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RESUMO

Pré-eclampsia: Avaliacdo de aspectos fisiopatologicos e clinicos

A pré-eclampsia é uma das principais causas de mortalidade materna no mundo. Embora
alguns fatores etiologicos, tais como ma placentacdo, disfuncdo endotelial, inflamacao
materna exacerbada, angiogénese deficiente e hipoxia placentaria tém sido propostos, a
etiologia da pré-eclampsia ainda ndo foi completamente compreendida. A teoria da ma
adaptacdo imune sugere que a pré-eclampsia pode estar envolvida com um desbalanco
Th1/Th2 prejudicial & gestacdo, com liberacdo de citocinas e fatores de crescimento na
circulacio materna. A presenca desses mediadores parece desempenhar um papel na
fisiopatologia da pre-eclampsia, resultando nos sinais clinicos da doenca: a hipertenséo e a
proteindria. Assim, este estudo pretendeu analisar diferentes vias metabolicas durante a
gestacdo, a fim de tentar elucidar um biomarcar para a doenca. Nossa hipotese é a de que
moléculas relacionadas ao sistema inflamatério estariam aumentadas no plasma materno e na
placenta de mulheres com pré-eclampsia e diminuidas no plasma fetal. O estudo foi realizado
no Hospital Sdo Lucas da PUCRS, Brasil, onde fizemos a coleta das amostras para o projeto
“Moléculas mediadoras e a pré-eclampsia”, e no St Thomas’ Hospital, em Londres, Reino
Unido, onde os projetos “Lipoproteinas e a pré-eclampsia” e “Proteinas das cavéolas e a pré-
eclampsia” foram desenvolvidos. No HSL/PUCRS, amostras de plasma materno-fetal e
placenta foram coletadas de 117 gestantes com e sem pré-eclampsia no terceiro trimestre da
gestacdo. As moléculas (Endocan-1, PIGF, IL-6, TNFa, MCP-1, NGF, LIGHT e Leptina)
foram dosadas por ensaio de deteccdo multiplex. Em Londres, um estudo com 51 gestantes foi
realizado analisando expressao placentéria das seguintes moléculas: receptores e mediadores
de lipoproteinas (LRP-1, LDL-R, SRB1, ABCAL, MTTP e PDIA2) e proteinas do complexo
das cavéolas (Caviolina-1-3, Cavins 1-4, eNOS e iNOS ), que foram analisadas por PCR-TR e
imuno-histoquimica. Resumidamente, encontramos altos niveis de Endocan-1 e TNFa no
plasma materno, baixos niveis de IL-6 no plasma fetal de pacientes com pré-eclampsia, no
ensaio de citocinas. Ainda, foi encontrada uma correlacdo entre o gene LRP-1 e recém-
nascidos pequenos para a idade gestacional, no grupo com pré-eclampsia, no ensaio de
receptor de lipoproteinas. E, por fim, uma reducdo da expressao de Caveolina-1 na placenta
pré-eclamptica foi observada e parece ter resultado numa ativagdo compensatoria crénica da
eNOS para tentar atenuar a vasoconstricdo observada na pré-eclampsia. Concluindo, nossos
resultados mostraram novos dados em relacdo a pré-eclampsia, que podem ser Uteis para o
entendimento de sua fisiopatologia.

Palavras-chave: Gravidez. Hipertensdo. Placenta. Endotélio. Citocinas. Lipoproteinas. Oxido

Nitrico Sintase. Cavéolas.



ABSTRACT

Pre-eclampsia: Evaluation of pathophysiological and clinical aspects

Pre-eclampsia is one of the leading cause of maternal mortality worldwide. Although some
etiological factors such as poor placentation, endothelial dysfunction, excessive maternal
inflammation, poor angiogenesis, and placental hypoxia have been proposed, the etiology of
pre-eclampsia has not been fully understood. An immune maladaptation theory suggests that
pre-eclampsia might be envolved in an inappropriate regulation of normally Th2-deviated
maternal immune response, leading to a shift toward harmful Thl immunity, delivering a
large amount of cytokines and growth factor molecues throw maternal circulation. The
presence of these mediators seems to play a role in the pathophysiology of pre-eclampsia,
resulting in the clinical signs of the disease: hypertension and proteinuria. Thus, this study
pretended to analize different pathways during gestation in order to try to elucidate a
biomarcar for the disease. We hypothesize that moleculas related to inflammatory system
would be up-regulated in maternal plasma and placenta from women with pre-eclampisa and
down regulated in fetal plasma. The study was performed at Hospital Sdo Lucas of PUCRS,
Brazil, where we made “Mediating molecules and pre-eclampsia”, and at St Thomas’
Hospital, London, UK, where “Lipoproteins and pre-eclampsia” and “Caveola proteins and
pre-eclampsia” projects were developed. At HSL/PUCRS, maternal/fetal plasma and placenta
samples were collected from 117 pre-eclampsia and normal pregnant women in third trimester
pregnancy, after informed written consent. The cytokines (Endocan-1, PIGF, IL-6, TNFa,
MCP-1, NGF, LIGHT, Leptina) were measured by multiplex detecting assay. In London, a
study with 51 pregnant women was conducted analising placenta expression of the following
molecules: lipoproteins pathway (LRP-1, LDL-R, SRB1, ABCAl, MTTP and PDIA2) and
protein caveolae complex (Caveolin-1-3, cavins 1-4, eNOS and iNOS) which were performed
by PCR-RT e immunohistochemistry. Briefly we found high levels of Endocan-1 and TNFa
in pre-eclamptic maternal plasma, low levels of IL-6 in fetal plasma in cytokines assay. Also a
correlation between LRP-1 gene and small for gestational age infants in lipoproteins receptor
assay was found. Finally, a reduction expression of Caveolin-1 found in pre-eclampstic
placenta seems to result in a compensatory chronic activation of eNOS to attenuate
vasoconstriction seen in pre-eclampsia. In conclusion, our results showed new data in relation
to pre-eclampsia, which might be helpful for the understanding of its pathofisiology.

Keywords: Pregnancy. Hypertension. Placenta. Endothelium. Cytokines. Lipoproteins. Nitric

Oxide Synthase. Caveolae.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Este estudo é parte integrante das pesquisas desenvolvidas no Laboratério de
Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS) em colaboracdo com o Servi¢o de Obstetricia do Hospital S&o Lucas
(HSL) e com o Departamento de Satide da Mulher do King’s College London (KCL). E parte
do Programa MD-PhD da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) (edital 14/2008), que visa a formacdo de pesquisadores altamente qualificados e
fortemente motivados para uma carreira que contemple tanto a atividade médica prética
quanto a pesquisa cientifica. No Programa de P6s-Graduacdo em Medicina e Ciéncias da
Salude da PUCRS, quatro académicos de medicina foram contemplados, dentre os quais a
autora do presente trabalho.

Esta tese de doutorado esta inserida na linha de pesquisa que estuda os distarbios
hipertensivos da gestacdo. O grupo tem estudado pacientes com e sem pré-eclampsia (PE) e
avaliado vérios aspectos da via L-arginina/6xido nitrico, da funcdo endotelial, do
polimorfismo genético, do transporte de membrana celular e dos aspectos imunolégicos que
poderiam estar envolvidos na fisiopatologia dessa doenca. Dos achados mais relevantes até
entdo estdo as alteracfes na via L-arginina/éxido nitrico, em especial 0 aumento da atividade
fosfodiesterasica no plasma de gestantes com PE e do potencial envolvimento de citocinas
inflamatdrias na fisiopatologia da PE. Além das pesquisas laboratoriais, estabeleceu-se um
ambulatorio para seguimento dessas mulheres com o objetivo de verificarmos os desfechos
clinicos em longo prazo.

A estrutura da tese segue as orientacOes formais do Programa de Pos-Graduagdo em
Medicina e Ciéncias da Saude da PUCRS. Conforme as instrucdes, a tese deve ser dividida
em parte externa e parte interna. A parte interna deve ser composta de elementos pré-
textuais, textuais e pos-textuais. As sessdes obrigatdrias dos elementos textuais devem ser
introdugdo, desenvolvimento e conclusdo. Assim, o ‘Desenvolvimento’ desta tese foi
composto de dois blocos. O Bloco 1, com foco nas citocinas inflamatorias e em outros fatores
endoteliais que podem estar envolvidos na PE; e o Bloco 2, dividido em ‘A’ e ‘B’. O Bloco

‘2A” tem como foco o estudo das lipoproteinas e seus receptores placentarios na PE, ja 0
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Bloco ‘2B’ visa identificar fatores relacionados a mediacdo de enzimas e proteinas do
complexo das cavéolas que poderiam estar relacionadas a PE.

Ao final da tese, no setor ‘Apéndices’, da parte pos-textual, estdo retratados trabalhos
e publicacbes do Grupo de Pesquisa em Nefrologia da PUCRS nos quais a doutoranda teve
grande participacdo durante o periodo do doutorado, mas que ndo fizeram parte do objetivo
principal desta da tese. A opcdo de adicionar aos Apéndices artigos publicados durante o
periodo do doutorado foi uma opcao da autora juntamente com seus orientadores, visto que
tais projetos foram desenvolvidos ao longo do curso de Medicina e finalizados durante o
doutorado, contemplando os objetivos do programa MD-PhD.

A estrutura desta tese segue 0 modelo para apresentacdo de trabalhos académicos,
teses e dissertaces elaborado pela Biblioteca Central Irmdo José Otdo, PUCRS
(PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL, 2011).
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1.2 A GESTACAO

1.2.1 A Gestacao — ‘Estado Interessante’

Os antigos chamavam a gravidez de “estado interessante”. Naquele periodo, o
interessante era observar o corpo das mulheres se transformando, por nove meses, até a
chegada de um novo ser, como qualquer outro mamifero. Atualmente, o interessante passou a
ser também o estudo detalhado dessa mudanca, desde suas condic@es fisioldgicas mais bem

documentadas e brilhantes até seus desfechos mais inesperados e intrigantes.

1.2.2 Da embriogénese a placentacdo

A placenta é essencial ndo apenas para 0 sucesso da gestacdo, mas também para o
desenvolvimento da Doenca Hipertensiva Gestacional (DHG). Dessa forma, esta se¢do
reportara de forma resumida o desenvolvimento normal da placenta.

Fisiologicamente, apds a fecundacdo de um ovécito secundario com um
espermatozoide, inicia o processo continuo de desenvolvimento embrionario humano. De
zigoto a um organismo humano multicelular, passando por clivagens, formacdo dos
blastbmeros e blastocisto e, enfim, a Nidacdo (implantacdo), o binbmio mae-feto vai se
adaptando as transformac@es anatémicas, fisioldgicas e bioquimicas de uma gravidez (SIBAI
e FRANGIEH, 1995; KEITH L.MOORE, 2011; REZENDE, 2013). O blastocisto apresenta
dois conjuntos de células: o trofoblasto e o botdo embrionéario. Assim que o blastocisto se
implanta no epitélio endometrial, as células do trofoblasto emitem prolongamentos, as
vilosidades coridnicas, que se implantam no endométrio uterino e iniciam a digestdo
enzimatica dos vasos sanguineos, formando lacunas cheias de sangue materno. O trofoblasto
viloso que fica entdo em contato direto com o sangue materno forma a barreira placentaria
entre o tecido materno e o fetal, dando inicio a formagéo da placenta humana.

A implantacdo normalmente esta finalizada no final da segunda semana apos a
concepgdo. A diferenciacdo do trofoblasto é essencial para a implantagdo correta e continua
da invasdo trofoblastica uterina. Durante esse periodo, estruturas extra embrionarias, como
cavidade amniotica, saco vitelinico e coridnico, sdo também formadas.

As células do trofoblasto se diferenciam e proliferam rapidamente, dividindo-se em
trés conjuntos principais de células, com fung¢des distintas: 1) o sinciciotrofoblasto—o

principal componente endocrino da placenta, que forma o revestimento epitelial das
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vilosidades placentarias e é responsavel pelo transporte de gases, nutrientes, metabdlitos e
pela producédo de hormdonios (estrogénio, progesterona, glicocorticoides, hormonio lactogénio
placentario — hLP, Horménio Coridnico Gonadotrofico — hCG) que irdo participar no controle
metabolico fetal, materno e placentario ao longo da gravidez; 2) o citotrofoblasto viloso, que
se prolifera ao longo da gravidez e se funde com o sinciciotrofoblasto viloso; e 3) o
trofoblasto extraviloso, que s&o as células responsaveis pela invasao placentéria, de forma a
ancorar a placenta a decidua e ao miométrio (MISTRY, 2013).

A invasdo trofoblastica endovascular ocorre em dois estagios (“ondas de invasido”),
que sdo necessarios para o sucesso da gestagdo (HUPPERTZ, 2012). A primeira onda de
migracdo, a partir de oito semanas, atinge apenas 0 segmento decidual das artérias
espiraladas, e a segunda onda de migragdo, que se iniciaem torno de 16 semanas, alcanca a
zona de juncdo miometrial. Por volta de 18 semanas, substitui-se o endotélio vascular, e as
artérias espiraladas passam a apresentar trofoblasto endovascular incorporado na parede dos
vasos (MISTRY, 2013). Assim, as artérias espiraladas sdo decidualizadas e se convertem em
artérias uteroplacentarias, o que resulta no circuito hemodinamico de baixa resisténcia entre as
artérias radiais e o espaco interviloso. A remodelacao s6 é finalizada no inicio do segundo
trimestre gestacional. Na gestacdo normal, os efeitos desse fendbmeno séo a conversdo desses
vasos em vasos flexiveis de parede fina que ndo respondem a estimulo vasoconstritor,
permitindo, assim, um fluxo maximo sanguineo para a placenta. Entretanto, de forma
“inesperada e intrigante”, a remodelacdo pode estar comprometida tanto na PE (Figura 1)
como no crescimento intrauterino restrito (CIUR). Sabe-se que a remodelacdo das artérias
espiraladas ocorre em 95% dos vasos existentes no leito placentario e em menor nimero na
periferia, formando, no come¢o do quinto més, a placenta hemocorial profunda humana
(REZENDE, 2013). Na PE e no CIUR parece haver uma invasdo trofoblastica deficiente que
ndo atinge a zona de jungdo miometrial (auséncia de segunda onda de migragdo), deixando
intocada a estrutura arterial, predispondo-a a aterose aguda, com grande limitacdo do fluxo
uteroplacentario. Acredita-se que apenas 10% das artérias espiraladas sofrem remodelacao
completa na PE, o que leva o nome de “implantacdo andmala superficial” (PIJINENBORG et
al. 1991; REZENDE, 2013).
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Figura 1-Remodelag&o placentaria em gestantes normais e com pré-eclampsia
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Fonte: Hentschke (2013) (MISTRY, 2013, p.11). 1A) Remodelagdo das artérias espiraladas em gestantes
normais. 1B) Remodelacédo das artérias espiraladas em pacientes com pré-eclampsia.

1.2.3 A importancia da placenta e as trocas placentarias

Um dos papéis fundamentais da placenta é o transporte de nutrientes maternos para o
feto e o recebimento de produtos residuais do feto para ser passado para a mae. No entanto, a
circulacdo materna e a fetal sdo independentes, ndo havendo, em condi¢des normais,
comunicagdo alguma entre elas (REZENDE, 2013).

Anatomicamente, na placenta humana, ha duas camadas de células entre o sangue
materno e a circulacdo fetal: o epitélio transportador — sinciciotrofoblasto— e o endotélio do
capilar fetal (REZENDE, 2013). Os capilares da placenta humana apresentam fendas
paracelulares, o que possibilita a transferéncia irrestrita de moléculas, como a glicose e 0s
aminoacidos, através da parede capilar. Por outro lado, a placenta possui duas membranas
plasmaticas polarizadas no sinciciotrofoblasto, que representam a barreira priméaria da
transferéncia de nutrientes e da maioria dos ions. A membrana plasmaética diretamente em
contato com 0 sangue materno é a membrana microvilosa (MMV), enquanto a membrana

plasmatica basal (MPB) aponta para os capilares fetais.
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1.2.4 A nutrigdo do embrido e do feto

Até a quarta semana de gravidez, a fonte de material nutritivo para o feto se da através
de nutrientes existentes na luz tubaria e uterina, muco das glandulas endometriais e reservas
de vesicula vitelina até o inicio da nutricdo hemotréfica pela penetragdo dos capilares. Apds a
quarta semana, inicia-se a nutricdo por sangue materno pela decidua capsular, e em torno da
nona semana da gestacdo, ja se inicia o periodo fetal (BURTON, JAUNIAUX e
CHARNOCK-JONES, 2007). Acredita-se que aproximadamente metade da gordura corporal
fetal é proveniente de fontes maternas que atravessam a placenta durante a gestacdo; as
demais, provavelmente, vém da atividade lisogénica fetal no figado e em outros tecidos, como
adrenal e testiculos (DESOYE, GAUSTER e WADSACK, 2011).

A glicose fetal regula a secrecdo e as concentrac@es de insulina fetal, que, em paralelo
com a gordura fetal, sdo mais elevados na diabete mellitus gestacional (DMG) e inferiores em
fetos com CIUR (ECONOMIDES, PROUDLER e NICOLAIDES, 1989; WOLF et al., 2000).
A insulina estimula o crescimento de adipdcitos fetais e a sintese de triglicerideos, a principal
fonte de &cidos graxos (AG) para o feto (SZABO e SZABO, 1974).

Em relacdo aos hormonios, as concentragdes de hLP crescem rapidamente no primeiro
e segundo trimestre e alcangcam seu maximo nas Ultimas quatro semanas de gravidez. O efeito
diabetogénico do hLP resulta na mobilizacdo de lipidios na forma de &cidos graxos livres
(AGL), os quais servem como fonte de energia, poupando glicose e aminoacidos.

No terceiro trimestre, ap6s a administracdo de glicose, observa-se hiperinsulinismo
pos-prandial a conta dos fatores contrainsulares. O efeito inibitdrio da insulina na lipélise esta
significativamente reduzido durante o terceiro trimestre quando comparado ao de outras fases
do ciclo gestatorio. Assim, a gravidez avancada € caracterizada por mudangas em seu
metabolismo, no sentido de preservar a glicose a custa da utilizacéo de lipidios.

Enfim, o fluxo de nutrientes através da placenta € determinado por diversos fatores
placentarios e extraplacentarios (JONES, POWELL e JANSSON, 2007). A Figura 2 resume o
transporte placentario dos principais nutrientes responsaveis pelo crescimento e
desenvolvimento fetais: transporte de glicose através de transportadores de glucose (GLUTS);
transporte de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de baixa densidade
(LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL). Esses nutrientes se ligam aos seus respectivos
receptores: Receptor de lipoproteinas de baixa densidade — Proteina relacionadasl(LRP-1),
Receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL-R) e Receptor Scavenger classe B tipo 1

(SRB1). Também ocorre o transporte de triglicérides (TG) e fosfolipases, que, em contato
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com a placenta, sdo hidrolisados por lipases lipoprotéicas (LLP) em AGL e, dessa forma,

atravessam a placenta por difusdo simples.

Figura 2 — Transporte placentario de nutrientes (barreira materno-fetal)

Circulacao Materna

VLDL

glicose

Circulacao Fetal

Fonte: Grams e Hentschke (2013), adaptado de Desoyse (2011). 1) Glicose — GLUT; 2) VLDL-LRP-1; 3) LDL-
LDL-R; 4) HDL-SRB-1; 5)TG e PL. AGL: Acidos graxos livres. GLUT: Transportadores de Glicose; VLDL:
Lipoproteina de muito baixa densidade; LRP-1: Receptor de lipoproteinas de baixa densidade — Proteina
relacionadas 1; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; LDL-R: Receptor de lipoproteina de baixa densidade;
HDL: Lipoproteina de alta densidade; SRB-1: Receptor Scavenger classe B tipo 1; TG: Triglicerideos. PL:
Fosfolipases.

O entendimento do transporte placentario é fundamental para novas estratégias de
intervencgdes clinicas em condi¢fes associadas com alteracdo do crescimento fetal, como
ocorre na PE (JONES, POWELL e JANSSON, 2007). Esses fatores estdo intimamente
associados com o aumento de morbidades perinatais e possuem impactos na saide ao longo
da vida (JONES, POWELL e JANSSON, 2007). Nesta tese, no Bloco 2, Projeto A, o

transporte placentario de lipidios e lipoproteinas sera devidamente detalhado.
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1.2.5 Mortalidade materna — fatores epidemioldgicos

A razdo de mortalidade materna € calculada pelo nimero de Gbitos maternos por
100.000 nascidos vivos. No Brasil e no Rio Grande do Sul o nimero encontrado em 2011 foi
de 64,8/100.000 e 48,7/100.000, respectivamente (DATASUS, 2012). Em um levantamento
realizado em 2007, as principais causas de mortes maternas registradas no Brasil foram as
desordens hipertensivas (23%), sepsis (10%), hemorragia (8%), complicacdes relacionadas ao
aborto (8%) e desordens placentarias (5%) (VICTORIA, 2011).

Em 2013, o nimero total de morte materna no Pais foi de 1142 mortes/ano. Aquelas
atribuidas a causas obstétricas diretas relacionadas a hipertensdo foram 251 mortes/ano no
Brasil (22%), 6 mortes/ano no Rio Grande do Sul, 2 em Porto Alegre, sendo umas delas no
HSL/PUCRS. A hipertensdo foi a principal causa de morte obstétrica direta, seguida das
hemorragias, infeccBes puerperais e abortos (SIM, 2013).

Na cidade de Porto Alegre, as principais causas de morte materna de 1996 a 2004
foram: patologias clinicas que coincidem com o periodo gravidico-puerperal (17%), SIDA
(15%), doenca hipertensivada gestacdo 15%) e infeccdo puerperal (15%), doencas
cardiovasculares (12,5%), aborto (12%) (PORTO ALEGRE, 2006).

No ano 2000, ap6s a Cupula do Milénio, da Organizacdo das Na¢des Unidas (ONU),
foram estabelecidos oito objetivos de desenvolvimento do milénio pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS). A quinta meta, “Improve maternal health”, visa reduzir a mortalidade
materna no mundo em 75% até 2015 (WHO, 2008).

Uma das mudancas mais discutidas no estado de saude da populacdo mundial nos
ultimos 30 anos é o0 aumento na prevaléncia de obesidade entre as mulheres gravidas, bem
como na populacdo em geral. A obesidade est4 associada ao aumento de risco de quase todas
as complicacGes gestacionais, como hipertensdo, diabetes gestacional, recém nascidos grandes
para a idade gestacional, e ainda a uma grande incidéncia de defeitos congénitos (POSTON,
et al., 2011). Em associa¢do a isso, ha um aumento percentual de nascimentos entre as
mulheres com idades mais avancadas. Entre 1993 e 2005, as taxas de hipertensdo induzida
pela gestacdo, hipertensdo cronica e diabete gestacional foram mais frequentes com o
aumento do indice de massa corporal (IMC) e com o aumento da idade materna
(SOCIEDADE BRASILEIRADE CARDIOLOGIA, 2010).

Alguns grupos eétnicos, tais como mulheres africanas, americanas e filipinas
(CAUGHEY et al., 2005; RAO, CHENG e CAUGHEY, 2006), e aquelas com baixo nivel

socioeconémico sdo de maior risco (SILVA et al., 2008). Além disso, PE grave é uma das
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principais causas de morbidade materna, e relaciona-se a resultados perinatais adversos, como
a prematuridade e o CIUR (DULEY, 2009).

1.3 A HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

“A hipertensao arterial sistémica (HAS) tem sido denominada de ‘A assassina silenciosa’, por
ser uma doenga cronica com uma longa fase assintomatica que, se ndo detectada e ndo tratada,
silenciosamente danifica o coragdo, o cérebro ¢ os rins” (GOLDMAN, 2005).

A HAS esta relacionada com frequéncia a alteracfes funcionais e/ou estruturais dos
orgdos-alvo e as alteracBes metabdlicas, com consequente aumento do risco de eventos
cardiovasculares, sendo considerada um dos principais fatores de risco modificaveis e um dos
mais importantes problemas de saude publica no mundo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010).

1.4 A DOENCA HIPERTENSIVA GESTACIONAL

Em torno do ano de 1867, quando ainda se discutia se as sangrias deveriam ser
realizadas em casos de eclampsia, ou se deveria ou ndo induzir o parto dessas pacientes, a
DHG comecou a ser estudada e publicada em artigos cientificos, sendo j& uma incognita para
as parteiras e médicos daquela época. Foi nesse periodo que comegou a se pensar na hipdxia
placentaria como possivel desencadeadora de desfechos desfavoraveis para mae e feto
(STEELE, 1867; STEELE, 1872). Desde entdo, 0 mundo tem pesquisado a DHG, em especial
a PE, buscando uma teoria digna de causa e passivel de tratamento. Nos ultimos cem anos,
segundo pesquisa em base de dados, sdo mais de 30 mil artigos publicados sobre PE
envolvendo uma grande variedade de estudos em relacdo a essa sindrome gestacional.

Diante de um quadro de proteinaria e hipertensdo arterial sisttémica, acima de 20
semanas de gestacdo, com sinais e sintomas classicos da sindrome, se faz com certa facilidade
o diagnostico de PE, por exemplo. No entanto, a heterogeneidade da sua origem e da sua
apresentacdo (NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM, 2000;
REDMAN e SARGENT, 2010) muitas vezes trazem surpresa ao obstetra de plantdo, que nédo
consegue evitar a alta morbimortalidade do bindmio mae-feto causada por essa sindrome
(KHAN et al., 2006). Sabe-se que algumas gestantes ja possuem, antes mesmo da gravidez,

diagndstico de hipertensdo arterial cronica, que se agrava durante a gestacdo, outras séo
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previamente normotensas e passam a apresentar pressdo elevada ao longo da gravidez,
podendo cursar com proteinuria, consolidando assim os possiveis diagnosticos da DHG.

No entanto, muita controvérsia existe em relacdo as definicdes e classificacdes da
DHG, o que pode ser visto no grande nimero de grupos que estudam essa patologia. Nesta
tese, foi usado como base para classificar a DHG o relatério do High Blood Pressure
Education Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy (NHBPEPWG)
(NHBPEPWG, 2000) e as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, de 2010 (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010) para as pacientes brasileiras (Bloco 1), e as
diretrizes do International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy (ISSHP) para
as pacientes inglesas (Bloco 2) (BROWN et al., 2001), os quais classificam a DHG de acordo

com o Quadro 1.

Quadro 1-Classificacdo da doenca hipertensiva gestacional (NHBPEPWG, 2000;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010; ISSHP, 2011).

. ) . Hipertensdo* Proteindria**
Doencga Hipertensiva Gestacional
IG<20 1G> 20 IG< 20 IG>20
Hipertensdo gestacional Né&o sim néo néo
Hipertens&o crénica Sim sim” ndo néo
Pré-eclampsia N&o sim n&o sim*
Pré-eclampsia sobreposta Sim sim’ néo sim

Fonte: Hentschke (2013). *PAS>140 mmHg e/ou PAD > 90 mmHg; **Iniciou ou agravou a proteindria
patoldgica > 300mg/dia; ou relacdo P/C > 0,3; ou fita reagente: Proteindria> +, que melhora ou cessa apds 12
semanas do parto; *Resolucdo da hipertensdo até 12 semanas do parto; "Hipertensdo persistente apds 12 semanas
do parto. P/C: proteindria/creatininiria em amostra. PAS: Pressdo arterial sistdlica. PAD: Pressdo arterial
diastolica.

1.4.1 Consideracdes quanto ao diagnostico da DHG

A suspeita diagnédstica de Sindrome de pré-eclampsia (SPE) também existe quando o
aumento da pressdo estd acompanhado dos seguintes sintomas: cefaleia, borramento visual e
escotomas, dor abdominal e, ainda, alteragdes laboratoriais, como a hemolise, a baixa
contagem de plaquetas e a alteragdo de enzimas hepéticas, configurando a sindrome HELLP.
A evolucdo para eclampsia caracteriza-se pela presenca de convulsées motoras generalizadas
nessas pacientes, ndo atribuida a doenca neurologica coincidente. Existem situacfes em que a
PE pode apresentar-se sem proteindria ou hipertensdo, porém essas situacdes ndo foram
consideradas no presente trabalho. Acreditamos que a definicdo de PE em situacdes de
pesquisa seja mais rigorosa do que a definicdo usada na prética clinica diaria sendo uma
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recomendacdo das Diretrizes Australianas e Neozelandesas de Hipertensdo na Gestacéo
(LOWE et al., 2009).
1.5 PRE-ECLAMPSIA

1.5.1 Pré-eclampsia: epidemiologia

Pré-eclampsia/eclampsia € uma das trés maiores causas de morbidade e mortalidade
materna no mundo, afetando de 2% a 8 % de todas as gestacdes (WHO, 1988; DULEY,
2009). No HSL/PUCRS foi constatada uma ocorréncia de 4,6% em gestantes de baixo risco
do ambulatério de obstetricia (GALAO, 2004). Mesmo que nos Gltimos 50 anos tenha havido
uma diminuicdo nas taxas de eclampsia, morbidade e mortalidade materna nos paises
desenvolvidos, as estatisticas mostram que 98% das mortes ocorrem em paises em
desenvolvimento e permanecem ainda muito altas (WHO, 2010; GHULMIYYAH e SIBAlI,
2012). Sabe-se que a maioria das mortes e complicagdes maternas é devido a falta de
cuidados no pré-natal, falta de acessos hospitalares, escassez de recursos, diagnéstico e
manejo inapropriados dos pacientes com PE/eclampsia, 0 que € visto nos paises em
desenvolvimento.

Sabe-se ainda que mais de 10% das mulheres irdo desenvolver PE na sua primeira
gestacdo. Embora a grande maioria dessas pacientes tenha desfechos favoraveis, essa
condicdo pode levar ao aumento de complicacBes sistémicas graves, como hemorragia
cerebral, disfuncdo hepatica e renal aguda, e ainda edema agudo de pulmao, assim como
descolamento prematuro de placenta, coagulacdo intravascular disseminada (CIVD),
hemolise, hemorragia cerebral, CIUR e morte fetal (GAROVIC, 2000). O desenvolvimento de
estratégias para prevenir, acompanhar e tratar pacientes com essa desordem tem sido um
desafio devido ao entendimento incompleto da patogénese bésica da doenga
(GHULMIUUAH e SIBAI, 2012; SMITH, 2012; WEBER et al., 2013).

1.5.2 Pré-eclampsia: fatores de risco

Ao longo dos ultimos anos, muitos estudos tém tentado identificar um marcador de
risco para PE. No entanto, mesmo na falta de um bom candidato, é possivel aconselhar as
pacientes em relacdo ao seu potencial risco de desenvolver PE através de sua historia clinica
(REDMAN, 2011; MISTRY, 2013). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da

PE podem ser vistos no Quadro 2.
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Fatores de Risco

Comentarios

Evidéncia Forte

Primigestacao

Diabete mellitus

Gestacdo gemelar

Irma com PE

Irma, mée ou avo com eclampsia
HAS crénica

PE sobreposta em gestacao prévia
Hidropisia fetal (ndo imune)
Gestacdo molar

Nova paternidade

Evidéncia média ou fraca
IMC > 25,8

Idade materna > 40 anos

Uso de método anticoncepcional de barreira
Maior duracdo da atividade sexual

Aborto prévio

Ganho excessivo de peso

Inseminacéo artificial

“Homem de risco”
(parceira anterior teve PE)

RR: 2,4 (2,1-2,7)

RR: 2 — 3 e maior se DM descompensado
RR:3(2-4,2)

RR: 3,3(1,5-7,5)

RR: Respectivamente37, 26 e 16% de PE
25% de desenvolver PE sobreposta

70% de recorréncia

RR: 10

RR: 10

Risco semelhante ao da primeira gestacdo

RR:2,3-2,7

RR: 3-4

Aumento do risco
Diminuicéo do risco
Diminuicéo do risco
Aumento de risco
Aumento de risco

RR: 1,8 (1,2 - 2,6)

Fonte: Martins-Costa (2011, p. 525) (SIBAI, DEKKER e KUPFERMINC, 2005; JUNIOR, 2009; FREITAS,
2011). RR: Risco relativo; IMC: Indice de massa corporal; evidéncia forte: varios estudos mostraram isso;
evidéncia média ou fraca: alguns estudos mostraram associagao.
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1.5.3 Pré-eclampsia: critérios de gravidade

Além dos fatores de risco para PE, existem alguns critérios de gravidade da sindrome

que podem culminar em diferentes condutas clinicas. As seguintes caracteristicas aumentam a

certeza de diagndstico da SPE e indicam um acompanhamento otimizado da paciente (Quadro
3) (NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM, 2000; FREITAS,

2011).

Quadro 3-Critérios de gravidade para a prée-eclampsia

Parametro

Critério

Pressdo Arterial

Sistolica > 160 e/ou diastolica > 110 mmHg em duas medidas ap6s repouso de
6 horas

Proteindria®

29/24hrs (2+ ou 3+ na fita)

Eclampsia Convulsdes generalizadas sem doenga neuroldgica presente

Cerebral Acidente cérebro-vascular_ (perda aguda d_a fungéo cerebral, alteracdo do estado
mental, coma); perda parcial ou total da visdo

SNC Visdo turva, diplopia, escotomas cintilantes

Rins OIigL’Jria_ < 500mL/24hrs; creatinina sérica < 1,2 mg/dL (a ndo ser que se saiba
ser previamente elevada)

Plaquetas Contagem de plaquetas < 100.000 cels/mm?®— plaguetopenia

Coagulopatia

TP> 1,4s + plaguetopenia (<100.00 cels/ymm3) + diminuicdo do fibrinogénio
(<300 mg/dL)

Aumento de 2X as enzimas hepéticas (TGO e/ou TGP). Capsula hepatica: Dor

Figado persistente em regido epigastrica, ou no quadrante abdominal superior direito

Pulmao Edema agudo

Fetal CIL_JR (pAeso _fetal <percentil 5 ou< percentil 10 + comprometimento fetal
(oligodramnio, Doppler umbilical alterado)

I\/_Iome,ntp do Pré-eclampsia diagnosticada com IG< 32 semanas

diagnostico

Fonte: Martins-Costa (2011, p.526) (NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM
2010; DULEY, MEHER e ABALOS, 2006; MILLER, 2007; NORWITZ e FUNAI, 2008; FREITAS, 2011).
SNC: Sistema nervoso central. TP: Tempo de protrombina prolongado.

! Durante o Gltimo Congresso da International Society of Hypertension in Pregnancy (ISSHP), em
Tromso/Noruega, 2013, foi discutida a exlusdo da proteindria como critério de gravidade.
2 Optamos por utilizar o termo genérico citocinas’ como forma de representar o grupo de moéculas estudadas
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1.5.4 Pré-eclampsia: fisiopatologia

Assim como existem controvérsias quanto a classificagdo, a fisiopatologia da PE
permanece pouco entendida (BROUGHTON PIPKIN, 2012). Evidéncias demonstram que a
placenta exerce uma participacdo fundamental no desenvolvimento da PE, visto que a
dequitacdo é a Unica intervencao definitiva para o alivio dos sintomas e remissao dos mesmaos.
Essa sugestdo é reforcada por um relato de caso de gestacdo abdominal acompanhada de PE
em que, na ocasido do parto, ndo foi retirado completamente o tecido placentéario, e 0 quadro
de PE persistiu até 0 momento em que toda a placenta foi removida (SHEMBREY e NOBLE,
1995). Além disso, observa-se que ndo ha necessidade da presenca de feto, uma vez que esta
descrito na literatura a ocorréncia de PE em casos de mola hidatiforme (ACOSTA-SISON,
1957), na qual virtualmente ndo existe tecido fetal (essa seria a Unica forma de PE antes de
vinte semanas de idade gestacional).

Como visto no inicio deste capitulo, em uma gestacdo normal, ocorre uma adaptacao
circulatéria materno-fetal para que se produza uma circulacéo placentaria de baixa resisténcia,
resultando em um sistema circulatério de alto fluxo que na PE parece estar comprometido.
Assim, as relagdes entre a circulacdo materna e fetal permanecem estreitas e muito pouco
desenvolvidas. Consequentemente, o fornecimento de sangue para a placenta é restrito,
levando a disfuncdo na perfusdo uteroplacentaria, hipoxia e estresse oxidativo placentario,
resultando em uma resposta inflamatoria sisttmica com dano endotelial e desequilibrio entre
fatores vasoconstritores vs. vasodilatadores, levando a HAS (REDMAN e SARGENT, 2010)
(Figura 3).
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Figura 3 — Fisiopatologia da pré-eclampsia: isquemia placentéria edisfuncéo endotelial

Redugdo do fluxo sanguineo tero-
placentario
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pressorica vascular periférica
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Fonte: Hentschke (2014), adaptado de Gilbert (2008). Vias através das quais a reducédo da pressdo de perfusdo
uterina e a isquemia placentaria podem levar a disfuncdo endotelial e cardiovascular durante a gravidez. A
isquemia placentaria resulta no aumento da sintese de Fms-like tirosina quinase soltvel 1(sFlt-1), Fator de
necrose tumoral (TNF)-a e Interleucina (IL)-6, autoanticorpos do receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT;-AA), e
tromboxano. O aumento desses fatores parece resultar em disfuncdo endotelial pela diminuicdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) e aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) e da endotelina-1,
que por sua vez resulta em disfuncdo renal, aumento da resisténcia vascular periférica e, finalmente, em
hipertensdo. PIGF: Fator de crescimento placentdrio. VEGF: Fator de crescimentoendotelial vascular.
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1.5.5 Pré-eclampsia: o endotélio vascular

Ha aproximadamente 24 anos, Roberts et al. (ROBERTS et al., 1989) formalmente
propuseram que a disfuncédo celular endotelial materna seria o evento-chave da PE, resultando
nos diversos efeitos clinicos da mesma. Desde entéo, evidéncias tém mostrado o grande papel
do endotélio nessa sindrome (ROBERTS, 1998). Entretanto, as altera¢Bes ultraestruturais do
endotélio sdo vistas ndo apenas nos vasos da placenta, mas também em outros vasos
sistémicos, como nos capilares glomerulares. Tais alteragdes provocam niveis sanguineos
alterados de substancias de origem endotelial, como aumento de fatores de coagulagéo e de
endotelina (um potente peptideo vasoconstritor) e diminuigdo de mediadores vasoativos,
como a prostaciclina e o 6xido nitrico (GILNERT et al., 2008; Freitas 2011) (Figura 3). A
prostaciclina € responsavel por uma cascata de eventos: producdo plaquetaria de tromboxano
TxA, e de seus precursores endoperoxidos, prostaglandina G2 e prostaglandina H2, de
potentes propriedades vasoconstritoras e agregadoras plaquetarias. Como resultado tem-se a
perda de refratariedade vascular a angiotensina Il, vasoespasmo e diminuicdo do volume
plasmatico intravascular. Assim, o aumento da pressdo arterial sisttmica materna seria uma
tentativa de manter o fluxo sanguineo minimamente eficaz em um sistema vascular de alta

resisténcia.

1.5.6 Pré-eclampsia: o0 modelo de dois estagios

Dr. Christopher Redman, em 2005 (REDMAN e SARGENT, 2005), propos pela
primeira vez o modelo de dois estagios da PE, hoje amplamente aceito (Figura 4). O primeiro
estagio, méa placentagdo, ocorre na primeira metade da gravidez, quando ndo ha sinais clinicos
da doenca. Entretanto, nesse momento a analise com dopplervelocimetria de ondas nas
artérias uterinas é capaz de detectar alteragdes que refletem nas artérias espiraladas a jusante e
identificam um grupo de gestantes com alto risco para desenvolver PE. O segundo estagio, a

doenca clinica, surge a partir de fatores desencadeados pelo estresse oxidativo placentério.
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Figura 4-O modelo de dois estagios da pré-eclampsia

ETAPA -1 . . Exposi¢do pré-concepgdo ao sémen
Imunorregulagdo deficiente . . ,
. Curta duragdo aumenta o risco de pré-
para antigenos paternos . ;
b eclampsia
Concepgdo

antigenos fetais e paternos

ETAPA O Inducio de tolerancia
materna inadequada a .
Implantagio

Placentagdo insuficiente . ~ . .
A Circulagdo utero-placentaria

ETAPA 1 | Remodelagio deficiente das comega a se estabelecer

8-18 semanas g artérias espiraladas (8 semanas)
v

Estresse oxidativo placentario

ETAPA 2 Resposta inflamatoria
2042 sistémica materna . . .
semanas J——. ] Diagnostico clinico

de pré-eclampsia

PARTO

Fonte: Hentschke (2014), adaptado de Redman e Sargent (2010). Estagios do desenvolvimento da pré-
eclampsia. Etapas 1 e 2 de pré-eclampsia sdo atualmente aceitos. Estagios anteriores (-1 e 0) sdo hipotéticos.
Estagio -1 compreende a tolerancia materna pré-conceptual a antigenos paternos expressos no sémen ou no
esperma. Estagio 0 compreende o reconhecimento precoce de antigenos paternos expressos em trofoblasto
imediatamente ap6s a implantacédo, por células do sistema imunolégico deciduais uterinas, no momento em que a
circulacdo uteroplacentéria‘se abre’ para dentro do espago intervilositario. Propde-se que o reconhecimento
deficienteleve a reducdo do crescimento do trofoblasto e da placenta.
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1.5.7 Pré-eclampsia: descobertas recentes e possiveis biomarcadores

Estudos recentes tém apontado diferentes possiveis biomarcadores para a PE, todos
com objetivo de validar um teste diagndstico com valor preditivo positivo para PE, ou que
consiga diagnosticar a PE precocemente, a fim de evitar desfechos desfavoraveis para a méae e
o feto (MARY et al., 2012; WRIGHT et al., 2012). Muitos estudos falam a respeito de fatores
angiogeénicos, tais como Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e Fator de
Crescimento Placentario (PIGF), como marcadores de PE em diferentes estagios da gravidez
(GHOSH et al., 2012; CHAPPELL et al., 2013; GHOSH et al., 2013; MAYNARD et al.,
2013). Ainda, outro estudo mostrou o potencial de DNA-celula livre e DNA-célula fetal livre
em plasma materno como um preditor de risco precoce para mulheres desenvolverem PE
(PAPANTONIOU et al., 2013). H& aqueles que estdo analisando poddcitos urinarios em
gestantes com PE (KONIECZNY et al., 2013), o MicroRNA-376¢c como mediador ou
biomarcador (BAKER e DELLES, 2013), o Pentraxin 3 (PTX3) comparando com PE e CIUR
(COZZI et al., 2012), e, ainda, ha um grupo que analisou 14 potenciais diferentes
biomarcadores de PE (LAPAIRE et al.,, 2012). No entanto, ndo ha apenas estudos
laboratoriais, mas também o uso da dilatacdo mediada por fluxo (DMF), que mostrou ser um
marcador de prognostico de gravidade de PE (VIEIRA et al., 2013).

No Quadro 4 estdo apresentados alguns dos biomarcadores mais estudados nos ultimos

anos. Nenhum deles foi definitivamente aceito para tal fim na PE.

Quadro 4-Biomarcadores da pré-eclampsia (PE)

Concentragdo plasmatica
Biomarcador 1° trimestre 2° trimestre Manifestacdo  Outras patologias
PE relacionadas

sFlt-1 - A A -

SEng - A A HELLP; PIG

PIGF \% \Y % PIG; CIUR

PP-13 % A A CIUR,; parto pré-
termo

DNA-célula fetal A A A CIUR,; polidramnio;
Trissomia do 21

PTX3 A A A CIUR

PAPPA-2 A A A Peso fetal

Visfatina - N/ N DM2; obesidade;
CIUR

Fonte: Martins-Costa (2011, p. 531) (SMETS et al., 2006; DEVECI et al., 2009; GRILL et al., 2009; FREITAS,
2011; KUC et al., 2011). sFlit-1: Fms-like tirosina quinase soltvel 1; sEng: Endoglina solavel; PIGF: Fator de
crescimento placentario; PP-13:Proteina Placentaria 13; PTX3: Pentraxin 3; PAPPA-2: Pappalysin-2. HELLP:
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Hemolytic anemia; ElevatedLiver enzymes; LowPlatelet count; PIG: Pequeno para idade gestacional; DM2:
Diabete mellitus tipo 2.
Em 2011 foi publicada uma revisdo sistematica em que se analisaram marcadores

séricos de primeiro trimestre para PE e ainda foi comparada a dopplervelocimetria de artérias
uterinas. Nesse estudo, foram analisados os sete biomarcadores mais estudados até aquele
momento (a desintegrina e metaloproteinase Dominio 12 [ADAM12], subunidade Livre  da
gonadotrofina coridnica humana [fB-hCG], Inibina A, Activina A, Proteina placentaria 13
[PP-13], PIGF, e Papalisina A [PAPP-A]) e Doppler de artérias uterina. Baixos niveis de PP-
13, PIGF, PAPP-A e altos niveis de Inibina-A foram encontrados como significativamente
associados com o desenvolvimento de PE no final da gestacdo. Quando os biomarcadores
foram dosados em conjunto, a taxa de deteccdo variou de 38% a 100%, mostrando que
multiplos marcadores em associacdo poderiam predizer a PE (KUC et al., 2011). Levine e
Karumanchi (LEVINE et al., 2004) (SIGNORE et al., 2006) descreveram o papel do FMs-
like torosina quinase soltvel 1 (sFlt-1), presente em niveis muito mais elevados no sangue de
mulheres com PE do que nas mulheres que ndo apresentaram a doenca. Foi teorizado que o
sFIt-1 agiu como uma “isca”, capturando PIGF e VEGF de modo que ndo pudessem se ligar
aos receptores Flt-1 nas paredes dos vasos sanguineos. Privados de PIGF e VEGF, os vasos
sanguineos se deterioraram. De acordo com essa teoria, a deterioracdo de vasos sanguineos foi
a base para o aumento da pressdo arterial e dos outros sintomas da PE. Os pesquisadores
também mostraram que os niveis de sFlt-1 comegaram a subir cerca de cinco semanas antes
de as mulheres desenvolverem PE. Ainda, mostrou-se que os niveis de PIGF na urina de
mulheres que desenvolveram PE comecaram a cair em torno da 25 semana de gravidez. Dr.
Karumanchi e pesquisadores (VENKATESHA S. et al, 2006) mostraram ainda que uma
segunda substancia, Endoglina solivel (sEng), também estava presente em placentas de
mulheres com PE. Tal como aconteceucom o Flt-1 e sFlt-1, as formas fixas e livres da
molécula foram encontradas em vasos sanguineos. O receptor Eng era um ponto de
ancoragem para uma molécula conhecida como fator transformador de crescimento beta
(TGFpB), tambem necessario para manter 0s vasos sanguineos saudaveis. Novamente, a
circulagdo livre sEng agiu como um chamariz, desviando TGFp para longe dos vasos
sanguineos. Privados de TGFp, 0s vasos sanguineos tornam-se menos elasticos. Por fim, tanto
sEng quanto a relacdo sFIt1/PIGF alteradas parecem contribuir para o desenvolvimento da PE.
Doencas graves geralmente ocorrem em mulheres com niveis elevados de ambas as medidas,
e ndo apenas uma delas, segundo Dr. Levine e colaboradores. Assim, a producao placentaria

de sFIt-1 e sEng parecem ser marcadores de PE. Esses fatores antiangiogénicos placentarios


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Signore%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16880304
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Venkatesha%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16751767
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sdo liberados na circulagdo materna; suas acdes alteram o endotélio materno e resultam em
hipertensdo, proteindria e outras manifestacfes sistémicas da PE (DULEY et al., 2006).

Estudos mostraram ainda que o aumento do sFIt-1 e sSEng estdo diretamente
correlacionados a resiténcia da artéria uterina, especialmente nas pacientes com pré-eclampsia
precoce (TOBINAGA et al., 2014).

