[ ] Proteindria/ 24 horas 12. [ ] Plaquetas
4.] ] Creatinina 13.[]TSHeT4
5.[ ] Uréia 14.[ 1ECG
6. [ ] Potéssio 15. [ 1 Rx de térax
7. [ ] Glicemia em jejum 16. [ ] Ecografia abdominal total/vias urinarias
8. [ ] Acido urico 17.[ ] Cintilografia com DMSA
9. ] TGO e TGP 18.[ ] Outro:
DATA PREVISTA PARA O RETORNO A CONSULTA: / /

RESPONSAVEIS PELA COLETA DOS DADOS BASICOS:
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ABSTRACT

L-arginine is the precursor of nitric oxide - a potent endogenous
vasodilator. This amino acid is transported via two membrane transport systems:
y* and y*L. Total L-arginine erythrocyte maximal capacity is increased in
preeclampsia syndrome. The hypothesis of the present study is that erythrocyte L-
arginine transport alterations are associated with arterial hypertension. The aim
was to evaluate the activity of y* and y*L erythrocyte membrane transport systems
of L-arginine, in normotensive and hypertensive women, and women with and

without the hypertensive disorders of pregnancy.

Sample was composed by 137 women divided into followed groups: 39
with preeclampsia (PE), 8 with superimposed preeclampsia (SPE), 14 with
gestational hypertension (GH), 10 with chronic hypertension (CH), 28 pregnant
controls (CP), 20 non-pregnant hypertensive (HAS) and 18 non-pregnant
normotensive women (N). L-arginine erythrocyte uptake was measured using 14C
as a marker, and N-ethylmaleimide as y* transport system inhibitor to obtain the
function of two transport systems separately. Results were submitted to Michaelis-
Menten equation to determine the maximal capacity of transport (Vmax) and half

saturation constant (Km).

No significant alteration in total and y*L Vmax was detected between
groups. The maximal capacity of transport via y* system was lower in PE, CH and
CP in comparison with normotensive women. Half saturation constant (km) had

no difference between groups.

Key words: Cationic Amino Acid Transporter; Hypertension, pregnancy-

induced; Erythrocytes; Nitric oxide; Blood pressure; Preeclampsia.
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Preeclampsia is a hypertensive disorder of human pregnancy associated
with increased urinary protein excretion in women after the 20th week of
pregnancy, still a major cause of maternal and fetal morbidity (Gifford et al, 2000),
and occurs in 4.6% of low-risk pregnancies at Sdo Lucas Hospital (Galédo et al,
2004). The cause of preeclampsia remains unknown. This syndrome is
characterized by vasoconstriction, activation of the coagulation system and
reduced uteroplacental perfusion. The main pathologic changes are primary
ischemic affecting several organs, and endothelial dysfunction has been suggested.
The increased peripheral vascular resistance seems to be due to enhanced
responsiveness to the action of vasopressor agents, and reduced action of
vasodilator systems. Alterations in the L-arginine-nitric oxide pathway have been

suggested (Baylis et al, 1998; Morris et al, 1996).

Nitric oxide (NO), which is synthesized from the amino acid L-arginine, is a
potent vasodilator and involved in platelet aggregation (Moncada & Higgs, 1993).
The first step for NO production is cellular uptake of L-arginine via amino acid
transporter systems (Devés & Boyd, 1998.). L-arginine enters the erythrocyte via
cationic amino acid transporters systems, such as y* and y*L systems (Devés &
Boyd, 1998). The cationic amino acid transporter systems found in endothelial cells
mediating the transport of L-arginine are also present in erythrocytes. In addition
erythrocytes are a useful model to study membrane transport (Ellory & Lew,

1977).

We have previously shown increased erythrocyte total L-arginine maximal
capacity of uptake in patients with preeclampsia syndrome in comparison to
normal pregnant women (Pinheiro da Costa et al, 2004). Increased mean maximal
capacity of transport in erythrocytes, in preeclampstic women, was disclosed in

comparison with normal pregnant women.
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The aim of the present study was to evaluate the activity of y* and y*L
erythrocyte membrane transport systems of L-arginine, in normotensive and
hypertensive women, and women with and without the hypertensive disorders of

pregnancy.

PATIENTS AND METHODS
Participants

The study protocol was approved by the Scientific and Ethics Committees
of the Medical School and S&o Lucas Hospital of Pontificia Universidade Catolica
do Rio Grande do Sul. All patients were clarified of the research aims, risks and

benefits and were included only after informed consent was given.

Preeclampsia was defined as suggested by the National High Blood
Pressure Education Program Working Group (Gifford et al, 2000). Hypertension
was considered when systolic blood pressure exceeded 140 mmHg and diastolic
blood pressure 90 mmHg. Proteinuria was measured by acid precipitation with
turbidimetric read, in random urine and the proteinuria/creatininuria ratio was

used to estimate 24-hour protein excretion. Results were reported in mg/24 hours.

Sample was composed by 137 women divided into 7 groups of pregnant
and non-pregnant women: Pregnant - preeclampsia (PE, n=39), superimposed
preeclampsia (SPE, n=8), gestational hypertension (GH, n=14), chronic
hypertension (CH, n=10), and normal control pregnancy (CP, n=28); and Non-
pregnant - hypertensive (HAS, n=20) and normotensive (N, n=18). Preeclampsia
(PE) was considered when pregnant woman developed hypertension after the
20th week of pregnancy in a previously normotensive associated with proteinuria
exceeding 300 mg/24 hours. Superimposed preeclampsia (SPE) when a previously

hypertensive woman developed preeclampsia or persisted with hypertension after
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12 weeks of delivery. Gestational hypertension (GH) was diagnosed hypertension
developed after the 20th week of gestation without proteinuria, and become
normotensive following delivery. Chronic hypertension (CH) was diagnosed
when pregnant woman had previous history of hypertension, the presence of
hypertensive retinopathy or persisted hypertensive following 12 weeks of
delivery. Control pregnancy (CP) and non-pregnant normotensive (N) were
considered in women who never developed preeclampsia during pregnancy, had
no past history of high blood pressure, diabetes, renal, cardiovascular or thyroid
diseases; besides women had also a normal urine sediment and a normal fundii.
Hypertensive (HAS) women were those non-pregnant with a previous diagnosis

of essential hypertension.

Pregnant women were selected from patients attending to the Obstetric
Department at Sdo Lucas Hospital — PUCRS, a University Hospital in Southern
Brazil. The gestational age was defined according to a reliable date of the last

menstrual period or by early (<12 weeks) ultrasound evaluation.

Erythrocyte L-arginine uptake

Blood collected in heparinized tubes was centrifuged and washed three
times with ice-cold saline solution (platelets/white cell layer discarded) for
separation of erythrocytes. All samples were kept in ice until uptake assays were
performed. Erythrocytes were separated into two aliquots, one was incubated

with N-ethylmaleimide (NEM) prior to uptake measurements.

Total erythrocyte L-arginine uptake was determined by incubating cells for
three minutes at 37°C (pH 7.4) in a water bath with progressive L-arginine
concentrations (8.8, 15.5, 24.5, 51, 100 and 300 pmol/L) and #C as a marker.

Uptake was interrupted by transferring the sample tubes into ice. Erythrocytes
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were then washed free of extracellular radioactivity, lysed (triton 0,1% v/v), and
protein-precipitated (trichloroacetic acid 5% w/v) to recover their intracellular
content, followed by radioactivity counting in a liquid-scintillation counter.

Uptake was corrected to pmol/L cells/h. Maximal transport capacity (Vmax in W

mol/L cells/h) and half-saturation (km in umol/L) were derived from Michaelis-
Menten Kinetics, using a computer software (Enzfitter for MS-DOS). All L-arginine
uptake assays were performed in duplicate. NEM, 0.8 mM, was used to measured
the NEM-insensitive fluxes — corresponding to the activity of the y*L system. The

NEM-sensitive uptake was considered as the uptake via the y*system.