Ainda em relagdo aos novos biomarcadores, tem-se o estudo do Dr. Xia e
colaboradores (XIA e KELLEMS, 2011; XIA e KELLEMS, 2013), que investigaram
anticorpos no sangue de mulheres com PE. Os anticorpos sdo moléculas em forma de Y
produzidas pelo sistema imunoldgico. Os anticorpos buscam manter-se na superficie de
organismos que causam doencas, marcando-os para destruicdo pelo sistema imunolégico. A
teoria de Xia sustenta que, por razdes que ndo sdo bem compreendidas, a mae produz
anticorpos para o receptor de angiotensina Il. Os anticorpos atravessam a placenta e
estimulam suas células a produzir sFlt-1, que, juntamente com outros compostos da placenta,
entram na circulagdo materna, impedindo o desenvolvimento placentario e, em seguida,
ocasionando o0 aumento da pressdo sanguinea e de outros sintomas da doenca. Em estudos de
laboratdrio, os pesquisadores descobriram que poderiam bloquear o anticorpo e impedi-lo de
chegar ao receptor da angiotensina Il. Dessa forma, acreditam que pode ser possivel tratar a
PE.
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1.5.8 Pré-eclampsia: condutas

Ao longo dos ultimos cem anos, 0 numero de artigos publicados em relacdo a PE
cresceu exponencialmente. No ano 2000, 658 artigos foram publicados; 12 anos apds, esse
ndmero passou para 1.399. O curioso é que, desde aquele artigo publicado em 1914 até hoje,
2014, o mesmo tratamento para a PE é sugerido: o esvaziamento do Utero, a retirada da
placenta (BONNEY, 1914; PUBMED, 2013).

Muitas controvérsias existem em relacdo a interrup¢do da gravidez. Um balancgo
sempre precisa ser feito entre os efeitos deletérios para o feto prematuro e os desfechos
desfavoraveis para a made ao manter uma gestacdo toxémica. Algumas diretrizes apoiam a
ideia da idade gestacional de 34 semanas como ponto de corte do bem-estar de ambos, mae-
filho, considerando a méaxima exigéncia do corpo da mae e a minima permanéncia do feto.
Quando se opta por manter a gestacdo, e se tenta chegar o mais proximo do termo, lanca-se
mé&o de medicagdes anti-hipertensivas para hipertensdo grave, assim como agentes
anticonvulsivantesna tentativa de evitar/tratar convulsdes (GEORGE e GRANGER, 2011).
Mais detalhes sobre o tratamento da hipertensdo na gestacdo estdo descrito no artigo de
revisdo visto no Apéndice I, Artigo 1, desta tese.

Apos o parto, as pacientes podem permanecer com a pressdo aumentada e com niveis
de proteina urinarios ainda elevados. Dessa maneira, € de extrema importancia o
acompanhamento dessas pacientes no pos-parto para estabilizar a pressdo, orientar sobre
riscos futuros gestacionais e riscos de doencas cardiovasculares ao longo da vida. A avaliacdo
apos o parto também permite definir qual o diagnéstico de disturbio hipertensivo gestacional,
e especialmente diferenciar entre PE e PES (WEBER et al., 2014).



44

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

Estudar aspectos dos mecanismos fisiopatoldgicos e clinicos da pré-eclampsia.

1.6.2 Objetivos especificos

Bloco 1: Avaliar em tecido placentéario, no plasma materno e do corddo umbilical
moléculas mediadoras em pacientes com SPE e em gestantes normais (GN). Associar 0s
achados com aspectos clinicos maternos e fetais.

Bloco 2A: Avaliar niveis séricos de lipoproteinas em sangue materno e do corddo
umbilical e a expressao de receptores e mediadores de lipoproteinas, em tecido placentario de
pacientes com SPE e GN.

Bloco 2B: Avaliar a expressdo génica e protéica de proteinas das cavéolas e as 6xido
nitrico sintase (NOS) induzivel — INOS e endotelial — eNOS em tecido placentario de

pacientes com SPE e GN.



Desenvolvimento




Blocol

Moléculas mediadoras e a fisiopatologia da pré-eclampsia
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 BLOCO 1: MOLECULAS MEDIADORAS E A FISIOPATOLOGIA DA PRE-
ECLAMPSIA

2.1.1 Introducéo

Como visto anteriormente, a PE parece ter inicio ja na placentacéo, quando existe um
comprometimento na remodelacdo vascular das artérias espiraladas uterinas levando a uma
reducdo da perfusdo e a uma alta resisténcia uteroplacentaria, o que gera um ambiente de
hipoxia para o tecido placentario e fetal. A condi¢do de hipdxia da placenta resulta na
liberacdo de fatores circulantes, entre os quais se destacam citocinas, que, ao serem expostas a
circulacdo materna, sdo capazes de alterar a resposta vascular, levando a uma disfungédo
generalizada do endotélio vascular materno (GILBERT et al., 2008; LAMARCA, GILBERT
e GRANGER, 2008; LAMARCA, 2010; LARESGOITO-SERVITJE, 2013).

Estudos tém mostrado que, em pacientes que irdo desenvolver PE, a reacdo
inflamatdria do tipo 1 é mais proeminente em relacdo a do tipo 2 (DARMOCHWAL-
KOLARZ et al., 1999; SAITO et al., 1999), ao contrario do que ocorre na gestacdo normal,
em que ha uma inibicdo da resposta imune-citotoxica Thl, a qual pode ser prejudicial para o
feto (SZARKA et al., 2010). Associado a mudangas no balanco Th1/Th2, vérias outras
variaveis inflamatérias podem estar alteradas em gestantes normais e com PE (SZARCA et
al., 2010), como é o caso do aumento de niveis circulantes de citocinas inflamatorias como
Interleucina (IL)-6 e Fator de necrose tumoral (TNF)a (VINCE et al., 1995; JONSSON et al.,
2006) e quimiocinas como proteina quimiotatica de monocitos (MCP)-1, resultando em um
ambiente sistémico pro-inflamatério, o qual parece fazer parte da origem das alteracdes
clinicas de pacientes com PE (FREITAS, 2011). Por outro lado, concentragdes de 1L-10, uma
citocina anti-inflamatdria, parecem estar diminuidas nessas mulheres (MADAZLI et al., 2003;
GIRARDI et al., 2006; LAMARCA et al., 2007; REDMAN e SARGENT, 2010). Dessa
forma, acredita-se que citocinas inflamatorias seriam importantes mediadores entre a isquemia
e a disfuncdo placentéria (LAU et al., 2013).

Sistemas de regulacdo da pressdo arterial sistémica, como o sistema renina-
angiotensina (SRA) e o sistema nervoso simpatico, parecem interagir com as citocinas pro-

inflamatdrias. Em conjunto, afetam fatores angiogénicos derivados do endotélio que regulam
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a funcdo endotelial e, ainda, induzem a producdo de proteinas sollveis com acGes
antiangiogénicas, o que pode contribuir para a insuficiéncia placentéria vista na SPE. Nessas
condicdes, sabe-se que o TNFa ativa o sistema de endotelina placentario, renal e vascular, e
que a IL-6 estimula o SRA (LAMARCA et al., 2007), sendo que a IL-6 pode, ainda, inibir IL-
1 ¢ TNFa (MADAZLI et al., 2003). Dessa forma, as citocinas inflamatorias parecem ter um
papel importante no aumento da pressdo arterial sistémica, comprometendo o
desenvolvimento placentario através da ativacdo de multiplos fatores neuro-humorais,
antiangiogénicos e endoteliais (LAMARCA et al., 2007). Entretanto, ainda € incerto o papel
das citocinas inflamatérias em mediar alteragdes cardiovasculares e renais durante a PE
(LAMARCA et al., 2007).

Muitos estudos tém tentado analisar o papel das citocinas na circulacdo materna e suas
consequéncias em decorréncia da hipoxemia placentaria (JONSSON et al., 2006;
RUSTERHOLZ, HAHN e HOLZGREVE, 2007). No entanto, sabe-se que essas alteragdes
vasculares maternas tém uma consequéncia direta no desenvolvimento e crescimento
placentéario e fetal, e por isso a importancia de se avaliar a resposta hipoxémica ndo somente
materna, mas também placentéaria e fetal. Na presente revisdo da literatura, ndo foi encontrado
nenhum estudo que tenha avaliado a resposta imune-inflamatoria concomitantemente no
plasma materno, plasma fetal e na placenta humana, em mais de uma citocina. Assim, tem-se
como hipdtese que citocinas inflamatdrias estardo aumentadas no plasma de gestantes com
SPE, assim como na placenta. No entanto, acreditamos que no feto os niveis de citocinas

inflamatdrias poderdo estar inalterados ou, até mesmo, reduzidos.



49

2.1.2 Objetivos

2.1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi analisar e comparar niveis de citocinas?, quimiocinas,
outros marcadores inflamatorios e vasculares selecionados previamente, sendo eles: molécula
especifica de célula endotelial 1 (Endocan-1/ESM-1), PIGF, LIGHT — membro da
superfamilia TNF, TNFa, IL-6, MCP-1, Fator de crescimento neural (NGF) e Leptina®, no
plasma materno, plasma fetal e no tecido placentario de mulheres com SPE e GN, no terceiro
trimestre da gestacao.

2.1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar os resultados usando estratificagdes para o grupo SPE:

Excluir pré-eclampsia sobreposta (PES) e HELLP e analisar somente PE sem
hipertensdo cronica prévia (PE pura) vs. GN.

Subdividir o grupo PE em PE pura e PES, e comparar com 0 GN.

Subdividir o grupo de PE em relacgdo a idade gestacional (IG), sendo o primeiro ponto
de corte com 34 semanas (PE precoce vs. PE tardia), e o segundo com 37 semanas (PE
prematura vs. PE a termo).

Subdividir o grupo de PE em relacdo aos niveis de proteindria/creatinundria em
amostra (P/C), sendo o primeiro ponto de corte com 0,5 (proteindria entre 0,3 — 0,5 vs.
proteindria > 0,5), e 0 segundo ponto de corte com 2,0 (proteindria entre 0,3 — 2,0 vs.
proteinuria > 2,0).

Subdividir o grupo de SPE em relagdo a pressdo arterial sistolica (PAS), com ponto de
corte em 160 mmHg (SPE > 160, SPE < 160).

Correlacionar os niveis de citocinas:

Com dados maternos, fetais e dados do parto.
Entre o plasma materno, plasma fetal e a placenta.

Entre uma citocina e a outra.

2 Optamos por utilizar o termo genérico citocinas’ como forma de representar o grupo de moéculas estudadas
neste bloco.

® A anélise da molécula Leptina fez parte da dissertacdo de mestrado da Dra. Adriana Comparsi, ndo sendo o
foco deste estudo, apenas quando relacionada as demais citocinas. O artigo submetido para publicacdo referente
ao estudo da Leptina pode ser visto no Apéndice J, artigo 3, desta tese.
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2.1.3Metodologia

2.1.3.1 Delineamento do estudo

Avaliacdo observacional, longitudinal, caso-controle.

2.1.3.2 Selegdo de pacientes

As mulheres incluidas no estudo foram gestantes com 20 ou mais semanas de
gravidez, de feto Unico, com ou sem diagnostico de SPE, que estiveram hospitalizadas no
HSL/PUCRS, Porto Alegre, Brasil, de 2010 a 2013, em acompanhamento com corpo
assistencial obstétrico — responsavel pela solicitacdo dos exames de rotina, realizados pelo
Laboratorio de Patologia Clinica do HSL.

Foi realizada uma selecdo aleatdria de pacientes gestantes controles e com diagndstico
de SPE, que satisfizessem os critérios de inclusdo, de acordo com a chegada ao ambulatério
de obstetricia e/ou centro obstétrico do HSL/PUCRS. Pacientes com sindrome HELLP total
ou parcial também foram incluidas, totalizando cinco pacientes. Todas as gestantes foram
devidamente informadas sobre a pesquisa e consentiram em participar assinando o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A). Para coleta de dados, foi utilizado
protocolo padrédo de coletas do grupo de pesquisa em Nefrologia, que consta de dados de
anamnese, exame fisico, exames complementares, dados do parto e do recém-nascido (RN)
(Apéndice B).

A pesquisa foi aprovada pela Comissao Cientifica do HLS/PUCRS (Anexo A) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da PUCRS, Oficio n° 0527/07-CEP (Anexo B).

2.1.3.3 Critérios de exclusio

Foram excluidas do estudo gestantes com diagndstico prévio de nefropatia,
hepatopatia, tireoidiopatias, infeccdes ativas (como infecgdo do trato urinario), gestacOes
multipla e/ou falta de informagdes no banco de dados. Gestantes normotensas com >1+ de
proteindria no exame qualitativo de urina, também foram excluidas.

Procurou-se excluir gestantes com bolsa rota; no entanto, constam em nossa amostra

20 pacientes (17%) com bolsa rota, sendo quatro delas (3,4%) com 18 horas ou mais (duas
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delas com 18 horas, uma com 20 horas e outra com 25 horas de bolsa rota). Na literatura, a
incidéncia de bolsa rota variava de 3-18% nas gravidas no momento do parto (MERCER et
al., 2006). Em relacdo a via de parto, ndo excluimos a via alta, incluindo tanto cesareas

eletivas quanto de urgéncia.

2.1.3.4 Célculo amostral

Assumindo alfa igual a 0,05, poder estatistico 90%, para detectar uma diferenca de
médias com magnitude de 0,65 unidades de desvio padrdo, foi calculado que seriam
necessarias 51 pacientes para cada grupo, totalizando 102 mulheres.

2.1.3.5 Definigao operacional da pré-eclampsia

A definicdo operacional da PE foi baseada nos critérios sugeridos pelo NHBPEPWG
(NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM, 2000) e pela VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, de 2010 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010), sendo brevemente descrita abaixo:

Pré-Eclampsia (PE): Nova hipertensdo e nova proteindria apds a 20* semana
degestacdo, com normalizacdo de ambas até 12 semanas apds o parto. O termo PE pura é
empregado em alguns momentos desta tese para deixar muito clara a diferenciacdo entre pré-
eclampsia, pré-eclampsia sobreposta e sindrome de pré-eclampsia.

Pré-Eclampsia Sobreposta (PES): Desenvolvimento da PE em paciente com
hipertensdo arterial crénica prévia e/ou que permanecem com HAS ap6s 12 semanas do
parto®.

Sindrome de Pré-Eclampsia (SPE): Este termo foi empregado para as pacientes com
PE quando o diagnostico final (PE ou PES) ainda nédo foi definido. Neste estudo, o termo SPE
também foi utilizado como forma de caracterizar o grupo de PE, sem estratificacoes.

Pré-eclampsia precoce: A SPE precoce foi definida quando o surgimento da patologia

ocorreu antes das 34 semanas de gestagdo (entre 20 e 33 semanas completas).

* O diagnéstico de pré-eclampsia sobreposta foi realizado a partir do acompanhamento das pacientes no
ambulatério de hipertensdo da gestacdo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa; para aquelas que ndo
seguiram em acompanhamento, foi realizada uma revisdo em prontuario médico hospitalar, ou ainda um contato
telefonico para agendamento de consulta.


http://publicacoes.cardiol.br/consenso/
http://publicacoes.cardiol.br/consenso/
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2.1.3.6 Coleta das amostras

A coleta de sangue materno de pacientes com SPE foi realizada ap6s o diagnostico e a
internacdo hospitalar; ja nas pacientes gestantes controles a coleta foi feita quando acolhidas
na sala de admissdo e no pré-parto do centro obstétrico da HSL/PUCRS. O tempo entre a
coleta do sangue materno e o parto sofreu uma variagdo media de um dia, sendo que 89
amostras foram coletadas no mesmo dia do parto. As variacbes maiores ocorreram em quatro
pacientes com diagnostico de PES, que permaneceram internadas apos a coleta por 12, 15, 16
e 28 dias, para a maturacéo fetal.

A medida da pressao arterial foi realizada conforme as recomendacGes especificas para
gestantes padronizadas no centro obstétrico e alojamento conjunto do HSL/PUCRS, que
recomenda a medida sentada e em decubito lateral esquerdo. Os dados coletados de exame
fisico sdo relativos ao dia da admissdo no pré-parto da paciente no HSL/PUCRS.

O total de pacientes foi de 117 (50 com SPE e 67 GN), 101 plasmas maternos (45 de
SPE e 56 GN), 101 plasmas fetais (44 de SPE e 57 GN) e 103 placentas (48 de SPE e 55 GN),
sendo que 74,35% da amostra (87 pacientes) foi composta por plasma materno, plasma fetal e

placenta oriundos das mesmas pacientes.

Coleta de plasma materno

Foram coletados em média 4 mL de sangue materno em tubo Vacutainer® contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Figura 5A) de cada paciente, antes do parto. As
amostras foram processadas no Laboratorio de Nefrologia/HSL/PUCRS, sendo centrifugadas
a 2.000g por 10 minutos, em temperatura ambiente. O plasma foi estocado em microtubo de

centrifugagdo de 0,6 mL inicialmente a -20°C, e ap6s a -80°C, até o momento da dosagem.
Coleta de plasma fetal
Logo ap6s o parto, foi puncionado, em média, 4 mL de sangue da veia do cordao

umbilical (Figura 5B), sendo centrifugado a 2.000g por 10 minutos e estocado em microtubo

de centrifugacéo de 0,6 mL nas mesmas condicGes do plasma materno.
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Coleta de placenta

Imediatamente apos o parto, foram dissecados da face materna da placenta seis cubos
de aproximadamente 1 cm3 do centro de um cotilédone localizado na metade da distancia
entre o cordao umbilical e a extremidade do 6érgdo (Figura 5C). Esse material foi armazenado
em microtubo de centrifugagdo de 1,5 mL nas mesmas condi¢cdes dos plasmas materno e

fetais.



54

Figura 5 — llustracOes de coleta de amostras: plasma materno, plasma fetal e placenta

Fonte: Hentschke (2014). A) Coleta de sangue materno, B) Coleta de sangue fetal, C) Coleta de tecido
placentario.
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2.1.3.7 Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais foram realizados de acordo com os padrdes estabelecidos pelo
Laboratorio de Patologia Clinica do HSL/PUCRS: hemograma e plaquetas por citometria de
fluxo (XE — 2100D, Sysmex corporation, Kobe, Japdo); analise bioquimica, pela técnica de
quimica seca (Sistema integrado Vitros 5600, New York, EUA), com exce¢do da creatinina
sérica, que foi pelo método colorimétrico (Sistema quimico Vitros 5.1 Fusion, NY, EUA);
tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (KTTP), e fibrinogénio,
pelo método coagulométrico (ACL TOP 500, Chicago, IL, USA). Exames realizados durante
0 pré-natal das gestantes controles, como EQU, urocultura, marcadores positivos para HIV,
hepatite B e sifilis, foram utilizados como base para excluir possiveis patologias clinicas ndo
associadas a gestacao que poderiam comprometer o estudo.

Exames para diagndstico de SPE e exames de gravidade — proteindria de 24h,
proteinuria e creatinindria de amostra, TP, KTTP, &cido Urico, creatinina, transaminase
glutdmico oxalacética (TGO), transaminase glutamico piravica (TGP), bilirrubinas,
fibrinogénio, lactato desidrogenase (LDH) — foram quantificados apenas nas gestantes com
SPE.

2.1.3.8 Preparacédo das amostras

As amostras foram preparadas conforme orienta¢bes do fornecedor de kit Milliplex
para ensaio MagPlex™"-C. (Apéndice C)

Plasma: As amostras de plasma (materno e fetal) foram descongeladas, passadas em
vortex e centrifugadas.

Placenta: O preparo da placenta foi realizado com protocolo desenvolvido pelos
pesquisadores com base nas recomendacfes dos tampdes utilizados e nos projetos prévios
realizados pelo nosso grupo de pesquisa. Assim, a partir das amostras de placenta
armazenadas a -80°C, fragmentos congelados de aproximadamente 0,3 g de tecido foram
pesados em balanca semianalitica com precisdo de 0,01 g — inspecionada periodicamente pelo
iMetro (Metter Toledo, Suica), os quais foram temporariamente armazenados em tubo Falcon
de 15 mL. Apos, adicionou-se a cada tubo o coquetel de inibidor de protease (Millipore
Corporation, Catalogo #20-201) (Anexo C) diluido em RIPA Lysis Buffer 10X*, na
concentracdo de 3mL/g de tecido (*100ml de 0,5M Tris-HCI; pH 7,4; 1,5M NaCl; 2,5% acido

deoxicolico; 10% NP-40; 10mM EDTA). Em sequéncia, foi realizada a macera¢do mecénica
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do tecido placentario com gral e pistilo de porcelana. Ap6s a maceragdo mecéanica, o material
foi transferido novamente ao tubo Falcon 15 mL, realizou-se um impulso de giro a 2.000 rpm,
por 30s em centrifuga refrigerada a 18°C (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Alemanha), e entéo
o material foi desintegrado em sonicador de banho (Aquasonic, Cortland, New York, EUA)
por 10 minutos, em banho gelado (através da adi¢do de gelo). Apds a sonicacdo, o material foi
transferido para microtubo de centrifugacdo de 1,5 mL e centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos, a 4°C (Sanyo, Londres, Reino Unido). Foi coletado todo o sobrenadante e aliquotado
200 pl em microtubo de 0,6 mL (dois tubos por amostra), os quais foram armazenados a -
20°C, até posterior analise. A concentracdo de proteinas da solugdo foi mensurada usando
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen Life Technologies, Carlbad, CA, EUA) utilizando

microtubos especificos de analise (Qubit Assay tubes, Eugene, Oregon, EUA).

2.1.3.9 Moléculas em estudo

As moléculas do estudo foram mensuradas em plasma e placenta humana. Tanto
marcadores previamente estudados na SPE — IL-6 (ZHANG et al., 2013), TNFa (KUMAR et
al., 2013) e PIGF (KRAUSS, PAUER e AUGUSTIN, 2004; CHAPPELL et al., 2013) —
quanto marcadores até entdo ndo estudados ou pouco associados com a SPE — Leptina (EL
SHAHAT et al., 2013), MCP-1 (KAUMA et al., 2002), NGF (KILARI et al., 2011), LIGHT
(WANG et al., 2013) e Endocan-1 (CROSS et al., 2013; JOOST et al., 2013) — foram

analisados.

2.1.3.10 Selecéo das citocinas

A base para a selecdo das citocinas foi um estudo de rastreamento realizado pela
professora Bartira E. Pinheiro da Costa em seu estagio pos-doutoral (estudo ndo publicado),
utilizando metodologia de matriz de proteina (“protein array”), em que 120 citocinas foram
avaliadas no plasma materno, plasma do corddo umbilical e na placenta de pacientes
normotensas comparadas e com pré-eclampsia grave. Além disso, ha evidéncias na literatura
dessas citocinas como sendo marcadores de processos inflamatorios e de lesdo endotelial ndo
apenas estudados na SPE, mas em outras patologias inflamatérias e endoteliais
(LAZAROVICI, MARCINKIEWICZ e LELKES, 2006; KIM et al., 2012; SCHENKEIN et
al., 2013).
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2.1.3.11 Ensaio multiplex

Para o célculo de concentracdo de moléculas em estudo, foi utilizado o Sistema
MagPlex™-C - ensaio de microesferas (MAGPIX® System, Luminex, Austin, Texas, EUA) e
0 Software Exponent (XPONENT 4.2). Esse sistema permite a detecgdo simultanea de um
grande nimero de moléculas (analitos) de interesse. Os Kits disponiveis sdo concebidos para
analisar os niveis dos marcadores em estudo. Para esse projeto, os kits milliplex utilizados
foram HADK2MAG-61K-05 e HCVD1MAG-67K-02 (Millipore Corporation, Billerica, MA,
EUA). Os ensaios foram conduzidos de acordo com o protocolo do fabricante, no laboratdrio

Nobel, Porto Alegre, sob orientacdo do Dr. Eurico Camargo Neto.

2.1.3.12 Anaélise dos dados demograficos maternos e fetais

Foram computados os dados presentes no protocolo padrdo de coletas: dados de
identificacdo materna, exame fisico materno, histéria médica pregressa, historia familiar
materna, exames laboratoriais, dados do parto, dados do RN. O IMC foi classificado para
gestantes, conforme Atalah e colaboradores (ATALAH et al., 1997), em quatro categorias que
consideram a IG das pacientes, como pode ser visto na Tabela 2. Dados da idade gestacional
pediatrica (IGP) foram calculados pelo servico de neonatologia do HSL pelo método de
Capurro, com excecdo de prematuros extremos em que foi utilizado o método Ballard,

conforme protocolo padrdo do servigo de neonatologia do HSL.
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2.1.3.13 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados usando o programa Statistical Package for
Social Sciences versdo 21.0 (SPSS 21.0) para Windows; Graphpad Prism 6 e WINPEPI
(PEPI-for-Windows): computer programs for epidemiologists. As varidveis continuas foram
apresentados como média + desvio padrdo (DP) ou mediana e intervalo interquartil (IQR)
conforme apropriado, sendo o teste t de Student ou U de Mann-Whitney utilizados
dependendo da distribuicdo dos dados. Para as varidveis categoricas, utilizou-se porcentagem
e aplicou-se o teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher. As correlagBes entre as variaveis
foram avaliadas com o coeficiente de correlacdo de Pearson.

Os dados relacionados a dosagem das citocinas, devido a sua assimetria, foram
analisados a partir da transformacéo logaritmica, sendo apresentados como média geométrica
(mG). Para estimar a diferenca proporcional das citocinas entre os grupos, a mG das pacientes
com SPE foi dividida pela mG das gestantes controles, obtendo-se a razdo das médias (RM), e
o intervalo de confianca (IC) de 95%. Para tal, aplicou-se um modelo de Anélise de
Covariancia (ANCOVA) ajustado para IMC, IG e idade materna. O valor de p corresponde a
aplicabilidade do teste de ANCOVA na comparagéo entre 0s grupos.

O ajuste de compara¢des multiplas foi realizado para as analises de citocinas através
do procedimento post-hoc Finner-Bonferroni. A magnitude da diferenca entre os grupos foi
estimada pelo tamanho do efeito (d) de Cohen ( d =% ) aplicada nas medidas em log
obtida no modelo ANCOVA. O desvio padréo (DP,) foi estimado por ,/mQ,, onde MQyes€ a

média quadratica (variancia) do residuo (erro) do modelo. A hipbtese nula foi rejeitada

guando p<0,05.



59

2.1.4 Resultados
2.1.4.1 Sujeitos do estudo

Nas tabelas 1 a 3 podem ser observados dados referentes & anamnese e ao exame fisico
(Tabelal), dados de IMC das gestantes (Tabela 2) e dados do parto — parametros maternos e

fetais (Tabela 3).

Tabela 1-Anélise dos dados das caracteristicas maternas: anamnese e exame fisico em
relagdo a gestantes normais (GN) e com sindrome de pré-eclampsia (SPE)

Dados de anamnese GN (67) SPE (50) p
Idade materna, anos 26,4453 26,4+6,8 0,1
Raca branca, n (%) 34 (52,3) 31 (64,6) 0,25
Primiparas, n (%) 28 (41,8) 25 (51,0) 0,35
Historia familiar de HAS, n (%) 29 (49,2) 37 (84,1) <0,001*
Numero de consultas de pré-natal, n 8,2+3,2 8,0+3,7 0,73
Tabagismo, n (%) 11 (16,7) 5(10,2) 0,42
Hipertensdo cronica, n (%) 0(0) 12 (24,5) -
SPE prévia, n (%) 1(1,5) 12 (24,0) -
DMG, n (%) 4 (6,2) 3(6,1) 0,512

Dados de exame fisico
Peso inicial, kg** 67,3+17,3 70,1+15,2 0,37
Peso final, kg*** 79,9+19,8 83,9+14,7 0,22
Diferenca de pesos, kg 11,5452 14,7+7,8 0,019*
IMC, kg/m? (peso inicial) 25,8+5,6 26,9+5,5 0,31
IMC, kg/m?(peso final) 30,4+5,8 32,3154 0,08
Diferenca de IMC, kg/m? 4,442 .0 5,743,0 0,02*
PAS, mmHg 118,7+£10,2 156,7+£17,3 <0,001*
PAD, mmHg 74,7+7,8 100,8+13,6 <0,001*
Bolsa Rota, n (%) 15 (23,1) 6 (12,5) 0,15

Fonte: Hentschke (2013). HAS: Hipertensdo arterial sistémica. DMG: Diabete mellitus gestacional. SPE:
Sindrome de pré-eclampsia. 1G: Idade gestacional. GN: Gestante normal. IMC: indice de massa corporal. PAS:
Pressdo arterial sistélica. PAD: Pressdo arterial diastélica. Os dados estdo apresentados em média+DP (teste t de
Student), ou nimeros absolutos e porcentagem (teste exato de Fisher), como apropriado.*p<0,05 entre GN e
SPE. **quando o paciente iniciou o pré-natal.***Peso na admissdo hospitalar. tFoi considerada como tabagismo

gualquer carga tabagica diaria.

Tabela 2—-Analise dos dados de IMC estratificado por categorias conforme a idade
gestacional em gestantes normais e com sindrome de pré-eclampsia

IMC — Terceiro Trimestre (p=0,26)

GN SPE
e Baixo peso, n (%) 10 (14,9) 3(6,3)
e Adequado, n (%) 16 (23,9) 9 (18,8)
? Sobrepeso, n (%) 23 (34,3) 16 (33,3)
. Obesidade, n (%) 18 (26,9) 20 (41,7)

Fonte CIaSS|f|cac_;ao de Atalah e colaboradores, adaptado pelo Ministério da Saude (ATALAH et al., 1997;
BRASIL, 2004) e com base na Organizacdo Mundial da Satde (KELLY et al., 1996; WHO, 2000).



Desfechos maternos e fetais

Todas as maes receberam alta hospitalar como “alta melhorada”. Em relagdo aos

neonatos, cinco (8,1%) do grupo GN foram internados na UTI neonatal, em adi¢cdo a um

(1,6%) neomorto. No grupo PE, foram sete internacbes em UTI neonatal (14,6%), um

abortamento (2,1%) e um natimorto (2,1%)°. N&o houve diferenca estatistica entre os

desfechos fetais (p=0,323).

Tabela 3—Anélise de dados do parto: parametros maternos e fetais em relacdo a gestantes
normais (GN) e com sindrome de pré-eclampsia (SPE)

Parametros Maternos GN (67) SPE (50) p
IG no parto, semanas 39,6x1,4 36,7£3,7 <0,001*
Tipo de parto, n (%) <0,001*
Parto vaginal 45 (67,2) 12 (24,0)
Parto ceséreo 22 (32,8) 38 (76,0)
Parto vaginal instrumentado 0,68
Sem episiotomia 21 (46,7) 4 (33,3)
Com episiotomia 20 (44,4) 7 (58,3)
Com episiotomia e forcipe 4(8,9) 1(8,3)
Parametros Fetais GN (67) SPE (50) p
Sexo Feminino, n (%) 31 (46,3) 27 (54,0) 0,41
indice de Apgar primeiro minuto, n 8,6£0,8 7,5£1,8 <0,001*
indice de Apgar quinto minuto, n** 9,4 +0,6 8,7+1,2 <0,001*
IGP, Semanas 396+1,3 37,8+3,0 <0,001*
Percentil Fetal, n (%) 0,437
AlG 52 (77,6) 40 (81,6)
PIG 3(4,5) 3(6,1)
GIG 12 (17,9) 5(10,2)
Peso Fetal, kg 3392,6+457,6 2788,7+903,5 <0,001*
Peso Placenta, kg 648,8+141,6 590,1+178,7 0,063

Fonte: Hentschke (2013). IG: Idade gestacional. IGP: Idade gestacional pediatrica. AIG: Adequado para a idade
gestacional, PIG: Pequeno para a idade gestacional, GIG: Grande para a idade gestacional. Os dados estéo
apresentados em valor total e porcentagem, médiatDP como apropriado. *P<0,05 entre GN e SPE. ** Dois
recém-nascidos receberam uma terceira nota de Apgar no 10° minuto e nenhum deles precisou de reanimagéo

cardiorrespiratoria.

> Natimorto: produto que nasce pesando mais de 500g e que néo tem evidéncia de vida depois de nascer.
Neomorto: aquele que morre no Gltimo més da vida intrauterina.
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2.1.4.2 Andlise de exames laboratoriais

Na analise bioquimica foram utilizados exames de rotina do Servigo de Obstetricia do
HSL, ndo submetendo a paciente a nenhum outro exame. Na Tabela 4 estdo representados 0s

exames laboratoriais maternos.

Tabela 4 — Analise dos exames laboratoriais maternos em relacédo a gestantes normais (GN) e
com sindrome de pré-eclampsia (SPE).

Exames laboratoriais GN (67) SPE (50) p
Hematdcrito,% 35,2425 36,2+3,5 0,14
Hemoglobina, g/dL 11,6£0,9 12,3£1,3 0,004*
Leucdcitos totais, uL 10870+2870 -
Plaquetas, mm3 (mil) 211+59,1 -
Creatinina, mg/dL 0,81+0,21 -
Acido drico, mg/dL 51+1,5 -
Proteindria, razdo P/C 0,67 [0,42;2,2] -
Glicemia de jejum, mg/dL 75,249,3 78,9£13,7 0,27
TP (RNI) 0,99+0,09 -
KTTP, seg 27,2+3,6 -
Fibrinogénio, mg/dL 443,6+£90,8 -
LDH, u/L 612,9+340,9 -
BD, mg/dL 0,30+0,1
BI, mg/dL 0,36+0,2
TGO, u/L 56,5+146,9
TGP, u/L 68,1+185,8
Tipagem sanguinea ABO, n(%) 0,538

Grupo O 36 (54,5) 21 (44,7)
Grupo A 22 (33,3) 21 (44,7)
Grupo B 7 (10,6) 5(10,6)
Grupo AB 1(1,52) 0
Tipagem sanguinea Rh, n(%) 0,323
Rh negativo 6 (9,1) 2(4,3)
Rh positivo 60 (90,9) 45 (95,7)

Fonte: Hentschke (2013). Os dados estdo apresentados em média+DP, mediana [IQR], ou porcentagem, como
apropriado. P/C: Proteindria/creatininiria em amostra. *P<0,05 entre GN e SPE.
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2.1.4.3 Analises das moléculas em estudo

O Quadro 5 apresenta, por tipo de amostra analisada e por grupo estudado, a mG de
cada grupo, a RM e o IC 95%, seguidos do valor de p final. Ao comparar o0 grupo SPE com
GN, vimos significancia estatistica em trés citocinas no plasma materno: Endocan-1, TNFa e
Leptina; no plasma fetal, apenas a IL-6 e, no tecido placentério, apenas a Leptina. As demais
apresentaram valores muito semelhantes entre 0s grupos.

A Figura 6 representa o Quadro 5 para melhor visualizacdo do IC 95%. Ja a Figura 7
apresenta o grafico boxplot dos valores brutos encontrados em cada tecido, sem a
transformacdo logaritmica, para visualizacdodos valores encontrados no ensaio. Nao foi
aplicado teste estatistico nesse momento, visto as varidveis serem assimétricas e termos
optado pela transformacdo logaritmica para trabalhar com testes simétricos. Os valores
encontrados na dosagem, durante o ensaio, foram em pg/mL, sendo ajustados para ng/mL ou
pg/mL, nos plasmas, e, na placenta, ap6s ajuste por grama de tecido em pg/g, para ng/g ou

Kg/g, para melhor visualizacao.
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Quadro 5 — Dosagens de moléculas mediadoras no plasma materno-fetal e placenta entre
gestantes normais (GN) versus sindrome de pré-eclampsia (SPE)

Sindrome de Pré-Eclampsia vs Controle

MG_PE | mG_Co | RM | IC (95%) p
Endocan-1 2,82 1,90 1,49 |1 1,19 | 1,85 | 0,001
° PIGF 7,55 16,98 | 0,44 | 0,18 | 2,04 | 0,710
g LIGHT 75,68 56,62 | 1,34 |0,71 | 2,51 | 0,386
E TNFa 2,48 1,92 1,29 | 1,04 | 1,61 | 0,021
g IL-6 5,24 8,07 0,65 | 0,42 | 1,01 | 0,053
8 MCP1 70,31 66,53 | 1,06 | 0,81 | 1,37 | 0,676
| NGF 3,95 458 | 0,86 061|1,22 | 0,401
Leptina 19,59 1396 | 1,40 | 1,00 | 1,97 | 0,049
Endocan-1 3,02 2,96 1,02 |1 0,84 | 1,23 | 0,862
PIGF 2,43 2,39 1,02 |1 0,49 | 2,12 | 0,962
IS LIGHT 14454 | 110,66 | 1,31 | 0,74 | 2,30 | 0,348
ﬁ TNFa 521 4,89 1,07 | 0,89 | 1,28 | 0,494
% IL-6 2,64 5,05 0,52 | 0,28 | 0,97 | 0,042
o MCP1 168,27 197,70 | 0,85 | 0,64 | 1,14 | 0,272
NGF 2,24 3,21 0,70 | 0,36 | 1,36 | 0,286
Leptina 29,38 22,08 |1,33|0,85|2,09 | 0,216
Endocan-1 1,64 2,06 0,80 | 0,56 | 1,13 | 0,202
PIGF 0,73 0,79 0,93 | 0,65 | 1,34 | 0,703
o LIGHT 4,70 4,17 1,13 | 0,74 | 1,71 | 0,565
% TNFa 46,03 39,99 1,15 0,84 | 1,58 | 0,386
§ IL-6 849,18 778,04 | 1,09 | 0,83 | 1,43 | 0,526
MCP1 9,38 8,55 1,10 0,80 | 1,51 | 0,558
NGFE 555,90 49545 | 1,12 | 0,92 | 1,37 | 0,259
Leptina 163,31 89,95 |1,82 | 1,11 2,98 | 0,019

Fonte: Hentschke (2013). mG_PE: média geométrica de SPE; mG_Co: média geométrica de GN. RM: razdo de
médias geométricas SPE/GN. IC: Intervalo de confianga. Endocan-1: Molécula Endotelial especifica de célula 1;
PIGF: Fator de crescimento placentario; LIGHT: membro da superfamilia TNF; TNFa: Fator de necrose
tumoral-alfa; IL-6: Interleucina-6; MCP-1: Proteina quimiotatica de mondcitos-1; NGF: Fator de crescimento
neural.*P<0,05 entre GN e SPE, teste de ANCOVA ajustado para IMC, IG e idade materna.
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Figura 6 — Graficos de média e barra de erros representando os intervalos de confianca de
95% para a comparacao das gestantes normotensas versus gestantes com sindrome de pre-
eclampsia, para os niveis de citocinas em valores logaritmicos no plasma materno, plasma
fetal e na placenta, apos aplicacdo do teste de ANCOVA.
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Fonte: Hentschke (2013). Endocan-1: Molécula Endotelial especifica de célula 1; PIGF: Fator de crescimento
placentario; LIGHT: membro da superfamilia TNF; TNFa: Fator de necrose tumoral-alfa; IL-6: Interleucina-6;
MCP-1: Proteina quimiotatica de mondcitos-1; NGF: Fator de crescimento neural.
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Figura 7 — Graficos de boxplot representando, em escala linear, os valores das citocinas nas

gestantes normais (GN) versus gestantes com sindrome de pré-eclampsia (SPE) no plasma
materno (a), no plasma fetal (b) e na placenta (c).
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Fonte: Hentschke (2013). Endocan-1: Molécula Endotelial especifica de célula 1; PIGF: Fator de crescimento
placentario; LIGHT: membro da superfamilia TNF; TNFa: Fator de necrose tumoral-alfa; IL-6: Interleucina-6;

MCP-1: Proteina quimiotéatica de mondcitos-1; NGF: Fator de crescimento neural. GN: Gestante normal. SPE:
Sindrome de pré-eclampsia.®

® Escala logaritmica no Grafico IL-6 Plasma Fetal, para melhor visualizagéo.
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2.1.4.4 Estratificacdo da amostra

Ap0s a primeira analise global das citocinas, optamos por estratificar a amostra de
pacientes com SPE com base em idade gestacional, niveis de proteinuria e niveis pressoricos;
ainda, subdividir o grupo de SPE de acordo com o diagndstico final da DHG (PE pura e PES).

Analisamos todas as citocinas para essas estratificacbes. No Quadro 6, pode-se ver o
valor de p de todos os resultados obtidos. No Apéndice D, esta a relacdo da estratificacdo em
relacdo a prematuridade (IG_37), com a RM e o IC (95%) para todas as citocinas, como
modelo de quadro para as demais estratificacdes. Ndo foram construidas tabelas completas
para todas as estratificagdes, com excecdo daquelas em que o valor de p foi significativo
(Quadro 7). Uma maior compreensdo dos Quadros 6 e 7 e a importancia de sua elaboracao

para o estudo podem ser vistos no item Discussao deste Bloco.

2.1.4.5 Estimativa da magnitude da diferenca entre 0s grupos

A estimativa da magnitude da diferenca entre os grupos foi calculada pela tamanho do
efeito de Cohen (d). Este procedimento foi aplicado as analises de citocinas que apresentaram
significancia estatistica na comparacdo entre SPE vs. GN e PE pura vs. GN. (ver Quadro 6).
Os efeitos de Cohen podem ser triviais (0,0 — 0,2), baixos (0,2 — 0,6), moderados (0,6 — 1,2),
altos (1,2 — 2,0), muito altos (2,0 — 4,0) e quase perfeitos (4 — infinito) (HOPKINS, 2014). O
tamanho do efeito em relacdo a molécula de Endocan-1 foi o Unico moderado, sendo de 0,84
na relacdo SPE vs. GN, e 0,94 na PE pura vs. GN. As demais citocinas apresentaram valores

entre 0,47 e 0,58, logo, com magnitude baixa.
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Quadro 6—-Quadro representativo dos valores de p correspondentes a Analise de Covariancia
realizadas apo0s a estratificacdo do grupo sindrome de pré-eclampsia (SPE) de acordo com

idade gestacional (IG), pressdo arterial sistolica (PAS), proteindria (Pr) e pré-eclampsia

sobreposta (PES).
SPE_GN PE_GN SPE_PES 1G_37 1G_34 PAS Pr_0,5 Pr_2,0
Citocina p p p p p p p p
Endocan-1 0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002
° PIGF 0,710 0,041 0,195 0,161 0,009 0,107 0,012 0,142
5| LGHT 0,386 0,165 0,577 0,141 0,145 0,602 0,384 0,478
‘g TNFa 0,021 0,036 0,058 0,070 0,058 0,072 0,071 0,058
o IL-6 0,053 0,107 0,141 0,156 0,114 0,108 0,033 0,152
g mcp1 0,676 0,470 0,632 0,188 0,536 0,818 0,479 0,679
a NGF 0,401 0,969 0,361 0,103 0,653 0,193 0,692 0,275
Leptina 0,049 0,059 0,131 0,116 0,045 0,071 0,106 0,145
Endocan-1 0,862 0,858 0,602 0,056 0,841 0,952 0,092 0,136
PIGF 0,962 0,796 0,936 0,999 0,436 0,377 0,988 0,659
g LIGHT 0,348 0,269 0,605 0,596 0,345 0,254 0,187 0,605
- TNFa 0,494 0,672 0,075 0,776 0,449 0,181 0,515 0,514
£ IL-6 0,042 0,045 0,035 0,109 0,124 0,102 0,031 0,047
= wmcr1 0,272 0,366 0,216 0,029 0,401 0,340 0,427 0,159
NGF 0,286 0,228 0,513 0,302 0,345 0,291 0,557 0,390
Leptina 0,216 0,448 0,457 0,389 0,449 0,041 0,037 0,434
Endocan-1 0,202 0,148 0,444 0,441 0,317 0,422 0,318 0,408
PIGF 0,703 0,535 0,744 0,586 0,91 0,467 0,917 0,913
o | LGHT 0,565 0,668 0,752 0,846 0,848 0,580 0,658 0,643
< TNFa 0,386 0,862 0,678 0,499 0,020 0,583 0,500 0,042
5_;% IL-6 0,526 0,531 0,818 0,445 0,247 0,006 0,107 0,764
MCP1 0,558 0,727 0,816 0,687 0,303 0,495 0,770 0,535
NGF 0,259 0,736 0,165 0,48 0,304 0,306 0,493 0,476
Leptina 0,019 0,028 0,037 0,038 0,052 0,063 0,057 0,049

Fonte: Hentschke (2013). SPE_GN: Anélise entre SPE vs. GN; PE_GN: Anélise entre PE pura vs. GN;
SPE_PES: Andlise separando grupo de SPE vs. PES vs. GN; 1G_37: Analise entre PE com 1G<37 semanas vs.
PE com IG> 37 semanasvs. GN; I1G_34: Andlise entre PE com 1G<34 semanasvs. PE com IG> 34 semanas Vvs.
GN; PAS: Anélise entre PE com PAS>160 mmHg vs. PE com PAS<160 mmHg vs. GN; Pr_0,5: Andlise com
base no ponto de corte da proteindria (Pr) 0,5. PE com Pr > 0,5 vs. PE com Pr< 0,5 vs. GN; Pr_2,0: Analise com
base no ponto de corte da Pr em 2. PE com Pr> 0,2 vs. PE com Pr< 0,2 vs. GN. Endocan-1: Molécula endotelial
especifica de célula 1; PIGF: Fator de crescimento placentario; LIGHT: membro da superfamilia TNF; TNFa:
Fator de necrose tumoral-alfa; IL-6: Interleucina-6; MCP-1: Proteina quimiotatica de mondcitos-1; NGF: Fator
de crescimento neural.
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Quadro 7— Representacao dos valores de média geométrica (mG), razdo das médias (RM) e
intervalo de confianca (IC) de 95% para aquelas citocinas que apresentaram significancia
estatistica apos a estratificacdo do grupo de sindrome de pré-eclampsia

Plasma materno Plasma fetal
mG_1 [mG_2[RM] 1IC(95%) [ p Py mG_1 [mG_2[RMm] 1C(95%) | p Py
SPE_37 0,002 Pr_05 0,031
IG<37/GN__| 342 | 1,85 [185]112[3,06] 0,017 | 0,025 SPE>05/GN | 352 | 498 [0,71] 0,35 145 | 0,343 | 0,343
IG>37/GN__| 2,72 | 1,85 | 147] 1,18] 1,84] 0,001 | 0,003 SPE<05/GN | 1,75 | 498 [0,35] 0,16 | 0,76 | 0,009 [ 0,027
IG>37/1G<37 | 2,72 | 342 | 0,80] 0,50] 1,27 | 0,337 | 0,337 SPE<05/>0,5 | 1,75 | 3,52 | 0,50] 0,22 | 1,13 | 0,095 | 0,139
SPE 34 0,001 Pr_2,0 0,047
IG<34/GN__| 428 | 181 [236]1,16]483| 0019 | 0,028 | | _ | SPE>2,0/GN | 452 | 500 [090] 034 243 | 0,839 | 0839
IG>34/GN__ | 2,77 | 1,81 [153]1,22] 1,91[ <0,001 [<0,001| | s [ SPE<20/GN | 2,29 | 500 |0,46] 0,24 | 0,87 | 0,019 | 0,056
IG>34/IG<34_| 2,77 | 4,28 |0,65] 034] 1,22| 0179 | 0179 | | = [[SPE<2,0/>20 | 2,29 | 452 |051] 0,19 [ 1,32 [ 0,160 | 0,230
PAS_160 0,002 PEVs GN 2,61 | 460 [057] 0,33 | 0,99 [ 0,045
SPE>160/GN | 2,74 | 1,90 [1,44] 108] 192 0,014 | 0,021 SPE vs PES 0,035
< [ SPE<160/GN | 287 | 1,90 [151 119 1,93 0,00 | 0,003 PES/GN 532 | 483 [1,10] 0,36 | 3,35 | 0,862 | 0,862
& [SPE<160/>160 | 287 | 2,74 | 1,05] 079 1,40| 0,742 | 0,742 SPE/GN 231 | 483 | 048] 0,25 [ 0,90 | 0,022 | 0,065
kS| Pr05 0,002 SPE /PES 231 | 532 |043] 0,15 [ 1,22 [ 0,111 | 0,162
{0 [ SPE>05/GN | 3,02 | 1,89 [1,60] 1,23[208| 0001 | 0003 | | _ SPE 37 0,029
SPE<0,5/GN | 2,60 | 1,89 [1,38[ 1,06] 1,79 0019 | 0028 | | o | IG<37/GN__| 308,32 [ 183,23 1,68] 0,91 | 3,13 | 0,10 | 0,146
SPE<05/>05 | 260 | 302 [086]064]115| 0,310 | 0310 | | Q | 1G>37/GN | 150,31 | 183,23 0,82 0,62 | 1,09 | 0,18 | 0,180
Pr2,0 0,002 IG>37/IG<37_| 150,31 | 308,32] 0,49] 0,27 | 0,87 | 0,02 | 0,059
SPE>2,0/GN | 3,03 | 1,89 [160] 1,10] 232 | 0013 | 0,019
SPE<20/GN | 2,77 | 1,89 | 147|117 184 0,001 | 0,003 Placenta
SPE<20/>20 | 2,77 | 303 |092]065]1,30| 0620 | 0,620 mG_1 [mG_2[Rm[ 1C(95%) | p Pq
SPE vs PES 0,002 SPE_34 0,020
PES/GN 262 | 1,91 [138]0,96] 1,97 | 0,082 | 0,120 IG<34/GN__| 14,52 | 456 | 0,32] 0,12 | 0,86 | 0,024 | 0,036
SPE/GN 288 | 1,91 |151]1,20] 1,89 0,001 | 0,003 IG>34/GN__| 48,53 | 456 | 1,06] 0,78 | 1,46 | 0,691 | 0,691
SPE /PES 288 | 262 [1,10[ 078|154 0591 | 0591 | | £ [ 1G>34/1G<34 | 4853 | 14,52 | 3,34 1,38 | 8,05 | 0,008 | 0,024
PE Vs GN 8,67 | 2301038 0,15 0,95 0,041 Z Pr2,0 0,042
SPE 34 0,009 SPE>2,0/GN_| 2897 | 40,74 [0,71| 043 | 1,18 | 0,183 | 0,216
IG<34/GN__| 0,34 | 24,10]0,01]0,00] 0,24] 0,003 | 0,009 SPE<2,0/GN_| 514 | 40,74 [1,26] 0,92 | 1,74 | 0,150 [ 0216
. |_I1G>34/GN | 865 | 24,10|0,36| 0,15 0,86| 0,022 | 0,022 SPE<2,0/>2,0 | 51,4 | 2897 |1,77] 1,10 | 2,84 | 0,018 | 0,053
O [16<34/1G>34 | 0,34 | 8,65 [0,04]0,00] 049 0012 | 0,018 PAS_160 0,006
& [ _SPEPros 0,012 «© [ SPE>160/GN | 591,56 [ 788,86] 0,75| 0,53 | 1,06 | 0,103 | 0,103
IG>05/GN__| 398 | 17,74]0,22][0,08] 0,63| 0005 | 0,015 | | = | SPE <160/GN |1023,29]788,86| 1,30] 0,98 | 1,72 | 0,070 | 0,103
IG<05/GN_| 15,92 [ 17,74 0,90] 0,32 [ 2,55 | 0,840 | 0,840 SPE < 160/>160 [ 1023,29] 591,56] 1,73 1,24 | 2,43 | 0,002 | 0,006
IG<05/1G>05 | 1592 | 3,98 | 400] 1,27 [12,62] 0,018 | 0,027
Pr 05 0,033
© | _IG>05/GN | 6,64 | 7,94 [0,84]050] 1,40 049 | 0,496
= [ IG<05/GN | 397 | 7,94 [050[ 030 0,84] 0,010 | 0,030
IG<0,5/1G>05 | 397 | 6,64 060034 1,06] 0,080 | 0,118
=]
E PE vs GN 254 | 1,98 |1,29| 1,02 1,63| 0,036

Fonte: Hentschke (2013). PE_GN: Analise entre PE pura vs. GN;SPE_PES: Analise separando grupo de SPE
vs. PES vs. GN; 1G_37: Andlise entre PE com 1G<37 sem vs. PE com IG> 37 sem vs. GN; 1G_34: Andlise entre
PE com 1G<34 sem vs. PE com IG> 34 sem vs. GN;PAS: Analise entre PE com PAS>160 vs. PE com PAS<160
vs. GN; Pr_0,5: Anélise com base no ponto de corte da proteintria (P/C) em 0,5 PE com Pr > 0,5 vs. PE com
Pr< 0,5 vs. GN; Pr_2,0: Analise com base no ponto de corte da proteinuria (Pr) em 2,0: PE com Pr > 0,2 vs. PE
com Pr< 0,2 vs. GN. Py: Valor de p ajustado para o método de Bonferroni (ajustado por Finner).
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2.1.4.6 Andlise de correlacGes

Apos a aplicacdo das correlagdes, categorias de r como (0-0,1): trivial; (0,1-0,3):
baixa/leve; (0,3-05): moderada; (0,5-0,7): alta e (0,7-0,9): muito alta, permitiram a
classificacdo dos achados (HOPKINS, 2014). Correlacdo quase perfeita (r=0,9-1,0) ndo foi
atingida por nenhum dos valores analisados. Nos Quadros 8 a 13 é possivel visualizar os
valores do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e a sua significancia (p), considerando
p<0,05.