Statistics

Mean, standard deviation were calculated for all variables. Student’s t test
and chi-square (x2) were employed. A p<0.05 was considered to be statistically

significant. The Statistical Package for the Social Sciences was used for all analyses.

RESULTS

Clinical characteristics of the study and control groups are shown in Table

Michaelis-Menten kinetics of L-arginine uptake via y* and y*L systems are
shown in Table 2 and 3. The total maximal capacity of L-arginine uptake (Vmax)
through y* system was different between groups, being significantly increased in

N when compared with PE, CH and CP groups. No significant difference in the
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half-saturation constant (km) for total transport and for systems y* and y*L was

detected.

DISCUSSION

Transport kinetics of the erythrocyte L-arginine transport were evaluated in
five distinct groups of pregnant women (PE, SPE, GH, CH and CP) and two
groups of non-pregnant women (HAS and N), through L-arginine transporters, y*
and y*L. No statistically significant difference was disclosed for total and y*L
maximal capacity of transport. On the other hand the maximal capacity of
transport through system y* was higher in non-pregnant controls (N) when
compared with preeclampsia, gestational hypertension and normal pregnant
individuals. Even if we consider preeclampsia syndrome as a diagnosis (PE and
SPE together), with a higher total L-arginine maximal capacity of transport in
comparison to normal pregnant women, no statistically significant difference is
disclosed; a result that disagrees with our previous study (Pinheiro da Costa et al,
2004), in which the total maximal capacity of L-arginine transport was higher in
preeclampsia syndrome. Besides, we could not detect any other significant
differences in total Vmax between groups preeclampsia and superimposed
preeclampsia, and between the other pregnant and nonpregnant groups. The
present study can not confirm the hypothesis that the abnormalities previously

described are secondary to systemic arterial hypertension.

There several aspects that may justify such disagreement, such as sample
size, multiple comparison groups, heterogeneous baseline characteristics of the
groups and lack of precision in the clinical diagnosis and classification of the

hypertensive disorders of pregnancy. The sample sizes disequilibrium between
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groups impairs the precision of the statistical analysis. The absolute y+ system
Vmax difference between N and PES is not significantly different, despite higher
absolute difference in comparison to N versus PE which is significant - the
standard deviations in the groups may account for such effect. Baseline clinical
characteristics were heterogeneous in several aspects such as age, gender, race,
number of pregnancies, weight, height and body mass index; in particular,
attention must be paid to various gestational ages, which was lower in the group
PES. A previous study may explain some of the findings, since the maximal
capacity of transport was shown to increase with the progression of pregnancy
(Galéo et al, 2004). Other demographic differences could eventually account for
such results, although we are not aware of any previous work that has examined
differences in factors that characterize the groups such as hematocrit, uric acid,
gender, age, number of pregnancies, body mass index and others. Pregnancy may
be considered a stress test for women (Poli de Figueiredo et al, 2003; Williams,
2003), and is possible that the number of pregnancies may affect some of the
metabolic and cellular responses in women - both, primigestae and multigestae,
have been included. Besides, disease severity was not controlled. The
interpretation of hypertension in pregnancy physiopathology is complicated by
the lack of a precise definition of this disease, actually a maternal and fetal
syndrome. This results in a disorder with an unknown etiology with multiple

classifications.

A study by McCord and coworkers have shown, in peripheral mononuclear
cells, increased L-arginine uptake via system y* in normal pregnancy, but not in
preeclampsia in predominantly primigestae patients with 34 to 35 weeks gestation
(Mccord et al, 2006). Although transport data has been mentioned, the expression
of one of the L-arginine transporter genes (CAT-2 mRNA), was not detected in
nonpregnant women and in only 3/10 of the normal pregnacies and only 8/10