Citocinas vs. Dados clinicos

Foram realizadas correlagdes entre dados demograficos, dados de exame fisico e dados
do parto em relacdo as citocinas em estudo. Apés aplicacdo desse teste na totalidade da
amostra, procurou-se apresentar as correlacbes entre grupos especificos (SPE e GN) para
aquelas citocinas que apresentaram significancia na analise global. O Quadro 8 compreende a
analise de idade gestacional no parto, peso do RN e peso da placenta; o Quadro 9, 0 peso
inicial do pré-natal, peso final da gestacdo, a diferenca de pesos. No Quadro 10, IMC usando
peso inicial, IMC peso final e o delta do IMC. No Quadro 11, niveis de pressdes, PAS e
pressao arterial diastdlica (PAD), e de proteindria com base no P/C.

Citocinas vs. citocinas

Optou-se nesse momento por fazer a correlacdo entre uma citocina e outra, nas
diferentes amostras, buscando entender a cumplicidade das moléculas, principalmente entre
aquelas de papel pré-inflamatorio.

Considerando que correlacdes fracas e moderadas entre citocinas podem ter ocorrido
ao acaso, visto grande numero de cruzamentos realizados, optou-se por dar o enfoque, neste
momento, apenas as correlacoes fortes r (0,5-0,7), ou muito forte r (0,7-0,9), realizadas entre o

conjunto global de pacientes, e em separado entre os grupos (SPE e GN) (Quadro 12).
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Citocinas vs. amostras de plasma materno, plasma fetal e placenta

Ao visualizar o Quadro 13, percebe-se a analise de correlacdo das amostras estudadas
(plasma materno, plasma fetal e placenta) em relacdo a cada uma das citocinas. Primeiramente
de forma global em relagdo as amostras, €, na sequéncia, em separado, primeiro do grupo de
SPE e ap6s da GN.
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Quadro 8-Analise de correlacdo da idade gestacional no parto, peso do RN e peso placenta
em relacdo a totalidade da amostra, as gestantes normais e as com sindrome de pré-eclampsia

|:|Correla(;éo fraca (r:0,1-0,3)

I1G parto Peso RN Peso Placenta
Geral SPE GN Geral SPE GN Geral SPE GN
Endocant | =-0:382 | =-0,411 r=-0,418 | r=-0,376 r=-0,341 | r=-0,333
p<0,001 | p=0,004 p<0,001 | p=0,009 p=0,001 | p=0,026
PIGF r=0,478 r=0,489 r=0,331 r=0,458
p<0,001 | p<0,001 p=0,001 | p=0,002
r=-0,097 r=-0,106 r=0,005
o | HGHT | 10309 0=0,287 0=0,963
% TNFa r=-0,011 r=-0,067 r=-0,080
g p=0,908 p=0,500 p=0,429
E L6 r=0,076 r=0,116 r=0,133
a p=0,443 p=0,241 p=0,189
T r=0,115 r=-0,011 r=-0,088
MCP-1- 1 0,049 p=0913 p=0,385
NGF r=0,178 r=0,147 r=0,008
p=0,072 p=0,138 p=0,937
. r=-0,139 r=0,323 | r=-0,089 r=0,002
Leptina-1 | 162 0=0,015 | p=0.372 0=0,985
Endocan-1 | =-0:260 | r=-0,389 r=-0,281 | r=-0,388 r=-0,289 | r=-0,321
p=0,008 | p=0,008 p=0,004 | p=0,008 p=0,003 | p=0,031
DIGE r=-0,049 r=0,042 r=0,075
p=0,625 p=0,675 p=0,454
r=-0,084 r=-0,085 r=-0,128
_ | HeHT | p=0396 p=0,393 p=0.203
s r=-0,151 r=-0,147 r=-0,096
| TNFe ) o029 p=0,137 p=0,337
= IL-6 r=-0,034 r=0,004 r=-0,076
= p=0,730 p=0,968 p=0,447
r=-0,429 r=-0,434 r=-0,326
NGE r=0,126 r=0,116 r=0,087
p=0,206 p=0,245 p=0,385
Leptina r=0,416 ﬁ r=0,405 | r=0,444 | r=0,477 | r=0,401
p<0,001 p=0,002 | p<0,001 | p=0,001 | p=0,002
Endocan | =0:062 r=0,032 r=-0,028
p=0,528 p=0,749 p=0,783
SIGE r=-0,038 r=-0,012 r=0,004
p=0,702 p=0,904 p=0,972
LIGHT r=0,203 i r=0,050 i r=-0,333 | r=-0,058 | r=-0,345
p=0,037 p=0,613 p=0,013 | p=0,564 | p=0,016
I TNFa r=0,223 | r=0,353 r=0,166 r=0,175
= p=0,022 | p=0,012 p=0,090 p=0,078
8 L6 r=0,213 | r=0,343 r=0,272 | r=0,359 r=0,238
o p=0,028 | p=0,015 p=0,005 | p=0,010 p=0,015
MCP-1 r=0,182 r=0,131 r=0,250 r=0313
p=0,062 p=0,181 p=0,011 p=0,020
NGE r=0,187 | r=0,301 r=0,228 r=0,282 | r=0,259
p=0,054 | p=0,034 p=0,019 p=0,035 | p=0,008
Leptina r=-0,444 r=-0,475 | r=-0,446 r=-0,320 | r=-0,392
- p=0,001 p<0,001 | p=0,001 p=0,001 | p=0,006

" Essa legenda corresponde aos quadros 8, 9, 10, 11 e 13.

|:|Correla(;§o moderada (r: 0,3-0,5)

_Correlaqéo forte (r:0,5-0,7)

Fonte: Hentschke (2013). IG parto: Idade Gestacional no parto; RN: Recém-nascido; GN: Gestante normal.
SPE: Sindrome de pré-eclampsia. Endocan-1: Molécula endotelial especifica de célula 1; PIGF: Fator de
crescimento placentario; LIGHT: membro da superfamilia TNF; TNFa: Fator de necrose tumoral-alfa; IL-6:
Interleucina-6; MCP-1: Protefna quimiotatica de monécitos-1; NGF: Fator de crescimento neural.’
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Quadro 9-Analise de correlacédo do peso inicial, peso final e diferenca de pesos em relacao a
totalidade da amostra, as gestantes normais e as com sindrome de pré-eclampsia

Peso inicial Peso final Diferenca de pesos
Geral SPE GN Geral SPE GN Geral SPE GN
r=-0,021 r=-0,075 r=-0,046
Endocan-1 | p=0,842 p=0,456 p=0,659
r=-0,049 r=-0,065 r=0,019
PIGF p=0,635 p=0,520 p=0,852
r=-0,241 r=-0,371 | r=-0,209 r=-0,349 | r=0,013
2| LIGHT | p=0,018 p=0,005 | p=0,036 p=0,008 | p=0,900
S r=0,105 r=0,071 r=0,183
& [ TNFa [ p=0309 p=0,478 p=0,075
E r=-0,100 r=-0,028 r=0,035
2 IL-6 p=0,334 p=0,785 p=0,738
o r=0,094 r=0,161 r=0,171
MCP-1 p=0,361 p=0,109 p=0,095
r=0,089 | r=0,387 r=0,064 | r=0,461 r=0,125
NGF p=0,389 | p=0,012 p=0,526 | p=0,001 p=0,225
r=0,416 r=0,501 | r=0,385 r=0,259
Leptina-1 | p<0,001 - p<0,001 | p=0,009 - p=0,011
r=0,150 r=0,119 r=-0,053
Endocan-1 | p=0,146 p=0,237 p=0,610
r=-0,182 r=-0,148 r=0,017
PIGF p=0,076 p=0,140 p=0,872
r=0,126 r=0,119 r=0,000
_ LIGHT | p=0,220 p=0,237 p=0,994
£ r=0,171 r=0,204 r=0,084
s TNFa p=0,096 p=0,041 p=0,418
£ r=0,219 r=0,280 | r=0,205 r=0,016
f—.‘_’ IL-6 p=0,032 p=0,037 | p=0,039 p=0,879
r=0,042 r=0,001 r=-0,047
MCP-1 p=0,687 p=0,991 p=0,649
r=-0,012 r=-0,020 r=0,130
NGF p=0,906 p=0,845 p=0,208
r=0,012 r=0,126 r=0,316 | r=0,366
Leptina p=0,907 p=0,209 p=0,002 | p=0,020
r=-0,034 r=-0,032 r=0,014
Endocan-1 | p=0,737 p=0,752 p=0,892
r=0,027 r=-0,076 r=-0,194 r=-0,306
PIGF p=0,795 p=0,446 p=0,056 p=0,025
r=0,083 r=0,058 r=-,094
LIGHT | p=0,419 p=0,558 p=0,356
< r=0,045 r=0,277 | r=0,120 r=0,315 | r=0,032
% TNFa p=0,662 p=0,042 | p=0,226 p=0,019 | p=0,753
8 r=-0,047 r=0,090 r=0,166 | r=0,301
e IL-6 p=0,642 p=0,364 p=0,102 | p=0,047
r=0,063 r=0,339 | r=0,144 r=0,358 | r=-0,002
MCP-1 p=0,536 p=0,011 | p=0,144 p=0,007 | p=0,983
r=-0,085 r=0,131 r=0,312 | r=0,237 r=0,334
NGF p=0,400 p=0,184 p=0,019 | p=0,018 p=0,013
r=0,108 r=0,088 r=0,077
Leptina p=0,287 p=0,377 p=0,450

I:ICorrelagéo fraca (r:0,1-0,3)
Fonte: Hentschke (2013).

|:|C0rrelagéo moderada (r: 0,3-0,5)

_Correlagéo forte (r:0,5-0,7)
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Quadro 10-Analise de correlacdo do IMC do peso inicial, IMC do peso final e diferenca de
IMC em relacéo a totalidade da amostra, as gestantes normais e as com sindrome de pré-

eclampsia
IMC_Peso inicial IMC_Peso final Delta IMC
Geral SPE GN Geral SPE GN Geral SPE GN
Endocand 1=-0,052 r=-0,108 | r=-0387 1=-0,052
p=0,614 p=0.281 | p=0,009 p=0,612
r=-0,018 r=-0,014 r=0,036
PIGF p=0,863 p=0,886 p=0,731
5 LioHT r=-0,178 r=-0313 | r=-0,147 r=-0332 | r=0046
= p=0,083 p=0,020 | p=0,143 p=0012 | p=0,653
[<D)
8 1=0,141 10,160 120,201
g TNFa p=0,170 p=0,110 0=0,049
< L6 1=-0,107 r=-0,051 r=0,039
£ p=0,297 p=0,614 p=0,703
= MCPA r=0,167 | r=0323 r=0,256 | r=0389 1=0,220
p=0,104 | p=0,039 p=0,010 | p=0,008 p=0,032
NGE r=0,000 r=0,013 | r=0,360 r=0,100
p=0,932 p=0,895 | p=0,015 p=0,335
. 1=0,411 =491 | r=0530 | r=0448 1=0,256
Leptina-1 p<0,001 p<0,001 | p<0,000 | p=0,002 - p=0,012
Endocanl r=0,166 r=0,135 r=-0,062
p=0,106 p=0,179 p=0,547
r=-0,183 r=-0,166 r=0,016
PIGF p=0.075 0=0.098 0=0,878
1=0,004 r=0,003 r=-0,025
_ LIGHT p=0,363 0=0,353 0=0.809
©
— —_ — —_
D r=0,143 r=0,187 r=0,061
= TNFa p=0163 p=0,061 p=0554
= L6 r=0,203 1=0,210 r=0,267 | r=0,000
& p=0,047 p=0,035 p=0044 | p=0,998
o CPa 1=0,041 r=0,001 r=-0,049
p=0,690 p=0,995 p=0,637
NGE r=-0,050 r=-0,036 1=0,115
p=0,627 p=0,723 p=0,266
Leotin r=0,028 r=0,178 r=0,335 | r=0,400
P p=0,789 p=0,075 p=0,001 | p=0,011
Erdocan.d 1=-0,002 r=-0,006 r=0,017
p=0,983 p=0,949 p=0,867
oIGE r=0,068 r=-0,045 r=-0,200 r=-0,309
p=0,503 p=0,653 p=0,048 p=0,023
r=0,095 r=0,061 r=-0,104 r=-0,278
LIGHT p=0,350 p=0,541 0=0,307 0=0,042
o r=-0,001 r=0,062 1=0,027
< TNFa 0=0,992 p=0,532 p=0,791
3 IL-6 r=-0,033 r=0,112 r=0,182 | r=0,304
o p=0,743 p=0,259 p=0071 | p=0,045
MCPL r=0,054 r=0,376 | r=0,108 r=0,376 | r=-0,007
p=0,593 p=0,005 | p=0277 p=0004 | p=0942
\GE r=-0,119 £=0,090 r=0,277 | r=0,234 1=0,324
p=0,241 p=0,363 p=0,039 | p=0,019 p=0,016
Lenting r=0,130 r=0,136 r=0,089
p p=0,198 p=0,168 p=0,382

|:|Correla<;éo fraca (r:0,1-0,3)
Fonte: Hentschke (2013). IMC: indice de massa corporal. Delta IMC: IMC final — IMC Inicial.

|:|Correla<;éo moderada (r: 0,3-0,5)

_Correlagéo forte (r:0,5-0,7)




Quadro 11-Correlacao citocinas com pressdo arterial sistdlica, pressao arterial diastolica e
proteindria em relagdo a totalidade da amostra, as gestantes normais e as com sindrome de
pré-eclampsia

PAS PAD Proteindria
Geral SPE GN Geral SPE GN SPE
Edocan1 r=0,396 1=0,462 1=0,299
p<0,001 p<0,001 p=0,025
DIGE r=0,352 r=-0,360 r=-0,308
p<0,001 p<0,001 p=0,021
5 120,027 1=0,031
= LIGHT p=0.784 p=0,754
[<D)
8 1=0,188 1=0,138
g TNFa p=0,057 p=0,164
< L r=-0,217 r=-0,197
£ p=0,028 p=0,046
3+
G =-0,020 1=-0,045
a MCP-1 p=0.842 0=0,652
=-0,065 1=-0,162
NGF p=0513 p=0103
. 20222 | r=0311 | r=0293 | r=0216
Leptina-1 p=0024 | p=0,033 | p=0028 | p=0,029
Edocan.1 1=0,206 1=0,143 1=0,298
p=0,036 p=0,150 p=0,044
r=-0,045 r=-0,031
PIGF 0=0.649 0=0.755
=0,030 | r=0,445 (=0,025 | r=0320
_ LIGHT p=0765 | p=0,002 p=0803 | p=0030
©
+— _ _
o 120,094 10,102
= TNFa p=0,345 p=0.306
£ L6 r=-0,043 r=-0,158
© p=0,669 p=0,111
o ePa 120,129 1=0,175 1=0,280
p=0,195 p=0,077 p=0,035
r=-0,019 r=-0,125
NGF p=0,850 p=0.208
Lentina r=-0,096 r=-0,147
P p=0,333 p=0,137
=-0,090 1=-0,075
Endocan-1 0=0,363 0=0,449
r=-0,043 r=-0,010
PIGF p=0,664 0=0.923
r=-0,090 r=-0,078 r=-0,351
LIGHT p=0,364 p=0,431 0=0,013
o r=-0,016 1=0,106 r=-0,331
< TNFa p=0.874 p=0,283 0=0,019
& Lo =-0191 | r=0289 | r=-0318 | r=-0,068
o p=0050 | p=0042 | p=0017 | p=0,491
MCPA 1=0,030 1=0,154 | r=0320 r=-0,310
p=0.758 p=0116 | p=0024 0=0,029
r=-0,014 r=0,108
NGF p=0,885 p=0,270
Leotin 1=0,354 1=0,303
P p<0,001 0=0.002

I:ICorrelagao fraca (r:0,1-0,3) I:ICorrelagao moderada (r: 0,3-0,5) _Correlagao forte (r:0,5-0,7)

Fonte: Hentschke (2013). PAS: Pressao arterial sistolica. PAD: Pressao arterial diast6lica.
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Quadro 12—Correlacdes fortes e muito fortes entre as citocinas em estudo® em relagéo a
totalidade da amostra, as gestantes normais e as com sindrome de pré-eclampsia

Plasma Plasma Placenta
materno Fetal
Endocan-1 TNFa LIGHT Leptina
E g Geral PIGF
0n O
S s
o £ SPE PIGF
GN IL-6
= GN TNFa
2
g Geral TNFo.
8
o SPE TNFa
SPE MCP-1
Geral MCP-1
S
=
§ SPE MCP-1
o
SPE IL-6

_Correlagéo forte (r:0,5-0,7) |:|Correlagéo muito forte (r:0,7-0,9)

Fonte: Hentschke (2013). GN: Gestante normal. SPE: Sindrome de pré-ecldmpsia. Endocan-1: Molécula
endotelial especifica de célula 1; PIGF: Fator de crescimento placentario; LIGHT: membro da superfamilia TNF;
TNFa: Fator de necrose tumoral-alfa; IL-6: Interleucina-6; MCP-1: Proteina quimiotatica de mondcitos-1.

$Considerando o grande nimero de cruzamentos e as possiveis correlagdes ocorridas ao acaso, optou-se por
discutir apenas aquelas com correlacdes consideradas moderadas/fortes.
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Figura 8—-Representacao esquematica das correlacdes encontradas entre as citocinas nas
diferentes amostras, e entre as amostras para uma mesma citocina

.Plasma materno
.Plasma fetal
.Plaoenta

mmamm CorrelagSes Fortes

= CorrelagBes Fracas/
moderadas
% Correlagbes negativas

Fonte: Hentschke (2014). GN: Gestante Normal; SPE: Sindrome de pré-eclampsia; Endocan-1: Molécula
endotelial especifica de célula 1; PIGF: Fator de crescimento placentario; LIGHT: membro da superfamilia TNF;
TNFa: Fator de necrose tumoral-alfa; IL-6: Interleucina-6; MCP-1: Proteina quimiotatica de mondcitos-1; NGF:

Fator de crescimento neural
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Quadro 13-Correlacao dos niveis de citocinas entre as diferentes amostras (plasma materno, plasma fetal e placenta) em relacdo a totalidade da

amostra, as gestantes normais e as com sindrome de pre-eclampsia

Geral Plasma Fetal Placenta Placenta
Endocan-1 PIGF_| LIGHT | TNFa IL-6 MCP1 NGF [ Leptina | Endocan-1 | PIGF | LIGHT | TNFa IL-6 MCP1 NGF [ Leptina Endocan-1 PIGF_ [ LIGHT | TNFa IL-6 MCP1 NGF Leptina
Endocan- 1=0,258 r=-0,109 r=-0,053
p=0,015 p=0,305 p=0,604
r=0,101 1=0,244 r=-0,030
PIGF p=0,348 p=0,020 p=0,769
r=0,196 r=0,126 r=0,244
LiGHT ° p=0,066 p=0,235 p=0,014
g r=0,013 r=-0,037 5 r=0,203
TNFa E p=0,907 p=0,730 ﬁ p=0,043
L6 E r=0,062 r=0,311 £ 1=0,236
g p=0,562 p=0,003 = p=0,017
[ r=0,165 r=0,040 r=0,048
McP1 p=0,121 p=0,703 p=0,635
r=0,475 r=-0,158 r=-0,086
NGF p<0,000 p=0,133 p=0,394
Leptina-d r=0,141 1=0,360 1=-0,035
P p=0,189 p<0,000 p=0,728
GRUPO SPE Plasma Fetal Placenta Placenta
Endocan-1 PIGF LIGHT TNFa IL-6 MCP1 NGF Leptina | Endocan-1 PIGF LIGHT TNFa IL-6 MCP1 NGF Leptina Endocan-1 PIGF LIGHT TNFa IL-6 MCP1 NGF Leptina
Endocan-1 1=0,159 r=-0,066 r=0,121
p=0,307 p=0,658 p=0423
r=0,174 r=0,311 r=-0,005
PIGF p=0,264 p=0,034 p=0,975
1=0,368 1=0,239 1=0,232
LIGHT ° p=0,015 p=0,106 p=0,120
TNFa g r=0,040 r=-0,084 g r=0,210
g p=0,798 p=0,574 b= p=0,161
= = = =
L6 E r=0,044 r=0,224 5 r=0,385
& p=0,778 p=0,130 = p=0,008
o r=-0,021 r=-0,178 1=0,003
MCPL p=0,892 p=0,230 p=0,986
1=0,350 r=-0,125 1=-0,043
NGF p=0,022 p=0,401 p=0,775
Leptina.1 r=0,193 1=0,202 1=-0,066
P p=0216 p=0174 p=0,663
GRUPO GN Plasma Fetal Placenta Placenta
Endocan-1 PIGF LIGHT TNFa IL-6 MCP1 NGF Leptina | Endocan-1 PIGF LIGHT TNFa I1L-6 MCP1 NGF Leptina Endocan-1 PIGF LIGHT TNFa IL-6 MCP1 NGF Leptina
Endocan-i 1=0,276 r=-0,071 r=-0,113
p=0,064 p=0,646 p=0417
r=0,071 r=0,155 r=-0,059
PIGF p=0,641 p=0,316 p=0,670
r=-0,022 r=0,097 r=0,270
LIGHT ° p=0,882 p=0,533 p=0,048
TNFa ] r=-0,138 r=0,056 E r=0,218
g p=0,362 p=0,720 b= p=0,114
L6 E 1=-0,022 r=0,419 5 r=-0,064
2 p=0,883 p=0,004 = p=0,640
o r=0,414 r=0,284 1=0,108
MCP1 p=0,004 p=0,059 p=0,432
r=-0,182 r=-0,131
NGF p=0,232 p=0,339
Leptina-1 r=0,182 1=0,344 1=0,073
P p=0,226 p=0,021 p=0,598

|:|Correlagéo fraca (r:0,1-0,3)
Fonte: Hentschke (2013)

|:|Correlagéo moderada (r: 0,3-0,5)

_Correlaqéo forte (r:0,5-0,7)
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2.1.5 Discussao

Este estudo avaliou a presenca de oito moléculas mediadora sem plasma materno,
plasma fetal e tecido placentario em gestantes com e sem SPE; comparou 0s niveis dessas
citocinas entre as pacientes e os correlacionou com dados clinicos maternos e fetais.
Estratificacbes no grupo SPE foram realizadas para melhor compreensdo das possiveis
influéncias que variaveis como IG, PAS, proteindria e a presenca da HC prévia poderiam ter
entre 0s grupos e as citocinas. A ideia de se analisar simultaneamente possiveis marcadores

nos permitiu explorar o seu papel na patogénese da SPE.

2.1.5.1 Os sujeitos do estudo: anamnese e exame fisico materno

A média da idade materna ndo variou entre 0s grupos, ainda que as pacientes nao
tenham sido intencionalmente emparelhadas para tal.

Em relacdo ao tipo racial, sabe-se que a raca negra é considerada um fator de risco
para o desenvolvimento de hipertensdo arterial sisttmica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010), e o mesmo aplica-se a pré-eclampsia (NATIONAL HIGH BLOOD
PRESSURE EDUCATION PROGRAM, 2000) o que ndo foi comprovado na nossa amostra.
No entanto, na regido Sul do Brasil, 77,8% dos habitantes declaram-se brancos, segundo
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (IBGE, 2011), possivel
influéncia para a nossa amostra. Pacientes primigestas apresentam maior risco de desenvolver
a SPE (SIBAI, DEKKER e KUPFERMINC, 2005), mas, apesar de pouco mais de 50% das
nossas pré-eclampticas serem primigestas, nao houve diferenca entre os grupos. Outro fator
considerado de risco para SPE ¢€ a histdria familiar de HAS (DEKKER e SIBAI, 2001; SIBALI,
DEKKER e KUPFERMINC, 2005), que, apesar de estar presente em quase 50% das GN, no
grupo PE correspondeu a mais de 80% dos casos.

O Programa de Humanizacdo no Pré-natal e Nascimento instituiu seis consultas de
pré-natal como um namero minimo; logo, ambos 0s grupos apresentaram valores de média
acima do esperado (FEDERACAO BRASILEIRA DAS ASSOCIACOES DE
GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2006), o que é extremamente importante, visto que,
segundo os dados do IBGE, apenas 46% na média nacional das gestantes realizam mais de
sete consultas durante a gravidez.

Chama a atencédo a porcentagem de pacientes tabagistas (13,6% do total), ndo havendo

diferenca entre os grupos. Vale lembrar que o fumo é considerado um fator protetor para PE


http://publicacoes.cardiol.br/consenso/
http://publicacoes.cardiol.br/consenso/
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(SIBAI, DEKKER e KUPFERMINC, 2005), ainda que o nimero de gestantes fumantes,
mesmo que pequeno, ter sido maior nas normotensas.

Em PE, a percentagem de relatos de historia de HC e SPE prévia foram semelhantes —
aproximadamente ¥4 das pacientes, sugerindo uma associacao entre essas duas variaveis, visto
que a HC é forte fator de risco para a SPE (SIBAI, DEKKER e KUPFERMINC, 2005).

A idade gestacional das pacientes no parto variou consideravelmente entre 0s grupos.
Isso corresponde aos achados do dia a dia obstétrico quando se trata da patologia em estudo;
no entanto, eventualmente podem levar a um erro estatistico em pesquisa. Dessa forma, para
evitar um possivel viés no estudo, buscamos corrigi-la através do teste de ANCOVA ajustado
para IG na analise das citocinas.

Com o objetivo de avaliar o fator obesidade, visto sua influéncia em processos
inflamatdrios e danos no endotélio vascular, assim como por ser um fator de risco para o
desenvolvimento de DHG (CONDE-AGUDELO e BELIZAN, 2000), optamos pela analise
detalhada do peso e do IMC dessas pacientes. A Diferenca dos pesos e dos IMCs
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos, ndo observada quando comparados 0s
pesos e 0s IMC, separadamente. Esse aumento de peso nas pacientes com SPE é considerado
parte de sua fisiopatologia, em virtude do edema, antigamente parte do diagnostico dessa
sindrome (NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM, 2000). E
interessante observar que, tanto no grupo controle quanto na SPE, as pacientes partem em
média de uma condic¢do de peso normal/sobrepeso para uma condicdo de obesidade grau I,

com variacdo de peso superior aquela esperada segundo o Institute of Medicine:

“IMC adequado devem ganhar 1,6 kg no primeiro trimestre e 0,4 kg/semana
nos segundo e terceiro trimestres...sobrepeso devem ganhar até 0,9 kg no
primeiro trimestre e gestantes obesas ndo necessitam ganhar peso no
primeiro trimestre. JA no segundo e terceiro trimestre as gestantes com
sobrepeso e obesas devem ganhar até 0,3 kg/semana e 0,2 kg/semana,
respectivamente”(RASMUSSEN, 2009).

O IMC, por néo avaliar o teor de gordura corporal, ¢ um método pobre para avaliarem-
se graus de obesidade. Dessa forma, Atalah e Colaboradores, assim como o Ministério da
Salde e a OMS (ATALAH et al., 1997; 2000; BRASIL, 2004), elaboraram uma escala de
IMC aplicada a gestantes conforme a IG (Tabela 2). A comparacéo entre as estratificacoes de
IMC e os grupos de SPE e GN néo apresentou diferenca estatistica, mas mostrou que, no final
da gestacdo, mais de 40% das pacientes com SPE apresentavam-se obesas. Os niveis

pressoricos foram diferentes e assim esperados, pois sdo compativeis com o diagndstico da
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DHG, sendo critério de sele¢cdo dos grupos (NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE
EDUCATION PROGRAM, 2000). Mesmo havendo quatro pacientes com mais de 18 horas
de bolsa rota no grupo com SPE, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos; dessa forma,

ndo acreditamos que isso possa ter influenciado os nossos dados.

2.1.5.2 Os dados do parto: pardmetros maternos e fetais

O numero de partos cesareos foi significativamente maior em paciente com SPE em
relacdo aos controles, fato naturalmente explicado pela gravidade desses casos, que muitas
vezes precisam ser levados a cesariana de urgéncia. Salientamos aqui que a incidéncia de
partos cesareos no Brasil representa um dos maiores indices do mundo, chegando a cerca de
36% dos nascimentos (HOPKINS, 2000).

Optou-se por caracterizar o uso de forcipe e de episiotomia mais como uma forma de
caracterizar a amostra do que comparar propriamente 0s grupos, encontrando que em quase
60% das pacientes com SPE realizou-se a episiotomia. Esse dado ndo parece ter associacao
direta com a SPE, e outros motivos devem ter levado a tal achado.

O sexo do RN também ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos.
Entretanto, h& estudos que mostram associacdo entre RN masculinos e disfuncdes
placentérias, incluindo a SPE (MURJI et al., 2012); ja outros apresentaram associacdo de SPE
ao sexo feminino em RN pré-termos e ao masculino nos pés-termos (KHALIL e ALZABRA,
2013).

O indice ou Escala de Apgar é Gtil como parametro para avaliar as condigces do RN e
orientar medidas, quando necessarias. Os sinais avaliados sdo a frequéncia cardiaca, a
respiracdo, o ténus muscular, a irritabilidade reflexa e a cor da pele, que juntos somam no
minimo zero e no maximo dez (APGAR, 1953). Na nossa amostra, o indice Apgar, tanto no
primeiro quanto no quinto minuto, mostrou-se significativamente diminuido em SPE, 0 que
corresponde aos achados da literatura, visto que pacientes com SPE possuem um risco
aumentado de morbidades neonatais (VINNARS et al., 2013). Assim como a IG materna, a
IGP e o0 peso fetal também apresentaram média menor em pacientes com SPE, provavelmente
devido a tendéncia de interrupgdo precoce da gestacdo observada nessa patologia ou aos
distdrbios nutricionais fetais relacionados a disfuncéo placentaria, acarretando um importante
papel no baixo peso dos RN, assim como no peso da placenta (HENTSCHKE et al., 2013;
KADYROV et al., 2013), que, mesmo inferior, ndo mostrou significancia entre 0s grupos.

Uma explicacéo para esse ulimo dado seria de que, em nossa amostra, a maioria das pacientes
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com SPE ndo foi classificada como grave, o que poderia levar ainda mais ao
comprometimento placentério (VINNARS et al., 2013).

N&o observamos diferenca entre o percentil fetal, o que sugere uma amostra
homogénea em relacdo aos RNs, em que mais de 75% de ambos os grupos foram adequados
para a IG (AIG), mesmo que na SPE os pardmetros fetais vistos no indice de Apgar
estivessem alterados — provavel alteracdo leve. N&o avaliamoso CIUR; no entanto, sabe-se
que em pacientes com SPE existe essa tendéncia (FREITAS, 2011).

2.1.5.3 Exames laboratoriais em gestantes normais e com pré-eclampsia

Observou-se um aumento de hemoglobinanas pacientes com SPE. Uma das
explicacbes para esse fato pode ser a discreta hemoconcentracdo apresentada pelo
hematdcrito, que por sua vez estd de acordo com o edema muito frequente em pacientes com
SPE. Deste modo sugere-se que, na medida do possivel, o edema seja uma variavel avaliada
em estudos que comparem gestantes normotensas e hipertensas, fato que diminuiu relevancia
desde que os critérios diagndsticos de SPE excluiram a ocorréncia de edema (NATIONAL
HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM, 2000). O aumento de hemoglobina
na SPE pode ainda ter relevancia na fisiopatologia desse distdrbio hipertensivo, pois a
hemoglobina pode determinar maior degradacdo (consumo) do 6xido nitrico (NO) e menor
biodisponibilidade de NO, visto na SPE (SANDRIM et al., 2010).

A tipagem sanguinea ABO e Rh também ndo foi diferente entre os grupos. Ha achados
controversos entre duas meta-analises prévias — em 2008, que ndo mostrou associacao entre
os grupos (CLARK e WU, 2008), e em 2013, que questionou a influéncia do grupo AB na
SPE (ALPOIM et al., 2013). No HSL/PUCRS, um estudo realizado pelo nosso grupo avaliou
410 pacientes com SPE/eclampsia e 8.781 gestantes normais, ndo observando associagdo do
ABO/Rh com a SPE (p>0,05) (HENTSCHKE et al., 2014).(Ver Apéndice I, Artigo 7).
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2.1.5.4 As moléculas em estudo

Concentracbes aumentadas de mediadores celulares talvez possam explicar a méa
placentacdo e a disfuncdo endotelial descrita na SPE. No nosso trabalho, os niveis de algumas
das citocinas inflamatorias analisadas mostram-se significativamente aumentadas,
principalmente quando estratificamos o grupo de SPE para fatores de gravidade, o que foi
visto também em um estudo prévio (MADAZLI et al., 2003).

A quimiocina MCP-1

A molécula MCP-1, membro da familia de quimiocina CC, ja identificada em tecidos
gestacionais, como decidua, miométrio, tecido fetal incluindo o coérion e a placenta
(DENISON et al., 1998), tem como principal funcao recrutar mondécitos e outros leucécitos
para os locais de inflamacédo. Visto que mediadores inflamatdrios parecem desempenhar um
papel crucial no parto, MCP-1 mostrou-se envolvido no inicio e na propagacao do trabalho de
parto (ESPLIN et al., 2005); da mesma forma, o aumento dessa molécula em liquido
amnidtico o sugere como preditor de parto pré-termo (ESPLIN et al., 2005). Um estudo
prévio analisou no plasma materno e em cultura de células endoteliais da veia umbilical o
MCP-1 e o comparou entre gestantes normais e com PE grave, mostrando um nivel
aumentado de MCP-1 em PE em ambas as amostras (KAUMA et al., 2002). No presente
estudo, niveis circulantes tanto em plasmas quanto na placenta foram muito semelhantes entre
0s dois grupos, com excecao de niveis aumentados de MCP-1 em plasma fetal de prematuros.
Ainda, observou-se que, quanto maiores os niveis de MCP-1 em plasma fetal, menores foram
a IG, o peso fetal e o0 peso placentario, sugerindo novamente a hipotese do envolvimento do
MCP-1 com o trabalho de parto pré-termo, e ndo propriamente com a SPE.

Embora MCP-1 tenha sido inicialmente se caracterizado como um produto de
monocitos ativados, ele foi subsequentemente identificado numa variedade de tipos de
células, incluindo macrofagos, células endoteliais, células epiteliais, fibroplastos e células
musculares lisas. A expressdo de MCP-1 é super-regulada por diversos mediadores
inflamatorios, tais como TNFa, IL-1f e INFy (ESPLIN et al., 2005). Observamos na amostra
de placenta, tanto no grupo total quanto no SPE, uma correlacéo direta forte entre MCP-1 e
TNFa, mostrandoa possivel regulacdo dessa molécula sobre a MCP-1. Uma correlacgéo direta
muito forte, no grupo SPE, no plasma fetal entre a MCP-1 e a Endocan-1, ambas reguladas
por TNFa, pressupondo uma interacdo na sinalizagcdo da matriz extracelular com a cascata

inflamatdria também no corddo umbilical. Por fim, houve uma correlacdo direta moderada
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entre o plasma fetal e materno, no grupo GN, mostrando a interacdo do binémio, visto

também adiante em outras citocinas.

A citocina inflamatdria LIGHT — molécula da familia TNF

Estudos recentes tém implicado o papel do LIGHT na imunidade inata e em doencas
inflamatorias. No entanto, os seus mecanismos celulares e moleculares através dos quais o
LIGHT atua permanecem indefinidos. Acredita-se que o receptor de LIGHT (TNFRSF14)
possa estar envolvido na aterosclerose atraves da inducdo de metaloproteinases (MMP-9) e
IL-8 (LEE et al., 2001). Um estudo recente apresentou niveis circulantes e placentéarios
aumentados de LIGHT em pacientes com PE (WANG et al., 2013). Em nosso estudo, o
LIGHT ndo foi significativo na comparacao entre grupos em nenhuma das amostras, estando
0s Unicos achados positivos em correlacdo forte direta entre niveis de LIGHT e IG e peso do
RN em tecido placentario, no grupo de SPE e moderada indireta no plasma materno de GN,
em relacdo ao peso materno e IMC. Ainda, no plasma fetal, com a PAS, no grupo SPE.
Correlaces dificeis de serem enguadradas dentro de um padrdo de citocina inflamatoria,
podendo possivelmente ter ocorrido ao acaso. Por fim, cabe, no entanto, ressaltar uma
correlacdo forte direta encontrada em relacdo ao tecido placentario entre a IL-6 e a LIGHT na
SPE, achado que nos remete novamente ao circuito inflamatério de uma placenta pré-

eclamptica.

O fator de crescimento neural - NGF

A descoberta da molécula de NGF deu a cientista italiana Rita Levi-Montalcini o
Prémio Nobel de Medicina ou Fisiologia, em 1986. A NGF atua no crescimento e na
diferenciacdo de neurbnios, promovendo o reparo e a recuperacdo funcional de nervos
lesados. Estudos recentes tém demonstrado que o NGF tem um papel importante como um
regulador angiogénico (PARK et al., 2007), estando diminuido em plasma materno de
pacientes com PE e ndo apresentando diferenca quando analisado no plasma fetal (KILARI et
al., 2011). N&o encontramos associagdo entre o grupo GN e SPE, mesmo quando esse Ultimo
for estratificado. Uma correlacédo direta entre NGF no plasma materno e o peso inicial e final
da gravidez foi observada em pacientes com SPE, associada a uma correlagdo moderada
direta entre plasma materno e fetal no grupo total e forte nas GN, sugerindo novamente uma

possivel relagdo mée-feto no que diz respeito a esse fator de crescimento.
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TNFa e a IL-6: citocinas pro-inflamatorias de ampla importancia

Citocinas inflamatorias como o TNFa (SERIN et al., 2002; KUMAR et al., 2013) e a
IL-6 (GADONSKI et al., 2006; XIAO et al., 2012; ZHANG et al., 2013) ja foram associadas
a SPE em estudos prévios. Na nossa amostra materna, observa-se que o TNFa esta quase 30
% mais elevado em pacientes com SPE em relacdo as gestantes controles, diferenca que nédo é
observada na dosagem de IL-6 materna. No entanto, foi visto que o nivel de IL-6 foi 48 %
menor em plasma fetal de pacientes com SPE. Questiona-se aqui hovamente o papel da I1L-6
na SPE. Um trabalho publicado em 2011 que analisou IL-6 no soro materno, fetal e no tecido
placentario de gestantes com SPE ndo encontrou associacdo da citocina com a patologia (AL-
OTHMAN et al., 2001); no entanto, em outros estudos, a IL-6 mostrou estar associada a
exacerbacdo inflamatoria gestacional, até mesmo em modelo experimental (GADONSKI et
al., 2006). O fato é que os dados sdo controversos e muitos vieses de selecdo e afericao
podem existir nos estudos em voga; contudo, parece haver algo de sélido naqueles estudos
que enxergam a placenta como um escudo fetal, o protegendo da cascata inflamatéria que
ocorre ‘do outro lado’. Os sistemas imunoldgicos materno e fetal coexistem ajustados para
detectar e rejeitar invasGes estrangeiras e conseguir uma relacdo simbidtica. Varios
mecanismos sdo sugeridos para entender a tolerancia imunolégica do feto, sendo um deles a
reducdo inespecifica de imunorreatividade sistémica (GAUNT e RAMIN, 2001; ARCK e
HECHER, 2013). Logo, nosso achados concordam com aqueles que sugerema exacerbacéo
inflamatdria na SPE a custa de citocinas pro-inflamatdrias, vistas nesse caso pelo aumento de
TNFa, assim como com a teoria de protecdo fetal, vista nos niveis baixos de IL-6 no feto.

Com a estratificacdo da amostra, percebeu-se que o TNFa seguiu 0 mesmo padrdo
anterior no plasma materno acrescido de uma significancia estatistica agora também
placentaria. Primeiramente observa-se que o TNFa comporta-se de forma diferente em
placentas de SPE precoce (1IG<34 semanas), estando 68% menor em 1G<34 em relagédo a
gestantes normais e 234 % maior em placentas com 1G>34 em comparagdo a 1G<34. De
forma muito semelhante, ocorre um aumento de 77% no TNFo em placentas de maes com
niveis de proteinuria ndo graves entre 0,3 e 2,0 em relagdo aquelas com niveis maiores de 2,0,
relacdo nédo vista em relacdo a SPE vs. GN.

Em relacdo a IL-6, com a estratificacdo dos casos de SPE, outras quatro subdivisdes
em plasma fetal mostraram-se diferentes entre os grupos: estratificacdo pelo corte de
proteinuria tanto de 0,5 quanto de 2,0 em que o nivel de IL-6 das pacientes com SPE foi
menor do que nas gestantes normais em ambos 0s casos, assim como, ao se excluir gestantes

com PES e HELLP da amostra, a IL-6 foi 43 % menor em PE pura em relacdo as GNs. A
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estratificacdo quanto ao nivel de proteindria em 0,5 também veio a ser significativa em
plasma materno, nesse caso indo de encontro a literatura ao sugerir menor concentracéo de
IL-6 em SPE (com P/C < 0,5) em relacdo as GNs. Em tecido placentario, a significancia foi
vista em relacdo aos niveis de PAS, mostrando um aumento de IL-6 em gestantes com SPE
com PAS<160 (entre 140-160 mmHg) em relacdo as PAS>160 mmHg,novamente indicando
ndo haver associacao dos niveis de IL-6 com a gravidade da doenca.

O TNFa e a IL-6 apresentaram uma correlacdo positiva baixa entre plasma fetal e
placenta, sendo a IL-6 também positivamente moderada entre plasma materno e placenta no
grupo total. Por fim, a IL-6 esteve correlacionada positivamente em placenta no grupo SPE
tanto com o LIGHT quanto com TNFa, indicando uma possivel interagdo entre essas

moléculas na sinalizacao celular placentaria.

Endocan-1: novo biomarcador para pré-eclampsia?

A Endocan-1 é uma proteoglicana (proteina da matriz extracelular) especificamente
expressa nas células endoteliais, previamente chamada de endothelial cell-specific molecule 1
(ESM-1), cuja clonagem a partir de cultura de células endoteliais humanas extraidas da veia
umbilical (HUVEC — human umbilical vein endothelial cell) foi pioneiramente descrita em
1996 em tecido vascular pulmonar (LASSALLE et al., 1996). Essa molécula tem sido
estudada tanto em modelos experimentais (DEPONTIEU et al., 2012) quanto in vivo. Um
estudo piloto relacionou niveis séricos de Endocan-1 com HAS, mostrando correlacdo
positiva entre Endocan-1 e a espessura da carétida interna, assim como com proteina C-
reativa, sugerindo a Endocan-1 como um novo marcador imunoinflamatorio associado com
fatores de risco cardiometabdlicos, incluindo a hipertenséo essencial (BALTA et al., 2014),
exercendo um papel funcional nas patologias dependentes do endotélio (BECHARD et al.,
2000). Estudos tém também investigado a relacdo do Endocan-1 com outras citocinas, como
sua possivel regulacao pelo TNFa e IL-1pB, e o possivel efeito inibitério decorrente do IFNy
sobre a expressdo genética de Endocan-1 quando essa for induzida por TNFa (LASSALLE et
al., 1996; BECHARD et al., 2000). Sugere-se, assim, que o gene de Endocan-1 possa
apresentar fungdes ndo usuais durante a reacdo inflamatdria, sendo regulada por diversas
citocinas e na presenca de moléculas pré-angiogénicas, como VEGF, que sdo mediadores
envolvidos na angiogénese, linfangiogénese e progressdo tumoral (LASSALLE et al., 1996;
ZHANG et al., 2012).

Para 0 nosso conhecimento, ndo ha na literatura artigos completos publicados que

tenham relacionado niveis de Endocan-1 com a SPE ou com outra DHG. No entanto, em
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2013, dois artigos resumidos foram publicados em anais de congressos apresentando a
possivel associacdo de niveis proteicos e expressdo de RNAm de Endocan-1 em gestantes
com SPE, em sangue materno, ambos tendo como hipdtese de que essa molécula estaria
elevada na SPE (CROSS et al., 2013; JOOST et al., 2013). Esses achados sdo semelhantes ao
encontrado no presente estudo, visto que os niveis de Endocan-1 foram significativamente
aumentados em plasma materno de pacientes com SPE (chegando a ser quase 50 % maior), 0
que sugere uma magnitude de associacdo moderada. Além disso, todas as estratificacOes de
SPE foram significativas no plasma materno, mostrando a importancia do Endocan-1 durante
todo o terceiro trimestre da gestacdo, independentemente da idade gestacional e da gravidade
da doenca. No que diz respeito a estratificacdo por PES e SPE, a diferenca estatistica se deve
a diferenca entre SPE e GN, ndo parecendo estar relacionada com PES. Em contrapartida, em
relacdo as varidveis clinicas, observou-se que, quanto maiores os niveis de Endocan-1 em
plasma materno e fetal, menores os pesos do feto e da placenta, e menor a IG materna no
nascimento, mostrando uma correlacdo leve a moderada de niveis plasméaticos maternos e
fetais de Endocan-1 com prematuridade e baixo peso. Em relacdo aos niveis pressoricos
maternos, a medida que os niveis de Endocan-1 aumentam no plasma materno, tende-se a um
aumento da PAS e da PAD no final da gestagdo. Esse conjunto de achados nos remete a
pensar na Endocan-1 como presente em casos mais graves de PE. Curiosamente, nao foi
observado nenhum tipo de associagdo entre caracteristicas maternas e fetais com valores de
Endocan-1 no tecido placentario e nem mesmo dessa amostra em relacdo aos plasmas.
Entretanto, uma correlacdo positiva baixa entre o plasma materno e o plasma fetal no grupo
total foi observada, sugerindo uma correspondéncia entre essas duas amostras. Por fim, por
ser uma citocina que revela uma ativacdo endotelial e ter sido apresentada com valores
aumentados na SPE, concordamos com estudos prévios que sugerem a importancia dessa

molécula em patologias que apresentam dano vascular, como a SPE.
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O fator de crescimento placentério e a gravidade da sindrome de pré-eclampsia

O PIGF é um fator angiogénico, um marcador de disfuncdo placentario que tem sido
estudado associado & SPE (KRAUSS, PAUER e AUGUSTIN, 2004), se apresentado em
baixas concentracdes plasméaticas nessa desordem gestacional (GHOSH et al., 2012;
CHAPPELL et al., 2013), sendo estudado como um biomarcador preditor de risco de
desenvolver a SPE (GHOSH et al., 2012; CHAPPELL et al., 2013).

Na nossa andlise, o PIGF inicialmente ndo se mostrou diminuido em pacientes com
SPE, como previsto. No entanto, quando excluimos as pacientes com PES e sindrome HELLP
do grupo de SPE, observamos que o PIGF na PE pura esteve aproximadamente 60% menor
em relacdo ao grupo controle, assim como apresentou-se extremamente baixo na SPE precoce
(IG<34 semanas), o que confirma os dados da literatura e nos remete a uma associagdo do
PIGF com a precocidade da SPE.

Ainda, de forma interessante e inovadora, quando o grupo SPE foi subdividido por
niveis de proteinaria com ponto de corte 0,5, vimos que aquelas pacientes com proteindria
entre 0,3-0,5 apresentaram-se de forma semelhante as gestantes normais, com niveis
aumentados de PIGF em relacdo aquelas com P/C maior ou igual a 0,5. A estratificacdo dos
niveis de proteindria tem sido questionada como marcador de gravidade para SPE. Além
disso, um estudo recente apontou que niveis de proteindria entre 0,3-0,5 e acima de 0,5
possam ter repercussdes clinicas distintas (BRAMHAM et al., 2013), sugerindo que talvez o
ponto de corte, ou a consideracdo de gravidade para SPE, ndo deva ser de 2,0 g de proteindria,
como se apresenta em guidelines.

Com a andlise de correlacdes, foi observado que, quanto maior o peso do recém-
nascido e da placenta, maior o nivel de PIGF. Isso faz sentido, visto que o PIGF é um fator de
crescimento placentario, e a placenta tem papel crucial na nutricao fetal.

Uma moderada correlacdo existente entre o plasma materno e a placenta em relagcéo ao
PIGF, ndo observada quando analisado em separado o GN, mostra que, além da presenca
dessa molécula em pacientes com SPE, ela esta correlacionada entre 0s conjuntos celulares da
gestacdo, 0 que prova mais ainda a importancia de se estudar os trés conjuntos de forma
concomitante.

Por fim, observou-se correlagdes fortes entre o Endocan-1 materno e PIGF materno, o
Endocan-1fetal e o TNFa fetal, TNFa placenta e MCP-1 placenta, e ainda Leptina placenta

com PIGF materno, sendo as correlages com PIGF todas inversas, ou seja, quanto maior o
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Endocan-1 materno e a Leptina placentéria, menor o PIGF materno, em ambos os grupos (GN
e SPE) (Figura 8).

As citocinas e as amostras estudadas: correlacdo de plasmas com a placenta

Ao correlacionarmos as dosagens das citocinas entre plasma materno, plasma fetal e a
placenta, pretendeu-se compreender como se comportam as citocinas nessas trés amostras,
avaliando possiveis causas e efeitos decorrentes da sinalizacéo celular norteada por cada uma
dessas moléculas, no conjunto total das pacientes e nos grupos separadamente.

Das 72 correlagOes realizadas entre as amostras (plasma materno, plasma fetal e
placenta), 17 (23,6%) apresentaram significancia estatistica, sendo seis fracas, dez moderadas
e apenas uma forte. Como uma regra geral, todas as correlagcdes foram positivas, mostrando
que, & medida que ocorre um aumento ou uma diminui¢do da citocina no plasma materno,
sinalizacGes do mesmo cunho fisiol6gico sdo passadas para a placenta e para o feto, e vice-
versa. A hipdtese de aumento das citocinas inflamatdrias em plasma materno e placenta e
diminuicdo em plasma fetal mantém-se, visto que a correlacdo diretamente proporcional pode
existir mesmo que os niveis de citocinas se alterem de forma diferente entre as amostras. Ou
seja, as citocinas variam proporcionalmente, mas sempre estando menor no feto em relagéo a

mae e, possivelmente, a placenta.
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2.1.6 Concluséao

A relevancia deste estudo esta ligada tanto a importancia clinica de se ter um
biomarcador para PE quanto no cunho fisiopatoldgico, trazendo entendimento funcional das
moléculas envolvidas na DHG e suas possiveis influéncias como mediadores celulares na
etiologia dessa doenca.

Diferentemente da maioria de estudos prévios em que as citocinas foram analisadas
em plasma ou soro materno, fetal e placentario em separado, nds analisamos as citocinas em
trés amostras: plasma materno, plasma fetal e placenta, oriundas da mesma paciente. A
escolha em associa-las dessa forma parte da ideia de a implantacdo do blastocisto, formagéo
da placentaria e suas consequentes isquemias serem a fonte desencadeadora da cascata
inflamatdria, com repercussfes tanto maternas quanto fetais. Sua vida Util de nove meses e
seu estado anatomopatoldgico, com presenca de fibroses e tecidos isquémicos, nos remete a
pensar na placenta como um processo tumoral de consumo em relagdo ao endotélio materno,
mas com grande processo apoptdtico na tentativa de regeneracdo celular para a protecéo fetal.
Sendo assim, a placenta é um 6érgdo emblematico em que se pode estudar em um curto
periodo de tempo a evolucdo de lesbes vasculares, isquemias teciduais e a regeneracdo

celular.
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2.1.6.1 Considerac0es finais

Apols a andlise dos dados, foi observada uma interessante relacdo da molécula
Endocan-1 e Leptina com a PE. Dessa forma, optamos por dar um enfoque primeiramente a
essas moléculas, visto sua importancia no tecido endotelial e seu pouco conhecimento
aplicado a doenca hipertensiva gestacional, considerando que essas moléculas poderiam ser
um marcador de SPE no terceiro trimestre da gestacdo. Dessa forma, priorizamos a elaboracao
desses dois artigos, sendo o relacionado a Leptina parte integrante da dissertacdo de mestrado
da Dra. Adriana Comparsi (Apéndice I, Artigo 8 — Endocan-1; Apéndice J, Artigo 3 —
Leptina).

As citocinas inflamatorias TNFa, IL-6, LIGHT e MCP-1 estdo sendo planejadas para
serem apresentadas concomitantemente em um mesmo artigo ainda ndo concluido. Também
em outro artigo planejamos dar enfoque a molécula de PIGF, visto sua importancia na PE
como biomarcador, atualmente. Constatada a correlagdo entre PIGF e Endocan-1, assim como
PIGF e Leptina, pretendemos dar continuidade as analises, considerando a razdo entre as
moléculas e a sua magnitude de associacdo. Da mesma forma, pretendemos dar enfoque aos
achados de PIGF em relacdo aos niveis de proteindria, visto isso ser algo ainda nao
trabalhado, mas considerado de extrema importancia pelos pesquisadores do nosso grupo.
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Projeto A: Lipoproteinas e a pré-eclampsia
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2.2 BLOCO 2: PROJETO A: LIPOPROTEINAS E A PRE-ECLAMPSIA E PROJETO B:
PROTEINAS DAS CAVEOLAS E A PRE-ECLAMPSIA

2.2.1 Projeto A: Lipoproteinas e a pré-eclampsia

2.2.1.1 Lipidios, lipoproteinas e a gestacéao

No inicio da gravidez, hd um aumento no acimulo de gordura corporal, associado
tanto a hiperfagia quanto ao aumento da lipogénese. Posteriormente, hd uma degradacgdo
acelerada de depositos de gordura materna, que desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento fetal (HERRERA, 2002), resultando numa situacdo fisiolégica chamada de
hiperlipidemia gestacional (KNOPP et al., 1986; HERRERA, 2002; HERRERA et al., 2006;
DESOYE, GAUSTER e WADSACK, 2011). Essa condi¢cdo é observada a partir da décima
primeira semana de gestacdo, quando fosfolipidios, colesterol total (CT), LDL, HDL e TG
aumentam em resposta a estimulacdo estrogénica e a resisténcia insulinica (CT: aumento de
aproximadamente 25-50%; e TG: aumento de aproximadamente 300%) (DESOYE et al.,
1987; HERRERA, 2002; GHIO et al., 2011; EMET et al., 2013). Os niveis de lipidios
também sdo afetados pelo aumento da progesterona e do hLP — horménio produzido na
placenta com funcéo de crescimento, lactacdo e producdo de esteroides lateos, além de ser um
antagonista da insulina (ALVAREZ et al., 1996). No entanto, embora o colesterol materno
seja uma fonte importante para o feto durante o inicio da gestacdo, sua importancia torna-se
minima durante a fase final da gravidez, devido a elevada capacidade de tecidos fetais em
sintetizar o colesterol.

Sabe-se que a hiperlipidemia maternal pode contribuir positivamente para o
crescimento e o desenvolvimento fetal (GHIO et al., 2011). E possivel que em gestagdes
complicadas com acumulo excessivo (DM) ou reduzido (CIUR) de gordura fetal ocorram
distarbios do metabolismo lipoproteico materno na tentativa de compensar possiveis
distarbios fetais (DESOYE, GAUSTER e WADSACK, 2011). Ainda, acredita-se que a maior
concentracdo de TG durante a gestacdo tenha relagdo com maior risco de desenvolver PE
(POTTER e NESTEL, 1979; Ray, Diamond et al. 2006), prematuridade e CIUR (GHIO et al.,
2011; PECKS et al., 2012). Outros fatores, como o IMC, o ganho de peso materno, a nutricdo

materna, os niveis lipidicos pré-gravidicos e as varias complicacdes patoldgicas gestacionais,
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também podem alterar os niveis de lipidios e de lipoproteinas no plasma materno (ALVAZES
et al., 1996). Em uma revisdo de 22 estudos, Ray e colaboradores (RAY et al.,2006) relataram
que mulheres com elevado TG tinham o dobro do risco de desenvolver PE, sendo que em
quatro desses estudos — aqueles ajustados para fatores de confusdo (idade materna, IMC e
paridade) — o risco apresentado foi quatro vezes maior em comparacdo as mulheres com TG
normais. Um aumento dos TG e LDL podem contribuir com o estresse oxidativo e com a
disfuncdo endotelial observada em pacientes com PE, o que foi observado também em um
estudo brasileiro que apresentou maiores concentragdes de VLDL e de triglicérides em
pacientes com PE (LIMA, et al., 2011).

Assim, ficamos com as questdes: Seriam os lipidios que estariam associados a PE, ou
seriam fatores de risco associados a PE os responsaveis pelo aumento dos lipidios? Estariam
os lipidios associados ao crescimento fetal, ou estariam contribuindo de forma negativa para
uma dislipidemia j& intrautero? Para tentar responder a essas outras perguntas relacionadas ao
metabolismo lipidico é que esse projeto foi realizado. Inicialmente, farei uma revisdo da

literatura para depois partir propriamente para o cerne deste estudo.

2.2.1.2 Introducdo — lipoproteinas e a gestacdo

2.2.1.2.1 Metabolismo lipidico

Os lipidios sdo esteres que por hidrolise fornecem acidos carboxilicos superiores (AG),
sendo biomoléculas, compostas por carbono, hidrogénio e oxigénio, insoliveis em agua e
soliveis em solventes organicos. Do ponto de vista fisiolégico e clinico, os lipidios
biologicamente mais relevantes sdo 0s AG, TG, os fosfolipidios e o colesterol (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013), sendo que os fosfolipidios formam a estrutura basica
das membranas celulares. O colesterol é precursor dos hormonios esteroides, dos acidos
biliares e da vitamina D. Os TG s&o formados a partir de trés AG ligados a uma molécula de
glicerol e constituem uma das formas de armazenamento energético mais importantes no
organismo, sendo depositados nos tecidos adiposos e musculares (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2013).

2.2.1.2.2 Lipoproteina — estrutura e funcéo
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As lipoproteinas sdo complexos macromoleculares formados por um conjunto de
proteinas (apolipoproteinas [Apo]) e lipidios (colesterol, TG, fosfolipidios) sintetizados no
figado e no intestino delgado que permitem a solubilizacédo e transporte dos mesmos atraves
da corrente sanguinea. As Apo tém diversas funcées no metabolismo das lipoproteinas, como
a formacdo intracelular de particulas lipoproteicas, caso da Apo B100 e E, ou cofatores
enzimaéticos, como as Apo ClI, Clll e Al (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2007). Ha duas classes de lipoproteinas: uma dela, rica em triglicerideos, representada pelos
quilomicrons (origem intestinal) e VLDL (origem hepatica); e outra classe representada pelos
HDL e LDL, ricas em colesterol. Existe ainda uma classe de densidade intermediaria (IDL) e
a lipoproteina (a) [Lp(a)], que resulta da ligacdo covalente de uma particula de LDL a Apo
(a), associada a progressdo da placa aterosclerotica.

Os quilomicrons sdo responsaveis pelo transporte dos lipidios absorvidos no intestino,
originarios da dieta e da circulacdo entero-hepética. O transporte de lipidios de origem
hepatica ocorre por meio das VLDL, IDL e LDL. Os TG das VLDL, assim como os dos
quilomicrons, sdo hidrolisados pela LLP. Os acidos graxos sdo liberados para os tecidos e
metabolizados. Por acdo das LLP, os quilomicrons e as VLDL, progressivamente depletados
de TG, se transformam em remanescentes, também removidos pelo figado por receptores
especificos. Uma parte das VLDL d& origem as IDL, que sdo removidas rapidamente do
plasma, e com a acdo da lipase hepatica resulta nas LDL. As particulas de HDL séo formadas
no figado, no intestino e na circulacdo. A HDL transporta o colesterol até o figado, onde é
captado pelos receptores SRB1 (transporte reverso do colesterol). Nesse transporte, é
importante a acdo do complexo ATP Binding Cassette A1 (ABCAL1), que facilita a extracéo
do colesterol das células pela HDL, como visto na Figura 9.

A partir de uma revisdo bibliografica foram identificados alguns importantes
receptores, mediadores e transportadores que participam da rota do colesterol, alguns ja
estudados e encontrados na placenta humana associados com CIUR e/ou PE, como € o caso
de LDL-R, LRP-1, SRB1 e ABCAL, e outros ainda néo identificados na placenta.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Apoprote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
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Figura 9 — Figura ilustrativa da fungéo dos receptores, mediadores e transportadores da rota
metabolica do colesterol, no figado

Fosfolipideos

> Ester de Colesterol H Triglicerideos

Fonte: Hentschke (2012). Adaptado de (WIKIPATHWAT, 2012). LDL-R: Receptor de lipoproteina de baixa
densidade; LRP-1: Receptor de lipoproteinas de baixa densidade — Proteina relacionada 1; SRB1: Receptor
Scavenger classe B tipo 1; PON-1: Paraoxonase 1; ABCAL: ATP-binding cassette transporter Al; MTTP:
Subunidade da proteina de transferéncia de triglicerideos microssomal; PDIA2: Proteina dissulfeto isomerase
familia A, membro 2.

Abaixo, uma breve descri¢do sobre a fungdo de cada um desses genes serd realizada,

visto que os mesmos foram foco da avaliacdo laboratorial neste projeto.

2.2.1.2.3 Efluxo de colesterol: HDL, SRBI, PON-1 e ABCA1l

O efeito protetor do HDL contra o desenvolvimento de aterosclerose é largamente
atribuido ao seu papel de fazer o transporte reverso do colesterol para o figado (CUCHEL e
RADER, 2006) — um processo em que o colesterol extra-hepatico (periférico) € devolvido
para o figado para excrecdo na bile e, finalmente, nas fezes (GLOMSET, 1968). Esse efluxo
de colesterol € um dos principais mecanismos de protecdo aterosclerética. O processo é
mediado pela interacdo da Apo Al livre e do HDL com as proteinas de membrana ABCA1,
ABCGL1 e SRB1, assim como através de outros mecanismos, incluindo difusdo passiva
(BERROUGUI, LOUED, KHALIL, 2012). O SRBL1 é conhecido por seu papel facilitador da
captacdo de ésteres de colesterol de HDL no figado. Na biossintese de HDL, a Apo Al —
sintetizada e secregada no figado e no intestino — € a principal Apo de HDL, necessaria para
adequado metabolismo do mesmo (CUCHEL e RADER, 2006). A molécula ABCAL é um
dos transportadores de efluxo mais expressos na placenta humana (LANGMANN et al.,

1999). Ela facilita o efluxo de colesterol e fosfolipidios para lipidios pobres em Apo A1,
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precursor do HDL. O ABCA1 esta presente no primeiro trimestre e em placentas a termo,
sendo predominantemente localizado na camada basolateral e raramente na camada de células
apicais do citotrofoblasto, em placentas do primeiro trimestre. Acredita-se que o ABCAL ¢
um componente importante na funcao de transporte feto-placentario (BHATTACHARJEE et
al., 2010).

A Paroxonase (PON)1 é um membro de uma familia de proteinas que inclui também
PON2 e PON3, as quais sdo sintetizadas principalmente no figado (COSTA et al., 2005),
sendo 95% transferida para as HDL através de um mecanismo mediado pelo SRB1. Ainda,
uma porcao é secretada para o plasma, onde ele é associado com HDL. Um estudo realizado
por Vaiser e colaboradores identificou, utilizando o que eles chamaram de analise protedmica
de espingarda, 48 familias distintas de proteinas de HDL significativamente associadas a
doenca cardiovascular, sendo o PON-1 uma das oito proteinas mais abundantes associadas ao
HDL, com potencialidade ateroprotetora (VAISAR et al., 2007). Mais de 160 polimorfismos
de PONL1 j& foram descritos até o momento (COSTA et al., 2005). Os estudos in vitro
demonstraram que PONL1 inibe a peroxidacéo lipidica de LDL e HDL e pode ser o principal
determinante da capacidade anti-inflamatéria do HDL além do seu efeito ateroprotetor
(JAOUAD, MILOCHEVITC, KHALIL, 2003). A oxidacdo do HDL é acompanhada por uma
reducdo na atividade da PON1.

2.2.1.2.4 Receptores da familia LDL: LDL-R e LRP-1

Membros da familia de LDL-R s&o constitutivamente receptores de reciclagem, isto é,
sdo endocitados estando ou ndo associados com ligantes. Eles importam diferentes proteinas,
lipoproteinas ou complexos de proteina-proteina para células por meio de um processo de
endocitose mediada por receptor.

Os membros da familia LDL-R sdo: LDL-R, VLDL-R, ER2, LRP-1, megalina e LR11
(HUSSAIN, STRICKLAND e BAKILLAH, 1999). O LDL-R liga-se com alta afinidade a
Apo B100, contendo LDL, e Apo-E, contendo lipoproteinas, como VLDL, IDL e Beta-
migrating VLDL. Além disso, o LDL-R é abundantemente expresso nos tecidos em que a
sintese de horménios esteroides é realizada. A LRP-1 esta envolvida no catabolismo de varias
proteinas ndo relacionadas estruturalmente: proteinases, complexos inibidores de proteinase e
complexos de proteina-lipidio (HUSSAIN, STRICKLAND e BAKILLAH, 1999).
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2.2.1.25MTTP e PDIA2

A MTTP é a maior subunidade da proteina de transferéncia de triglicerideo
microssomal, sendo uma proteina expressa exclusivamente no figado e no intestino,
desempenhando um papel importante na producdo de lipoproteinas contendo Apo-B. Em
células em que é possivel sintetizar Apo-B, MTTP consegue transferir colesterol livre para as
lipoproteinas, evitando o excesso de colesterol livre acumulado na membrana do reticulo
endoplasmatico. No figado e no intestino, esteres de colesterol séo transferidos para Apo-B,
MTTP, é esperado um aumento celular de ésteres de colesterol (HUSSAIN et al., 2012).

A proteina dissulfeto isomerase (PDI) modula funcionalmente o complexo fosfato de
dinucleotido de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase, o principal gerador de espécies
reativas de oxigénio em células vasculares (WILKINSON e GILBERT, 2004). A enzima é
residente no reticulo endoplasmatico de células eucariéticas (GRUBER et al., 2006). Além da
sua funcdo como catalisador de redox, PDI atua como uma chaperona, evitando a agregacao
da proteina e/ou retendo proteinas no reticulo endoplasmatico, contornando assim a sua
degradacdo (VAN ANKEN e BRAAKMAN, 2005).

2.2.1.2.6 Lipidios e a placenta humana

2.2.1.2.6.1 Principios de transferéncia placentaria e transporte de lipidios

A placenta é praticamente impermeéavel aos lipidios, exceto aos AGL e aos corpos
cetbnicos. Assim, a transferéncia de lipidios através da placenta é complexa, dependente de
lipases, receptores de lipoproteinas, receptores de membrana e proteinas ligadoras de &cidos
graxos citosolicos (JONES, POWELL e JANSSON, 2007). Ha o envolvimento de uma
variedade de moléculas presentes na superficie do sinciciotrofoblasto, que interagem com
outras moléculas intracelulares localizadas em compartimentos diferentes na placenta
(DESOYE, GAUSTER e WADSACK, 2011).

Atualmente, entretanto, nem todas as moléculas e processos envolvidos na

transferéncia de lipidios transplacentaria foram identificados.
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2.2.1.2.6.2 Triglicerideos e &cidos graxos

Os AGs sao os lipidios essenciais para o acréscimo de gordura fetal. Para a maior parte
dos AG existe um gradiente de concentracdo materno-fetal que os permite atravessar a
placenta por difusdo simples (DESOYE e SHAFRIR, 1994). Assim, TG e lipoproteinas séo
hidrolisados por lipases placentarias, em particular a LLP, localizada na MMV
(LINDEGAARD et al., 2005); como resultado, AGL sao liberados, atravessando a membrana
plasmatica por difusdo (HERRERA et al., 2006). A absorcao de acidos graxos de cadeia longa
— ndo esterificados — parece ocorrer através de um transporte mediado por proteina,
envolvendo a FABPpm — fatty acid binding protein, FAT —fatty acid translocase e a FATP —
fatty acid transport protein (DUTTA-ROY 2000).

Acredita-se que possa haver um envolvimento importante entre membros do gene da
lipase de triglicéridos (LTG), como LLP e lipase endotelial (LE) com CIUR. Em analises
quantitativas, avaliando a expressdo de RNAm de membros da LTG, verificou-se uma
diminuicdo significativa de LE e LLP em placentas de CIUR a termo (TABANO et al., 2006;
GAUSTER et al., 2007). Alteracbes na hidrolise de lipidios lipoproteicos maternos na
interface materno-placentaria podem acabar com o abastecimento transplacentario de AGL e
levar ao CIUR, muitos vezes associados a PE.

2.2.1.2.6.3 Lipoproteinas

Para que as lipoproteinas atravessem a placenta, pelo menos dois mecanismos estéo
presentes. Primeiro, a lipoproteina HDL se liga ao seu receptor SRB1, presente no
sinciciotrofoblasto, que esta em estreita proximidade com um membro da familia LTG. Como
resultado, os AG esterificados sdo hidrolisados e absorvidos por varios transportadores de AG
e proteinas transportadoras presentes na superficie do sinciciotrofoblasto. Em segundo lugar,
as lipoproteinas, tais como LDL e VLDL, se ligam aos receptores da MMV do trofoblasto e
sdo captadas por endocitose, mediadas pelo receptor. Subsequentemente, a endocitose libera
0os componentes lipoproteicos e as lipases intracelulares hidrolisam os ésteres nos seus
constituintes, liberando AG que vao se unir aos AGL (WITTMAACK et al., 1995; DUTTA-
ROY, 2000; WADSACK et al., 2003; WOOLLETT, 2005; STEFULJ et al., 2009).
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2.2.1.2.6.4 Receptores, mediadores e transportadores de colesterol

A presenca de receptores de lipoproteinas na placenta tem sido muito estudada.
Wadsack e colaboradores, em 2007, mensuraram o RNAm e niveis proteicos de LDL-R,
LRP-1 e SRB1 em placentas de terceiro trimestre de gestacdes que culminaram com fetos
CIUR e compararam com gestacdes com fetos normais. Primeiramente, eles confirmaram a
presenca dessas lipoproteinas na placenta, indicando a potencialidade de o tecido fetal captar
colesterol a partir de lipoproteinas maternas. Ainda, eles encontraram diferenca estatistica
entre alguns receptores em relacdo a CIUR e gestacdo normal, em particular LDL-R e SRB1 —
dois receptores que parecem ser chaves para a placenta capturar colesterol a partir do LDL
e/ou HDL (WADSACK et al., 2007). Assim como este estudo, outros grupos de pesquisa tém
estudado esses receptores em CIUR, visto que alteracdes nesses receptores de lipoproteinas
poderiam ser uma explicacdo para essa patologia gestacional (WADSACK et al., 2007).

A hipdtese do presente estudo foi de que na PE os niveis de receptores, mediadores e
transportadores poderiam estar aumentados em relacdo as gestantes normais. No entanto, se o
colesterol é fundamental para o crescimento fetal, e nas pacientes com PE sabe-se que ha uma
porcentagem importante de fetos PIG, questionamos se esses receptores ndo estariam
diminuidos em pacientes com PE com feto PIG, ou alternativamente aumentados para tentar

compensar a nutricdo fetal deficiente.

2.2.1.3 Objetivos

Quantificar e comparar a expressao placentaria de RNAm dos seguintes genes: LRP-1,
LDL-R, SRB1, ABCA1, MTTP, PON-1, PDIA2 em gestantes com e sem PE.

Relacionar a expressdo dos genes com a concentracdo sérica de lipoproteinas maternas
e fetais (colesterol total, HDL, LDL e TG) nas gestantes com e sem PE.

Avaliar associacao dos resultados com o percentil de crescimento fetal.
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2.2.1.4 Metodologia

2.2.1.4.1 Pacientes e critério de selecédo

Foram estudadas 51 gestantes, sendo 27 no grupo controle e 24 com diagndstico de
PE. As coleta foram realizadas no City Hospital, University of Nottingham, Reino Unido,
seguindo aprovacdo do Comité de Etica do City Hospital e com o consentimento das
pacientes. O diagndstico das pacientes com PE foi extremamente criterioso, seguindo as
diretrizes do ISSHP (BROWN et al., 2001). Essas diretrizes definem hipertensédo quando duas
ou mais medidas de pressdo arterial forem > 140 mmHg de PAS e/ou > 90 mmHg de PAD,
com proteinuria patologica > 300 mg/24 horas, em gestantes previamente normotensas com
20 ou mais semanas de idade gestacional (BROWN et al., 2000). A populacdo do estudo
consistiu somente de pacientes brancas, com o objetivo de excluir diferencas étnicas.

A histéria médica obstétrica foi obtida de cada participante. O percentil fetal de cada
recém-nascido foi computado e corrigido para idade gestacional, género, paridade materna e
IMC (GARDOSI, 2012). Os neonatos PIG foram definidos quando o percentil fetal foi menor
do que dez, e os AIG, quando o percentil ficou entre dez e 90 (CETIN et al., 2004).

Houve perda de uma amostra de corddao umbilical no grupo controle e dez no grupo
com PE. Todas as mulheres que fizeram parte do estudo estavam em trabalho de parto e
tiveram tanto partos vaginais como cesarianas, dependendo da indicacdo obstétrica. Todas as

amostras foram coletadas, independentemente do grupo, no terceiro trimestre da gestacao.
2.2.1.4.2 Coletas de amostras para o estudo
Sangue materno e do corddo umbilical

As amostras de sangue materno foram coletadas das pacientes no termo antes do parto.
Ja as amostras de sangue do corddo umbilical foram extraidas da veia do corddo, logo ap6s o

parto. As amostras foram de 4mL de sangue, armazenadas em tubo padronizado com e sem

anticoagulantes para futura extracdo de plasma e soro sanguineos.
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Coleta de tecido placentério

A coleta de placenta foi realizada em até dez minutos da dequitacdo da placenta,
seguindo o protocolo padrdo do estudo. Esse protocolo norteia as bidpsias placentarias na
linha média entre o corddo umbilical e o bordo placentério, evitando os infartos (Figura 10).
Ainda na sala de parto, as amostras foram imediatamente embebidas em tampé&o de fosfato
salino, as membranas foram removidas, o tecido foi secado e armazenado em um tubo
universal esterilizado de 30 mL, congelado em nitrogénio liquido e subsequentemente
armazenado a -80°C até a analise de RNAm. Uma segunda amostra foi fixada em formalina

para analise por imuno-histoquimica.

Figura 10 — Figura representativa do ponto de coleta do tecido placentario
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Fonte: Hentschke (2012). A coleta do tecido placentario é realizada no ponto médio da distancia entre o bordo
placentério e a insercdo do corddo umbilical.

2.2.1.4.3 Dosagens das amostras

Sangue materno e do corddao umbilical

No sangue materno e do cordao umbilical, foram dosadas as concentracGes de TG, CT,
HDL e LDL, usando MicroSlideTM layers technology on the Vitros Fusion 5.1 Chemistry
System (New York, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. Resumidamente, 200ul de
cada amostra foram distribuidas uniformemente sobre toda a area do slide que continha os

reagentes para o ensaio selecionado, permitindo que moléculas maiores fossem quebradas e
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penetrassem na camada com reagente. As amostras foram analisadas em triplicata, com a
variagédo interensaio de menos de 5% e a variagdo intraensaio de menos de 10%. Os resultados

foram armazenamento em banco de dados eletronico para futura analise.

Tecido placentério

No tecido placentario foram analisados os genes LDL-R, LRP-1, ABCA-1, SRB1,
PON-1, MTTP, PDIA2, a partir de seus RNAmM, e a proteina do receptor LRP-1. Do tecido
placentério foi realizada a extracdo do RNA e a transcricdo do RNA em cDNA, assim como
processaram-se as amostras previamente em formulina, em blocos de parafina, para posterior

analise, conforme descrito a seguir.

2.2.1.4.4 Técnicas utilizadas para analise das amostras

A analise do RNAm foi realizada com a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (PCR-TR), sendo a localizacdo e expressao proteica realizada através da técnica de

imuno-histoquimica. As técnicas estdo descritas abaixo.

2.2.1.4.4 1 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

Introducédo e definicdes

A reacdo em cadeia pela acdo da polimerase, ou PCR (do inglés polimerase chain
reaction), desenvolvida em 1983 por Kary B. Mullis, € o ensaio mais sensivel para a deteccdo
de DNA. A técnica € um método in vitro que consiste na amplificacdo enzimética de um
determinado segmento do DNA (MULLIS et al., 1986) pela extensdo de oligonucleotideos
(primers ou sequéncia de iniciadores) que hibridizam com as fitas complementares de uma
sequéncia-molde (ou sequéncia-alvo). O processo envolve desnaturacéo, anelagdo e extensdo
(Figura 11) (ERLICH, GELFAND e SNINSKY, 1991). Repetidos ciclos com sucessivas
variacdes de temperatura permitem a desnaturagdo do molde de DNA, hibridizacao e extenséo
dos primers pela acdo da DNA polimerase. No decorrer de varios ciclos, o segmento de DNA
limitado pelos primers vai sendo amplificado, de modo que passa a existir um acumulo

exponencial dessa regido. Assim, se partirmos de uma Unica molécula molde de DNA, ap06s
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30 ciclos de desnaturacao, hibridizacdo e extensao, serdo obtidos cerca de 1,4 bilhdo de copias
da regido (KUBISTA et al., 2006; RAO, LAI, HUANG, 2013).

Os primers sao oligonucleotideos curtos (aproximadamente 15 a 30 nucleotideos) que
servem entdo como pontos de partida para a sintese de DNA e subsequentemente para a
amplificagdo durante o PCR (SCHOCHETMAN, OU e JONES, 1988). Os primers sdo
desenhados em cada estudo para complementar o fragmento de DNA de interesse a ser
amplificado (WHITE, ARNHEIM e ERLICH, 1989).

Figura 11— Figura ilustrativa dos estagios térmicos de um ciclo da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR)
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Segunda Fase: Anelamento

A temperatura vai para 60°C por 30s. Na
segunda fase, dois primers diferentes
hibridizam com sua sequéncia
complementar, localizada em cada uma das

fitas de DNA.

Terceira Fase: Alongamento

Nesta fase a enzima Taq Polimerase
catalisa a adicdo de nucleotideos presentes
na solugdo dos primers hibridizados, a uma
temperatura de 72°C por 2 minutos.
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Fonte: http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html. Esse diagrama mostra os trés estagios, desnaturacéo,
anelamento e alongamento, que constituem um ciclo do PCR.

PCR em tempo real

A PCR em tempo real quantitativa (real time PCR ou gPCR) é uma técnica baseada na
PCR para amplificar acidos nucleicos. A PCR-TR combina a metodologia do PCR
convencional com um mecanismo de deteccdo e quantificacdo atraves da emissdo de
fluorescéncia, permitindo o monitoramento da reacdo em tempo real. Ainda, a PCR-TR
permite que a amplificagdo, deteccdo e quantificacdo de DNA sejam feitos em uma unica
etapa, o que agiliza os resultados e diminui o risco de contaminagdo da amostra, garantindo
também maior precisdo.

A deteccdo de amplificacdo no PCR-TR pode ser baseada tanto no uso de sondas

fluorescentes especificas para uma regido da molécula que estd sendo amplificada, quanto


http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html
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através do uso de reagentes fluorescentes que se intercalam na molécula de DNA. Neste
estudo nés utilizamos o sistema SYBR Green, um dos mais utilizados para a deteccdo de
genes especificos estudados com PCR-TR (WANG, GIAMBRONE e SMITH, 2002;
SHAHZAMANI, SABAHI et al., 2011). O SYBR Green possui uma ligacdo altamente
especifica ao DNA duplafita, sendo utilizado para detectar o produto da PCR dos genes em

estudo, conforme eles se acumulam durante os ciclos da reacéo.

Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido a partir de aproximadamente 100 mg de tecido placentario,
usando o reagente QIAzollysis (Qiagen, Crawley, Reino Unido) conforme previamente
publicado (MISTRY et al., 2011). Brevemente, a concentracdo e a qualidade de RNA foram
verificadas espectofotometricamente usando Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies,
Labtech, Ringmer, Reino Unido). Todas as amostras tiverem uma razéo de Azso/A2s0>1,96,
sendo armazenadas a -80°C. O RNA (1 ug) foi submetido a transcricdo reversa para cONA
usando o kit QuantiTect Reverse Transcription contendo uma mistura de primers randémicos
e oligo dT (Qiagen, Crawley, Reino Unido) em um termociclador Primus96 Advanced
Gradient (Peqglab Ltd, Fareham, Reino Unido). As condic¢des usadas para gerar a primeira fita
de cDNA foram 42°C (15 minutos) e 95°C (3 minutos). As amostras foram armazenadas
(cDNA -20°C) no Women’s Health Department doKCLno St Thomas’ Hospital,em Londres.

Design dos primers

Ap0s obtengdo e preparagdo das amostras, os primers de interesse foram desenhados
(LDL-R, LRP-1, ABCA-1, SRB1, PON-1, MTTP, PDIA2). Subsequentemente realizou-se
uma busca (www.google.com/www.pubmed.com) para verificar a sequéncia BLAST — numero
de acesso de cada molécula. A partir dos detalhes de cada gene, o desenho dos primers foi
realizado através do site da Universal Probe Library e a compra na empresa Eurofins,via
internet (sequéncia de 5° a 3’ direta e reversa para cada um dos genes, totalizando o

equivalente a 14 primers).
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Planejamento do ensaio PCR-TR

Ap0s a aquisicdo dos primers, iniciou-se o planejamento do ensaio. Os genes a serem
estudados foram descritos na Tabela 5, com seu respectivo BLAST sequence Accession, a

sequéncia dos primers e o comprimento dos mesmos, em par de bases (Pb).

Tabela 5 —Detalhes da sequéncia dos primers dos sete genes de interesse: LDL-R, LRP-1,
SRB1, PON-1, ABCA1,MTTP, PDIA2

Sequéncia BLAST

Gene No. de Acesso Primer Comprimento (pb)
LDL-R NM_000527.3 >"-aggacggctacagctacce-3° 73
- 5°- ctccaggcagatgttcacg-3
LRP-1 NM 002332.2 57’—ggtgtcacccacctcaacat—3” 88
- 5°- agtcggtccagtacacgtttc-3
SRBI NM 005505.4 5'-catcaageageaggtectta-3” o
- 5’-cggagagatagaaggggatagg-3
PON-1 NM 0004465 5’-a’ctatagtccaagtgaagttcgagtg:3’ 110
- 5°-atgagccagcaactcagctat-3
ABCA1 NM_005502.2 > -tgctgeatagtettgggacte-3° 76
- 5’-atcacctectgtcgeatgt-3
MTTP NM_000253.2 > -ggctggtettcacggtage-3° 88
- 5°-gttctecteeccctegte-3
PDIA2 NM_006849.2 > -ctecaagttcetggacaacg-3’ 104

5’-tggaccccatagtggagttg-3°

Fonte: Hentschke (2012). LRP-1:Receptor de lipoproteinas de baixa densidade — Proteina relacionadas 1; LDL-
R:Receptor de lipoproteinas de baixa densidade; SRB1:ReceptorScavenger classe B tipo 1; ABCAL:
Transportador humano —ATP-binding membro 1 subfamilia ABCA;MTTP:Proteina de transferéncia de
triglicérido microssomal subunidade grande; PON-1:Paraoxonase 1; PDIA2:Proteina dissulfeto isomerase
familia A, membro 2.

Diluicao dos primers

Os primers foram reconstituidos com agua deionizada purificada em sistema Milli-Q.
Cada um dos primers recebeu uma concentracdo diferente de &gua de acordo com as
instrucbes do produto (volume para 100 pmol/ul). Apds, sete tubos de centrifugagdo (1,5ml)
foram preparadoscom primer direto e primer reverso na concentra¢do 1:10/20:200 (180ul de
agua + 10l primer direto + 10l primer reverso) para cada gene. Os tubos foram passados no

vortex e armazenados em -20°C, até o uso.
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Teste dos primers

Os primers foram testados previamente ao estudo. Para a realizacdo do teste foram
usadas duas amostras de placenta e dois controles negativos (CTN). Nos casos em que 0s
primers referentes aos genes em questdo néo tiveram expressao na placenta no primeiro teste,
foram usados outros tecidos: coragao, intestino, bexiga e miométrio.

Os CTN contém todos os componentes do gPCR-TR, com excecdo do cDNA, que na
preparacdo é substituido por agua deionizada. Portanto, 0 CTN néo deve ser detectado durante
a reacdo. Se alguma curva surgir no NTC, isso pode sugerir contaminagdo ou “primer dimer”
(pode ocorrer quando dois primers hibridizam um com o outro, devido aos seus pares de
bases complementares). O gPCR-TR oferece, no final da reacdo, a analise da curva MELT,
guando se pode avaliar se houve contaminacdo ou Se apenas ocorreu a existéncia de primer
dimer, avaliando a presenca de um unico produto. Se o NTC aparecer junto com as amostras
na curva MELT, isso sugere contaminacédo (Figura 12) (PAUDEL et al., 2011).

Elaboracédo da curva padrao

A curva padréo (Figura 12) foi realizada a partir do produto do g°PCR-TR (GIBSON,
HEID e WILLIAMS, 1996; BUSTIN, 2000). Dessa forma, ap6s a realizacdo do gPCR-TR
processou-se 0 produto em gel de eletroforese (Figura 12). Realizou-se a curva padrdo de
todos os genes apresentados anteriormente, com excecdo do Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) (housekeeper), realizado previamente pelo Dr. Hiten Mistry. O kit
usado para a extracdo do DNA foi o QIAquick gel extraction kit 50. Para a quantificacdo do
DNA foi utilizado o espectofotobmetro — Nanodrop (ND 1000) (Nanodrop Technologies,
Labtech, Ringmer, Reino Unido); programa: ND 1000/Nucleic Acid, nas mesmas condicdes
da extracdo de RNA.
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Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (protocolo no Apéndice E)

O PCR-TR foi realizado com a quimica SYBR Green (2x QuantiFast SYBR Green,
Qiagen, Crawley, Reino Unido) em termociclador RotorGene 6000 (Corbett Research,
Sydney, Australia) usando os primers detalhados na Tabela 5. A fase de pré-PCR foi realizada
durante 5 minutos a 95°C, seguido de 45 ciclos de 95°C durante 10s e 60°C durante 30s. A
analise da curva-melt foi realizada, como mostrado na Figura 12B. A quantificacdo absoluta
(método da curva padrdo) foi utilizada para quantificar a expressdo do gene. Os resultados
obtidos foram normalizados para a enzima gliceraldeido—3—fosfato desidrogenase (GAPDH),
um gene controle, estavel, adequado para amostras de placentas humanas (MURTHI et al.,
2008).
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Figura 12 — Exemplo de um processo de elaboracéo da curva padréo para andlise de RNAmM
utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-TR)

Gene: LRP-1

Sequéncia ID: NM_002332.2

Tamanho do produto: 88 bp

Primer direto 5’-GGTGTCACCCACCTCAACAT-3’
Primer reverso: 5’-AGTCGGTCCAGTACACGTTTC -3°

Sequéncia do Produto:

GGTGTCACCCACCTCAACATttcagggctgaagatgcccagaggcatcgecatcgactgggtggccgGAAACGTGTACTGGACCGACT

A) B)

Condicdes do ensaio: Rotorgene 6000, Corbett Research

Ativacgdo: 95°c por 5 min

Ciclagem: (melting 95°C por 10 s; combinacdo anelamento/extensdo 60°C por 30 s) x 40
Melt: 67-95°C com 1°C acréscimo

LRP-1: Amplificagao
Marcador (bp) 100 |
- -

amostras ¢TN

Fonte: Hentschke (2012). Elaboracdo da curva padrdo. 12A) Grafico de amplificagdo de &cidos nucleico por
PCR-TR — Curva padrdo e amostras. 12B) Curva MELT: Permite distinguir entre primer dimmer e
contaminagdo. 12C). Gel de eletroforese, amplificagdo de LRP-1. Neste caso, temos primer dimmer, nédo
havendo contaminacéo.
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2.2.1.4.4 2 Ensaio de imuno histoquimica

Imuno-histoquimica (IHQ) é uma técnica para detectar a presenca de antigenos em
corte de tecido histolégico através do uso de um anticorpo com enzima especifica acoplada
para um antigeno. Ou seja, a IHQ identifica epitopes no tecido através da reagdo antigeno-
anticorpo, revelada por um marcador visual e examinada & microscopia Optica e/ou eletronica.
Essa técnica € amplamente utilizada na pesquisa basica para compreender a distribuicédo e
localizag@o de biomarcadores e proteinas diferentemente expressas em determinadas partes de
um tecido biolégico (ABBAS, 2005).

Processamento e mensura(;éo das amostras

Ap0s a coleta da placenta e a imersdo de fragmentos do tecido em formulina 10%, foi
possivel processar a amostra em blocos de parafina (Sledge Microtome, Anglia Scientific,
Norwich, Reino Unido). Confeccionaram-se cortes histologicos, seguindo a mesma
orientacdo, com espessura de 5um em laminas Superfrost plus (Menzel-Glaser,
Braunschweig, Alemanha). Antes do uso, os cortes foram desparafinados por imersdo em
xileno seguido de reidratacdo em ordem decrescente de concentragdo alcdolica. A coloracdo
da imuno-histoquimica foi realizada utilizando os kits Immunohistochemical Dako Envision
staining (Dako Ltd, Alemanha). O anticorpo policlonal de Coelho LRP-1 (ARP58562_ P050;
Aviva Systems Biology, EUA) foi utilizado para o imunoensaio, sendo diluicdo ideal 1 para
500. O resgate do sitio antigénico por inducdo de calor (conhecido como HIER) foi induzido
com tampdo de citrato (pH 6.0) usando um micro-ondas por 15 minutos, seguido de
incubacdo por 30 minutos em soro normal de Coelho (Sigma-Aldrich, Reino Unido) para
bloquear ligagdes nédo especificas. Os slides foram entdo incubados em anti-LRP-1 overnight
a 4°C. Um controle negativo foi realizado através da incubagcdo do tecido com
Imunoglobulina 1gG de Coelho. Os cortes foram desidratados e apurados em ordem crescente
de concentragdes alcodlica e xileno, antes da montagem em DPX (BDH, Poole, Reino Unido).

Todos os slides foram avaliados pelo mesmo observador, cegado para desfechos
maternos. Para analise dos cortes placentarios, foram capturadas cinco selecdes de imagens
digitais, randomizadas, em campos de alta poténcia (400 x ampliacdo) em microscopio NIS-
Elements F2.20 (Nikon United Kingdom Ltd, Surrey, Reino Unido).

A quantificacdo de LRP-1 foi realizada conforme o Positivo Pixel Algorithm, do

programa Aperio ImageScope. Com esse software € possivel discriminar entre os pixels
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positivos e negativos e combinar o nimero de pixels positivos corados com a intensidade dos
mesmos pixels para produzir o valor de “positividade”. Uma verificagdo visual foi também
realizada para assegurar a discriminacao acurada das regiées imunomarcadas. Detalhes sobre

protocolo da imuno-histoquimica estdo no Apéndice F.

Andlise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados usando o programa Statistical Package for
Social Sciences versdo 19 (SPSS 19.0) para Windows. Os dados foram apresentados como
médias £ DP ou mediana e IQR, conforme apropriado, teste t de Student ou teste U de Mann-
Whitney foram utilizados, dependendo da distribuicdo dos dados, ap6s o teste de
Kolmogorov-Smirnov. As correlagdes entre os parametros foram testados com o teste de
classificacdo de Spearman ou com o coeficiente de correlacdo de Pearson. A hipétese nula foi
rejeitada quando p <0,05.

2.2.1.5 Resultados

2.2.1.5.1 Sujeitos do estudo

A descricdo demografica, obstétrica e gestacional das 51 participantes esta descrita na
Tabela 6. Os dados demogréaficos apresentados foram publicados previamente (MISTRY et
al., 2008). Todas as pacientes tiveram gestacdo Unica. As pacientes com PE foram
diagnosticadas como moderada a grave, excluindo pacientes com sindrome HELLP. Os

neonatos dos dois grupos sobreviveram.