preeclamptic (Mccord et al, 2006). Reduced y* maximal capacity of transport in
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preeclampsia, gestational hypertension and normal pregnancy was found in the
present study. Human placental L-arginine transport has also been studied
indicating differences in transport between normal and preeclamptic pregnancies,
and associations of transporter activity and gestational age (Ayuk et al, 2002;
Speake et al, 2003). The effects of plasma and intracellular L-arginine
concentration, and the levels of its analogs may have influenced the results. Vmax
may be altered by substrate concentrations as a result of trans-stimulation, the
acceleration of transporter activity by L-arginine, or other compatible substrates
for the L-arginine transporters (Devés & Boyd, 1998). Endogenous analogs of L-
arginine, such as asymmetric dymethyl arginine (ADMA), are increased in
preeclampsia (Pettersson et al, 1998; Holden et al, 1998), and they also have affinity
for L-arginine transporters (Devés & Boyd, 1998). These analogs are inhibitors of
the nitric oxide synthases and would induce reduction in nitric oxide production
(Devés & Boyd, 1998), despite L-arginine uptake. The combination of low plasma
L-arginine levels and elevated ADMA concentration during the late phase of
pregnancy complicated by preeclampsia led to the suggestion of a role of
endogenous nitric oxide synthases inhibitors in the pathogenesis of preeclampsia
(Pettersson et al, 1998), and previous papers suggests that one possible mechanism
might be via altered L-arginine transporters. To avoid trans-stimulation

experimental zero-trans conditions would be necessary.

It is possible that under this pathological setting the y* system alters its
activity. Increased number of transport sites in the membrane or an increase in the
turnover rate per transport site could both result in increased maximal capacity of
transport. The overall effects may reflect that there maybe an intrinsic alteration in
the membrane properties, and not only altered substrate concentrations.
Pregnancy and hypertension in pregnancy may be associated with cell membrane
adaptations resulting in transporter changes that would induce altered aminoacid

transport kinetics. Little is known about the factors that regulate L-arginine
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transport, especially in hypertension in pregnancy. It has been shown that L-
arginine transport is regulated by factors such as protein kinase C and tumor
necrosis factor (Pan et al, 1995; Haller et al, 1998). Haller and coworkers (Haller et
al, 1998), using endothelial cells, have suggested that serum from preeclamptic
patients may contain factors that increase cell permeability. It seems that several
must be the determinants of L-arginine transport in pregnancy and preeclampsia,
since there is a large flux variability, even in the control groups. The differences in
our findings and in previous studies with similar methodology suggest that the
kinetic parameters have a low sensitivity and specificity for the diagnosis and/or

evaluation of physiopathological aspects of these conditions.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics in the differents groups.

Variable PE SPE GH CH CP HAS N p
(unit) (n=39) (n=8) (n=14) (n=10) (n=28) (n=20) (n=18) (Anova)
Age 26.0 335 31.3 31.1 28.1 32.2 29.7 0.015
(years)* +5.9a 6.2 +8.8 5.8 +7.7 +7.7° +7.5 '
White
(%) 22(62.9)> 3(7.5)0  8(6L5)d  3(33.3)  17(81)P  14(70)b 18(100)  0.004
Gestas (n)* 2.2+2.1° 2.6+1.2 3.7+2.8> 3.2+23> 21+16 2.6x1.8> 0.6x0.92  0.001
GA 35.3 31.6 37.6 35.9 39.1 <0.001
(weeks)* +4.21 +5.62 +3.0p +3.3 +2.2b2 '
. N
X\(/;;ght 76+14s  76:13  00£18%28 Q4x1db2s  74x12 794178 OO <po01
Height 1.60 1.60 1.60 1.60 1.59 1.58 1.64 0.033
(m) +0.06 +0.03 +0.06 +0.04 +0.07 +0.052 +0.07b '
BMI* 29+3.5p1  3045.70  3545.8p2B 37+5.5p2B  209453bA  32+6.3p 22+3.4a  <0.001
SBP 157 163 157 156 121 139 113 <0.001
(MmHg)*  £19.4b28  +13.4b28 114,028  +24.0b2  +14.818 2195024 #1072 '
DBP 102 108 99 98 78 93 72 <0.001
(mmHg)*  $13.3v2  £18.2b2  +10.7v2  +19.9v2 #1131 #1162  +9.3a '
MAP 120.4 126.5 118.3 117.0 90.4 108.2 85.6 <0.001
(MmHg)*  +14.4v28  +14.9028 980  +21.0b2 #1581  213.352A 9.0 :
34.7 36.1 34.6 35.6 325 37.6 38.4
Het )" a3 w29 +4.30 132 a2 wn x5 000
Hb 11.7 12.5 115 11.9 10.8 12.4 12.8 <0001
(g/dL)* +1.2 0.9 15 15 +1.22 $1.1°  £0.8 '
Platelets 220931 230000 223182 226833 196667 272118 240500 0.213
(/L) +58232  +£104045  +73346 +55090 +53776 +76403  +53209 '
CR 0.82 0.80 0.75 0.83 0.76 0.94 0.91 <0.001
(mg/dL)* +0.11b +0.12 +0.07b1 +0.13 +0.11b +0.142 +0.112 '
tJrri\]/dL)* 4.940.92 4.2+1.1 45+1.1 4.5+1.2 4.4+0.7 4.7¢1.3 3.7+0.8° 0.045
1,40 1,43 0,19 0,19 0,14
* 1 1 1 1 1
P/C 24h +1,792 +1,772 +0,07° +0,06b +0,06b 0,003