113

Tabela 6 — Dados clinicos e bioquimicos das pacientes em relacdo a gestantes normais e com

pré-eclampsia

Parametrosmaternos e fetais

PE (24)

Idade materna, anos
Primiparas, n (%)
indice de massa corporal, kg/m?

PAS, mmHgf
PAD, mmHgTt
Proteinuria, g/L

Idade gestacional no parto, semanas
Cesarianas, n (%)

Peso fetal, kg

Percentilde peso fetal para IG

3,5[3,3;3,7]
45 [23:62]

31+6,1
17 (68)

26,6 + 5,0
156 + 7,1*
98,0 + 4,5*
1,0 (0,3,11,5)
36,7 + 3,8*
11 (44)

2,9 [2,0;3,4]*
13 [1;82]*

Fonte: Hentschke (2012). Dados clinicos e bioquimicos das participantes do estudo. Os dados estdo
apresentados em médiat DP ou mediana [IQR] como apropriado, com excecdo da proteindria: mediana (min,
Max) e a paridade (numero (percentagem). *p<0,05 entre GN e com PE. ¥ Méxima, fora do trabalho de parto.

2.2.1.5.2 Anélise bioquimica

Para todas as lipoproteinas maternas e fetais, ndo foram encontradas diferencas

significativas (p>0,05) entre GN e com PE. Entretanto, amostras de sangue venoso do corddo

umbilical tiveram significativamente menor concentracdo de lipidios e lipoproteinas

comparadas com as concentragcfes maternas tanto nas pacientes controles quanto nas gestantes
com PE:TG e CT (p<0,001); LDL (GN: p=0,003; PE: p=0,01) e HDL (p=0,001) (Figura 13).
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Figura 13 — Analise da concentracao lipoproteica sérica na circulagdo materna e fetal, de
pacientes controles e com pré-eclampsia
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Fonte: Hentschke (2012). HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; Mat
NC: Controle materno; Fetal NC: Controle fetal; MatPE: Pré-eclampsia materna; Fetal PE: Pré-eclampsia fetal.
Dados estdo apresentados em mediana [IQR].*p<0,05 entre amostras maternas e fetais, para todas as
lipoproteinas e lipidios.’

2.2.1.5.3 Lipoproteinas em soro materno, fetal e placenta

Quando concentragfes de lipoproteinas e lipidios séricos maternas e do corddo
umbilical foram correlacionadas com a expressdo de RNAm dos receptores de lipoproteinas
da placenta, ndo foi encontrada diferenca entre os grupos (p>0,05). Ainda, ndo foram
observadas associacdes entre as lipoproteinas séricas e receptores em relacdo com o peso do

recém-nascido (p> 0,05).

% Calculo para transformag&o de mmol/L para mg/dL (mg/dL = 18 x mmol/L)
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2.2.1.5.4 Expressoes placentaria de receptores, mediadores e transportadores

Quando o RNAm dos genes LRP-1, LDL-R, SRB1, ABCA1, PON-1, MTTP e PDIA2
em tecido placentario foram analisados, encontramos expressdo de LDL-R, LRP-1, SRBI,
ABCAL1 e ndo encontramos expressao de PON-1, MTTP e PDIA2 (Figura 14).

Figura 14 — llustracdo da anélise da expressdo placentaria dos genes em estudo utilizando a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

LRP-1 SRB-1

Cycing A Green (Page 1)

R=099666
RA2%099333
M=-3.364
B=36934
Efficiencys0.98

ey

/
'—_—‘_—‘// ’ "i f‘(\?\ca«mm\ L 10.
Fonte: Hentschke (2012). LRP-1:Receptor de lipoproteinas de baixa densidade — Proteina relacionadas 1;LDL-

R: Receptor de lipoproteina de baixa densidade; SRB1:Receptor Scavenger classe B tipo 1;ABCA-
1:transportador ATP-binding cassette ABCAL.

2.2.1.5.5 Relacdo da expressdo placentaria com a pré-eclampsia

A expressdo de RNAm de GN e com PE esta descrita na Tabela 7. A expressdo de
RNAmM dos genes encontrados na placenta ndo foi significativamente diferente entre os dois

grupos (p>0,05 para todos).

Tabela 7 — Expressdo placentaria de RNAmM dos receptores, transportadores e mediadores
analisados em gestantes normais e com pré-eclampsia

Expressdo de RNAm* GN (n=27) PE (n=20) p

LDL-R 0,05 [0,03;0,07] 0,06 [0,045;0,11] 0,107
LRP-1 7,0 [5,04;17,33] 12,3 [5,23;23,89] 0,503
SRB1 0,34 [0,21;0,51] 0,32 [ 0,24;0,56] 0,605
ABCAl 31,38 [20,8;73,55] 28,8 [19,32;82,81] 0,942

Fonte: Hentschke (2012). LDL-R: Receptor de lipoproteina de baixa densidade; LRP-1Receptor de lipoproteinas
de baixa densidade — Proteina relacionadas 1; SRB1: Receptor Scavenger classe B tipo 1; ABCAL:
Transportador ATP-binding cassette Al; MTTP: Proteina de transferéncia de triglicérido microssomal; PDIA2:
Proteina dissulfeto isomerase familia A, membro 2; GN: Gestante normotensa; PE: Pré-eclampsia. *Dados foram
descritos em Mediana [IQR].
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Embora com amostra pequena, nés adicionalmente analisamos dez pacientes que
desenvolveram PE ap6s 34 semanas de gestacdo (IG> 34), separadamente, comparando com o
grupo controle. O mesmo resultado — ndo significativo — foi observado para todas as
concentracdes de lipoproteinas maternas e fetais e para a expressdo dos receptores,

transportadores e enzimas da placenta (p> 0,1 para todos).

2.2.1.5.6 Expressdo de lipoproteina placentaria e neonatos pequenos para a idade gestacional

No grupo PE, observamos que os neonatos PIG apresentaram significativamente
menor expressdao de LRP-1 RNAm comparado aos neonatos com percentil AIG (AIG: 20,2
[8,2; 30,4]; PIG: 4,72 [3,3; 11,6], p=0,036). Todos 0s outros genes ndo apresentaram
diferencas (p> 0,05).

Assim, optamos por realizar imuno-histoquimica da proteina LRP-1 no tecido
placentario de gestantes PE com recém-nascidos PIG e AIG (Figura 15) com o objetivo de
avaliar a localizacdo proteica do mesmo. Como resultado, ndo encontramos diferencas
estatisticas ao comparar a proteina LRP-1 entre placentas de neonatos PIG com placentas de

neonatos AIG no grupo PE, p>0,05 (Figura 16).

Figura 15 — llustracdo do imunoensaio da proteina LRP-1 em placentas de pacientes com pré-
eclampsia, em relacdo ao percentil fetal
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Fonte: Mistry (2013). A) AIG e B) PIG e C) CTN IgG. Nas microfotografias, células positivas aparecem em
marrom, com amplificagdo de 200X. A expressdo de proteina foi localizada principalmente ao redor dos vasos
fetais (seta azul) e células Hofbauer (seta vermelha).



Figura 16 — Representacao em boxplot da expressdo placentaria proteica de LRP-1 em
pacientes com pré-eclampsia com neonatos adequados para a idade gestacional versus
pequenos para a idade gestacional
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Fonte: Mistry (2013). Relacdo entre PE-AIG (pré-eclampticas com neonato adequado para idade gestacional) e
PE-PIG (pré-eclampticas com neonato pequeno para a idade gestacional). (mediana [IQR]: 0,91 [0,86; 0,95] vs.

0,87 [0,81; 0,89], p> 0,05).
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2.2.1.5.7 Andlise de correlacGes

Quadro 14 — Correlagdes entre receptores, mediadores e transportadores do colesterol
estudados, no grupo de gestantes normais (a) e no grupo com pré-eclampsia (b)

a) RNAm — Gestante controle

LDL-R SRB1 ABCAl LRP-1

LDL-R

SRB1

ABCA1l r=0,31 r=0,45
p=0,14 p=0,026
LRP-1 r=0,21 r=0,27 r=0,83
p=0,33 p=0,21 p<0,001

b) RNAm — Pré-eclampsia
LDL-R SRB1 ABCA1l LRP-1

LDL-R

L-

r=0,42 r=0,13
ABCA1 p=0,075 p=0,59
r=0,40 r=0,05 r=0,85

LRP-1 p=0,09 p=0,84 p<0,001

-Correlagéo forte (:0,5-0,7) Correlagéo muito forte (1:0,7-0,9)

Fonte: Hentschke (2013). LRP-1:Receptor de lipoproteinas de baixa densidade — Proteina relacionadas 1; LDL-
R:Receptor de lipoproteinas de baixa densidade; SRB1:ReceptorScavenger classe B tipo 1; ABCAL:
Transportador humano —ATP-binding membro 1 subfamilia ABCA.
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2.2.1.6 Discussao

Neste estudo, analisou-se o perfil lipidico de mulheres com PE e em pacientes
gestantes normotensas. Pelo nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que analisou
concomitantemente o sistema lipoproteico placentario, fetal e materno em paciente com PE
em comparagdo a normotensas, e ainda associou esses achados a neonatos PIG, no terceiro
trimestre da gestacdo.

Em relacdo as amostras, todas foram coletadas no momento do parto. Apesar de nédo
serem emparelhadas por IG, sabe-se que as concentracdes de lipoproteinas variam
trimestralmente, estando estaveis no terceiro trimestre (HERRERA et al., 2004). Assim, a
diferenca de IG parece nao ter influenciado nos niveis de lipoproteinas, visto que todas foram
coletadas no terceiro trimestre. Ainda, os mesmos resultados nao significativos foram

observados quando apenas amostras de PE a termo foram comparados ao grupo controle.

2.2.1.6.1 Os estudos e a hiperlipidemia gestacional

Nossos dados mostraram ndo haver diferenca estatistica entre lipoproteinas
plasmaéticas maternas e fetais entre pacientes com PE e GN, o que vai de certa forma contra a
teoria de que haveria uma exacerbacdo da hiperlipidemia gestacional na PE, como relatam
Bjosrg Lorentzen e colaboradores, e outros autores (LORENTZEN e HENRIKSEN, 1998;
RAY et al., 2006), inclusive cita-se 0 possivel impacto negativo no perfil lipidico fetal nessas
pacientes (BELO et al., 2002; CATARINO et al., 2008). Nesses estudos, foi sugerido que a
dislipidemia poderia contribuir com aumento do estresse oxidativo e com disfungdo
endotelial, e possivelmente com resisténcia insulinica, o que pode causar um aumento
compensatério na concentracdo de insulina, diminuir a atividade do LLP e aumentar os TG.
Entretanto, fatores de risco associados a PE, como HC, obesidade e resisténcia insulinica,
compartilham caracteristicas comuns com a dislipidemia, principalmente em relacdo ao
estresse oxidativo e a disfuncéo endotelial, vista também nessas desordens.

Em 2013, um novo estudo, assim como 0 nosso, mostrou ndo haver associacao entre
niveis de lipoproteinas maternas entre os dois grupos, questionando se esses niveis nao
estariam associados aos fatores de risco para PE e ndo a desordem hipertensiva em si (EMET
et al., 2013). Por exemplo, neste presente projeto, a média do IMC foi de 26 Kg/m?2 nos dois
grupos, sugerindo que o perfil lipidico anormal possa estar associado a obesidade

(CATAPANO et al., 2011) e ndo necessariamente a PE. Inclusive, essa pode ser a razdo de


http://informahealthcare.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A(Lorentzen%2C+Bjosrg)
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alguns estudos prévios mostraram aumento da concentracdo de lipoproteinas na PE, visto que

0s dados podem néo ter sido analisados excluindo os fatores de risco.

2.2.1.6.2 O estudo e a expressdo génica placentaria

Em relacdo a concentracdo génica placentaria, vimos que a maior expressdo de RNAm
foi do gene ABCAl (BHATTACHARJEE et al., 2010), seguido pelo LRP-1. No entanto,
SRB1 e LDL-R, os principais transportadores de colesterol (ETHIER-CHIASSON et al.,
2007), tiveram uma expressdo muito baixa no tecido placentéario no terceiro trimestre, o que
poderia sugerir que a fungdo dos niveis de LDL-R e do SRB1 podem nédo ter um papel
importante préximo do termo. Uma explicacdo seria a de que, nesse momento da gestacdo, 0s
recursos lipidicos fetais podem ser provenientes principalmente do proprio feto, e ndo mais
apenas da fonte materna (GHIO et al., 2011). Ainda, um estudo prévio mostrou que, a termo,
0 SRB1 ndo desempenha um papel critico no controle da concentracdo de colesterol no
plasma, mesmo em gestantes tanto com altos quanto com baixos niveis de colesterol, mas nao
se sabe exatamente o porqué (ETHIER-CHIASSON et al., 2007).

Ainda, nossos resultados estdo de acordo com o de outros autores que relataram uma
acentuada expressdo dos niveis de ABCAL (NIKITINA et al., 2011), assim como de LDL-R,
LRP-1, SRB1 em tecidos placentarios (WADSACKet al., 2007). No entanto, em contraste
com os dados correntes, Wadsack e colaboradores mostraram uma expressdo de LDL-R
RNAmM inferior em CIUR, e Stepane colaboradores(STEPAN, FABER e WALTHER, 1999),
uma expressao mais elevada no mesmo grupo. Acredita-se que diferentes critérios de selecdo
da populacdo do estudo podem explicar essas diferencas (STEPAN, FABER e WALTHER,
1999).

2.2.1.6.3 O estudo e a expressédo proteica placentaria

Valores contrastantes de proteina também tém sido observados em varios estudos.
Neste trabalho, foi examinada a localizacdo e expressdo de proteinas de LRP-1, devido as
diferengas observadas na PE com neonatos PIG ao analisar o RNAm. Esses dados sugerem
uma menor expressao no grupo PIG, embora ndo tenha atingido significancia, possivelmente
devido ao pequeno tamanho amostral. Sabe-se que o LRP-1 é altamente expresso em
macrofagos e, por conseguinte, ndo é surpreendente que a expressdo de LRP-1 esteja

localizada principalmente nos macrofagos fetais, conhecidos como células de Hofbauer. Essas
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celulas sdo encontradas predominantes no estroma das vilosidades coridnicas da placenta
durante toda a gestagdo (WOOD, 1980; BULMER e JOHNSON, 1984; GOLDSTEIN et al.,
1988). As células de Hofbauer desempenham um papel central no desenvolvimento e
manutencdo da placenta humana, pois secretam citocinas importantes para o crescimento e
diferenciacdo do trofoblasto (KHAN et al.,, 2000). H& evidéncias de que citocinas
inflamatorias aumentem durante o trabalho de parto, principalmente IL-1 ¢ TNFa, sendo essas
citocinas secretadas pelos macrofagos — as células mais frequentes do estroma viloso

placentario.

2.2.1.6.4 O transporte de colesterol: considera¢es importantes

Muito precisa ser estudado para elucidar o transporte placentario em patologias
gestacionais, ja que o mecanismo de transporte de lipidios e lipoproteinas estd longe de ser
compreendido.

E importante notar que o colesterol é transportado néo apenas pelos receptores, mas
também evidéncias experimentais sugerem que ocorra um efluxo de colesterol para células do
trofoblasto semelhantemente a quaisquer outras células polarizadas (WOOLLETT, 2005). As
consequéncias fisioldgicas da regulacdo de receptores para nutricdo da placenta, suas funcbes
e para o desenvolvimento fetal ndo sdo claras. Ainda, ndo se sabe exatamente qual a
proporcdo da captacdo de colesterol pela placenta que é liberada na circulacdo fetal e aquela
que é consumida pelo préprio 6rgdo, sendo utilizada, por exemplo, para a sintese de esterdis
(principalmente de progesterona).

Em estudos prévios, foram propostos trés diferentes mecanismos para o transporte de
colesterol, como j& foi descrito, em parte, na introducdo deste estudo, sendo eles: 1) difusdo
aquosa, uma via independente de proteina, baseada em gradientes de concentracdo; 2)
transporte bidirecional mediado por SRB1 entre células e receptores extracelulares; e 3)
efluxo unidirecional mediado por ABCA-1 para Apo livres de lipidios (ROTHBLAT et al.,
1999; YANCEY et al., 2003).
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2.2.1.7 Conclusao

Quando analisamos a relacdo entre genes placentarios e neonatos PIGs, observamos
que a LRP-1 foi significativamente menor na placenta de PIGs no grupo de PE. Um possivel
mecanismo que explicaria isso poderia estar relacionado a familia das MMP. As MMPs tipo
membrana (MT-MMP) podem degradar LRP-1 em fragmentos de baixa massa molecular. A
cadeia soluvel intacta de LRP-1a (SLRP-1) é derramada no plasma, tendo sido identificada na
barreira hematoencefalica apds processo isquémicos.

Sabe-se que as proteinas da familia MMP estdo envolvidas na quebra da matriz
extracelular em processos fisioldgicos normais, tais como desenvolvimento embrionario,
reproducdo e remodelagem tecidual, bem como em processos patologicos, tais como artrite e
metastases (SELVAIS et al., 2011). O aumento da atividade da MMP-2 (LRP-1 medeia a sua
internalizacdo) pode contribuir para a disfuncdo endotelial, que é central para a fisiopatologia
da pré-eclampsia e/ou PIGs.

2.2.1.7.1 LimitacGes do estudo

Uma limitagdo do estudo é que ndo temos detalhes sobre a exposicao a esteroides pré-
natais e outros medicamentos, cirurgia ou 0 momento da ultima refeicdo, o que pode
influenciar algumas altera¢es lipidicas.

Ainda, a amostra de placentas provenientes de fetos PIG talvez ndo tenha sido

suficiente para a analise imuno-histoquimica, podendo justificar os achados sem significancia.

2.2.1.7.2 Interesses futuros

Este € um estudo preliminar. Uma anélise adicional seria necessaria para compreender
a via de colesterol, especialmente em relacdo ao crescimento fetal e patologias associadas,
como CIUR e DMG.

Inicialmente, seria conveniente examinar os niveis proteicos de todos os receptores,
transportadores e enzimas de lipoproteinas, e ndo apenas do LRP-1. Para isso, seria
extremamente importante uma amostra maior de placentas provenientes de fetos PIG, assim
como AIG e GIG.

Outra andlise interessante seria a mensuracdo das lipoproteinas ndo somente no soro

materno e fetal, mas também no tecido placentéario, para tentar analisar o consumo placentario
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de colesterol. Ainda, fazer analise dos receptores, associados as lipases membros do LTG
(LE, LPL).

Por fim, os resultados deste estudo ndo apoiam a ideia de uma contribuicao direta do
metabolismo lipidico na fisiopatologia da PE. No entanto, parece mostrar o envolvimento do
mesmo em relacdo ao crescimento fetal, o que justifica dar continuidade a essa linha de
pesquisa.

O trabalho do estudo acima foi publicado com o titulo “Is the atherosclerotic
phenotype of pre-eclamptic placentas due to altered lipoprotein concentrations and placental
lipoprotein receptors? Role of a small for gestational age phenotype” no Journal of Lipids
Research (Ver Apéndice I, Artigo 2).



Projeto B

Proteinas das cavéolas e a pre-eclampsia
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2.2.2 Bloco 2: Projeto B: Proteinas das cavéolas e a pré-eclampsia

2.2.2.1 O endotélio vascular e o 6xido nitrico

A importancia do estudo do endotélio vascular — monocamada de epitélio
pavimentoso, um componente indispensavel na regulacdo do tono vascular—foi observada
experimentalmente em 1980 por Furchgott e colaboradores (FURCHGOTTe ZAWADZKI,
1980). Experimentos mostraram que, quando o endotélio era estimulado, uma substancia
vasoativa era liberada, reconhecida como um Fator Relaxante Derivado do Endotélio (EDRF,
do inglés endothelium-derived relaxing factor), e por fim chamada de Oxido nitrico
(IGNARRO et al., 1987), um composto que causava relaxamento nas células musculares
lisas. O NO passou a ser estudado incessantemente, rendendo, em 1998, a Robert F.
Furchgott, Ferid Murad e Louis J. Ignarro, o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina.
Descobertas de outras moléculas de EDRF liberadas pelo endotélio, como a prostaciclina
(PGI,), assim como fatores constritores (EDCF, do inglés endothelium-derived contracting
factors), como a endotelina (ET-1), produtos da via da ciclo-oxigenase, como o tromboxano
A, (TXA,) e espécies reativas de oxigénio, como o anion superéxido (O,7) (VILA e
SALAICES, 2005), também foram estudadas. Essas descobertas, associadas a caracterizagéo
do endotélio como um sensor bioldgico capaz de detectar e responder a qualquer estimulo
mecanico, fisico ou quimico fez dele um tecido multifuncional, com papel importante na
homeostasia de todos os sistemas fisioldgicos. (Texto adaptado do artigo de revisdo de Dias e
colaboradores, 2011 (DIAS, NEGRAO e KRIEGER, 2011).

2.2.2.2 Oxido nitrico Sintases

A sintese de NO resulta da acdo das NOS, que convertem o aminoacido L-arginina em
NO e L-citrulina, na presenca de dois cofatores: oxigénio e NADPH (MONCADA, PALMER
e HIGGS, 1991; MARLETTA, 1993; SHEN et al., 2011). O NO ¢ produzido por uma ampla
variedade de tipos celulares, que incluem células epiteliais, nervosas, endoteliais e
inflamatdrias. Uma variedade de isoformas de NOS tem sido purificada em diferentes tecidos
de mamifero. Estudos bioquimicos e analise sequencial de aminoacidos revelaram que essas
isoformas sdo produtos de trés genes distintos. Duas delas tém um mecanismo de ativagédo
constitutivo (cNOS) que sintetiza NO em condi¢Ges normais, e que compreende a NOS

neuronal (NNOS, tipo I) — presente normalmente nos neurénios (BREDT e SNYDER, 1989;


http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio
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KNOWLES et al., 1989)- e a NOS endotelial (eNOS, tipo Ill) — encontrada nas células
endoteliais vasculares (Moncada, Palmer et al. 1991) e nas plaquetas (RADOMSKI,
PALMER e MONCADA, 1990). Além da cNOS, tem-se a NOS induzivel (iNOS, Tipo II),
expressa em processos celulares anormais, como na insuficiéncia cardiaca (FERREIRO et al.,
2004). A localizacdo subcelular da sintese de NO exerce grande influéncia na sua atividade
biologica (MONCADA, PALMER e HIGGS, 1991; CASINO et al., 1993; MARLETTA,
1993; SELIGMAN et al., 1994; Ql et al., 2013).

eNOS

O NO produzido pelas células endoteliais tem um importante papel na manutencdo do
tébnus vascular e é essencial na regulacdo da pressdo sanguinea em condicgdes fisioldgicas
(SELIGMAN et al., 1994). O endotélio usa o0 NO para comandar o relaxamento do musculo
liso da parede do vaso, fazendo com que aumente o fluxo sanguineo e diminua a pressdo
arterial. Estudos sugerem que a producdo de NO pelas células endoteliais pode estar
aumentada na dislipidemia, em particular, na hipercolesterolemia, reforcando o conceito da
degradacdo acelerada do NO como causa do distdrbio na vasodilatacdo mediada pelo
endotélio (CASINO et al., 1993; EHSANIPOOR et al., 2013).

INOS

O NO decorrente da ativacdo da iINOS possui acdo citotoxica e citostatica,
promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitas e células tumorais. A citotoxicidade
do NO resulta da sua acdo direta ou da sua reagcdo com outros compostos liberados durante o
processo inflamatorio. A iNOS catalisa a producdo de NO através da resposta imune, sendo
produzida por macrofagos e induzida por citocinas e agentes inflamatérios (MONCADA,
PALMER e HIGGS, 1991; MARLETTA, 1994) (AALDERTON, COOPER e KNOWLES,
2001; O'CONNOR e O'BRIEN, 2009), o que resulta em alto fluxo de NO (ANDREW e
MAYER, 1999; ALDERTON, COOPER e KNOWLES, 2001; DIAS, NEGRAO e
KRIEGER, 2011).

2.2.2.3 Oxido nitrico, gestacéo e pré-eclampsia

A placenta depende de mediadores vasoativos para regular as suas atividades

vasculares; assim, o NO desempenha um papel fundamental no controle da resisténcia
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vascular no interior da placenta, sendo que um defeito na via do NO ja foi vista em pacientes
com SPE (SLADEK, MAGNESS e CONRAD, 1997).

Ainda, estudos mostraram que ha um aumento da atividade fosfodiesterasica no
plasma de gestantes com SPE. A fosfodiesterase cataboliza a guanosina monofosfato (GMP)
ciclico, que é o agente efetor da vasodilatacdo mediada pelo NO. A acédo da fosfodiesterase no
plasma de pacientes com DHG resulta em vasoconstricdo e pode explicar algumas das
manifestacdes da SPE (PINHEIRO DA COSTA et al., 2006).

2.2.2.4 Complexo da cavéola e a pré-eclampsia

Ja se passaram quase 60 anos desde que as cavéolas foram visualizas pela primeira vez
por Eichi Yamada e George Palade (PALADE, 1961; PALADE e BRUNS, 1968). As
cavéolas, ou “pequenas cavernas”, foram originalmente identificadas como invaginacGes de
50-100 nm, em forma de baldo, presentes na membrana plasméatica na maioria dos tipos
celulares e tecidos de mamiferos (PALADE, 1961; PALADE e BRUNS, 1968; PINHEIRO
DA COSTA et al., 2006; NASSOY e LAMAZE, 2012). Essas invaginacOes especializadas
permanecem sem uma funcéo fisioldgica clara e reconhecida até hoje (NASSOY e LAMAZE,
2012). Sabe-se, no entanto, que essas organelas estdo abundantemente presentes em células
epiteliais, adipdcitos e penumdcitos tipo | (SEVERS, 1988; ANDERSON, 1993; FIELDING e
FIELDING, 1995; PARTON, 1996). As funcBes originalmente descritas para a cavéola
incluem o transporte do colesterol (FIELDING e FIELDING, 1995; SMART et al., 1996),
endocitose (SCHNITZER, OH e MCLNTOSH, 1996), potocitose (ANDERSON et al., 1992)
e homeostase do Ca""(TAGGART, 2001). A possivel regulacdo da reatividade vascular e da
pressao arterial pela cavéola é de interesse em relagcdo a SPE.

As cavéolas sdo compostas por proteinas que basicamente controlam sua funcédo: as
caveolinas (proteinas de revestimento) e as cavins (proteinas adaptadoras) (Figura 17) sdo

consideradas as de maior importancia para sua estrutura e funcao.
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Figura 17 — llustracdo do complexo cavéola, suas proteinas e possiveis fungdes

A\
IN
Cavin-1 Cavin - 2\ Cavin-3

Formacao das Deformacao ‘Regulacao das cavéolas
cavéolas das cavéalas sobre o brotamento e/ou mavimento

\ icavéola alongada) das cavicles ao longo dos microtabulos.
O complexo cavin
PTRF/cavin -1

SDPR/cavin -2 o
SRBC/cavin -3 x Caveolina

MURC/cavin -4
{componente especifico do mdsculo)

Microtibulos

Fonte:Cristina Grams e Hentschke (2014). Adaptado de (BRIAND, 2011).

A familia dos genes da caveolina (CAV) possui trés membros em vertebrados:
Caveolina-1 (CAV-1), Caveolina-2 (CAV-2) e Caveolina-3 (CAV-3). CAV-1 e CAV-2 estdo
expressos na maioria dos tipos celulares, incluindo o sistema cardiovascular, enquanto CAV-3
é expresso principalmente no musculo esquelético e cardiaco. A expressdo de CAV-1 é
essencial para a formacdo do complexo cavéola, enquanto que o papel da CAV-2 pode variar
dependendo do tipo tecidual em que se encontra (SCHEIFFELE et al., 1998; FUJIMOTO et
al., 2000; RAZANI et al., 2002; LAHTINEN et al., 2003; SOWA et al., 2003). As proteinas
adaptadoras, as cavins, sdo quatro: Cavin-1 (PTRF, do inglés polymerase transcript release
factor), Cavin-2 (SDPR, do inglés serum deprivation protein response), Cavin-3 (SRBC,do
ingléssrd-related gene product that binds to c-kinase) e Cavin-4 (MURC,do inglés muscle-
restricted coiled-coil protein) (BRIAND, DUGAIL E LE LAY, 2011). Essas proteinas podem
ser importantes na regulacdo da expresséo de caveolinas e na morfologia caveolar (HANSEN
e NICHOLS, 2010; BRIAND, DUGAIL E LE LAY, 2011), além de muitas outras funcGes
importantes na célula endotelial, principalmente devido a sua capacidade de concentrar e de
compartimentalizar varias moléculas de sinalizagdo (HANSEN e NICHOLS, 2010; BRIAND,
DUGAIL e LE LAY, 2011). A Cavin-1, por exemplo, é responsavel pela formagéo da cavéola
e da estabilizacdo das CAVs (LIU e PILCH, 2008).
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Nos vasos sanguineos, as cavéolas estdo presentes na camada de célula endotelial.
Estudos mostraram que um grande nimero de sinalizadores celulares presentes nas cavéolas
interage entre si (GARCIA-CARDENA et al., 1997) e com CAV-1 (DURR et al., 2004;
SOWA, 2012). Isso leva as caveolas a serem capazes de recrutar moléculas de sinalizacdo e
de regular suas atividades em vez de servirem apenas de suporte para as trocas e transportes
celulares (RAZANI e LISANTI, 2001). Esses sinalizadores incluem: eNOS (SHAUL e
ANDERSON, 1998; WYATT, STEINERT e MANN, 2004), alguns receptores, como 0
receptor tirosina-quinase (ex. Receptor VEGF 2), receptores acoplado a proteina G (ex.
receptor de bradicinina 2, receptor de endotelina, receptor muscarinico), receptor do fator de
TGE tipo I e 11, receptores de certos esteroides e, ainda, subunidades de proteinas G e Canais
Potencial Receptor Transiente (TRP) (SOWA, 2012).

eNOS e a cavéola

Em condicgdes basais, eNOS ligado a CAV-1 tem sua funcéo inibida, mantida em um
estado menos ativo (BUCCI et al., 2000). No entanto, quando um estimulo é aplicado, o
complexo se dissocia e 0 NO pode entdo ser sintetizado (FERON e KELLY, 2001) (Figura

18).

Figura 18 — Esquema representativo da relacdo das proteinas da cavéola com a éxido nitrico
sintase

Cavéola

l Caveolina-1 %’é T eNOS

(=

Fonte: Hentschke e Smith-Jackson (2012)..eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial. NO: éxido nitrico.
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Varios grupos tém apresentado que o eNOS interage diretamente com sub-regides do
esqueleto celular (scaffolding domain) do CAV-1, causando uma interrup¢do aguda da
interacdo CAV-1/eNQOS, resultando em hiperatividade de eNOS, aumentando a vasodilatacéo
e levando a diminuicgéo da pressdo sanguinea in vivo (SOWA, 2012).

Grande parte da literatura sugere que as cavéolas, as caveolinas e as cavins
desempenham papéis importantes na regulacdo, sinalizagéo e funcdo das células endoteliais,
assim como a funcdo cardiovascular e pulmonar a nivel celular e sisttmico (MATHEW,
2011). A expressao, em especial, de CAV-1, em células epiteliais, tem mostrado ter um papel
regulatorio importante na angiogénese patoldgica de doencas vasculares, como,por exemplo,
na aterosclerose, na hipertrofia cardiaca e na hipertensdo pulmonar (MATHEW, 2011).

Na literatura, ha dados conflitantes em relacdo a expressdo placentaria de eNOS e a
SPE. Alguns grupos tém mostrado que o0 eNOS interage diretamente com 0 CAV-1. Acredita-
se que uma dissociacdo aguda dessa interagdo CAV-1/eNOS resulta em hiperatividade do
eNOS, aumento da vasodilatacéo e reducdo da presséo arterial in vivo (SOWA, 2012). Ainda,
sabe-se que o NOS sintetiza ndo apenas mais NO na auséncia de CAV-1, mas também mais
superdxido, com consequéncias potencialmente patogénicas.

Estudos anteriores confirmaram a expressdo da proteina de CAV-1 e 2 no endotélio de
capilares da placenta e células do musculo liso em grandes vasos, bem como em fibroblastos
de tecido de placenta humana a termo (BYRNE et al., 2001; LYDEN, ANDERSON e
ROBINSON, 2002); apenas uma fraca coloracdo foi observada nas células do
sinciciotrofoblasto (LINTON, RODRIGUEZ-LINARES et al., 2003). Por fim, ndo temos
conhecimento de estudos que tenham investigado a expressdo desses componentes da cavéola
em combinacdo com eNOS e iINOS em placentas humanas de gestantes com PE.

Dessa forma, temos como hipétese de que, por a cavéola parecer ter um papel
importante em disfunc¢des endoteliais, poderia estar relacionada a fatores envolvidos na SPE.
Acreditamos que a expressdo génica e proteica de CAV-1, CAV-2, CAV-3, assim como
Cavin-1, Cavin-2, Cavin-3, Cavin-4 poderiam estar diminuidas na SPE, ja 0 eNOS e o0 iNOS
aumentados em relacdo ao grupo controle. A diminui¢do de CAV-1 poderia resultar numa
ativacdo cronica do eNOS, resultando no aumento de espécies reativas de oxigénio e de

nitrogénio, contribuindo com o aumento de estresse oxidativo e nitrativo observado na PE.
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2.2.2.5 Objetivo

O objetivo deste estudo foi analisar e comparar 0s genes e proteinas CAV-1, CAV-2,
CAV-3, Cavin-1, Cavin-2, Cavin-3, Cavin-4, eNOS e iNOS em placentas de pacientes com e
sem PE.

2.2.2.6 Metodologia

Este capitulo usou as mesmas amostras do Projeto A (‘Lipoproteinas e a pré-
eclampsia’), sendo a placenta também coletada e preparada da mesma maneira, como ja
descrita no Projeto A. Da mesma forma, a técnica de PCR-TR e imuno-histoquimica descrita
no capitulo anterior foi a mesma para este capitulo. A diferenca esteve nos primers utilizados
para técnica de PCR-TR (Tabela 8) e na analise protéica por Western Blot realizada ap6s a
imuno-histoquimica para a confirmacdo da especificidade dos anticorpos. A amostra, nesse
caso, foi composta por 43 pacientes, sendo 24 selecionadas para compor o grupo controle e 19
pacientes com diagndstico de SPE (MISTRY et al., 2008). As coletas foram realizadas no
City Hospital, University of Nottingham, Reino Unido, seguindo aprovacdo do Comité de
ética do City Hospital com consentimento das pacientes. Como no Projeto A, a pre-eclampsia
foi rigorosamente definida de acordo com as diretrizes da ISSHP (BROWN et al., 2001).

2.2.2.6 1 Dosagens das amostras

Tecido plancentéario

No tecido placentario, foram analisadas as moléculas CAV-1 a 3 e Cavin-1 a 4, eNOS

e INOS a partir de seus RNAm, utilizando a técnica de PCR-TR, e proteinas utilizando

Western Blot e imuno-histoquimica.



2.2.2.6 2 Técnicas utilizadas para analise das amostras

2.2.2.6 2.1 Ensaio de reacdo em cadeia da polimerase
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Detalhes da sequéncia dos primers dos genes de interesse no Projeto B: CAV-1a 3 e

Cavin-1 a4, eNOS e iINOS podem ser vistos na Tabela 8.

Tabela 8 —Detalhe da sequéncia dos primers dos nove genes de interesse no estudo dos
componentes da cavéola em pacientes com pré-eclampsia

Gene Seﬂg?g%';?é‘séos-r Primer Comprimento (pb)
CAV-1 NM_0.12232 5’-gacatctctacaccgttce-3’ 109
5°-ttggtgtgcgegtegtac-3°
CAV-2 NM_001206747.1 5’ aaggcggacgtacagetct 3’ 135
5’ ccagcttgagatgcgagttga 3’
CAV-3 NM_001234.4 5" ccttetgcaacccactette 3° 102
5" atggggtatggagcagtcc 3°
CAVIN-1 NM_00116011 5’-aggtgcgcaaggtcagcgtc-3’ 153
5’-ccggcagcttcacttcatcctgg-3°
CAVIN-2 NM_004657.5 5’ gaagcggctggagaacaac 3’ 88
5’ ggcagggatctcatttteet 3°
CAVIN-3 NM_145040.2 5’ ggaggagggtgaagtcccagee 3’ 133
5’ ctccaccggctectegtecg 3°
CAVIN-4 NM_001018116.1 5’ aaaacaaattccgegtggt 3’ 133
5’ agatctactgggggatcaaaga 3’
eNOS NM_001172897.1 5’-accctcaccgctacaacat-3’ 205
5’-gccttctgcetcattcteca-3”
iINOS NM_000625 5’ accagtacgtttggcaatgg 3’ 70

5’ tcagcatgaagagcgatttct 3’

Fonte: Hentschke (2012). Primers utilizados no PCR-TR, Projeto B. CAV-1: Caveolina-1; CAV-2: Caveolina-2;

CAV-3: Caveolina-3.
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2.2.2.6 2.1 Ensaio de Western Blot

Introducéo e definicdes

A técnica de Western Blot identifica proteinas baseadas em suas habilidades de se
ligar a anticorpos especificos (BURNETTE, 1981). Primeiramente, as proteinas sdo separadas
do tecido homogeneizado via gel de eletroforese, em seguida sdo transferidas para uma
membrana que entdo permitira a aplicacdo de anticorpos para detectar a proteina de interesse
(HARPER, KIT e KRANGO, 1990). Inicialmente, deve ser aplicado um anticorpo primario
que ird se ligar a proteina de interesse. Apos a lavagem do anticorpo primario, o anticorpo
secundario do mesmo animal é aplicado, o qual ira se ligar ao anticorpo primario (HARPER,
KIT e KRANGO, 1990). Os reagentes de quimiluminescéncia adicionados na sequéncia se
ligam ao anticorpo secundério, permitindo a visualizacdo da proteina-alvo (LEONG,
MILSTEIN e PANNELL, 1986). A analise do Western Blot pode fornecer informacdes sobre
o tamanho da proteina e sua expressao proteica no tecido examinado.

Aproximadamente 100 mg de amostras de placenta ou miométrio (controle positivo)
foram homogeneizadas em tampé&o de RIPA (1x PBS (pH 7.4), 0,1% SDS, 1% Igepal CA-630
e 0,5% desoxicolato de sodio) (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido) com coquetelde inibidor
de protease (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido), para evitar a protedlise. A concentracao de
proteina foi determinada por uma modificacdo do método de Lowry (LOWRY et al., 1951),
as amostras (25-30 pg/ul de proteina) foram colocadas em géis pré-moldados Novex
(Invitrogen, Reino Unido), juntamente com uma escala de peso molecular da proteina.
Realizou-se a eletroforese durante 1,5 horas a 170 V e transferiu-se para uma membrana de
Difluoreto de polivinilideno (PVDF) (GE-Healthcare) durante 1h a 30 V.

A imunodetec¢do de proteinas foi realizada com anticorpos primarios contra todas as
proteinas de interesse. A deteccdo do anticorpo primario foi realizada utilizando anticorpos
anticoelho, anticabra ou anticamundongo conjugados com peroxidase de rabano silvestre (BD
Biosciences, Oxford, Reino Unido). As proteinas foram visualizadas com agente
quimioluminescente (GE Healthcare, Reino Unido). As descri¢des do protocolo padréo e dos

tampdes, assim como as dilui¢bes usadas na técnica de Western Blot, estdo no Apéndice G.
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Descrigdo dos anticorpos primarios utilizados

Tabela 9 — Descricdo dos anticorpos primarios e suas diluicdes para ensaio de Western Blot e
imuno-histoquimica

Nome do Produto/Descric¢éo Diluicao Diluicao

WB IHQ

CAV-1 Anti-CAV-1 — Santa Cruz biotechnology, INC (sc-894). 1:600 1:200
Coelho, policlonal

CAV-2 Anti-CAV2 —Aviva systems biology, AVARP09020_P050. 1:500 1:200
Coelho, policlonal

CAV-3 Anti-CAV3 —Aviva systems biology, AVARP09021_P050. 1:500 1:200
Coelho, policlonal

Cavin-1 Anti-PTRF, BD Transduction Laboratories, 611258. 1:500 1:50
Camundongo, monoclonal

Cavin-2 Anti-SDPR—-Aviva systems biology ARP50499 P050. 1:500 1:50
Coelho, policlonal

Cavin-3 Anti-PRKCDBP-Ab 99427, 1:1000 1:200
Cabra, policlonal

Cavin-4 Anti- MURC-Ab 121642. * 1:100
Coelho, policlonal

eNOS Anti-eNOS/NOS Type I1l, BD Transduction Laboratories, 1:1500 1:100
610297. Camundongo, monoclonal

iNOS Anti-NOS2 —Aviva systems biology, ARP63000_P050. 1:500 1:50

Coelho, policlonal

Fonte: Hentschke (2012). Relagdo de anticorpos imuno-histoquimica e Western Blot. CAV-1: Caveolina-1;
CAV-2: Caveolina-2; CAV-3: Caveolina-3; Cavin-1, Cavin-2, Cavin-3, Cavin-4 eNOS, iNOS.
* Nao foi possivel realizar teste de Western Blot com Cavin-4.
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Testes de dilui¢cbes — Western Blot

As figuras abaixo contemplam os testes de dilui¢cGes para a técnica de Western Blot,
realizados com lise do tecido placentario. Na Figura 19a estdo retratados os testes de diluicdo
com quatro concentracfes diferentes, para quatro proteinas, com o objetivo de avaliar qual
seria a concentragéo ideal a ser utilizada em cada ensaio. Na Figura 19b, estdo retratados os
primeiros testes com amostras para iNOS e Cavin-2 com concentracdo de 30 pg. Por fim, na
Figura 19c estdo retratados os exemplos de teste com amostras das proteinas CAV-2, Cavin-2
e CAV-3.

Figura 19— llustracdo de exemplos de testes de dilui¢cBes para a técnica Western Blot para
diferentes concentragdes e moléculas especificas

Figura 19a — llustracdes de quatro diferentes concentracdes - analise da técnica Western Blot

Coluna 1 2 3 4 5 6
Amostra Marcador 50 g 40 pg 30 pg 20 ug MIZO(;n:;I’IO

Fonte: Hentschke (2012). Exemplos de testes de diluicbes com a técnica Western Blot para quatro
concentragdes diferentes. A) Caveolina-2 (18kDa), B) Caveolina-3Caveolin-3 (17kDa), C) iNOS (110kDa), D)
Cavin-2 (47 kDa). iNOS: 6xido nitrico sindase induzivel.
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Figura 19b — llustracdo de exemplos de testes com amostras com a técnica Western Blot para
as moléculas de iNOS e Cavin-2

Coluna 1 2 3 4 5 6
Amostra Marcador 30 ug 30 pg 30 ug 30 pg M'Zoomsg'o
A

Fonte: Hentschke (2012). A) iNOS (110 kDa), B) Cavin-2 (47 kDa). Esse resultado foi publicado no site da
Aviva systems bioloy

Figura 19c— llustracdo de exemplos de testes com amostras com a técnica Western Blot para
as moléculas de Caveolina-2, Cavin-2 e Caveolina-3

Fonte: Hentschke (2012). A) Caveolina-2; B) Cavin-2; C) Caveolina-3.
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2.2.2.6 2.2 Ensaio de imuno-histoquimica

Protocolo e dilui¢des imuno-histoquimica

As descrigdes de protocolo padrdo, tampdes e dilui¢bes usadas na técnica de imuno-
histoquimica estdo no Apéndice F. Utilizou-se do mesmo protocolo realizado no Projeto A,
quando se avaliou a proteina LRP-1.

Testes de dilui¢des — imuno-histoquimica

Todas as proteinas foram testadas para 1:50, 1:100, 1:200, 1:500, 1:1000 e 1:2000,

como mostra, em parte, o exemplo da Figura 20, com a proteina iNOS. A Figura 21 apresenta
as dilui¢des finais de seis das nove proteinas analisadas.

Figura 20 — llustracdo de exemplo de teste de dilui¢cdes para analise imuno-histoquimica de
uma proteina especifica, no exemplo a 6xido nitrico sintase indizivel
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Fonte: Hentschke (2012). Exemplo de teste de diluicBes imuno-histoquimica com O6xido nitrico sintase
induzivel(iNOS). Todas as proteinas foram testadas para: 1:50, 1:100, 1:200, 1:500, 1:1000 e 1:2000.
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Figura 21- llustracdo das concentracdes finais das proteinas Cavin-2-4, Caveolina-2,
Caveolina-3 e iINOS para analise com imuno-histoquimica

ooy
Cavin-3 1:200

~9e_
4#’"": &
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NG
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Cav-2 1:200 Cav-3 1:200 INOS 1:50

Fonte: Hentschke (2012). Cav-2: Caveolina-2; Cav-3: Caveolina-3; iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel.
Representacdo das diluigdes finais para cada uma das proteinas ilustradas.

2.2.2.6 3 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados usando SPSS para Windows versao 20. Os
dados foram apresentados como médias + DP ou mediana e IQR, conforme apropriado, teste t
de Student ou teste U de Mann-Whitney foram usados, dependendo da distribuicdo dos dados,
apos o teste de Kolmogorov-Smirnov. As correlagcfes entre os parametros foram testados com

teste de correlacdo de Spearman. A hipdtese nula foi rejeitada quando p <0,05.
2.2.2.7 Resultados
2.2.2.7.1 Sujeito do estudo
Os sujeitos do estudo sdo os mesmo do Projeto A; no entanto, para o Projeto B, o

numero da amostra foi de 43 pacientes. Dessa forma, a descricdo das pacientes esta na sessao

de resultados do Projeto A, sendo que os dados clinicos e bioquimicos das pacientes e dos
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neonatos estdo recalculados para a amostra menor, na Tabela 10, abaixo. As descri¢es
clinicas foram anteriormente publicadas (MISTRY et al., 2008).

Tabela 10 — Dados clinicos e bioquimicos dos sujeitos do estudo em relacdo a gestantes
normais e com pré-eclampsia

Parametros maternos e fetais GN (24) PE (19)
Idade materna, anos 30,0+7,0 32,0+5,0
Primiparas, n (%) 14,0 (58) 14,0 (73)
indice de massa corporal, kg/m? 26,2+5,3 26,4 +4.8
PAS, mmHg f 116,0£5,0 156,0 £ 6,9 **
PAD, mmHg ¥ 76,0+ 3,0 97,0+ 4,2**
Proteindria, g/L - 1,0[0,3; 11,5]
Idade gestacional no parto, semanas 40,1+1,2 36,9+ 3,8**
Cesarianas, n (%) 4,0 (16,6) 8,0(42,1) *
Peso fetal, kg 3,51 [3,25, 3,75] 3,14 [2,32; 3,53]**
Percentil fetal 45,0 [23, 64] 13[2, 77]

Fonte: Hentschke (2012). Dados clinicos e bioquimicos das participantes do estudo. Os dados estdo
apresentados em meédiatDP ou mediana [IQR] como apropriado, com exce¢do da proteindria: mediana (min,
Max) e da paridade (nimero (percentagem)). *p<0,05, **p<0,001 entre GN e com PE. ¥ Maxima, fora do
trabalho de parto.

2.2.2.7.2 Expressdo placentaria de RNAmM

O resultado da expressdo de RNAm de CAV-1 a 3, Cavin-1 a 4, eNOS e iNOS em
tecido placentario de gestantes normotensas e em mulheres com PE estdo apresentados na
Figura 22. Todos os genes analisados foram encontrados em tecido placentario. Em
comparagdo com os controles normotensos, CAV-1 e Cavin-1 a 3 apresentaram uma
expressao significativamente menor nas placentas pré-eclampticas(p<0,05 para todas; Figuras
22a e 22b). CAV-2 e 3, e Cavin-4 ndo foram significativamente diferentes entre os grupos (p>
0,05). Por outro lado, foi vista uma diminui¢do de eNOS na PE (p= 0,045; Figura 22c); INOS
ndo foi diferente entre os grupos (p> 0,05). Devido a diferenca significativa entre as idades
gestacionais entre controle vs. pré-eclampsia, o grupo PE foi subdividido em parto pré-termo
(IG<37 semanas, n = 8) e aqueles a termo (n = 11). Todas as diferengas previamente

significativas permaneceram presentes na comparacdo entre os grupos (p<0,05 para todos).
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Figura 22 —Expressdo placentaria normalizadade RNAm de Caveolina-1 a 3, Cavin-1 a 4,
eNOS e iINOS em gestantes normais e pacientes com pre-eclampsia
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Fonte: Mistry (2013). Expressdo placentaria normalizada de RNAm de a) Caveolina-1 a 3, b) Cavin-1 a 4 e ¢)
eNOS e iNOS entre gestantes normotensas e com pré-eclampsia. *p<0,05; **p<0,005 e p<0,0001. eNOS: 6xido
nitrico sintase endotelial; iNOS: dxido nitrico induzivel.
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2.2.2.7.3 Expressdo placentaria proteica

A expressdo de todas as proteinas de CAV, Cavin, eNOS e iNOS em tecido
placentario de pacientes GN e com SPE estdo apresentadas na Tabela 11 e Figura 23.

A especificidade dos anticorpos foi confirmada por Western Blot. A coloracdo para a
maioria das isoformas CAV e Cavin foi localizada ao redor dos vasos fetais e fibroblastos,
com coloracéo fraca em sinciciotrofoblasto. Por outro lado, tanto a expressdo de eNOS quanto
de iNOS foi localizada no sinciciotrofoblasto. Comparados aos controles normotensos, a
expressdo placentaria da proteina CAV-1 foi significativamente reduzida na PE (p = 0,001,
Tabelall). Ndo foram observadas diferencas significativas para todas as outras proteinas
(p>0,05).

Tabela 11 — Andlise imuno-histoquimica. Expressao placentaria de Caveolinas, Cavin, iINOS
e eNOS em gestantes controles e com pré-eclampsia.

Proteina GN PE
Mediana [IQR] (n=24) (n=19)
CAV-1 0,87 [0,82; 0,90] 0,78 [0,73; 0,82]*
CAV-2 0,75 [0,60; 0,85] 0,77 [0,52; 0,87]
CAV-3 0,55 [0,43; 0,67] 0,59 [0,45; 0,65]
Cavin-1 0,65 [0,61; 0,75] 0,61 [0,53; 0,72]
Cavin-2 0,57 [0,37; 0,66] 0,44 [0,30; 0,52]
Cavin-3 0,66 [0,58; 0,72] 0,62 [0,55; 0,72]
Cavin-4 0,52 [0,40; 0,67] 0,55 [0,48; 0,68]
Enos 0,77 [0,67; 0,83] 0,68 [0,60; 0,80]
Inos 0,68, [0,56; 0,82] 0,76 [0,67; 0,84]

Fonte: Hentschke (2013). GN: Gestante normal. PE: Pré-eclampsia. CAV-1: Caveolina-1. CAV-2; Caveolina-2.
CAV-3: Caveolina-3. eNOS: éxido nitrico sintase endotelial; iINOS: éxido nitrico induzivel. *p< 0,001.
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Figura 23-Expressao e localizacdo das proteinas Caveolina-1 a 3, Cavin-1 a 4, eNOS e iNOS
em placenta de gestantes normais e com pré-eclampsia

Gestante Normal Pré-eclampsia Controle Negativo Westem Blot

-1

Caveoli

-2
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Fonte: Hentschke, Mistry, Czajka, Kurlak (2013). Caveolina-1 foi significativamente diminuida em pré-
eclampticas em relacdo a placentas de pacientes normotensas (p <0,05). A coloracdo positiva foi localizada
principalmente ao redor dos vasos fetais (setas pretas) e alguma coloracdo fraca no sinciciotrofoblasto (setas
vermelhas).
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2.2.2.7.4 Andlise de correlacGes

RNAmM

As Figuras 24 (a-c) apresentama andlise de correlacao entre expressdes de RNAm das
moléculas estudadas em relacdo a gestantes normotensas e pre-eclampticas.

Na Figura 24a estd a correlacdo de Cavin-1 vs. eNOS RNAmM. Uma associagdo
positiva significativa foi encontrada para o grupo PE (r = 0,584, p = 0,003), mas ndo para o
grupo controle (p>0,05).

Na Figura 24b observou-se uma associacdo positiva significativa entre CAV-1 e
Cavin-2 no grupo PE (r = 0,626, p = 0,003), mas ndo no grupo controle (p> 0,05). O total de
dados foi altamente associado (r = 0,53, p<0,0001).

A Figura 24c mostra que CAV-1 vs .Cavin-3 RNAmM também estdo positivamente
correlacionada tanto no grupo controle quando no de PE (r = 0,491, p = 0,015, r = 0,689, p =
0,001, respectivamente). O total de dados também foi significativamente correlacionado
positivamente (r = 0,554, p<0,0001).

Figura 24 — llustragdo da andlise de correlacdo entre expressdes de RNAm das moléculas
estudadas em relacdo a gestantes normotensas, pré-eclampticas e no grupo como um todo
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Fonte: Mistry (2013). Anélises de correlagdo: a) Cavin-1 RNAm vs. eNOS RNAm, PE e GN,b) Caveolin-1
RNAmMm vs. Cavin-2 RNAm, PE e GN,c) Caveolin-1 RNAm vs. Cavin-3 RNAm, PE e GN. PE: pré-eclampsia;
GN: gestante normal.
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Imuno-histoquimica

As Figuras 25 (a, b) ilustram a analise de correlacGes entre expressdes de proteinas das
moléculas estudadas em relacéo a gestantes normotensas e pré-eclampticas.

A Figura 25a apresenta a correlagdo de Cavin-1 vs. eNOS, que foi igualmente
correlacionado de forma positiva no grupo controle (r = 0,518, p = 0,001), mas ndo no grupo
de PE (p> 0,05). O total de dados teve associacao positiva (r = 0,424, p = 0,004).

Na Figura 25b, esta representada a correlagdo de CAV-1 vs. eNOS, que, da mesma
forma, também esteve associado de forma positiva tanto no grupo controle quanto no grupo
de PE (r = 0,647, p = 0,001, r = 0,622, p = 0,003, respectivamente), o que também foi o caso
para os dados globais (r = 0,628, p<0,0001).

Figura 25— llustracdo da analise de correlacdo entre expressdes de proteina das moléculas
estudadas em relacdo a gestantes normotensas, pré-eclampticas e no grupo como um todo
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Fonte: Mistry (2013). Andlises de correlagdo: A) Cavin-1 vs. eNOS; B) Caveolina-1 vs. eNOS.
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2.2.2.7.4.1 Correlacdo Projeto A com Projeto B

Apds a andlise dos dados do Bloco 2, Projeto A e Projeto B, e uma possivel associacdo
entre as moléculas estudadas, optou-se por correlacionar os achados de um projeto com o

outro. A analise de correlagdo pode ser observada no Quadro 15.

Quadro 15 — Analise de correlacdo entre moléculas mediadoras de lipoproteinas com aquelas
do complexo das cavéolas em gestantes normais e com pré-eclampsia

A) RNAmM - GN LDL-R SRB1 ABCALl LRP-1
Cavin-1 r=0,02 r=-0,13 r=-0,26 r=-0,34
Vi p=0,92 | p=053 | p=0,22 | p=0,12
Cavin-2 r=0,004 r=0,12 r=-0,06 r=-0,41
p=0,98 p=0,61 p=0,79 p=0,05
Cavin-3 r=0,09 r=0,19 r=0,23 r=0,03
p=0,66 p=0,35 p=0,28 p=0,89
Cavin-4 r=-0,31 r=-0,14 r=-0,006 r=-0,21
p=0,12 p=0,48 p=0,97 p=0,34
Caveolina-1 r=-0,15 r=0,10 r=0,46 r=0,29
p=0,48 p=0,64 p=0,024 p=0,17
Caveolina-2 r=0,38 r=0,37 r=0,32 r=0,26
p=0,054 p=0,06 p=0,12 p=0,23
Caveolina-3 r=0,88 r=0,37 r=0,33
p<0,001 p=0,079 | p=0,12
eNOS
iNOS
B) RNAm - PE LDL-R SRB1 ABCALl LRP-1
Cavin-1 r=0,27 r=0,06 r=0,77 r=0,85
p=0,25 | p=0,82 | p<0,001 | p<0,001
Cavin-2 r=0,07 r=-0,06 r=0,15 r=-0,24
avin p=0,76 | p=0,81 | p=055 | p=0,32
Cavin-3 r=0,15 r=-0,04 r=0,26 r=-0,13
p=0,52 | p=0,88 | p=0,28 | p=0,59
Cavin-4 r=-0,03 r=-0,21 r=0,08 r=-0,32
p=0,90
. r=-0,03
Caveolina-1 0=0,89
Caveolina-2 r=0,57 r=0,29 r=0,23 r=-0,03
Caveolina-3
eNOS
iINOS r=0,05

p=0,85
|:|Correlagﬁo fraca (r:0,1-0,3) |:|Correlagﬁo moderada (r: 0,3-0,5) -Correla;éo forte (r:0,5-0,7) I:lCmrelagio muito forte (r:0,7-0,9)
Fonte: Hentschke (2013). LRP-1:Receptor de lipoproteinas de baixa densidade — Proteina relacionadas 1, LDL-

R:Receptor de lipoproteinas de baixa densidade, SRB1:ReceptorScavenger classe B tipo 1, ABCAL:
Transportador humano — ATP-binding membro 1 subfamilia ABCA. GN: gestante normal. PE: pré-eclampsia.
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2.2.2.8 Discussao

Este é o primeiro relato detalhado do perfil da expressdo placentaria da cavéola
combinado com eNOS e iNOS em mulheres com PE. Este estudo demonstra que as
expressdesde RNAm de Cavin-1, Cavin-2, Cavin-3 e CAV-1 estdo diminuidas, enquanto
eNOS esta aumentado em placentas pré-eclampticas. Ainda, o nivel da proteina CAV-1 esteve
também significativamente reduzido nesse mesmo grupo. O aumento de eNOS em placentas
pré-eclampticas estd de acordo com estudos prévios (NAPOLITANO et al., 2000; DOTSCH
et al., 2001; FAXEN, NISELL e KUBLICKIESE, 2001), sendo atribuido ao aumento e
posterior maturacdo da placenta para controlar a resisténcia vascular através de mediadores
paracrinos (DOTSCH et al., 2001). A localizacao placentaria dos CAV-1 e eNOS também sao
semelhantes aos estudos anteriores (BYRNE et al., 2001; LYDEN, ANDERSON e
ROBINSON, 2002; LINTON et al., 2003).

Foi previamente sugerido que o aumento de eNOS RNAmM poderia ser um mecanismo
compensatério em resposta a uma ma placentacdo decorrente de reducdo do fluxo sanguineo
uteroplacentario. Portanto, um aumento no eNOS produziria um aumento NO, visando a
vasodilatacdo da unidade uteroplacentaria e & melhora do fluxo sanguineo (MYATT et al.,
1997). Além disso, a expressdo do gene eNOS pode estar aumentada em placentas pré-
eclampticas devido ao estresse oxidativo (GALLE et al., 1991). Essa hiper-regulacdo da
eNOS em conjunto com 0 aumento no superoxinitrito em placentas pré-eclampticas poderia
levar a formacdo de peroxinitrito, o que, por sua vez, poderia resultar na peroxidacéo lipidica
e na disfuncdo endotelial, caracteristica de pré-eclampsia. A diminuicdo da expressdo de
Cavin-1-3 e CAV-1 no presente estudo destaca outro possivel mecanismo que explicaria esse
aumento de eNOS: é possivel que a redugdo de Cavin-1 resulte em uma reducdo de CAV-1,
essa por sua vez, imobilizada na membrana plasmatica, seria incapaz de exercer sua inibicdo
tonica sobre eNOS, levando a expressao cronica e a hiper-regulacdo do mesmo.

A falta de Cavin-1 pode levar a reducdo no numero total de cavéolas e de CAV-1 em
células Hela, como tem sido relatado (HANSEN et al., 2009). Da mesma forma, foi visto que
um camundongo deficiente em Cavin-1 tem uma perda significativa de Cavin-3 e de todas as
proteinas caveolinas (KARBALAEI et al., 2012). Em células de mamiferos e no peixe
Paulistinha (zebrafish), a perda de Cavin-1 e a reducdo do numero de cavéolas aumentou a
mobilidade lateral de CAV-1 (HILL et al., 2008). Esses estudos nos permitem tracar paralelos
com os resultados atuais, em que as expressdes de RNAm de Cavin-1 e CAV-1 poderiam ser

controladas de forma sinérgica (ex. a reducdo em um poderia levar a uma reducéo similar no
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outro, através de um mecanismo adaptativo), potencialmente causando alteragbes na
expressdo de todos os outros Cavins e CAVs que sdo necessarios para formar cavéola
funcional. A associacdo positiva entre RNAm Cavin-1 e eNOS, apenas evidente no grupo de
pré-eclampsia, sugere uma rota metabdlica especifica na pre-eclampsia envolvendo Cavin-1 e
eNOS; no entanto, o papel de Cavin-1 na sinalizacdo eNOS néo é totalmente compreendido.
Estudos com camundongos submetidos a knockout de Cavin-1 tém reforcado a liberagcdo de
NO em comparacdo com controles de tipo selvagem, mas a proliferacdo de células
endoteliais, migracdo e diferenciacdo estavam ausentes neste estudo. As associacdes entre
proteinas da cavéola (especialmente CAV-1) e a mitocondria também foram relatadas.
Fridolfsson e colaboradores relataram que as intera¢fes proteina-cavéola mitocondrial tém um
efeito protetor sobre as células que sofreram estresse oxidativo (FRIDOLFSSON et al., 2012).
A transferéncia de CAV-3 para a mitocdndria protege as células dos danos através da inducéo
de respiragdo e de adaptacdo ao estresse oxidativo mitocondrial (FRIDOLFSSON et al.,
2012). Ainda, células fibroblasticas de camundongos com deficiéncia de CAV-1 apresentam
prejuizo na respiracdo mitocondrial e reducdo na defesa antioxidativa intrinseca, levando a
apoptose (BOSCH et al., 2011). Mudancas nos niveis de proteina CAV-1 na mitocéndria
parecem influenciar nos niveis de colesterol livres em organelas, o que eventualmente afeta a
funcdo da mitocondria e induz o estresse oxidativo seguido de apoptose. A reducdo da
expressdo de CAV-1 nas placentas pré-eclampticas pode, portanto, resultar na falta de efeito

protetor na resposta celular para a injuria celular causada pelo estresse oxidativo e a apoptose.
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2.2.2.9 Conclusao

Nossos achados apresentam evidéncias de uma rota metabdlica em potencial em que a
reducdo da CAV-1 na placenta leva a ativacao cronica do eNOS na PE. Isso pode atenuar a
vasoconstri¢do caracteristicamente vista na PE; por outro lado, isso pode ser consequéncia do
estado de estresse oxidativo observado na PE. Embora essas diferengas em eNOS e Cavin-1
ndo sejam observadas nos niveis de proteina, modificacdes pos-translacionais podem afetar a
localizacdo e a atividade entre os grupos. Esses dados sustentam que Cavin-1 pode funcionar
como um regulador de eNOS, quer esse seja mediado por CAV-1 (ja que o knockout de
Cavin-1 reduz CAV-1) (DAVALOS et al., 2010), quer seja um mecanismo independente,
ainda desconhecido. Novas alteracbes do complexo das cavéolas em placentas com pré-
eclampsia sugerem a necessidade de trabalhos futuros com o objetivo de esclarecer os

mecanismos subjacentes as modificacGes relatadas neste estudo.

2.2.2.9.1 Perspectivas

A fim de determinar se as diferencas encontradas sdo anteriores a eclosdo da doenca,
estudos longitudinais sdo necessarios, 0 que nos permitiria determinar se os resultados sdo
causa ou efeito. A andlise de placentas no primeiro e segundo trimestre de gravidez nos
permitiria olhar para a expressdo de RNAm e proteinas nas cavéola nos trés trimestres da
gravidez, auxiliando no entendimento do mecanismo dessas moléculas.

A critica acdo regulatéria de CAV-1 sobre a angiogénese, 0s receptores da
angiotensina Il e eNOS, juntamente com 0s nossos resultados nas placentas pré-eclampticas,
fazem dele um candidato ideal para futuras pesquisas a fim de ampliar o conhecimento em
relacdo ao seu papel fisiologico na placenta e nas pacientes com pré-eclampsia. Da mesma
forma, o novo achado de Cavin-1 e sua correlacdo positiva com eNOS merece uma
investigacdo mais aprofundada em todos os dominios da fisiologia cardiovascular, ja que pode
ser um contribuinte ativo a reatividade vascular.

O artigo referente a esse trabalho encontra-se no Apéndice I, Artigo 5.
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3 CONCLUSAO GERAL

Este estudo analisou trés diferentes grupos de moléculas possivelmente envolvidas na
fisiopatologia da PE. Cada vertente partiu de objetivos especificos diferentes, mas o conjunto
das trés contemplou um objetivo geral: investigar moléculas que pudessem estar associadas
com a PE, a fim de se tentar contribuir para a compreenséo da fisiopatologia dessa doenca, e,

por conseguinte, encontrar possiveis biomarcadores para tal.

Bloco 1: no estudo chamado Moléculas mediadoras e a fisiopatologia da pré-
eclampsia, o objetivo geral foi analisar e comparar niveis de Endocan-1, PIGF, LIGHT,
TNFa, IL-6, MCP-1, NGF e Leptina, no plasma materno, plasma fetal e no tecido placentério
de mulheres com SPE e GN, no terceiro trimestre da gestacdo. Este objetivo foi concluido
com éxito. Todas essas moléculas mediadoras foram medidas nos trés tipos de amostra
estudados, podendo ser comparadas entre os dois grupos. Nossos achados sugeriram uma
nova molécula até entdo avaliada em somente dois estudos, publicados apenas em forma de
resumo, em relacdo a PE: a Endocan-1. Essa molécula, por apresentar-se aumentada em
plasma materno de gestantes com SPE, pode ser alvo de futuros estudos se a considerarmos
como concorrente para biomarcador dessa doenga. O aumento dos niveis de TNFo também
encontrado em SPE, em plasma materno, caracterizou a nossa amostra adequadamente, visto
que o TNFa ja esta consagrado como uma citocina pro-inflamatoria e sua relagdo com a SPE
ja foi vista em estudos prévios (SERIN et al., 2002; KUMAR et al., 2013). Da mesma forma,
0 achado de niveis de IL-6 diminuido em plasma fetal, nos remete a teoria de tolerancia
imunologica fetal, na tentativa de amenizar seu envolvimento na cascata inflamatdria
desencadeada na decidua materna no inicio da gestacdo (GAUNT e RAMIN, 2001; ARCK e
HECHER, 2013). Em contradi¢gdo & nossa hipotese, ndo encontramos aumento de niveis de
citocinas pré-inflamatorias na placenta desta amostra.

Os resultados foram reavaliados apés estratificacbes do grupo SPE em relacdo a I1G
materna, niveis de proteinaria e de PAS, bem como para um subgrupo em que excluimos
gestantes com PES e sindrome HELLP, avaliando somente a PE pura; e um grupo em que
subdividimos a SPE em PE pura e PES. O principal achado foi a visualiza¢cdo da Endocan-1
mantendo-se estatisticamente significativa em plasma materno em todas as estratificacdes da
SPE, confirmando ainda mais a importancia dessa molécula na SPE. Outro achado
interessante foi em relacdo ao PIGF que se mostrou diminuido em pacientes com PE pura; na

estratificacdo SPE precoce (IG< 34 semanas) e em niveis de proteinuria entre 0,3 — 0,5.
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Atualmente, o PIGF tem sido visto como um potente biomarcador de PE (KRAUSS, PAUER
e AUGUSTIN, 2004; GHOSH et al., 2012; CHAPPELL et al., 2013), o que caracteriza
novamente a nossa amostra como estando de acordo com os achados encontrados em outros
estudos. No entanto, a ideia do PIGF estar possivelmente correlacionado a proteindria é um
achado novo que deve ser melhor investigado em estudos futuros. O achado da Leptina
aumentada na placenta de gestantes com SPE na maioria das estratificacbes também sugere
essa molécula como possivel biomarcador placentério de SPE. O fato de a citocina IL-6 ter se
apresentado diminuida também na maioria das estratificacdes deixa ainda mais clara a idéia
da tolerancia fetal a exacerbacdo inflamatoria materna, expressa por varios mecanismos como
a reducdo inespecifica de imunorreatividade sisttmica (GAUNT e RAMIN, 2001; ARCK e
HECHER, 2013).

Seguindo nos objetivos propostos, fizemos relacdes diversas entre os achados, tanto
com a intencdo de buscar correlagdes entre as citocinas e os dados clinicos maternos e fetais,
quanto correlacdo de uma citocina e outra, objetivando entender como uma mesma citocina se
comporta em relagdo as trés amostras estudadas.

As citocinas pro-inflamatorias apresentaram uma série de correlacdes. Interessante
constatar que quanto maior os niveis de MCP-1 em plasma fetal, menor foram a IG, o peso
fetal e o peso placentério; sugerindo o envolvimento desta molécula com o trabalho de parto
pré-termo, ja observado em estudos prévios (ESPLIN et al., 2005). Foi visto em amostra total
de placenta e no grupo SPE, uma correlacdo direta forte entre MCP-1 e TNFa, assim como,
no plasma fetal, entre a MCP-1 e a Endocan-1, ambas reguladas por TNFa (ESPLIN et al.,
2005); sugerindo uma interacdo na sinalizacdo da matriz extracelular com a cascata
inflamatoria, no corddo umbilical. Em relacédo a citocina LIGHT, apesar de um estudo recente
ter apresentado niveis circulantes e placentarios aumentados em pacientes com SPE (WANG
et al., 2013), em nosso estudo, o LIGHT né&o foi diferente na comparagdo entre grupos em
nenhuma das amostras. No entanto, ressalta-se uma correlagdo forte direta encontrada na
placenta entre e IL-6 e a LIGHT no grupo SPE - achado que nos remetem ao mecanismo
inflamatorio de uma placenta pré-eclamptica. O TNFa ¢ IL-6 j& foram associadasa SPE em
diversos estudos prévios (SERIN et al., 2002; GADONSKI et al., 2006; XIA et al., 2012;
KUMAR et al., 2013; ZHANG et al., 2013). No presente estudo, ambos apresentaram uma
correlacdo positiva baixa entre plasma fetal e placenta, sendo a IL-6 também positivamente
moderada entre plasma materno e placenta no grupo total. Por fim, a IL-6 esteve
correlacionada positivamente na placenta do grupo SPE, tanto com o LIGHT quanto com
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TNFa, indicando uma possivel interagdo entre essas moléculas na sinalizagdo celular
placentaria.

Em se tratando da molécula de Endocan-1 e variaveis clinicas, observa que quanto
maiores o0s niveis de Endocan-1 em plasma materno e fetal, menores os pesos do feto e da
placenta, e menor a idade gestacional materna no nascimento, mostrando uma correlagéo leve
a moderada de niveis plasméaticos maternos e fetais de Endocan-1 com prematuridade e baixo
peso. Ainda, a medida que os niveis de Endocan-1 aumentam no plasma materno, aumentam a
PAS e PAD no final da gestacdo. Esse conjunto de achados nos remete a pensar na Endocan-1
como presente em casos mais graves de PE. Por ser uma citocina que revela ativacédo
endotelial e ter apresentado magnitude moderada na SPE, concordamos com estudos prévios
gue sugerem a importancia dessa molécula em patologias que apresentam dano vascular,
como a SPE.

Por fim, em relacdo ao PIGF, foi observado que quanto maior o peso do recém nascido
e da placenta, maior o nivel de PIGF. Isso faz sentido visto que o PIGF é um fator de
crescimento placentério e a placenta tem papel crucial na nutricdo fetal. CorrelacGes fortes
entre o Endocan-1 materno ¢ PIGF materno; TNFa placenta ¢ MCP-1 placenta e ainda,
Leptina na placenta com PIGF materno, mostraram que quanto maior o Endocan-1 materno e
a Leptina placentéria, menor o PIGF materno, em ambos os grupos (GN e SPE).

A hipétese de aumento das citocinas inflamatdrias em plasma materno e placenta e
diminuicdo em plasma fetal mantém-se, entretanto ndo pode ser avaliada dentro de um Unico
grupo de citocinas. Dessa forma, fica clara a importancia de se analisar um grupo de
moléculas concomitantemente, assim como mais de um tipo de amostra (plasma materno,

plasma fetal e placenta).

Bloco 2A: no estudo chamado Lipoproteinas e a pré-eclampsia tinhamos como
objetivo quantificar e comparar a expressao placentaria de RNAm dos genes LRP-1, LDL-R,
SRB1, ABCAl1l, MTTP, PON-1, PDIA2 em gestantes com e sem PE. Esse objetivo foi
alcancado, e a andlise foi realizada para todos os genes propostos. No entanto, a expressao
génica so foi observada em LRP-1, LDL-R, SRB1, ABCAL, ndo sendo possivel a comparacao
entre PE e GN para 0os demais genes propostos. A partir da andlise estatistica, ndo foi
observada nenhuma diferenca entre os grupos no que diz respeito a expressao desses
receptores e mediadores de lipoproteinas, indo de encontro a hipo6tese de que eles poderiam
estar aumentados em PE em relagdo a GN como consequéncia, em parte pela hiperlipidemia

gestacional exacerbada, supostamente encontrada na PE. O nosso segundo objetivo foi
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analisar a concentracdo serica de lipidios e lipoproteinas em sangue materno e do corddo
umbilical e correlacionar com os achados placentarios. Além de ndo encontrarmos diferenca
estatistica entre os grupos no que diz respeito ao perfil lipidico, ndo houve nenhum tipo de
associacdo com os receptores. Esses dados vdo de encontro a literatura (LORENTZEN e
HENRIKSEN, 1998; RAY et al., 2006). Acreditamos que 0 aumento de perfil lipidico visto
em estudos prévios em relacdo a PE possa se dar por alteracdes metabolicas maternas e nao
propriamente estar envolvida com a PE (CATAPANO et al., 2011; EMET et al., 2013), sendo
um processo fisiologico da gestacdo. Ainda, visto que o colesterol é extremamente importante
para o desenvolvimento fetal, e grande parte desse nutriente é proveniente de recursos
maternos, optamos por correlacionar os niveis dos receptores e mediadores placentarios com o
percentil fetal. Encontramos expressao génica diminuida de LRP-1 em placentas de gestantes
do grupo PE com neonato PIG, a qual ndo foi observada para analise protéica com
Imunohistoquimica, talvez pelo pequeno tamanho amostral. Sabe-se que o LRP-1 é altamente
expresso em macrofagos e, por conseguinte, ndo é surpreendente que a expressao de LRP-1
esteja localizada principalmente nas células de Hofbauer (macréfagos fetais), as quais sdo
encontradas predominantes no estroma das vilosidades coriénicas da placenta durante toda
gestacdo (WOOD, 1980; BULMER e JOHNSON, 1984; GOLDSTEIN et al., 1988) e
desempenham um papel central no desenvolvimento e manutengédo da placenta humana, pois
secretam citocinas importantes para o crescimento e diferenciacdo do trofoblasto (KHAN et
al., 2000). Ainda, por o LRP-1 fazer a mediacdo de MMP-2, a diminuicdo do LRP-1
placentario poderia levar a diminuicdo de MMP-2, e um aumento de sua atividade de forma
compensatdria, contribuindo com a disfuncdo endotelial caracteristica dessa molécula, e que é
central para a fisiopatologia da pré-eclampsia e/ou PIGs.

A partir dessa analise, concluimos que o tranporte placentario ainda precisa ser muito

estudado, visto sua importacia em patologias gestacionais, e para o seguimento desse estudo.

Bloco 2B: no estudo chamado de Proteinas das cavéolas e a pré-eclampsiao objetivo
foi analisar e comparar 0s genes e proteinas CAV-1, CAV-2, CAV-3, Cavin-1, Cavin-2,
Cavin-3, Cavin-4, eNOS e iINOS em placentas de pacientes com e sem PE. O objetivo foi
alcancado com éxito. Todas as moléculas foram visualizadas na placenta tanto em expressédo
génica quanto proteica e comparada entre 0s grupos. Foi observada uma diminuicdo na
expressdo de RNAm de Cavin-1, Cavin-2, Cavin-3 e CAV-1, e um aumento de eNOS em
placentas pré-eclampticas. Em relacdo a expressdo protéica, encontramos uma significancia

em relacdo aos niveis da proteina CAV-1, também significativamente reduzida nesse mesmo
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grupo. Acredita-se que a reducdo de Cavin-1 resulte em uma reducdo de CAV-1, que
imobilizada na membrana plasmética seria incapaz de exercer sua inibi¢cdo tonica sobre
eNOS, levando a expressdo cronica e a hiperregulacdo do mesmo. Esse aumento de eNOS
RNAmM poderia também ser um mecanismo compensatorio em resposta a uma ma placentacao
decorrente de reducdo do fluxo sanguineo Utero-placentario. Portanto, um aumento no eNOS
produziria um aumento NO, visando a vasodilatacdo da unidade uteroplacentéria e a melhora
do fluxo sanguineo (MYATT et al, 1997), podendo atenuar a vasoconstricdo
caracteristicamente vista na SPE.

Essa rota metabolica em potencial sugere a necessidade de trabalhos futuros com o
objetivo de esclarecer os mecanismos subjacentes as modificacdes relatadas neste estudo.

Com o decorrer do trabalho, foi proposta outra analise objetivando correlacionar os
niveis de RNAm dos receptores e mediadores lipidicos com as proteinas das Cavéolas, eNOS
e iINOS. Ao observar que o possivel envolvimento dos receptores de lipoproteinas presentes
na membrana caveolar, como o SRB1, receptor de colesterol HDL, questionamos uma
possivel interacdo entre essas rotas metabolicas até entdo ndo estudadas em conjunto.
Encontramos correlacdes fortes e muito fortes entre eNOS e receptores de lipoproteinas nos
dois grupos, levando-nos a pensar no possivel envolvimento do metabolismo fetal envolvido

nessas rotas, em pacientes com PE, sendo uma proposta para estudos futuros.

3.1 COMENTARIOS FINAIS

A analise de moléculas mediadoras e sinalizadoras de processos inflamatérios e
angiogénicos, estudo de lipoproteinas, seus receptores e a influéncia desses fatores em recém-
nascidos PIG, e, ainda, a analise de proteinas das cavéolas na pré-eclampsia realizados neste
estudo buscou um maior entendimento da fisiopatologia de uma das doencas hipertensivas
gestacionais ampla e mundialmente estudada que ainda guarda muitas davidas quanto a sua
real causa.

A busca incessante por um biomarcador de pré-eclampsia move uma gama de grandes
pesquisadores comprometidos com o avango do conhecimento e com a prética obstétrica na
tentativa de auxiliar o homem a conquistar uma vitoria na luta contra a principal causa de
morte e morbidade materna e fetal no mundo. A certeza de um diagnostico prévio as
manifestacdes clinicas dessa patologia poderia orientar profissionais da saude a tomar
condutas mais objetivas, evitando desfechos desfavoraveis para o bindmio mae-feto. Da
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mesma forma, a descoberta de um inibidor do processo desencadeador da pré-eclampsia
poderia ser a pega-chave para a prevencdo ou o tratamento de milhdes de gestantes no mundo.

Por onde comecar essa busca? Pelo inicio do processo? Quando 0 processo €
desencadeado? Seria na fertilizacdo, com a unido de duas cadeias de DNA para a criacdo de
uma nova vida, trazendo uma carga genética diferente da encontrada na mae? Seria nas
mitoses de um blastocisto, e na formacgéo da placenta humana, ou em uma ma sinaliza¢do do
tecido embrionério a decidua materna? Seria uma reacdo imune materna ao concepto, como
um aloenxerto? Seria na mediacdo inflamatéria de uma placentacdo deficiente que
comprometeria a circulacdo materna? Seria no descarte de restos placentarios na circulagao
materna gerando uma cascata inflamatdria sistémica? Enfim, assim como é questionado
guando comeca a vida, tentando responder as grandes questdes retratadas mundialmente em
relacdo ao aborto, perguntamo-nos: quando comeca a pré-eclampsia?

Pesquisadores reconhecidos nessa investigacdo apostam na ideia de uma placentacédo
andmala, com conseguinte isquemia placentéria, acarretando na liberagdo de uma variedade
de moléculas, tanto pela placenta quanto por diversos tecidos, como o endotélio vascular,
atingindo um desequilibrio entre fatores vasodilatadores e vasoconstritores; inflamatorios e
antiinflamatérios; pr6é e antiangiogénicos até o aparecimento das manifestacdes clinicas da
pré-eclampsia incluindo aquelas que sdo a base para seu diagnéstico: hipertensdo arterial
sistémica e proteindria patolégica. Essa ideia tem sido trabalhada nos artigos cientificos dos
mais diversos paises. Moléculas ja analisadas em doencas cardiovasculares, processos
inflamatdrios sistémicos, marcadores e receptores de lesdo celular endotelial, fatores
oncogénicos e etc., tém sido estudados na pré-eclampsia, grande parte em tecido placentério,
com o objetivo de, assim como ndés, entender o processo patolégico dessa doenca, no que diz
respeito a essa cascata de mediadores desencadeados pela lesdo placentaria.

O terceiro trimestre de uma gestacdo normal parece ser um estado controlado de
inflamacéo sistémica, expressa por niveis elevados de proteina C reativa (SZARKA et al.,
2010). Da mesma maneira, se observarmos o inicio da invaséo trofoblastica, principalmente a
segunda onda de invasdo, constatamos que essa cascata inflamatoria ja esta presente desde o
inicio da remodelacdo das artérias uterinas espiraladas.

Um estudo de revisdo recente deixou clara a importancia do estudo da implantacéo do
blastocisto em patologias gestacionais. Sabe-se que, no inicio da gestacao, o blastocisto adere
e se implanta no revestimento endometrial uterino em processo de decidualizacdo
(diferenciacdo das células estromais endometriais em células ricas em glicogénio) sob a acéo
de progesterona e estrogénio (ARCK e HECHER, 2013). Nesse novo ambiente, o blastocisto
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se diferencia em embrido e em células trofoblasticas extravilosas fetais. No primeiro trimestre
da gestacdo, as células trofoblasticas expressam apenas um antigeno de linfécitos humanos
(HLA) de moléculas de superficie, o que contribui com a tolerdncia imunoldgica fetal
(GAUNT e RAMIN, 2001). Tanto as celulas trofoblasticas quanto as células da decidua
expressam diferentes receptores de quimiocinas, facilitando a migracdo das células
trofoblésticas na decidua, e a presenca de leucécitos maternos nesse tecido (ARCK e
HECHER, 2013). A existéncia de um estado inflamatdrio no inicio da gestacdo parece ser
benéfica para o sucesso da implantacdo do concepto no Gtero (FEST et al., 2007), e a
mediacdo desse processo se da através das células do trofoblasto, que, ao orientarem
monacitos a produzir e secretar citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-8, TNFa) e quimiocinas
(GROa, MCP-1, MIP-1B, RANTES), conseguem crescer ¢ se desenvolver (FEST et al.,
2007), configurando a placenta e uma gestacdo saudavel. Assim, a perda de possiveis sinapses
funcionais entre as células trofoblasticas invasoras e as do sistema imune materno poderiam
gerar um desequilibrio nessa relagcdo simbidtica entre feto e mée.

Em uma das vertentes do nosso estudo, analisamos citocinas pro-inflamatérias,
quimiocinas, fator de crescimento placentario e a proteoglicana Endocan-1 em plasma
materno, plasma fetal e placenta de gestantes com e sem pré-eclampsia, no terceiro trimestre
da gestacdo. Os achados referentes a uma exacerbacdo inflamatdria detectados pelo aumento
de TNFa em gestantes com PE, assim como possivel remodelagdo e reorganiza¢do da matriz
extracelular notada pelo aumento de Endocan-1 nesse mesmo grupo, nos faz pensar em uma
resposta exacerbada de um processo inflamatorio fisiologico, assim como a uma resposta sem
inibicdo do processo de cicatrizacdo e remodelacdo da matriz extracelular. Essa suspeita,
acompanhada de relatos relacionados ao aumento de colageno e a inibicdo de
metaloproteinases, (MMPs — principais proteases envolvidas na invasdo trofoblastica)
(COHEN et al., 2012; KARTHIKEYAN et al., 2013) nesse grupo, poderia levar a fibrose,
entdo observada tanto no leito placentario, quanto no endotélio vascular. Lembrando que as
proteinas da familia MMP estéo envolvidas na degradacao da matriz extracelular, producédo de
moléculas bioativas e ativacdo de citocinas/quimiocinasem processos fisiolégicos normais,
tais como desenvolvimento embrionério, reproducdo e remodelagem tecidual, bem como em
processos patoldgicos, tais como artrite e metastases (SELVAIS et al., 2011). A MMP-2,
diferentemente das demais parece ter sua atividade aumentada em processos que envolvem
disfungéo endotelial.

A presenca de citocinas e de fatores envolvidos na cascata da cicatrizagédo e

remodelacdo em grande quantidade, parece ser uma resposta exacerbada a um processo
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fisioldgico. Propdem-se como teoria que na PE ocorra alteragdo de um dado comando celular,
o qual na gestacdo normal inibiria uma possivel resposta cicatricial & lesdo aplicada pela
invasdo do trofoblasto as artérias espiraladas, reconstituindo integralmente a musculatura lisa
dos vasos, mantendo-os higidos e com baixa perfusdo sanguinea; um passo anterior a
isquemia placentaria. Mais anterior ainda, o proprio embrido, necessitando do sucesso na
implantagdo, emite sinais que atenuam tanto a reacdo imune ao aloenxerto, quanto a resposta
de restauracdo do endomeétrio ao qual esta se fixando. Na PE o desbalango entre mediadores,
ativadores ou supressores da resposta materna a ‘lesdo do aloenxerto’ evitaria a adequada
penetragdo do ‘corpo estranho’, desencadeando um processo de cicatrizagao e recuperagao do
tecido ‘perdido’.

Em consequéncia a esse processo, encontrariamos entdo uma placenta pobre em
nutrientes e isquémica.

Em uma outra vertente, estudamos as influéncias causadas por esse processo
hipoxémico na sinalizacdo de proteinas das cavéolas. Essa organela é um componente da
membrana plasmatica, composta por proteinas responsaveis pela sua estrutura e funcao.
Encontramos que a reducdo da Cav-1 na placenta pode levar de forma compensatéria a
ativagdo cronica da eNOS a fim de atenuar a vasoconstri¢do caracteristica na SPE. A presenca
de receptores como eNOS e VEGF, na membrana caveolar, corroboram com a idéia do
envolvimento da cavéola em processos inflamatdrios e angiogénicos. A importancia do estudo
do NO como vasodilatador enddgeno ja foi observada em estudos prévios do nosso grupo,
assim como a rota da L-arginina (COSTA et al., 2004; GALAO et al., 2004; PINHEIRO DA
COSTA et al., 2010), o GMP ciclico (PINHEIRO DA COSTA et al., 2006) e sua possivel
influéncia na fisiopatologia da pré-eclampsia, principalmente no estagio 2, quando as
manifestacdes clinicas ja estdo presentes.

A partir da hipétese de que a lesdo placentaria lembra aquela da lesdo aterosclerética,
e a fim de compreender o transporte lipidico para o feto — fonte de energia para seu
crescimento e desenvolvimento — optamos como terceira e ultima vertente a analise das
lipoproteinas maternas e fetais e dos receptores de colesterol na placenta. De forma
interessante, observou-se que as lipoproteinas ndo foram diferentes entre 0s grupos, mas que
um dos receptores de lipoproteinas, o LRP-1, estava diminuido em placentas de recém-
nascidos PIG de maes com PE. Isso nos fez questionar possiveis influéncias de disfuncbes
metabdlicas prévias a gestagdo, em especial a obesidade materna, como um possivel

contribuinte para a exacerbacdo da hiperlipidemia gestacional e o envolvimento dos
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receptores e mediadores lipoproteicos ndo diretamente com a PE, mas com o metabolismo
fetal.

Por fim, como visto ao longo desta tese, estudos tém apontado a isquemia placentaria
decorrente de uma placentacdo andémala como o evento desencadeador da liberacdo de
moléculas possivelmente envolvidas na PE. No entanto, antes de a isquemia ocorrer, ou até
mesmo antes da existéncia da placenta, uma variedade de moléculas ja se encontram em
abundancia na decidua materna e no tecido trofoblastico fetal, justamente na tentativa de
tentar manter a invasdo trofoblastica e garantir a evolucdo da gestacdo. Fica aqui, entdo, um
questionamento: deveria o foco de futuras pesquisas ser mais voltado para esse periodo

gestacional?
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O valor da placenta; a incognita da pré-eclampsia

Estariamos n6s novamente na estaca zero? Afinal, um século apds o inicio da busca
pelo entendimento cientifico, ndo temos a causa nem a cura da pré-eclampsia, ndo sabemos
exatamente o que ocorre nos primeiros dias de implantacdo do concepto no Utero, nem mesmo
quanto tempo é necessario a uma gestante desenvolver a pré-eclampsia. Sabemos apenas,
assim como os primeiros estudiosos da toxemia gravidica, que a retirada da placenta é a peca-
chave para a involucao dos sintomas da pré-eclampsia. Poderiamos pensar, entdo, na placenta
como uma entidade per se, e dizer até mesmo que sé faltaria um DNA proprio para ser
chamada de um ‘individuo de transi¢do’: um composto de células programadas para viver ndo
mais de 42 semanas, com uma sobrevida curta ao se comparar com a daquele que ela
alimenta, e que, por fim, é descartada pelos mamiferos junto com todo seu teor de proteina e
outros nutrientes; um modelo celular humano para analisar possiveis doencas inflamatorias,
angiogénicas, oncogénicas etc., que recebe em nove meses informagdes celulares de um corpo
adulto e as repassam para um ser em formacdo. Algo extremamente valioso, mas intrigante.
Patologias consequentes a sua irregularidade ndo poderiam ser menos do que grandes

incdgnitas.

Esta tese me trouxe um sentimento de amor e dedicacdo. Agradeco novamente a todos
aqueles que acompanharam este trabalho e ajudaram a me tornar uma amante do “Estado
Interessante” e uma pesquisadora engajada na busca incessante pelos dizeres da ciéncia e da

medicina.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
APROVADO PELO COMITE DE ETICA E PESQUISA DO HSL/PUCRS PARA USO
NA LINHA DE PESQUISA EM NEFROLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
LINHA DE PESQUISA EM NEFROLOGIA:
ENFOQUE NA GESTACAO E PRESSAO ARTERIAL
TCLE APROVADO PELO CEP EM 31/05/2005 (OF N° 440/05)-CEP E APROVADO PELO CONEP
REGISTRO 11972
Pesquisadores Responsaveis: Bartira Ercila Pinheiro da Costa, Carlos Eduardo Poli de Figueiredo, Domingos
Otavio L d’Avila, Ivan Carlos 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
pressdo 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 P6s-graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude da
Faculdade de Medicina e do Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomeédicas da PUCRS.

Nos estudos serdo avaliados diversos aspectos que podem influenciar na doenca, tais como: marcadores
presentes no sangue, na urina, na placenta ou em tecidos; funcdo dos vasos sanglineos; funcdo das células;
funcdo de drgédos, 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 pressdo arterial na gestacdo 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 formulacdo 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 o0 estudo que estd sendo oferecido. Entdo sera
perguntado se deseja participar da pesquisa.

Caso concorde, ap6s 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 corddo umbilical ap6s o parto e amostra da placenta, e/ou avaliagdo 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. Apds o parto vocé poderd ser convidada a
realizar acompanhamento clinico com o grupo no ambulatério Nefrologia. Este grupo atende e acompanha
pacientes com hipertensdo arterial sistémica, doenca 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
evolucdo, detectar fatores de risco ou sinais de doenca, encaminhando a prevengéo e/ou tratamento destes. Meses
apos o parto, poderé ser solicitado um exame de cintilografia renal que visa detectar a presenca de cicatrizes no
rim de mulheres em risco (cicatrizes s&o mais comuns em mulheres que desenvolveram hipertensdo na gestacao).
Estas avaliacBes ndo interferirdo nas suas avaliages e cuidados rotineiros.

O material bioldgico da pesquisa sera coletado e congelado até a analise pelos colaboradores do Laboratdrio 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 faga a opgdo autorizando ou ndo a coleta dos
diferentes materiais ou realizacdo dos exames:

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

Urina: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Placenta AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
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Sangue: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

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

Analise 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.

MATERIAL EM ESTUDO E ARMAZENAMENTO: 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, serd novamente solicitada a
aprovacéo das Comissdes de Etica em Pesquisa para realizar a avaliagio adicional. Os estudos sdo desenvolvidos
de forma anbnima. Os resultados da pesquisa estardo 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 opcéo escrevendo SIM ou NAO: QUERO SABER DO RESULTADO DA PESQUISA.

RISCOS E BENEFICIOS: Os riscos ou desconfortos dessa pesquisa s&o considerados minimos. Este estudo
ndo lhe trard nenhum tipo de discriminacdo individual ou coletiva. A presente pesquisa se propde a colaborar
com o conhecimento sobre a gestacdo e suas doengas relacionadas com o controle da pressdo arterial, ndo
trazendo beneficios diretos para as pacientes participantes.

LIBERDADE: A sua participa¢do na pesquisa é totalmente voluntéria e vocé pode desistir a qualquer momento,
sem prejuizo do tratamento e sem a necessidade de explicar o0 motivo.

Eu, fui informada pelo(a)
dos objetivos e justificativas dessa pesquisa de
forma bem clara e detalhada. Recebi informacdes sobre cada passo que estarei envolvida. Todas as minhas
duvidas foram respondidas com clareza, e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento.
Estou ciente que as informagfes por mim fornecidas serdo mantidas em segredo e usadas somente conforme
opc¢do 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 3320 3000 - Ramais 3174 ou 2344, para qualquer divida como participante deste
estudo.

Esta pesquisa tem aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS. Sob as condiges 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 apds I&-lo com todo o cuidado possivel.

Porto Alegre, de de

Paciente ou Responsavel Investigador
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APENDICE B - PROTOCOLO DE COLETA PADRONIZADO DA LINHA DE PESQUISA EM NEFROLOGIA - HIPERTENSAO NA

GESTACAO. LABORATORIO DE NEFROLOGIA/IPB

IDENTIFICACAO ANAMNESE
Nome: Data da Ultima menstruacdo (DUM): Certeza: Sim Né&o
Endereco: Idade gestacional (no dia da coleta): DUM= ECO=
Cidade: Bairro: Gestagbes: () Partos: () Abortos: () Provocado/ Espontaneos
Fone: () Tabagismo: ndo 1a 10 cig/dia > 10 cig/dia

Data da avaliagdo:

Numero de consultas de pré-natal:

Registro HSL.:

HISTORIA MEDICA PREGRESSA

N° do Lab: / / / Infecgdo urinéria (repeticdo): Nao Sim: Infancia Fase adulta
Raca: branca mista negra HAS: Néo Sim: Idade ou 1G no diagnéstico:
Data de nascimento: / / PE prévia: Ndo Sim DM: Nd&o DMI DMII DMG
Idade: Outras doengas:
HISTORIA FAMILIAR Drogas em uso (antes / durante a gestacdo, qual):

HAS: Néo Sim : Parentesco: mée pai outros: Uso de anti-hipertensivos durante a coleta:

EXAME LABORATORIAL EXAMES FiSICO
Data dos exames: Data do exame fisico:
IG: semanas dias TP (RNI): / (%) IG: semanas dias
Hematdcrito: % KTTP: seg/seg PAS: mmHg
Hemoglobina: g/dL Fibrinogénio: mg/dL PAD: mmHg
Leucocitos totais: uL TGO: U/L TGP: U/L Peso inicial: kg /Peso final: kg / Altura: metros

Bastonados: % uL LDH: U/L Membranas: Integras Bolsa rota (horério que rompeu a bolsa):
Segmentados: % uL BD: mg/dL BI: mg/dL DADOS DO PARTO

Basofilos: % uL Data: Hora:

Eosinofilos: % uL Tipo de parto: Normal Cesario Por qué?