* mean zstandart deviation; PE= preeclampsia; SPE= superimposed preeclampsia; GH= gestational
hypertension; CH= chronic hypertension; CP= control pregnancy; HAS= non-pregnant hypertensive women;
N= non-pregnant normotensive control; GA= gestational age; BMI= body mass index; SBP and DBP= systolic
and diastolic blood pressure; MAP= mean arterial pressure; Hct= hematocrit; Hb= hemoglobin; CR= serum
creatinine; UA= uric acid; P/C 24h= random urinary protein/creatinine ratio. Statistically significant
differences are marked with paired index (letters or numbers) as follows: a X b; 1 X 2; A X B.
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Table 2. Total, y+ and y*L maximal capacity of L-arginine transport.

Groups Vmax (WmMol/L de céls/h)*

Total y* y+L
PE (n=39) 1325 + 431 949 + 356b 351 + 140
SPE (n=8) 1307 + 358 918 + 443 493 + 247
GH (n=14) 1458 + 591 879 + 473b 380 + 189
CH (n=10) 1239 + 295 906 + 289 313+ 83
CP (n=28) 1276 + 382 894 + 3320b 413 + 186
HAS (n=20) 1443 + 605 1082 + 553 385 + 205
N (n=18) 1607 + 681 1344 + 5762 371+ 185
p(Anova) 0.323 0.017 0.349

*meantstandart deviation; PE= preeclampsia; SPE= superimposed preeclampsia; GH= gestational
hypertension; CH= chronic hypertension; CP= control pregnancy; HAS= non-pregnant hypertensive women;
N= non-pregnant normotensive control. Statistically significant differences are marked with paired index
letters.

Table 3. Total, y+ and y+L half saturation constant of L-arginine transport.

Groups Km (Umol/L)*

Total y* y+L
PE (n=39) 89.3+44.9 99.9 +49.5 64.6 + 44.4
SPE (n=8) 91.6+37.1 120.1+73.1 89.4 +58.2
GH (n=14) 81.1+352 75.8 +47.7 41.6 + 23
CH (n=10) 73.7+30.8 84.2 +30.3 41.6 +26.9
CP (n=28) 95.6 + 39.1 110.7 + 56.3 87.7+54.8
HAS (n=20) 93.9+34 113.2 +52.4 64.9 + 49.3
N (n=18) 85.5+28.9 127.3+78 56.7 + 55.2
p(Anova) 0.728 0.155 0.026

*meantstandart deviation; PE= preeclampsia; SPE= superimposed preeclampsia; GH= gestational
hypertension; CH= chronic hypertension; CP= control pregnancy; HAS= non-pregnant hypertensive women;
N= non-pregnant normotensive control.
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