Monécitos: % uL TSM: ABO: Rh: Se parto normal: episiotomia sim ndo / uso de fércipe sim ndo
Linfocitos: % uL DADOS DO RECEM-NASCIDO

Plaquetas: mil Sexo: Masculino Feminino

Creatinina: mg/dL Acido Urico: mg/dL Apgar:1° min 5° min

ProteinUria de amostra: mg/dL IGO: IGP (capurro):

Creatinindria de amostra: mg/dL Classificacdo: AIG GIG PIG

Relacdo prot/creat (P/C) em amostra: Peso RN: g

Proteindria de 24h: mg/24h / Creatininuria de 24h: Peso da placenta: g

Glicemia de jejum: mg/dL (data: / / ) CLASSIFICACAO DA GESTANTE

Exame qualitativo de urina: pH= dens= prot= + Controle Hipertensa gestacional Hipertensa cronica Pré-
hem= + leuc= p/c hem= p/c Céls= p/c eclampsia pura sobreposta Eclampsia HELLP

Qutros:

Observagéo:
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APENDICE C - PROTOCOLO PARA PREPARACAO DAS AMOSTRAS - ENSAIO
MULTIPLEX

Preparacdo das amostras de plasma
(conforme protocolo Milliplex™ Cat. # HADK2MAG-61K e Cat # HCVD1MAG-67K)

Coletar sangue materno e do corddo umbilical usando tubo de coleta com EDTA

Centrifugar por 10 minutos a 1000 Xg

Evitar multiplos ciclos congelar/descongelar (>2)

Remover o plasma e fazer o ensaio imediatamente ou aliquotar e armazenar a < -20 °C

para ensaios em curto tempo e a -70°C para ensaios a longo tempo.

5 Ao usar amostras congeladas, é recomendado descongelar as amostras completamente a
4°C, passar em vortex e centrifugar, antes de usar no ensaio, para remover particulas.

6 Se adiluicdo foi necessaria para as amostras de plasma, usar 0 Serum matrix apresentado
no kit, como diluente da amostra.

7  Néo colocar as amostras em vidro. Armazenar em tubos de polipropileno.

A OwWOWDN -

Preparacédo das amostras de placenta™

O protocolo utiliza Protease Inhibitor Cocktail I (lyophilized Power) Catalog #20-20,
e RIPA Lysis Buffer, 10X. Catalog #20-188, Millipore, os quais devem sem adquiridos ou
processados' antes de iniciar o ensaio. A reconstituicdo do Inibidor de protease é realizada
com o tempéo de RIPA, conforme o fabricante.

1  Separar e rotular tubos de centrifugacdo de 1,5 mL e Falcon 15 mL, conforme as

amostras e tubos de centrifugacdo de 0,6 mL, dois ou mais por amostra

Separar materiais para aliquotar o tecido congelado. Utilizamos pinca e bisturi.

Retirar as amostras do freezer e manter em isopor com gelo.

4  Pesar 0,3 g de tecido congelado de cada amostra e armazenar em Tubo Falcon 15
mL. (sempre mantendo a amostra em gelo).

5 Aplicar tampdo de RIPA com inibidor de protease na quantidade de 3 mL/g;
aproximadamente 0,9 mL por amostra (fazer o calculo para cada amostra).

6 Fazer maceracdo manual usando gral e pistilo e armazenar novamente no mesmo
tubo Falcon 15 mL.

7  Fazer sonicacdo em banho gelado por 10 minutos. (Antes, é interessante fazer um
spin em centrifuga por 30 segundos para decantacdo, apenas).

8 Pipetar o conteddo sonicado nos tubos de centrifugacdo 1,5 mL previamente
rotulados.

9 Centrifugar o extrato: 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. (se tiveres uma
centrifuga refrigerada a 4°C que comporte o tubo Falcon 15 mL a uma rotagéo de
10.00 rpm, ndo ha necessidade do tubo 1,5 mL.

10 Pipetar o sobrenadante em tubos de centrifugacédo de 0,6 mL, aproximadamente
200 ul por tubo. Armazenar a <-20°C para posterior analise.

w N

19 visto que o Protocolo Milliplex ™ nao d& detalhes para o pesquisador de como processar a amostra de tecido,
elaboramos um protocolo para tal com base em estudos prévios do nosso grupo com ensaio de ELISA e
colaboracédo de pesquisadores que trabalham com tecido.

! Neste estudo, foi adquirido o Inibidor de protease (ANEXO C) e processado 0 Tampéo de RIPA.
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médias entre SPE/GN; e SPE>37/SPE<37. IC: Intervalo de confianca. IG: Idade Gestacional.
P4 Valor de p ajustado para 0 método de Bonferroni (ajustado por Finner)..

PE IG < 37 sem X Controle PE IG > 37 sem X Controle PE IG <37 sem X PE IG < 37 sem

mMG_SPE | mG_Co |[RM | IC(95%) | p | Py | MG_SPE | mG_Co |RM | IC (95%) | p | Py | mG_>37 | mG_<37 |RM| IC(95%) | p | Py | p
Endocan 3,42 1,85 1,85(1,12| 3,06 |0,02|0,03 2,72 1,85 1,47|1,18|1,84|0,00]| 0,00 2,72 3,42 0,80(0,50| 1,27 {0,34(0,34| 0,002
o PIGF 4,47 18,24 10,24/0,03| 1,87 |0,17|0,24 8,24 18,24 10,45/0,19|1,100,08 | 0,22 8,24 4,47 1,85(0,28 (12,16 |0,52 0,52 | 0,161
5 | LIGHT 208,45 49,43 |4,22(1,01|17,62|0,05(0,14 63,68 49,43 11,29(0,69|2,41/0,42(0,42| 63,68 208,45 10,31(0,08| 1,15 |0,08|0,14| 0,141
g TNFa 2,60 1,91 1,36|0,83| 2,25 |0,22|0,31 2,46 191 1,29(1,04|1,61|0,02|0,06 2,46 2,60 095|0,59| 1,50 {0,81(0,81| 0,07
g IL-6 511 8,09 (0,63|0,23| 1,73 |0,37|0,50 5,26 8,09 |0,65|0,42|1,01|0,06|0,17 5,26 511 1,03(0,40( 2,63 [0,95(0,95| 0,156
Z MCP1 107,40 62,81 [1,71|0,95| 3,08 [0,08]|0,22 65,46 62,81 |1,04/0,80|1,24(0,76|0,76| 65,46 107,40 (0,61|0,35| 1,05 {0,08|0,22| 0,188
o NGF 2,14 497 10,43(0,20| 0,94 |{0,03|0,09 4,39 497 0,88|0,63|1,24|0,47 (0,47 4,39 2,14 2,05|1,00| 4,21 |0,05|0,09| 0,103
Leptina 24,15 1355 |1,78/0,82| 3,87 |0,14|0,20 18,88 1355 [1,39(0,99(195(0,06|0,17| 18,88 24,15 0,78(0,38| 1,61 {0,50(0,50| 0,116
Endocan 4,45 2,82 1,57(1,05| 2,35 | 0,03 | 0,06 2,81 2,82 1,00|0,83]1,20|0,96 | 0,96 2,81 4,45 0,63(0,44| 0,92 |0,02 (0,06 | 0,056
PIGF 2,47 2,38 |1,04|0,21| 5,18 | 0,96 | 1,00 2,43 2,38 11,02|0,49|2,13]0,96|1,00 2,43 2,38 1,02(0,22| 4,40 {0,98|1,00| 0,999
® | LIGHT 176,20 107,89 |1,63(0,47| 5,65 |0,43(0,75| 139,64 107,89 |11,29|0,73|2,29|0,37|0,75| 139,64 176,20 {0,79|0,25| 2,52 {0,69|0,75| 0,596
% TNFa 5,38 488 |1,10(0,74| 1,65 |{0,62|0,88 5,18 483 [1,06/0,89|1,28|0,51|0,88 5,18 5,38 0,96|0,66| 1,40 |0,84|0,88| 0,776
g IL-6 3,56 485 10,73(/0,19| 2,88 {0,66|0,73 2,49 485 0,51/0,27|0,96|0,04 (0,12 2,49 3,56 0,70|0,19| 2,50 |0,58|0,73| 0,109
E MCP1 308,32 183,23 |1,68(0,91| 3,13 |0,10(0,15| 150,31 183,23 |0,82/0,62|1,09|0,18{0,18| 150,31 308,32 |0,49(0,27| 0,87 |0,02|0,06 | 0,029
NGF 1,18 348 0,34/0,08| 1,43 |0,14|0,36 2,53 348 0,73/0,37|1,41|0,34|0,36 2,53 1,18 2,15|0,56| 8,22 |0,26|0,36| 0,302
Leptina 23,17 22,75 |1,02|0,38| 2,75 |0,97|0,97 30,69 22,75 |1,35|0,85|2,13|0,20|0,49| 30,69 23,17 |1,32|0,52| 3,35 {0,55|0,70 | 0,389
Endocan 1,71 2,05 10,83/0,38| 1,78 | 0,64 0,78 1,63 2,05 10,79|0,56|1,14|0,20|0,49 1,63 1,71 0,95|0,47| 1,95 {0,90|0,90| 0,441
PIGF 0,54 082 |0,66(030| 1,47 |0,31(0,67 0,77 0,82 0,95|0,66|1,36 0,77 | 0,77 0,77 0,54 1,43|0,68| 3,00 {0,34]|0,67| 0,586
o | LIGHT 4,83 4,15 1,16 (0,47 | 2,88 | 0,74|0,92 4,68 4,15 1,13|0,74(1,71|0,57| 0,92 4,68 4,15 1,13|0,42| 2,25 {0,94|0,94| 0,846
§ TNFa 37,07 41,21 10,90|0,45| 1,79 |0,76|0,76 47,97 41,21 |1,16|0,85|1,60|0,35|0,73| 47,97 37,07 1,29|0,68| 2,45 |0,43|0,73| 0,499
8 IL-6 654,64 805,38 (0,81(0,45| 1,47 |0,49(0,61| 891,25 805,38 |1,11|0,84|1,46|0,47|0,61| 891,25 805,38 |1,11|0,78| 2,36 |0,27|0,61| 0,445
& MCP1 7,89 8,75 10,90|0,45| 1,79 |0,77 (0,89 9,71 8,75 (1,11/0,81|1,52|0,52 0,89 9,71 7,89 1,23(0,65| 2,33 {0,52(0,89| 0,687
NGF 515,23 501,19 [1,03|0,66| 1,59 |0,90|0,90| 563,64 501,19 |1,12/0,92|1,38(0,25|0,58| 563,64 515,23 |1,09(0,73| 1,64 |0,66(0,80| 0,48
Leptina 251,19 84,72 1296|1,01| 8,71 {0,05|0,07| 150,66 84,72 11,78|1,08|2,92(0,02|0,06| 150,66 251,19 |0,60|0,22| 1,63 |0,31|0,31| 0,038

Fonte: Hentschke (2013). mG_SPE: média geométrica de sindrome de pré-eclampsia (SPE); mG_Co: média geométrica de gestante normal (GN). RM: razéo de
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APENDICE E- PROTOCOLO DO ENSAIO DE REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE EM TEMPO REAL (PCR-TR)"

Protocolo 1 - Realizagdo da curva padrdo: Gel de Eletroforese; Leitura do Gel

Gel de Eletroforese

O gel de eletroforese separa os produtos do PCR-TR de acordo com o seu tamanho. O
gel confirma ou ndo a presenca dos genes propostos no tecido. Um marcador (See blue
Invitrogen) corre junto com os produtos do PCR-TR permitindo a comparacdo do marcador
com o tamanho das bandas dos genes.

Preparacgao do gel de Agarose 2%

100 ml de tampdo TBE* + 2g de agarose. *TBE tampao: Crystal buffer (10X). 1:10
50 ml de TBE 10X + 950 ml de &gua

Colocar no microondas em baixa poténcia (3 minutos — cuidar para nao ferver) - A
2  agarose deve ficar totalmente dissolvida (liquido transparente). Resfriar a mistura
com agua fria

Aplicar a mistura 10ul de SYBR Save dye (brometo)

1

Colocar a mistura na cuba do gel de eletroforese

Colocar o pente para criar 0s pogos e aguardar secar o gel. Quando o gel estiver
firme, o coloque de acordo com a orientacdo da cuba e retire o pente.

Colocar o TBE tampao até a linha indicada na cuba
Pipetar10pl do marcador em um dos pogos

o N o o B~ W

Pipetar as amostras: 10 pl amostra + 2 pl blue (loading buffer)

Ligar a cuba no leitor de eletroforese, 145V. Checar se os fios estdo na posi¢ao
9 correta: negativo = positivo. Duragdo: aproximadamente 45min

Leitura e Andlise do Gel

Ap0s correr o gel, retira-lo da cuba e coloca-lo dentro da cdmara de UV para fazer
a leitura das bandas no computador.

2  Programa: Carestream programme / Settings: Ethidium bromide

Passos: Colocar o gel na cdmara (as bandas voltadas para o fundo da camara).
3 Pressionar capture — (checar se a camara esta ligada - UV on).
Salvar a imagem/imprimir

12 protocolo organizado por Marta Hentschke com auxilio do Dr. Hiten Mistry.
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Protocolo 2 - Extragéo e Quantificagdo do cDNA

Extracdo de DNA

1
2

3

© 0O ~N O o o

11
12

Procedimento realizado apds a leitura do gel

Cortar com bisturi as bandas que apareceram no gel. Apos fazer os cortes, observar
novamente no computador se elas foram cortadas adequadamente

Cada banda cortada é colocada em um tubo de centrifugacéo 1,5ml para entéo ser
feita a extracdo de DNA. Cada tubo é referente a um gene a ser estudado

Elaborar Tabela para visualizacdo de pesos e medidas, conforme exemplo abaixo:

Peso do tubo  Peso com o gel
: X100 (n X3 (ul
vazio (g) @) (ng) (u)

LRP-lamostra X 1 1,129 120 360

Gene

Aplicar o Buffer QG dentro de cada tubo com gel (a quantidade foi calculada
anteriormente de acordo com a Tabela acima)

Colocar no Termomixer compact (aproximadamente 10min — 50°C/1400rpm)

Adicionar o volume de 1 gel (Ex. 120 pl) de Isopropanol e fazer o Vortex.

Pipetar a solucdo dentro de um tubo de centrifugacdo, com filtro. Centrifugar por 1
minuto.

Colocar 0,5 ml de Buffer QG novamente - Centrifugar por 01 minuto.

Aplicar 0,75 ml de buffer PE e etanol

Centrifugar por 01 min, descartar e centrifugar mais um minuto. Mudar a tampa do
tubo.

Aplicar 30 pl de buffer EB, bem na membrana do tubo — Centrifugar.
Congelar a amostra

Quantificacdo do DNA

1

Aparelho: Spectrophotometer — Nanodrop (ND 1000). Programa: ND 1000/Nucleic
Acid

Passos:Limpar a maquina: 70% etanol e 4gua. Check: colocar 1,5 ul de 4gua, fechar
e apertar ‘ok’ para iniciar. Limpar novamente (etanol + 4gua). Adicionar 1,5 pl
buffer EB (nesse caso) — pressionar blank. Limpar novamente. Adicionar 1,5 pl da
amostra — pressionar mesure.

O programa quantifica o DNA. Observar valores:CAN ng/ul e 260/280. Usando esses
valores, calculamos o numero de copias/ pl e criamos as diluicoes:

10° — 10" [10° = 1 pl de cDNA + (valor) pl 4gua]




188

APENDICE F - PROTOCOLOS PARA A REALIZACAO DO ENSAIO DE

IMUNOHISTOQUIMICA®

Protocolo 1 - Relacdo de tempdes e solucBes usadas na técnica de Imunohistoquimica

Tampdes e Solugdes

Formas de Preparo

Tris Buffered Saline (TBS) 10x stock
(0,05M, pH 7.2-7.6)

TBS/0.25%BSA

Citrate Buffer, 0.1M stock, pH 6

0.5% Hydrogen Peroxide in methanol

Scott’s Tap Water

Acid alcohol

175.2g NaCl

12.12g TRIS

Add approx 1500 ml and pH using HCI ( if use
1M will take as much as 40 — 100ml).

Make up to 2L with distilled water.

To use —dilute 1/10

0.25g BSA

100ml TBS

Allow BSA to dissolve slowly or else will froth
up. Aliquot into 10ml portions and keep frozen
until needed

29.41g trisodium citrate

Add 800ml water and pH to 6 with HCI. Make
up to 1L.

To use —dilute 1/10

5ml  30% Hydrogen Peroxide (Sigma)

295ml methanol
- May be stored at +4°C and use wihin 1
week.
Potassium bicarbonate 29

Magnesium sulphate 20g
Make up to 1L

99ml (297ml) 70% alcohol-IMS
Iml (3ml) conc HCI

3 protocolo elaborado por Lesia O. Kurlak, Nottingham University, UK. A autora da Tese optou por néo

traduzir esse protocolo para portugués.



Protocolo 2 - Protocolo para 0 ensaio de Imunohistoquimica
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PROTOCOL FOR DAKO ENVISION ™ SYSTEM FOR IMMUNOHISTOCHEMISTRY
Mount paraffin-embedded sections on APES-coated slides. Dry the sections overnight at 37°C.

1
2
3

10

11
12

13
14

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

Dewax sections in xylene baths
Immerse in absolute alcohol (IMS is cheaper)

Immerse in fresh 0.5%H,0, in methanol — peroxidase block
(store up to max 1 wk at 4 C)
Immerse in alcohol

Immerse in 70% alcohol
Wash in running water

Microwave for 15 mins at medium setting in citrate buffer
solution (Heat induced epitope retrieval). Time depends on
equipment

Leave to stand for a few mins before cooling in running water

Wash in TBS

Wipe off excess TBS and draw around section with
hydrophobic barrier pen pen, block with appropriate for 2° Ab
normal serum (dil 1/10 in TBS/BSA).

Incubate in 1° Ab (dil in BS/BSA)

(in a humidified covered chamber to minimise evaporation
from slides)

Wash in TBS

Incubate with HRP-labelled polymer (2° Ab) at room temp,
neat if part of kit or concentration as assessed in a validation
run.

Wash in TBS

Incubate in DAB chromogen [make up in separate tube 1ml of
buffer + 20pl DAB]
Wash in running water for a few minutes

Counterstain in Harris’ Haematoxylin
Wash in running water

Blue in Scott’s Tap water . Look at slides under microscope.
Wash in running water

If too blue, dip in acid alcohol.

Wash in running water

Dip in Scott’s Tap water

Wash in running water

Transport in water/TBS

Immerse in 70% alcohol

Immerse in 100% alcohol

Clear in xylene (I1l and 1V)

Mount in DPX

(2x5mins)
(2x5 mins)
(20 mins)

(2x5mins)
(5 mins)
(5 mins)

[ 20 mins at 70P in
CHN lab]

[at least 15 mins
total]
(5 mins)

(30 mins)

overnight at 4°C,

then 30-60 mins at
room temp.
(2x5mins)

(30 mins)

(2x5mins)
(1x10mins)

(1x12 secs)

(5 secs)

(5 secs)

(5 mins)
(2 x 5 mins)
(2 x 5 mins)

P.S. If the staining procedure must be interrupted, slides may be kept in a buffer bath
following incubation of the primary antibody for up to one hour at room temp without affecting the
staining.



APENDICE G - PROTOCOLOS PARA ENSAIO DE WESTERN BLOT*

Protocolo 1 - Relagédo de tempdes e solucdes usadas para técnica de Western Blot:

Tampdes e Solucdes

Formas de Preparo

Loading Buffer (pl)

Novex Marker
Running buffer (RB) (1X)

Running buffer com solucao

Antioxidante

Transfer buffer (1X)

Metanol

TBS (1X) Tris Buffered
Saline (Seven biotech)

TBS-Tween (TBST) (1X)
Antibody storage buffer:
TBST + BSA

Diluig&o do anticorpo
primario

Diluicéo do anticorpo
secundario (1:10.000)

B-actin (1:5000)

ECL — Reagente de deteccédo

5x concentrado. Estocado em 4°C.

Calcular o que é necessario para cada amostra e
misturar o tampao com a amostra.

Amostra [ ] <5 - 1l / Amostra [ ] 5<10 - 2 pl
Amostra [ ] 10<15 > 3 ul

Marcador de peso molecular de proteina.

50 ml de RB (20X)
950 ml de a4gua deionizada

200 ml RB
500 pl of antioxidant (estocado a 4°C)

100 ml de TB (10X)-> (Transfer buffer (10X): 29,3g
glycine, 51.8g Tris, 3,759 SDS em 1L de agua)

200 ml metanol /700 ml H,O destilada deionizada
Usado para molhar a membrana do Western Blot

50 ml de TBS (10X)
450 ml de agua deionizada

100 ml de TBS (1X) / 1 ml de Tween 20
900 ml de agua deionizada

10% de BSA Bovine Serum Albumin
TBST (1X) 10g -100ml ou 5g — 50ml

1ul do anticorpo em 500 pl de TBST+BSA. (6 ul de
anticorpo em 3ml de TBST +BSA)

50 ml de TBST
1 pl de anticorpo (ex: anti rabbit)

1 pl de b-actin em 5000 pl de TBST+BSA

Aproximadamente 3 ml por membrana (1,5 ml de A e
1,5 de B) — preparar somente quando for usar.

4 Protocolo organizado por Yosef Mansour e Marta Hentschke para ensaio Western Blot.
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Protocolo 2 - Protocolo Eletroforese - XCell SureLock Mini-cell system

Eletroforese - Novex® gels pré-moldados. Transferéncia de proteinas™

[N

© 00 N O

11

12

13

14

15

16

17

18

20

21

22
23

24
25
26
27
28
29

30

Calcular o volume total de proteina (uL) e de Laemlli buffer (loading buffer) exigidos por cada amostra

Remover o gel da embalagem, retirar a fita branca que esta colada na parte inferior do cassete. Retirar com calma o pente da
parte de cima do cassete e ter certeza de que 0s pogos estéo livres de excesso de gel.

Posicionar o cassete no aparelho de Mini-cell tendo cuidado para que 0s pogos estejam voltados para o centro da cuba. Se
estivermos usando apenas um gel, precisamos colocar do outro lado da cuba uma barreira de pléastico. Quando o cassete estiver
na posigao correta, prenda-o bem.

Fazer 1L de Running buffer a partir do estoque de 20X (50 ml RB 20X estocado em 950ml de &gua destilada). Pegar 200 ml
dessa solucéo e acrescentar 500pl de antioxidante.

Preencha a cuba do meio com a solugo de RB + antioxidante. Primeiro coloque o uma pequena quantidade da RB para checar
se estd bem tensionado e ndo esta vazando. Se vocé detectar um vazamento da cuba alta para a baixa, descarte o buffer,
desmonte e monte novamente o Mini-cell. Com o selo apertado, encha a cuba com RB, aproximadamente com 200ml 1X. A
camera do meio deve ser preenchida acima do nivel dos pocos, assim eles ficam submergidos em solugéo.

Preencha a cuba de fora com o restante da solugédo de RB

Pipete o marcador e as amostras no gel.

Coloque a tampa no Mini-cell, conecte os eletrodos. Condigdes da eletroforese: 175V por 1h e 30min.

Apbs o fim da eletroforese, quando as amostras tiverem corrido para a parte inferior do gel, desligue o aparelho, desconecte os
eletrodos e retire o gel da cuba XCell SureLock. Mini-cell.

Corte a membrana de transferéncia — membrana de nitro celulose (PVDF) e o papel filtro com as mesmas dimensdes do gel.
N&o tocar a membrana com as maos

Faca 1L de tampéo de transferéncia (transfer buffer) a partir de 10X estocado

(100 mL TB 10X em 700 mL dH20 + 200ml de metanol)

Umedeca a membrana de PVDF por 30 segundos com metanol a ap6s coloque em um recipiente com aproximadamente 50mL
de 1X TB por alguns minutos.

Mergulhe as almofadas do gel e o papel filtro no TB também. Tenha certeza de que nao tenha ar nas almofadas do blot, pois
isso impedira a transferéncia das proteinas para a membrana.

Separe cada um dos trés lados do cassete inserindo uma faca nos espagos entre os dois pratos do gel. A face em que ha um
furo no cassete, deve ficar voltada para cima. Cuidadosamente, remova e descarte o prato de cima, permitindo que o gel
permanega no prato de baixo.

Com a espatula, remova o topo do gel, onde estdo os pogos, e a parte inferior, onde ha uma protrusao.

Posicione as almofadas de blot pré-umedecidas, o papel filtro, a membrana de transferéncia e o gel de acordo com o desenho
abaixo.

Para facilitar o posicionamento do gel no sanduiche, coloque o papel filtro em cima do gel quando ele ainda estiver em cima
da placa do mini-cell e ap6s bem posicionado, vire ele e o gel de cabeca para baixo, deixando o papel filtro na parte de baixo e
0 gel na parte de cima, como mostra o desenho.

Tenha certeza de que todas as bolhas foram removidas, da para usar uma ponteira grande como um rolo para fazer isso.
Posicione o sanduiche na cuba, tranque bem, para que todas as camadas estejam em perfeito contato.

Preencha o modulo blot com 1X tampéo de transferéncia até o sanduiche gel / Ndo encha até o topo, pois isso so ira gerar
condutividade extra e calor.

Preencha a cuba externa com é&gua deionizada. O nivel de 4gua deve atingir cerca de 2 cm a acima da parte superior da cuba
inferior. Isto serve para dissipar o calor produzido durante a execugéo.

Coloque o tampa no topo da unidade. Condigdes de transferéncia: 30 v, 1hora-1h 30min

Quando o blotting tiver terminado, colocar a membrana PVDF em metanol durante 15 segundos e, em seguida, ao ar seco. A
membrana mudara para um branco opaco.

Prepare a membrana de acordo com seus anticorpos primarios (ou seja, se vocé precisa cortar a membrana ao meio, isso pode
ser feito com uma régua e bisturi). Lembre-se: usar o bisturi para cortar o canto de cada membrana para que vocé possa
identifica-las.

Corte um comprimento adequado do plastico duplo — utilizado para empacotar a membrana

Transferir cuidadosamente a membrana para a bolsa de plastico, usando uma pinga. Mantendo um espaco de
aproximadamente 5mm entre o bordo da membrana e da borda do plastico.

Use o selador de plastico para fechar as bordas, mantenha um lado aberto, onde possa ser colocado o anticorpo.

Preparar uma diluigdo apropriada do seu anticorpo de interesse (diluido em BSA).

Colocar parte da solucéo para dentro da bolsa onde esta a membrana, ver se ndo ha vazamento, se ndo houver vazamentos,
colocar o resto da solucéo para dentro da bolsa. Retirar as bolhas e selar o lado que ficou aberto.

Incubar a membrana com o anticorpo apropriado em temperatura ambiente por pelo menos 5 horas, ou overnight a 4°C, com a
velocidade maxima de agitago.

Ap6s incubacéo durante a noite, fazer uma pequena fenda no canto da bolsa para recolher o anticorpo, pois ele pode ser
reutilizado. Pode-se usar um tubo de 15 mL.

Coloque a membrana de PVDF em TBST (tween) lavar durante 20 minutos, 3 vezes. Agitacdo maxima

Prepare o anticorpo secundério (dilua em TBST). Adicione a membrana ao anticorpo por 1 hora, em temperatura ambiente.
Lave novamente em TBST por 20 minutos, 3 vezes.

Coloque a membrana em uma carteira de plastico (Saran Wrap), aberta.

Faca um volume adequado de ECL (3 mL por membrana, com a mesma quantidade de reagente A e B), use a pipeta para, com
cuidado, cobrir toda a superficie da membrana. Deixe 0 ECL por 1 minuto e imediatamente despeje o excesso.

Feche a carteira de pléstico e confira se ndo ha nenhum residuo de reagente ECL no lado de fora da carteira.

Analise o gel na cdmara escura. Visualizar as proteinas imunorreativas utilizando quimiluminescéncia

1 Equipamentos necessarios: Sistema XCell SureLock de mini células com blotting module, gel, pipetas, ponteiras,
basculante mecanico.
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APENDICE H - FICHA DE AVALIACAO INICIAL USADA NA ASSISTENCIA DAS
PACIENTES QUE CONSULTAM NO AMBULATORIO DE HIPERTENSAO NA
GESTACAO (LABORATORIO DE NEFROLOGIA).

Protocolo 1 - Ficha de Consulta Inicial
HOSPITAL SAO LUCAS
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
AMBULATORIO DE DOENCAS HIPERTENSIVAS

FICHA CONSULTA INICIAL

IDENTIFICACAO

CASO Ne©: 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. N&o estudou
2. 1° grau incompleto
3. 1° grau completo

ENDERECO RESIDENCIAL:
BAIRRO:

ENDERECO PROFISSIONAL:
BAIRRO:

NOME DE PARENTE/AMIGO:

ENDERECO RESIDENCIAL:
BAIRRO:

DADOS DE HISTORIA

01. O paciente sabe ter presséo alta

4. 2° grau incompleto
5. 2° grau completo
6. Pés-graduacéo

CIDADE:

CIDADE:

CIDADE:

1. Sim

02. Em caso afirmativo, como soube?

1. Médico
2. Enfermeiro/auxiliar
3. Banco de sangue

03. Com que idade foi diagnosticado presséo alta?

4. Medidores de rua/supermercado

5. Suspeita ter
6. Pré-natal

FONE:
CEP:

FONE:
CEP:

FONE:
CEP:

2. N&o (V& para a pergunta 24 se paciente for Q e 30 se for &)

8. Nao se aplica

10. Outros:

9. Néo se lembra

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 presséo alta:
3. Apds a 20? semana de gestagao

1. Antes da gestacdo

2. Antes da 20? semana de gestacéo

05. Historia da gestagao atual:
Idade gestacional:
Pré-natal: 1. Sim

sem. (DUM)

2. Nao 8. Nao se aplica

sem. (Ecocom

4. Néo se aplica

sem.)

sem. (Ecocom ___

06. Puerpério: 1.Sim 8. Néo se aplica (V& para a pergunta 17)
Dados do parto: Data: / /

07. Idade gestacional no parto: sem. (DUM)

08. Tipo de parto: 1. Normal 2. Ceséreo por:

09. Amamentagdo: 1. Sim 2. Nao

Dados do RN:

10. Género: 1. Masculino 2.Feminino

11. Idade gestacional obstétrica: sem 12. Idade gestacional pediatrica:
13. APGAR: /

14. 1. PIG 2. AIG 3.GIG

15. Peso do RN: g 16. Peso da placenta: g

sem.)

sem



17. A paciente teve pressdo alta durante alguma gravidez?
1. Sim 2. Nao 8. Néo se aplica 9. Néo sabe

18. A paciente permaneceu com a presséo alta apds a gestagdo?
1. Sim 2. Nao 8. Néo se aplica 9. N&o sabe

19. Que medicamentos para a presséo alta esta usando?
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NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE

1.

2.

3.

20. Que medicamentos usou anteriormente para a pressao?

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CcODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE

1.

2.

3.

21. Assinale os motivos para o abandono:

1. Efeitos adversos 4. O médico mandou parar 8. Néo se aplica
2. Achou que estava curado 5. Achou que a pressao baixou demais 9. Néo se lembra
3. Custo 6. Outro:

22. Houve recomendacéo de tratamento ndo-farmacolégico prévio?

1. N&o houve 5. Diminuir sal da comida 9. N&o lembra

2. Parar de fumar 6. Diminuir as gorduras animais 10. Aumentar ingesta de frutos/verduras

3. Diminuir as bebidas 7. Diminuir o peso 11. Parar anticoncepcional hormonal:
4. Fazer exercicios 8. Ndo se aplica 12. Outra

23. Quais das medidas recomendadas o paciente segue?

1. Nao houve 5. Diminuir sal da comida 9. Parar  anticoncepcional
2. Parar de fumar 6. Diminuir as gorduras animais 10. Qutra:

3. Diminuir as bebidas 7. Diminuir o peso 11. Néo se aplica

4. Fazer exercicios 8. Aumentar ingesta de frutos/verduras 12. Nao lembra

13. Nenhuma

Se paciente for & vd para a pergunta 20.

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

25. Quantas vezes? 1. 8. N&o se aplica

26. Quantos filhos nasceram vivos? 1. 8. N&o se aplica

27. A paciente faz ou fez anticoncepgo? 1. Sim 2. N&o (Va para a pergunta 20) 8. Néo se aplica

28. Que método emprega ou empregou?

1. Tabelinha 3. Pilula: 5. Diafragma 8. Néo 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 amenos de 3anos 6. De 10 anos a menos de 20 anos 9. N&o sabe

30. Revisao de sistemas:

1. Retina:

2. Coragdo: 1. Precordialgia 2. Palpitacbes 3. Dispnéia

3. Rim: 1. Hematuria 2. Proteindria 3.

4. Cérebro:

31. Na familia biolégica do paciente tem alguém com pressdo alta?

0. Ninguém 2. Mée 4. Tios 6. Filhos 8. Néo se aplica
1. Pai 3. Irméos 5. Avos 7. Primos 9. N&o sabe

32. Na familia bioldgica alguém teve provavel infarto do miocardio, AVC ou morte stbita antes dos 60 anos?
0. Ninguém 2. Mée 4. Tios 6. Filhos 8. N&o se aplica
1. Pai 3. Irméos 5. Avls 7. Primos 9. N&o sabe

33. Na familia bioldgica alguém teve provavel presséo alta na gravidez?

0. Ninguém 2. Tias 4. Avos 8. Néo se aplica
1. Mée 3. Irmés 5. Primas 9. N&o sabe
34. O paciente fuma? 1.Sim 2. Nédo 3. N&o fuma mais, parou ha meses anos

35. O paciente tem alguma atividade fisica regular?



1. Néo tem atividade
2. Caminha regularmente

3. Corre regularmente 5. Outra:
4. Tem atividade fisica associada ao trabalho

36. O paciente costuma tomar bebidas alcodlicas? 1.Sim 2. Néo
37. Anote outros diagnésticos estabelecidos anotados no prontuario:

DIAGNOSTICO DATA CID DIAGNOSTICO
1. _ 1.

2. A 2.

3. _ 3.

38. Anote outras doencas que o paciente refere ter:

DIAGNOSTICO DATA CID DIAGNOSTICO
1. _ 1.

2. A 2.

3. /) 3.

39. O paciente tem histéria de infeccéo urinaria de repeticdo?
1.Sim 2. Néao 8. Néo se aplica

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

42. Que outros remédios usa atualmente?

194

DATA CID
A
Y
Y
DATA CID
A
Y
Y

9. Nédo sabe

9. N&o sabe

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO cODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE
1.

2.

3.

43. Quem ¢é o principal responsavel pela renda familiar?

1. O proprio paciente 3. A esposa/companheira 5. Outro:

2. O marido/ companheiro 4. Ambos 9. Néo sabe

44. A renda familiar mensal estimada em salérios minimos é:

1. Até um salario 3. De trés a dez salarios 5. De vinte a cinqlienta
2. De um a trés salarios 4. De dez a vinte salarios 6. Mais de cinglienta
DADOS DE EXAME FiSICO

45. PRESSAO ARTERIAL Manguito: cm

Inicio da consulta:

PA MS D: / mmHg

PA MS E: / mmHg

PADLE: / mmHg

Fim da consulta:

PAMSE ou DLE: / 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.Comsoproa D

54. Ha sopros no précordio?
1. N&o ha sopros

55. O ritmo cardiaco é:
1. Regular
3. Irregular, sugere fibrilacéo atrial

3. Comsoproa E 4. Com sopro bilateral

2. Com sopros

2. Irregular, sugere extrassistolia
4. Irregular inespecifico

56. Ha turgéncia jugular a 45°? 1. Sim 2. Ndo
57. Ha edema de membros inferiores?
1. Umacruzem4 2. Duas 3. Trés 4. Quatro 5. Nao ha edema

58. Anote as anormalidades de semiologia respiratoria:



1. N&o ha anormalidades 4. Diminuicdo do MV a E 7. Estertores

2. Aumento do didmetro AP 5. Sibilos 8. 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 bago aumentado

5. Sim, outra:

60. A aorta é palpavel no abdémen?
1. N&do 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 cadigos:

1. Normais 3. Ausente a E 5. Diminuido a D 7. Diminuidos bilateralmente
2. Ausente a 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. Néo ha alteragBes 4. Hemiparesia a E 7. Distlrbio de equilibrio

2. Hemiplegia a D 5. Hemiparesia a D 10. Afasia/disfasia

3. Hemiplegia a E 6. AlteracOes de sensibilidade  11.Alteragao par craneano:

12. Outra:

64. Anormalidades do fundo de olho:

1.Sem anormalidades 3. Apagamento venoso 5. Exsudatos 7. Edema de papila
2.Estreitamento arteriolar 4. Represamento venoso 6. Hemorragias

RESULTADO DOS EXAMES COMPLEMENTARES

65. Exame qualitativo de urina:

1. pH: 6. Proteindria: +

2. densidade: 7. Glicosria: +

3. Sem alteragdes 10. Cilindros granulosos:

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

5. Leucocitdria: leuc p/c 12. Cilindros heméticos:

66. ProteinGria/amostra: mg/dL 67. CreatininUria/amostra: mg/dL 68. Prt/Cr:
69. Proteindria / 24 horas: mg/24h

70. Creatinina: mg/dL 71. Uréia: mg/dL  72. Potéssio: mEq/L
73. Glicemia em jejum: mg/dL 74. Acido (rico: mg/dL

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

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

81. Hematocrito: % 82. Hemoglobina: g/dL

83. Leucditos: 1. Desvio a E 2. Desvioa D

84. Plaguetas:

85. ECG:

86. Rx torax:

LISTA DE PROBLEMAS
Anotar lesdes em 6rgdos-alvo:

DIAGNOSTICO CID
1

2.
3.
4.
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CONDUTA

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

B. Encaminhado a outro ambulatério:

C. Tratamento nao-medicamentoso recomendado:

1. Parar de fumar
2. Tratar a obesidade

3. Reduzir gorduras saturadas e carboidratos refinados

4. Reduzir a ingesta de sal

D. Tratamento medicamentoso recomendado:

5. Aumentar a ingesta de frutos e verduras

6. Limitar a ingesta de alcool
7. Realizar exercicios fisicos dinamicos

8. Substituir a anticoncepgdo hormonal
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NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO cODIGO DOSE INTERVALO DE DOSE
1.

2.

3.

4,

5.

E. Exames solicitados:

1. [ ] Exame qualitativo de urina 10. [ ] Colesterol total, HDL e LDL

2. [ ] Proteindria/amostra e Creatinindria/amostra 11. [ ] Hemograma

3.[ ] Proteindria/ 24 horas 12. [ ] Plaguetas

4.[ ] Creatinina 13.[ ]TSHe T4

5.[ ] Uréia 14.[ 1ECG

6. [ ] Potéssio 15.[ ] Rx de térax

7.[ ] Glicemia em jejum 16. [ ] Ecografia abdominal total/vias urinarias
8. [ ] Acido trico 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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Protocolo 2 - Ficha de Consulta de Retorno

HOSPITAL SAO LUCAS
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
AMBULATORIO DE DOENCAS HIPERTENSIVAS

FICHA CONSULTA DE RETORNO

IDENTIFICACAO

CASO Ne: REGISTRO: DATA DA CONSULTA: / /
NOME COMPLETO:

DADOS DE HISTORIA

01. Intercorréncias:

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

03. Medicamentos em uso:

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO CcODIGO DOSE INTERVALO DE
DOSE

1.

2.

3.

4.

5.

04. Aderéncia ao tratamento medicamentoso: 1. Sim 2. Nao

DADOS DE EXAME FiSICO

05. PRESSAO ARTERIAL
Manguito: cm

Inicio da consulta:

PA MS D: / mmHg

PA MS E: / mmHg

PADLE: / mmHg

Fim da consulta:

PAMSE ou DLE: / mmHg

06. FREQUENCIA CARDIACA: bpm

07. PESO: Kg 08: ALTURA: cm 09: IMC:
10. O ritmo cardiaco é:

1. Regular 2. Irregular, sugere extrassistolia
3. Irregular, sugere fibrilacéo atrial 4. Irregular inespecifico
11. H& turgéncia jugular a 45°? 1. Sim 2. Nédo

12. Ha edema de membros inferiores?
1.Umacruzem4 2. Duas 3. Trés 4. Quatro 5. Nao ha edema

13. Anote as anormalidades de semiologia respiratoria:

1. N&o ha anormalidades 4. Diminuicdo do MV a E 7. Estertores

2. Aumento do didmetro AP 5. Sibilos 8. Outra:

3. Diminuicdo do MV a D 6. Roncos

14. H& massas palpaveis no abdémen?

1. Nao 3. Sim, sugere figado aumentado
2. Sim, sugere rins aumentados 4. Sim, sugere bago aumentado

5. Sim, outra:




15. A aorta é palpavel no abdémen?
1. Néo

16. Ha sopros no abddmen?
1. Néo

2. Sim, aparentemente normal

3. Sim, na altura da artéria renal E
2. Sim, sobre a aorta 4. Sim, na altura da artéria renal D
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3. Sim, sugere dilatacéo aneurismatica

5. Sim, sobre as artérias iliacas
6. Sim, outra:

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

3. Ausente a E
4. Ausente bilateralmente

1. Normais

2. Ausente a D
Pulso braquial:
Pulso cubital:

18. Anormalidades no exame neurolégico:
1. N&o ha alteragdes 4. Hemiparesia a E
2. Hemiplegia & D
3. Hemiplegia a E
12. Qutra:

Pulso tibial anterior
Pulso tibial posterior:

5. Hemiparesia a D
6. Alteracdes de sensibilidade

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

Pulso radial:

5. Diminuido a D
6. Diminuido a E

7. Distarbio de equilibrio
10. Afasia/disfasia
11.Alteragdo par craneano:

19. Qutras anormalidades:

RESULTADO DOS EXAMES COMPLEMENTARES

20. Exame qualitativo de urina:
1. pH:

2. densidade:

3. Sem alteragdes

6. Proteindria: +
7. Glicosuria: +
10. Cilindros granulosos:

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

5. Leucocitdria: leuc p/c 12. Cilindros heméticos:

21. ProteinGria/amostra: mg/dL 22. Creatinindria/amostra: mg/dL 23. Prt/Cr:
24. Proteindria / 24 horas: mg/24h

25. Creatinina: mg/dL 26. Uréia: mg/dL  27. Potéssio: mEgq/L
28. Glicemia em jejum: mg/dL 29. Acido drico: mg/dL

30. TGO: ul/L 31. TGP: ul/L
32. Colesterol total: mg/dL 33. HDL colesterol: mg/dL

34. LDL colesterol: mg/dL 35. Triglicerideos: mg/dL

36. Hematdcrito: % 37. Hemoglobina: g/dL

38. Leucocitos: 1. Desvioa E 2. Desvioa D

39. Plaquetas:

40. TSH: pg/dL 41. T4: pu/mL
42. ECG:

43. Rx térax:

44. Ecografia abdominal total:

. Ecografia vias urinérias:

46. Cintilografia com DMSA:

47.0utros:

ANALISE

CONDUTA

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

B. Encaminhado a outro ambulatério:

C. Tratamento nao-medicamentoso recomendado:
1. Parar de fumar
2. Tratar a obesidade

5. Aumentar a ingesta de frutos e verduras
6. Limitar a ingesta de alcool



3. Reduzir gorduras saturadas e carboidratos refinados
4. Reduzir a ingesta de sal

D. Tratamento medicamentoso recomendado:

NOME COMERCIAL NOME FARMACOLOGICO

CODIGO DOSE
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7. Realizar exercicios fisicos dinamicos

8. Substituir a anticoncepc¢éo hormonal

INTERVALO DE
DOSE

gL E

E. Exames solicitados:

1.[ ] Exame qualitativo de urina

2. [ ] Proteindria/amostra e Creatinindria/amostra
3.[ ] Proteindria/ 24 horas

4.[ 1 Creatinina

5.[ ] Uréia

6. [ ] Potéssio

7.[ 1 Glicemia em jejum

8.[ ] Acido urico

9.[ ]TGO e TGP

DATA PREVISTA PARA O RETORNO A CONSULTA:

10. [ ] Colesterol total, HDL e LDL
11.[ ] Hemograma

12. [ ] Plaguetas

13.[ ] TSHe T4

14.[ ]ECG

15.[ ] Rx de torax

16. [ ] Ecografia abdominal total/vias urinarias
17.[ ] Cintilografiacom DMSA

18.[ ] Outro:

RESPONSAVEIS PELA COLETA DOS DADOS:
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UNITERMOS
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SUMARIO

O aperfeicoamento da abordagem terapéutica na Doenga Hipertensiva Gestacional,
especialmente através de ensaios clinicos, é fortemente restringido por preceitos éticos 6bvios.
Entretanto, esta patologia € uma das principais causas de morbimortalidade materna e
perinatal, fazendo-se necesséria aplicagdo de terapiamedicamentosa. Os anti-hipertensivos sdo
usados principalmente para prevenir e tratar a hipertensdo grave, bem como para prolongar a
gestacdo enquanto esta for segura, maximizando assim, a idade gestacional fetal e
minimizando a exposic¢do fetal aos efeitos adversos dos medicamentos. Dentre as opgdes
terapéuticas, a metildopa permanece sendo a primeira escolha para uso durante a gestacéo,
havendo ainda a possibilidade do uso de antagonistas do canal de célcio, hidralazina e
betabloqueadores. Estdo contra-indicados os inibidores da ECA e os antagonistas dos
receptores da angiotensina devido aos seus efeitos deletérios sobre o feto, os diuréticos devem
ser evitados durante a lactacdo. O diagnostico precoce, a constante monitorizacdo materna e
fetal, a instituicdo da terapia e a escolha adequada da droga, bem como a indicacao precisa da
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interrupcdo da gestacdo permanecem sendo as medidas mais eficazes disponiveis até o
momento.

SUMMARY

The improvement of the therapeutic approach in the hypertensive Disorders of
Pregancy, particularly through clinical trials, is strongly restricted by ethical reasons.
However this disease is a major cause of maternal and perinatal morbidity and mortality,
leading to the prescription of drug therapy. Antihypertensive drugs are mainly used to prevent
and treat severe hypertension, prolonging pregnancy as long and safe as possible, minimizing
fetal risks, while avoiding the exposure to medications that may have adverse effects.
Methyldopa remains the first drug option to treat hypertension during pregnancy. Calcium
channel blockers, Hydralazine and beta-blockers can also beused. ACE Inhibitors and
angiotensin Il receptor blocker are contraindicated because of their effects in the fetus.
Diuretics are avoided during lactation. Early diagnosis, continuous maternal and fetal
surveillance, correct drug indication as well as timely pregnancy interruption remain the best
available approach.

INTRODUCAO

A hipertensdo na gravidez pode apresentar-se por manifestagdes clinicas distintas’,
tendo em vista que ha gestantes portadoras de Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), que
pode agravar-se durante a gestacdo. Além do aumento da pressédo arterial (PA), acompanhada
ou nao hipertenséo prévia a gestacdo, podem também elevar a niveis patologicos a excrecao
de proteindria, caracterizando uma das sindromes gestacionais mais temidas: a pré-
eclampsia/eclampsia (PE). Esse conjunto de patologias recebe o nome de Doenca
Hipertensiva Gestacional (DHG), que constitui uma das mais importantes complicacdes do
ciclo gravidico-puerperal, apresentando alto risco de morbimortalidade para o binbmio mae-
filho'.

A incidéncia de DHG é variavel, dependendo do critério e da populagéo estudada, pode
ser estimada em 5 a 10%, chegando a 28% em hospitais universitérios brasileiros?. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 2% a 8% das gestacGes sdo acometidas por
pré-eclampsia e, juntamente com outras DHG, contribuem fortemente para a mortalidade
materna mundial®.

A PE é a principal DHG, podendo gerar graves complicacdes na mae e no feto. As
encontradas na mée sdo: descolamento prematuro de placenta, coagulacdo intravascular
disseminada, hemolise, hemorragia cerebral, faléncia hepatica, edema agudo de pulméo e
insuficiéncia renal aguda®.

Até hoje, o tratamento definitivo da PE tem sido o parto, procedimento que leva a
suspensdo dos efeitos patoldgicos produzidos pela gestacio com DHG. No entanto, a
interrupgdo da gravidez nem sempre € benéfica para o feto, especialmente considerando um
estado de prematuridade pela baixa idade gestacional. Diante desse fato, em casos
selecionados, deve ser considerada a opcdo pelo tratamento conservador, para que o feto
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alcance mais maturidade, mesmo considerando os riscos elevados de crescimento intra-
uterino restrito e 6bito fetal®.

E consenso que a hipertensdo grave deve ser tratada com vistas a prevencdo de
complicacdes vasculares maternas®. Contudo, néo est4 demonstrado o beneficio da terapia
anti-hipertensiva medicamentosa para hipertensdo leve a moderada (<160/110 mmHg), ou
mesmo na hipertensdo cronica e/ou induzida pela gestagdo’. A questdo toma outra dimensdo
quando consideramos que, atualmente, as mulheres tém optado por ter filhos com idade mais
avancada, fato que leva a um aumento na incidéncia de doenca hipertensiva prévia. Por essa
razdo, alguns autores ja consideram que mulheres previamente hipertensas com
desenvolvimento normal da gravidez, sem co-morbidades, ndo devem ser tratadas com
medicamentos, a menos que sua PA seja superior a 160/110 mmHg®. O limiar para iniciar o
tratamento anti-hipertensivo é variavel sendo que nos Estados Unidos a recomendagdo € uma
pressao arterial de 160/105 mmHg, no Canada, o limiar € de 140/90 mmHg, e na Australia de
160/90 mmHg, sendo préatica de alguns iniciar o tratamento quando a pressao arterial é de
150/100 mmHg, recomendagdes adotadas pelas VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo de
2010.

Neste capitulo serd abordado o tratamento atual da DHG segundo o National High
Blood Pressure Education Program Working Group Report on High Blood Pressure
Pregnancy (NHBPEPWG) mostrando seus beneficios e riscos tanto para a mée, quanto para o
feto.

Classificacdo da Hipertensao Arterial

E importante sabermos identificar as gestantes com DHG de acordo com o seu estagio
hipertensivo, pois o conhecimento adequado das classificacdes hipertensivas, tanto em
gestantes quanto em nado gestantes, podera nos levar a ter diferentes condutas. Uma paciente,
por exemplo, com hipertensao essencial estagio 1 (Quadro 1)’, sem lesdo em 6rgéo alvo e em
boas condi¢cbes de saude, podera ter um excelente prognostico durante uma gestacdo. Por
outro lado, uma paciente com hipertensdo estagio 3 teria que ponderar muito mais os riscos de
uma gestacdo antes mesmo de engravidar. O mesmo ocorre em pacientes que diagnosticam
HAS durante a gestacdo. Aquelas com PA moderada, sem lesdo em 6rgéo alvo, receberdo um
tratamento diferenciado daquelas pacientes com HAS grave associada a proteinuria, as quais,
provavelmente, necessitardo de internacé@o hospitalar.
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Quadro 1 — Critérios de Classificacao da Hipertensdo Arterial Sistémica de
acordo com o sétimo Joint e o NHBPEPWG

CLASSIFICACAO JNC -7 CLASSIFICACAO NHBPEPWG
(ndo gestante), mmHg (gestante) mmHg
Sistélica Diastolica Sistdlica | Diastdlica
Normal <120 e <go | Normalaceitavel | )0 | ¢ 9o
na gestacédo
L ~ Hipertenséo Ou90a
Pré-hipertenséo 120 a 139 ou 80a89 Moderada 140 a 159 109
Hipertensdo estagio 1 | 1402159 | ou 90a 99 H'pgerr;\elgsao >160 Ou >110
Hipertensao estagio2 | 160a179 | ou100a 110
Hipertensdo estagio3 | 180a209 | ou110a119

*JNC-7: Seventh Report of the Joint National Commitee on Prevention, Detection, Evaluation, and
treatment of High Blood Pressure. *NHBPEPWG: National High Blood Pressure Education Program
Working Group Report on High Blood Pressure Pregnancy.

Classificacdo da Hipertensao na Gestacao

Além do conhecimento dos estagios hipertensivos, a classificacdo da DHG em seus
principais subtipos também deve ser considerada para uma adequada conduta terapéutica. No
entanto, por ndo haver um consenso entre o0s 6rgdos que estudam esta patologia, a otimizacéao
do tratamento para a DHG acaba sendo dificultada. Desta forma, neste capitulo, teremos
como base a classificacdo proposta pelo NHBPEPWG, (Quadro 2)°.

Quadro 2 — Doenca Hipertensiva Gestacional: classificacdes propostas por
diferentes grupos de pesquisa.

PROPONENTES*
NHBPEPWG CHS ‘ OMS ISSH ASSH ACOG
HAS preexistente,

HAS cronica HAS preexistente, HAS renal e/ou HAS cronica, HAS cronica,

A proteinuria na . .

essencial e/ou . doenca renal essencial ou HAS cronica
L gestacdo; HAS X -
secundaria cronica secundaria

sobreposta ou
doenca renal

HAS gestacional
(transitéria ou
cronica)

HAS gestacional
sem proteindria,
com ou sem
condicdes adversas

HAS gestacional

Proteindria
gestacional

HAS gestacional
Proteindria
gestacional

Pré-eclampsia,

HAS gestacional
com proteindria,

Pré-eclampsia,

HAS gestacional

Pré-eclampsia,

HAS induzida na
gravidez (inclui
pré-eclampsia,

eclampsia com ou sem eclampsia proteindrica leve/severa eclampsia e
condigBes adversas sindrome
HELLP)
. . HAS cronica
Pré-eclampsia HAS preexistente A HAS cronica Pré-eclampsia com HAS
A + HAS gestacional Pré-eclampsia com pré- . .
sobreposta & HAS sobreposta com sobreposta eclampsia sobreposta em induzida na
cronica proteindria sobreposta HAS cronica gestacéo
sobreposta

*Proponentes: NHBPEPWG: National High Blood Pressure Education Program Working Group; CHS: Canadian Hypertensive Society;
OMS: Organizacdo Mundial da Salde; ISSH: International Society for the Study of Hypertension; ASSH: Australasian Society for the Study
of Hypertension; ACOG: American College of Obstetricians and Gynecologists; HAS: Hipertensdo arterial sistémica.

A dificuldade na escolha do termo adequado deve-se ao fato de que a hipertensdo é uma
sindrome, e tentativas de definicdo utilizam marcadores arbitrariamente selecionados,
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incluindo alteracdes de importancia fisiopatogénica’. O termo Sindrome de pré-eclampsia
também tem sido empregado quando ndo € possivel diferenciar entre pré-eclampsia e pré-
eclampsia sobreposta & hipertensao cronica™

As definigdes dos distirbios hipertensivos gestacionais segundo o Relatério do
NHBEPWG estdo listadas abaixo®.

Pré-eclampsia/eclampsia: Sindrome especifica da gravidez humana, que ocorre apds a
vigésima semana de gestacgdo e é caracterizada por HAS e proteinuria. A HASé definida como
PA sistolica acima de 139 mmHg e/ou diastélica acima de 89 mmHg em gestante previamente
normotensa. A proteindria é definida como patolégica quando ultrapassar 300 mg em 24
horas e/ou possuir uma relagdo proteindria sobre creatinindria de amostra maior ou igual a
0,3. A evolucao para eclampsia caracteriza-se pela presenca de convulsdes nestas pacientes.

Hipertensdo cronica: Presenca de HAS prévia a gestacdo, ou que se instala durante o
periodo gestacional e permanece ap6s doze semanas do parto.

Pré-eclampsia sobreposta a hipertensdo cronica: E o desenvolvimento da sindrome de
pré-eclampsia em paciente com HAS cronica.

Hipertensdo gestacional: HAS detectada pela primeira vez apds a vigésima semana de
gestacdo sem proteinaria patoldgica. O diagnostico somente podera ser confirmado com a
normalizacdo da PA no periodo de até doze semanas ap0s o0 parto, dessa maneira classificado
como HAS transitoria.

Tratamento da Doenca Hipertensiva Especifica da Gestacao de Acordo com a
Gravidade da Doenca

Tratamento Agudo

Hipertensao grave

A hipertenséo gestacional grave é definida por niveis tensionais > 160/110 mmHg. Essa
situacdo requer tratamento medicamentoso devido ao aumento do risco de hemorragia
cerebral, levando & reducéo da possibilidade de morte materna®.

Pacientes com encefalopatia hipertensiva, hemorragia ou eclampsia requerem
tratamento com drogas parenterais visando a diminuicdo da PA média (2/3 pressdo diastolica
+ 1/3 pressao sistolica) em 25% ao longo de minutos a horas, e em seguida, & reducdo para
menos de 160/100 mmHg nas horas subseqiientes. Ao tratar a hipertensdo grave, é
importante evitar a hipotensdo, que pode levar ao comprometimento do bem-estar fetal,
devido ao agravamento da perfusdo placentéria, ja prejudicado pelo processo fisiopatoldgico.
Em pacientes pré-eclampticas com hipertensdo aguda, devemos iniciar a terapia
administrando a dose mais baixa possivel, visto que essas pacientes possuem um volume
intravascular reduzido, aumentando o risco de hipotensdo. Uma recente meta-analise que
comparou diferentes drogas anti-hipertensivas para tratamento de hipertensdo grave na
gestacéo concluiu que ndo existe dados suficientes em beneficio de um agente sobre o outro™.
Embora outros trabalhos tenham concluido que agentes como labetalol parenteral ou
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nifedipina via oral sejam preferiveis em funcdo dos efeitos adversos materno-fetais
reduzidos™®. O Quadro 3 mostra 0s principais tratamentos para crise hipertensiva.

Quadro 3 — Tratamento medicamentoso da hipertensdo grave durante a gestacéo’

DROGA

DOSE E VIA

COMENTARIOS

Labetalol
(C, D no 2%e 3° trimestre)**
(NC: Trandate)

10a20mg 1V, ap6s 20a 80 mg a
cada 20 a 30 minutos. Dose
maxima 300mg; para infusdo: 1 a
2 mg/min

Supera a Hidralazina por
apresentar poucos efeitos
adversos e baixo risco de
hipotensao.
Ter cuidado em pacientes
com asma ou insuficiéncia
cardiaca congestiva

Hidralazina (C)
(NC: Nepresol, Apresolina)

5mg, IV ou IM, apés 5a 10mg a
cada 20 a 40 minutos; quando PA
controlada, repetir a cada 3 horas;
para infusdo: 0,5 a 10,0 mg/h; sem
sucesso com 20mg IV ou 30 mg
IM, considerar outra droga.

Droga de escolha segundo o
NHBPEPWG.
Longa experiéncia em
seguranca e eficécia.

Nifedipina (C)
(NC:Adalat, Dilaflux)

10 a 30mg VO, repetir em 45
minutos, se necessario

Uso obstétrico de curta agao
tem sido favoravel, embora
ndo seja aprovado pelo FDA
para o tratamento
hipertensivo cronico.

Diazo6xido (C)
(NC: Tensuril)

30a50mgIVacada5al5b
minutos

Pouco usado.
Pode causar hiperglicemia

Nitroprussiato de Sddio (C)
(relativamente contra-
indicado)

(NC: Nipride)

Infusdo continua de 0,25a5,0
mcg/Kg por minuto

Possivel toxicidade a cianeto
se usado por > 4 horas.
Ultima op¢éo.

*Food and Drug Administration / NC: nome comercial

** Medicamento ndo fabricado no Brasil

Tratamento Cronico/Ambulatorial

Hipertensé&o leve a moderada

A Hipertensédo gestacional leve a moderada é definida por niveis tensionais com valores
entre 140 a 159 mmHg de PAS e/ou entre 90 e 109 mmHg para PAD.

Medicamentos utilizados no tratamento da DHG"® (Risco FDA¥)
Quadro 4 —Tratamento medicamentoso da doencga hipertensiva gestacional

COMENTARIOS

DROGA DOSE DIARIA
Metildopa (B) 0,5a3,0gdivididasemla4 -
(NC: Aldomet, Metildopa) doses Droga de primeira escolha
Contra-indicada em

Hidralazina (C)
(NC: Nepresol, Apresolina)

doses

50 a 300 mg divididosem 2 a 4

cardiopatia isquémica, usada
como segunda escolha,
associada a outra droga.

Nifedipina (C)
(NC: Adalat, Dilaflux)

10 a 20 mg divididosem 4 a 6
doses
Via oral

Pode cursar com cefaléia
N&o usar sublingual (SL)

Verapamil (C)
(NC: Dilacoron)

240 a 320 mg divididos em 3
doses

Pode cursar com tontura,
nauseas e constipacdo
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intestinal

Labetalol** (C, D no 2°e 3°

Inicio com 1-3 mg/kg/dia dividido
em 2 doses, chegando ao maximo

Potencial bradicardia fetal,

trimestre) o : ~
. de 10-12 mg/kg/dia, até 1200 CIUR e hipotens&o.
(NC:Trandate) mgidia
Pindolol (B) Inicio com 5 mg 2x/dia, maximo Potencial bradicardia fetal,
(NC:Visken) de 10-40mg 2x/dia. CIUR e hipotenséo.

Metoprolol (C)
(NC: Seloken)

Inicio com 25-100 mg 1x/dia;
aumentando a dose semanalmente
até efeito desejado.
Maéaximo: 400 mg/dia.

Dose usual: 50-100 mg/dia.

Potencial bradicardia fetal,
CIUR e hipotenséo.

(D no 2° e 3° trimestre)
(NC: Propranolol)
- EVITAR -

Dose usual: 120-240 mg dividido
em 2-3 doses/dia;
Dose méxima diéria: 640 mg;

(N C’é‘f; ?:gll (Eb)lok) 25-50 mg 1x/dia, podendo chegar Potencial bradicardia fetal,
) EVITAR i a 100 mg/dia CIUR e hipotenséo.
Propranolol (C) e 40 mg 2x/dia;

Potencial bradicardia fetal,
CIUR e hipotenséo.

Diuréticos:
Hidroclorotiazida (B)
(NC: Clorana)
Furosemida (C)

(NC: Lasix)
Amilorida (B) (NC:Diupress)
Espironolactona (C/D)
(NC: Aldactone)

- EVITAR -

Conforme a droga utilizada

Deplegdo transitoria de
volume intravascular,
potencial CIUR.

*Food and Drug Administration / NC: Nome comercial
** Medicamento ndo fabricado no Brasil. CIUR: Crescimento intrauterino restrito

Nenhum anti-hipertensivo tem sido preconizado como seguro durante o primeiro
trimestre de gestacdo. A terapia medicamentosa € recomendada para hipertensdo cronica ndo
complicada quando a PA diastélica é >100 mmHg (medida no inicio da Fase V de Korotkoff,
guando ocorre o desaparecimento das bulhas e melhor correlacdo com a pressdo intra-
arterial)**. O tratamento medicamentoso para niveis tensionais <99 mmHg pode ser a
indicado para pacientes com diabetes mellitus, doenca renal ou dano em 6rgéo alvo’.

Classificacdo Dos Agentes Anti-Hipertensivos:

A classificagdo apresentada no Quadro 5 baseia-se principal local ou mecanismo de

acdo de anti-hipertensivos®.

Quadro 5 - Classificacdo dos farmacos anti-hipertensivos de acordo com
classe, local de acédo e medicamentos comumente utilizados

CLASSE LOCAL/ACAO EXEMPLOS
Tiazidicos e agentes relacionados Hidroclorotiazida;
Diuréticos Acdo no tdbulo distal clortalidona
Diuréticos de alca de Henle Furosemida

Diuréticos poupadores de potéssio

Acéo no ducto coletor

Amilorida; espironolactona

Agentes simpaticoliticos

Antagonistas Beta-adrenérgicos

Metoprolol; atenolol

Antagonistas Alfa-adrenérgico

Prazosina; doxazosina




Antagonistas adrenérgicos mistos

Labetalol; carvedilol

Agentes de acéo central

Metildopa; clonidina

Bloqueadores dos canais de
calcio

Nao-Diidropiridinicos

Verapamil; diltiazem.

Diidropiridinicos

Anlodipina; nifedipina.

Inibidores da enzima
conversora da angiotensina
(IECA)

Formacédo de angiotensina |

Captopril; enalapril

Antagonistas dos receptores de
angiotensina Il

Receptores de angiotensina Il

Losartana;Valsartana

Vasodilatadores

Arteriais

Hidralazina

Arterial e venoso

Nitroprussiato

Caracteristicas das Principais Drogas Utilizadas no Tratamento da DH

15,1,8.
GS'B.

207

Para a escolha da melhor droga a ser usada no tratamento da Hipertensao, € importante
conhecermos 0 mecanismos de acgdo, os efeitos colaterais e as principais contra-indicacfes das
mesmas. Para tanto, no Quadro 6, podemos observar tais caracteristicas das quatro principais

e mais utilizadas drogas no tratamento do aumento dos niveis tensionais na gestacao.

Quadro 6 — Propriedades dos Principais Farmacos Utilizados no

Tratamento da DHG

Metildopa

Mecanismo de
acdo

Age estimulando os receptores alfa2-agonistas, que por sua vez inibem os
neurbnios dos ndcleos centrais do sistema nervoso simpatico, levando a
hipoativagdo adrenérgica (reducdo da noradrenalina nas fendas sinapticas). A
consequéncia desta hipoativagdo é a reducdo da resisténcia vascular periférica e do
débito cardiaco, resultando no seu efeito anti-hipertensivo. Além disso, leva a
diminuigdo dos niveis de renina pela reducdo da atividade adrenérgica.

Efeitos
colaterais

Sedagdo, hipotensdo postural, diarréia, pancreatite, xerostomia, impoténcia sexual,
reducdo da libido, depressdo, hepatite (eventualmente, com alteracdo de provas
hepaéticas), sindrome lGpus like (pacientes podem apresentar anticorpo antinuclear
positivo), anemia hemolitica e trombocitopenia.

Contra-
Indicacdes

Hipersensibilidade a metildopa ou qualquer componente de sua férmula; doenca
hepética em atividade; doenga hepética previamente associada ao uso de metildopa;
em uso de inibidores da Monoaminooxidase; alergia ao bissulfito se uso de
suspensdo oral ou injetavel.

Hidralazina

Mecanismo de

Derivado ftalazinico que penetra na célula muscular vascular exercendo efeito
vasodilatador. Produz vasodilatagdo direta das arteriolas, que sdo vasos de

acao resisténcia (com baixo efeito em sistema venoso) diminuindo resisténcia vascular
sistémica.
Taquicardia, angina, hipotensdo ortostatica (raro), hipertensdo paradoxal, edema
Efeitos pgriférico: C(_)Iapso_ vaggular (ra_ro), IUbE)r facigI,A fe_bre,_urticéﬂria,_ prurido, anorexia,
colaterais nausea, vomitos, d_|arre|a, constipagao, ileo adlrlamlco, |mp_oten§_|a se,xual, fraqueza,
tremor, conjuntivite, lacrimejamento, congestdo nasal, dispnéia, sindrome lupus
like, anemia hemolitica, vasculite e glomerulonefrite.
Contra- Hipersensibilidade & hidralazina ou a qualquer componente da formulagéo;
Indicacdes cardiopatia mitral reumatica.

Nifedipina

Mecanismo de
acao

Agem blogueando os canais de calcio tipo L presentes na membrana celular,
reduzindo significativamente o influxo celular de célcio. Possui acdo preferencial
na musculatura lisa vascular (vasosseletividade), especialmente das artérias e
arteriolas. Exerce seu efeito anti-hipertensivo pela propriedade vasodilatadora
periférica, reduzindo a resisténcia vascular periférica. Como desvantagem, provoca
rapida vasodilatagdo arterial que desencadeia taquicardia e aumento da
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contratilidade cardiaca pela ativagao reflexa do sistema nervoso simpatico.

Rubor facial, edema periférico, tonturas, vertigem, cefaléia, nausea, palpitacao,
Efeitos hipotensdo transitdria, nervosismo, mudanca de humor, fadiga, febre, dermatite,

colaterais prurido, urticaria, diarréia, constipacdo, hiperplasia gengival, flatuléncia, visdo

borrada, tosse, congestdo nasal, dispnéia, diaforese.

Hipersensibilidade a nifedipina ou a qualquer outro componente da férmula; uso da

forma de liberacdo lenta para o tratamento de urgéncia ou crise hipertensiva; infarto

agudo do miocérdio.

Labetalol*:

Mecanismo de | Alfa e betabloqueador que age como vasodilatador arterial e venoso, além de

acéo possuir efeito cardioinibitdrio.

Hipotensdo postural, tontura, fadiga, nduseas, hipotensao (1% a 5%), edema, rubor,

arritmia ventricular, sonoléncia, dor de cabega, vertigem, formigamento do couro

cabeludo, prurido, dispepsia, vémito, alteragdo do paladar, impoténcia, aumento das
Efeitos transaminases, parestesia, fraqueza, visdo borrada, aumento da uréia, congestdo

colaterais nasal, dispnéia, diaforese, alopécia (reversivel), angioedema, bradicardia,

broncoespasmo, ictericia, diabetes insipidus, necrose hepética, hepatite,

hipersensibilidade, doenca de Peyronie, rash psoriaforme, sindrome de Raynaud,

sincope, lUpus eritematoso sistémico, miopatia toxica, retencdo urinria, urticaria.

Hipersensibilidade ao labetalol ou a qualquer outro componente da formula;
Contra- bradicardia severa; blogueio cardiaco maior que 1° grau (exceto em pacientes com

indicacgdes marcapasso artificial funcionante); choque cardiogénico; asma; insuficiéncia

cardiaca descompensada; condigdes associadas a hipotensdo severa prolongada.

* Medicamento nao fabricado no Brasil

Contra-
Indicacdes

Drogas Contra-Indicadas na Gravidez

Existem drogas que ndo sdo recomendadas durante a gestacdo em funcao de seus riscos
serem maiores do que os beneficios do tratamento anti-hipertensivo. Os diuréticos, por
exemplo, podem reduzir a pressdo de perfusdo uterina, podendo ser usados apenas em casos
especificos. Inibidores da enzima conversora da angiotensina (iIECA), assim como 0s
bloqueadores dos receptores da angiotensina Il (ARAII) ndo devem ser usados durante a
gestacdo™. Esta indicada a suspensdo dessas classes de medicamentos naquelas pacientes que
vinham em uso crénico, porém, os diuréticos podem ser mantidos em pacientes com doenca
renal ou doenca cardiaca prévias'®.

Os IECA e ARAII, especialmente quando utilizados no segundo e terceiro trimestre, séo
considerados toxicos para o feto, podendo levar a ossidificacdo incompleta do escalpo fetal e
defeitos renais secundarios & reducéo da perfuso renal®.

Nitroprussiato € contra-indicado nos estagios posteriores da gestacdo devido a
intoxicacdo por cianeto se forem utilizados por mais de quatro horas. Entretanto,
nitroprussiato (0,5 a 10 mcg / kg / min) pode ser considerado um agente de Gltimo recurso
para controle de hipertensao grave refrataria’.

MANEJO DA HIPERTENSAO NO POS-PARTO:

Drogas anti-hipertensivas devem ser utilizadas se a pressdo arterial sistémica exceder
150 mmHg de pressao sistolica ou 100 mmHg de pressao diastolica nos 4 primeiros dias de
puerpério. A escolha do melhor anti-hipertensivo é influenciada pela amamentacdo; mas, na
maioria dos casos, a droga usada durante a gestagdo continua sendo usada no periodo pos-
parto. A medicacdo deve ser interrompida ou descontinuada quando a PA normalizar. Isso
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pode ocorrer em dias ou semanas apos o0 parto e o controle da PA pela paciente pode auxiliar
neste processo’.

O uso de furosemida parece beneficiar as pacientes que cursaram com pré-eclampsia
grave, particularmente nos quadros acompanhados de hipertensédo associado a sintomas
pulmonares ou edema periférico’. Alguns casos mostram que o uso de anti-inflamatérios n&o
esteréides pode contribuir para o aumento da PA pés-parto, devendo ser evitados®.

O periodo de 12 semanas deve ser respeitado para o diagnostico de hipertenséo cronica
persistente. Neste periodo, a medicacdo pode ser descontinuada ou suspensa conforme 0s
niveis tensionais apresentados em ambulatorio. Os quadros de HAS gestacional sem
proteindria apresentam maior chance de regressdao espontanea quando comparados com
situacBes acompanhadas de proteindria®. Em casos de HAS leve, deve ser considerada a
suspensdo da medicacdo enquanto ocorrer o aleitamento™.

Anti-Hipertensivos e Amamentacao

Todos os anti-hipertensivos comumente utilizados sdo excretados no leite materno, mas
em quantidades consideradas n&o-prejudiciais’®. Os diuréticos podem suprimir a lactacdo
antes do seu estabelecimento, devendo ser evitado o seu uso™. N&o houve efeitos adversos
relacionados a utilizacdo de metildopa e hidralazina®. Em casos de necessidade do uso de
beta-bloqueador, propranolol e labetalol, estes aparecem em menor concentracdo no leite
materno*®.0 uso de iECA, como enalapril, séo contra-indicados na gestacdo, mas compativeis
com a amamentago, podendo ser utilizados no puerpério™. A relacdo dos anti-hipertensivos
com a lactacéo pode ser observada no quadro abaixo®.

Quadro 7 — RecomendaclGes para utilizacdo de anti-hipertensivos durante a
amamentacao
Medicamentos Recomendacbes

Diuréticos: Hidroclorotiazida, espironolactona
Inibidores Adrenérgicos: alfametildopa, propranolol
Vasodilatadores: Hidralazina, minoxidil Seguros
Antagonistas dos canais de calcio: Verapamil, Nifedipino, nitrendipino
Inibidores da ECA: Benazapril, captopril, enalapril, quinadril
Diuréticos: Indapamida, furosemida, triantereno

Inibidores Adrenérgicos: Atenolol, bisoprolol, carvedilol, metoprolol
Antagonistas dos canais de calcio: Anlodipino, isradipino, nisoldipino
Inibidores da ECA: Fosinopril, lisinopril, ramipril

Bloqueadores do receptor AT1: Candesartana, olmesartana, telmisartana
Inibidores Adrenérgicos: Reserpina, nadolol, prazosina, terazosina
Inibidores da ECA: Fosinopril*, quinapril*

Bloqueadores do receptor AT1: Telmisartana*, valsartana

Moderadamente
seguros

Potencialmente
perigosos

Discussao

Poucos avangos tém sido registrados recentemente no tratamento ambulatorial dos
distarbios hipertensivos gestacionais. As perspectivas se voltam para uma melhor
compreensdo da fisiopatologia dessas patologias, resultando em progressos menos
inespecificos do diagndstico e manejo das pacientes.



210

As mulheres que j& apresentaram pré-eclampsia em alguma gestacdo possuem risco
aumentado de desenvolver esta patologia nas proximas gestacdes, e devem ser instruidas
quanto a essa possibilidade. Além disso, devem realizar acompanhamento ambulatorial para
monitorizar o risco de desenvolver HAS croénica, podendo este fato justificar um tratamento
medicamentoso adequado para cada paciente.

Sabe-se que ainda ha muitas controvérsias quanto ao tratamento da hipertensdo durante
a gestacdo. Alguns autores acreditam que o tratamento da hipertensdo leve deve ser realizado
para evitar a progressdo da doenca; no entanto, esse argumento é considerado insuficiente
para justificar a exposicdo do feto a potenciais efeitos adversos das medicagdes sobre o seu
crescimento. Quanto a hipertensdo grave, estd estabelecido entre os especialistas que este
distdrbio deve ser tratado, buscando a prevencao de complicacfes maternas. Contudo, ndo ha
consenso quanto ao limiar de PA ideal para o inicio da terapia. A maioria dos estudos utiliza
como limiar de tratamento uma PAS maior ou igual a 160 mmHg e uma PAD maior ou igual
a 110 mmHg; porém, sem deixar de mencionar possivel hipotensdo, que acarretaria
diminuicdo do fluxo placentério, prejudicando a perfuséo fetal.

A maior indicacdo de tratamento anti-hipertensivo é a prevencdo do acidente vascular
encefalico, que esta associado a pré-eclampsia grave, eclampsia e Sindrome HELLP (do
inglés: hemolise, elevacio de enzimas hepéticas e reducéo do nimero de plaquetas)> Alem
disso, mulheres quetiveram pré-eclampsia estdo mais suscetiveis a complica¢Ges hipertensivas
nas gestacoes subsequentes e a eventos cardiovasculares e renais no futuro. Estas possiveis
complicagdes da DHG, associada ao risco materno-fetal durante o periodo gestacional, séo
suficientes para explicar a importancia de se conduzir adequadamente estas pacientes, com
devidas orientacdes e com a administragdo de efetivas drogas?.

CONCLUSAO

A pré-eclampsia deve ser diagnosticada adequadamente e 0 mais precocemente possivel
durante a gestacdo, necessitando de acompanhamento pré-natal de alto risco.

O tratamento definitivo da pré-eclampsia é a interrup¢do da gestacdo e consequente
remocdo da placenta’. A permanéncia da gestacdo aumenta o risco de complicacdes, tais
como, convuls6es, edema pulmonar e hemorragia cerebral. Ao tratar a hipertenséo arterial na
gestante, € importante classifica-la entre HAS crénica, HAS gestacional e pré-eclampsia.
Desfechos maternos e neonatais sdo usualmente favoraveis entre gestantes que possuem tanto
HAS cronica, quanto HAS gestacional?’. O objetivo principal do tratamento é diminuir a
morbimortalidade materna e fetal e, quando possivel, prolongar a gestacdo, buscando melhor
bem-estar fetal®.

A pré-eclampsia/eclampsia ¢ uma das principais sindromes da gestacdo potencialmente
letais para mée e feto, ndo respondendo bem a terapia anti-hipertensiva convencional utilizada
em pacientes fora do periodo gestacional®’. Sendo assim, torna-se necessario o profundo
conhecimento e treinamento da equipe médica que trata tais patologias, buscando a melhor
assisténcia as gestantes que venham a desenvolver esses disturbios, a fim de protegé-las dos
desfechos desfavoréveis encontrados em nosso meio.
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Is the atherosclerotic phenotype of preeclamptic
placentas due to altered lipoprotein concentrations
and placental lipoprotein receptors? Role of a
small-for-gestational-age phenotype

Marta R. He-nt.(;chlrze,*’f Carlos E. Poli—de—Fig;ueire(lo.T Bartira E. Pinheiro da Costa,*
Lesia O. Kurlak,’ Paula J. Williams,** and Hiten D. Mistry"*

Division of Women’s Health,* Women’s Health Academic Centre, King’s College London, London, UK;
Laboratory of _\Iephrolog)LIPB,' School of Medicine, PU.(IRS‘ Porto Alegre, Brazil: and Department of
Obstetrics and Gynaecology, School of Clinical Sciences’ and School of Veterinary Medicine and Science,**

University of Nottingham, Norttingham, UK

Abstract Atherosis of spiral arteries in uteroplacental beds
from preeclamptic women resemble those of atherosclero-
sis, characterized by increased plasma lipids and lipo-
proteins. We hypothesized that: 1) lipoprotein receptors/
transporters in the placenta would be upregulated in preec-
lampsia, associated with increased maternal and fetal lipo-
protein concentrations; and 2) expression of these would be
reduced in preeclamptic placentae from women delivering
small-for-gestational-age (SGA) infants. Placental biopsies
and maternal and umbilical serum samples were taken from
27 normotensive and 24 preeclamptic women. Maternal /
umbilical cord serum LDL, HDL, total cholesterol, and trig-
Iycerides were measured. Placental mRNA expression of li-
poprotein receptors/transporters were quantified using
quantitative RT-PCR. Protein localization/expression of
LDL receptor-related protein 1 (LRP-1) in the preeclamptic
placentae with/without SGA was measured by immunohis-
tochemistry. Placental mRNA expression of all genes except
paraoxonase-1 (PON-I), microsomal triglyceride transfer
protein (MTTP), and protein disulfide isomerase family A
member 2 (PDIA2) were observed. No differences for any
lipoprotein receptors/transporters were found between
groups; however, in the preeclamptic group placental LRP-1
expression was lower in SGA delivering mothers (n=7; P=
0.036). LRP-1 protein was localized around fetal vessels and
Hofbauer cells l@ This is the first detailed study of mater-
nal/fetal lipoprotein concentrations and placental lipo-
protein receptor mRNA expression in normotensive and
preeclamptic pregnancies. These findings do not support a
role of altered lipid metaholism in preeclampsia, but may
be involved in fetal growth.—Hentschke, M. R., C. E. Poli-
de-Figueiredo, B. E. Pinheiro da Costa, L. O. Kurlak, P. J.
Williams, and H. D. Mistry. Is the atherosclerotic pheno-
type of preeclamptic placentas due to altered lipoprotein
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concentrations and placental lipoprotein receptors? Role of
a small-for-gestational-age phenotype. J. Lipid Res. 2013. 54:
2658-2664.

Supplementary key words hypertension ¢ lipids ® low density liporo-
tein cholesterol » high density lipoprotein cholesterol » wriglycerides »
ATP binding casseue ransporter Al ® LDL receptor-related protein 1 »
LDL receptor » scavenger receptor class B type 1 » fetal growth

Gestational hyperlipidemia is a common factor in pre-
gnancy in which the maternal circulating lipid profile
changes from an anabolic to a catabolic state, increasing
lipids, especially triglycerides (TGs) and lipoproteins (1).
From the 12th week of gestation, phospholipids, total cho-
lesterol (TC), LDL, HDL, and TGs increase in response to
estrogen stimulation and insulin resistance (2). Thus, dur-
ing the first two trimesters, it is common to see maternal
fat accumulation; however, in the third trimester there is
enhanced lipolytic activity and decreased lipoprotein li-
pase (LPL) activity in the adipose tissue, consequently, fat
storage declines or ceases (3). Early in gestation, the lipids
are required to develop the fetal brain and central ner-
vous system (4), to build cell membranes, and as a precur-
sor of bile acids and steroid hormones (2). However, a
maternal source of lipids is still required until term, but in
lower amounts, possibly due to some fetal-derived lipids

Abbreviations:  ACA, adequate-for-gestational-age; BMI, body mass
index; FGR, fetal growth restriction; FGR-M, fetal growth restriction
without hemodynamic changes; FGR-S, fetal growth restriction with he-
modynamic changes; IQR, interquartile range; LDL-R, LDL receptor;
LRP-1, LDL receptor-related protein 1; MMP, matrix metalloproteinase;
MTTP, microsomal triglyceride transfer protein; PDIA2, protein disul-
fide isomerase family A member 2; PON-1, paraoxonase-1; SGA, small-
for-gestational-age; SRB-1, scavenger receptor class B type 1; TC, rotal
cholesterol; TG, triglyceride.

To whom correspondence should be addressed.
e-mail: hiten.mistry@kel.ac.uk

Copyright @ 2012 by the American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc

This article is available online at hitp://www.jlr.org

€102 'Z 19quw0aQ U0 ‘WYHONILLON 40 AINN 18 Bio"al mam woy papeojumoq




4 4
4
Y 4
¥

JOURNAL OF LIPID RESEARCH

[

from the lipogenic activity in the fetal liver, adrenal, and
testes (2). Conversely, increased TGs during pregnancy
have been shown to augment the risk of preeclampsia,
preterm birth, and fetal growth restriction (FGR) (2, 5).
The lipid metabolism and plasma levels are also affected
by maternal factors such as body mass index (BMI), mater-
nal weight gain, maternal nutrition, prepregnancy lipid
levels, and various medical complications of pregnancy
such as diabetes (6).

Complicating 2-8% of pregnancies, preeclampsia, along
with the other hypertensive disorders of pregnancy. is one
of the three leading causes of maternal morbidity and
mortality worldwide (7). This disorder increases perinatal
outcomes such as prematurity and FGR (8). Preeclampsia
is generally defined as high blood pressure (systolic blood
pressure of =140 mm Hg and/or diastolic blood pressure
of =90 mm Hg) and proteinuria (=300 mg/24 h) at or
after 20 weeks gestation (9). The cause of preeclampsia
remains unknown, but endothelial dysfunction, leading to
compromised uteroplacental perfusion and reduced ma-
ternal-fetal transport of oxygen and nutrients is thought to
be involved (10-13). Different lines of evidence indicate
that abnormal lipid metabolism is involved in the patho-
genesis of the disease, with acute atherosis seen in preec-
lamptic uteroplacental beds resembling atherosclerotic
lesions of coronary arteries (14). The presence of lipopro-
tein receptors in placental syncytiotrophoblast, specifically
LDL receptor (LDL-R), LDL receptor-related protein 1
(LRP-1), and scavenger receptor class B type 1 (SRE-T) in
third trimester placentae, have previously been shown
(15). Placental expression of some of these receptors from
FGR pregnancies with (FGR-S) and without (FGR-M) fetal
hemodynamic changes, based on results of the Doppler
velocimetry of umbilical artery and pulsatility index and
from non-FGR control pregnancies have been reported.
LDI-R mRNA levels in FGR-M were similar to controls but
lower in FGR-S. In contrast, LDL-R protein was higher in
both FGR cases than in the control group. LRP-1 mRNA
and protein levels were not altered in all FGR cases. SRB-1
mRNA was unchanged in FGR, but protein levels were
lower in FGR-S than in the other groups. The authors con-
cluded that LDL-R and SRB-1 levels are altered in FGR
pregnancies and maternal plasma concentrations of LDL
cholesterol are higher in the control group than in the
FGR-S group (15). However, these have not previously
been examined in relation to preeclampsia.

Based on the literature relating to placental and liver
cholesterol transport pathways, we chose to analyze the
maternal and fetal lipoprotein concentrations in combi-
nation with placental mRNA expression of LRP-I, LDI-R,
SRB-1, ATP-binding cassette transporter Al (ABCAI),
paraoxonase-1 (PON-1), microsomal triglyceride transfer
protein (MTTP), and protein disulfide isomerase family A,
member 2 (PDIA2).

We therefore hypothesized that the expression of those
lipoprotein receptors involved in the cholesterol pathway
in the liver, are upregulated in preeclamptic placentae
compared with controls as a compensatory factor. In addi-
ton, the expression of some of these receptors may be

reduced in preeclamptic placentae from women deliver-
ing small-for-gestational-age (SGA) infants versus appro-
priate-for-gestational-age (AGA) infants.

METHODS

Subjects and selection criteria

The study population consisted of two groups of white Euro-
pean women (27 normotensive, 24 with preeclampsia) (Table 1).
Detailed demographics and outcome data have previously been
published (16). The study was approved by the Hospital Ethics
Committee of the Nouingham University Hospitals; written in-
formed consent was obtained from each participant. Preeclamp-
sia was stringently defined as stated in the International Society
for the Study of Hypertension in Pregnancy guidelines (9). Medi-
cal and obstetric histories were obtained for each participant.
The corrected birthweight percentile for each infant was com-
puted, correcting for gestational age, gender. maternal parity,
and BMI (17). SGA was defined as a centile below the 10th, and
AGA as an individualized birthweight ratio between the 10th and
90th percentile (18). Table 2 provides demographic, obstetric,
and pregnancy description data for the preeclamptic women de-
livering SGA and AGA infants.

Sample collection and measurements

Before delivery, venous blood samples were taken from moth-
ers and immediately after placental delivery, where possible, um-
bilical cord venous blood was collected. Venous samples were
allowed to clot prior to centrifugation at 1,400 g for 10 min at
4°C. Serum samples were stored at —80°C prior to analysis. The
number of fetal serum samples missing was 1 in the control (n =
26) and 10 in the preeclamptic (n = 14) group. All women who
took part in this study were laboring and either delivered vagi-
nally or by emergency Caesarean section.

The lipoproteins (LDL, HDL, TC, and TG) were measured
using MicroSlide technology on the Vitros Fusion 5.1 Chemistry
System (New York, NY) following the manufacturer’s instruc-
tions. Briefly, 200 ul of each sample were unitormly distributed
over the entire slide area that contained all the reagents for the
selected assays to allow larger molecules to be broken up and
penetrate into the reagent layer. All samples were analyzed in
triplicate, with the inter-assay variation being less than 5% and
the intra-assay variation less than 10%.

Full depth placental tissue samples were collected within 10 min
of the placental delivery from halfway between the cord insertion
and the periphery of the placentae, avoiding infarcts. The sam-
ples were immediately rinsed in ice-cold phosphate buffered sa-
line, and the membranes were removed and snap-frozen in liquid
nitrogen for mRNA analysis. A second sample was fixed in forma-
lin for immunohistochemistry analysis. All samples were then
stored at —80°C until analysis.

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was extracted from a known amount of placental
tissue (~~100 mg) using QIAzollysis reagent (Qiagen, Crawley,
UK). RNA concentration and the quality of each gene were veri-
fied spectrophotometrically using the Nanodrop ND-1000 (Nan-
odrop Technologies, Labtech, Ringmer, UK); all of the samples
had an Agg/Aggg ratio >1.96 and were stored at —80°C. RNA
(1 pg) was then reverse transcribed using the QuantiTect Re-
verse Transcription kit containing a mix of random primers and
oligodT (Qiagen) in a Primus 96 advanced gradient thermocy-
cler (Peqlab Ltd., Fareham, UK).

Pregnancy lipoprotein molecules in preeclampsia 2659
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TABLE 1. Clinical and biochemical data of subject groups

Parameter NC (n=27) PE (n=24)
Maternal age, years (lrnean +SD) 30+69 31+6.1
Booking BMI, kg/m” (mean = SD) 26254 26.6 5.0
Maximum systolic blood pressure outside labor, mm Hg (mean + SD) 116 + 4.6 156 + 7.1*
Maximum diastolic blood pressure outside labor, mm Hg (mean + SD) 76.0 £ 3.0 08.0 + 4.5%
Proteinuria, g/1 (median [IQR]) — 1.0 [0.3, 11.5]
Gestational age at delivery, weeks (mean = SD) 40+1.1 36.7 + 3.8%
Birth weight, kg (median [IQR]) 3.5(3.3,3.7] 29120, 3.4]*
Birthweight centile (median [1QR]) 45123, 62] 131, 82]
SGA infants [n (%)] 1(3.7) 7(29.2)
Preterm deliveries, =37 weeks gestation [n (%) ] 0 14 (58.3)

NC, normotensive controls; PE, preeclampsia; IQR, interquartile range. *P < 0.05 between normotensive controls and

women with preeclampsia.

Quantitative real-time PCR

Real-time PCR was carried out with the use of SYBR Green
chemistry (2x QuantiFast SYBR Green, Qiagen) on a RotorGene
6000 (Corbett Research, Sydney, Australia) using the primers de-
tailed in Table 3, following our previous protocol (19). Briefly, a
pre-PCR cycle was run for 5 min at 95°C followed by 45 cycles of
95°C for 10 s, 60°C for 30 s, and 72°C for 20 s. Melt-curve analysis
was performed to confirm the presence of one single product
and nontemplate controls run to assess contamination. Cycle
threshold values were used for analysis, and abundance data were
obtained by the use of quantified cDNA to generate a standard
curve. Standards were quantified using densitometry and 10-fold
serial dilutions (10B to 10" copies) run in parallel with the sam-
ples. Abundance data for the genes of interest were normalized
to GAPDH, a stably expressed housekeeping gene suitable for
human placental samples (20).

Immunohistochemical staining of LRP-1

LRP-1 protein expression for the 17 AGA and 7 SGA preec-
lamptic placentae from this cohort were analyzed by immunohis-
tochemistry. Serial sections of placental tissue were cut (5 pm)
in the same orientation from paraffin-embedded tissue blocks
(Sledge Microtome, Anglia Scientific, Norwich, UK) and mounted
onto SuperFrost Plus glass microscope slides (Menzel-Glaser,
Braunschweig, Germany). Before use, sections were dewaxed by
immersion in xylene followed by rehydration in descending con-
centrations of alcohol (3 min each).

Immunohistochemical staining was performed using the Dako
Envision staining kits (Dako Ltd., Germany). LRP-1 rabbit poly-
clonal antibody (ARP58562_P050; Aviva Systems Biology, USA)
was used for immunostaining of paraffin-embedded placental
sections; the optimal dilution (1 in 500) was optimized. Heat-
induced epitope retrieval was achieved by heating in a citrate buf-
fer (pH 6.0) using a microwave oven for 15 min, followed by
incubation for 30 min in normal rabbit serum (Sigma-Aldrich,
UK) to block nonspecific binding; slides were then incubated
with anti-LRP-1 overnight at 4°C. A negative control was per-
formed for each test section by incubation with rabbit IgG. Sec-
tions were dehydrated and cleared in ascending concentrations

of alcohol and xylene before mounting in DPX (BDH, Poole,
UK).

All of the slides were assessed by the same observer, blinded to
pregnancy outcome. For analysis of placental sections, digital im-
ages of five randomly selected, high-power (%400 magnification)
fields were captured on NIS-Elements F2.20 microscope (Nikon
United Kingdom Ltd., Surrey, UK). Quantification of LRP-1 was
performed as described previously (19, 21) using the Positive
Pixel Algorithm of Aperio ImageScope software. This sofiware is
able to discriminate between positive- and negative-stained pixels
and combines the number of positive pixels stained with the in-
tensity of these same pixels to produce the value “posidvity.” A
visual check was also performed to ensure accurate discrimina-
tion of immunolabeled regions.

Statistical analysis

All tests were performed using SPSS for Windows version 19.
Summary data are presented as means + standard deviation (SD)
or median and interquartile range as appropriate, the Student’s
ttest or Mann-Whitney U test were used depending on the distri-
bution of the data, after testing using the Kolmogorov-Smirnov
test. Correlations between the parameters were tested with
a Spearman’s rank test. The null hypothesis was rejected where
P<0.05.

RESULTS

Subjects

Demographic, obstetric, and pregnancy description
data of the 51 participants are shown in Table 1; clinical
descriptions have previously been published (16). All pa-
tients carried singleton pregnancies and the women with
preeclampsia all had moderate-to-severe disease, without
HELLP syndrome. The neonates from both pregnancy
groups survived. The number of fetal serum samples that
were missing was 1 in the control and 10 in the preeclamptic

TABLE 2. Clinical and biochemical data of the preeclamptic women delivering AGA and SCA infants

Parameter PEACA (n=17) PESCGA (n=T7)
Maternal age, years gmean +5D) 32:78 32290
Booking BMI, kg/m” (mean + SD) 272+43 27.1+68
Gestational age at delivery, weeks (mean + SD) 38+25 35+5
Birth weight, kg (median [IQR]) 3.213,3.5] 2 [1.6, 2.4]%*
Birth weight centile (median [IQR]) 47.1 [12.6, 69.4] 0.7 [0.3, 1.9]%**

PE, preeclampsia; IQR, interquartile range. **P = 0.001 and ***P < 0.0001 between PE ACGA and PE ACA

groups.
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TABLE 3. Details the forward and reverse primer sequences and BLAST sequences

Gene BLAST Sequence Accession Number Primer Length (bp)

LDLR NM_000527.3 5-aggacggclacagetacee-3 73
5% ctecaggeagatgiicacg-3

LRP-1 NM_002332.2 5"ggigicacccaccicaacat-d’ 88
5" agleggtecagtacacgtite-37

SRB-1 NM_005505.4 5'-catcaageageaggicetta-3’ 95
5"cggagagatagaaggggatagg-3’

PON-1 NM_000446.5 S'actatagiccaagigaagticgagig-3” 110
5'-atgagccageaactcagetat-3

ABCA1 NM_005502.2 5igcigcatagictigggactcd’ 76
Slatcaccicctgtegeatgt-3

MTTP NM_000253.2 5 ggeiggiencacggtage3’ 88
A'guctectececctegie-3”

PDIA2 NM_006849.2 S'ctecaagiteciggacaacg-3 104

H'tggaccccatagiggagtig-3’

groups. Within the preeclamptic group, 7 women deliv-
ered SGA infants and 17 delivered AGA infants (Table 2);
only 1 woman in the normotensive control group delivered
an SGA infant, and thus was excluded in this analysis.

Biochemical measurements

For all maternal and umbilical serum lipoproteins, there
were no significant differences (P> 0.05) between normo-
tensive and preeclamptic samples. However, umbilical ve-
nous samples had significantly lower lipid and lipoprotein
concentrations compared with maternal concentrations in
both groups; TG (normal and preeclampsia: P < 0.0001),
TC (normal and preeclampsia: P < 0.001), LDL (normal:
P=0.003; preeclampsia: = 0.01), and HDL (normal and
preeclampsia: P=0.001) (Fig. 1).

Placental lipoprotein receptors, transporters, and enzyme
expression

The mRNA expression of LDL-R, LRP-1, SRB-1, ABCAI,
PON-1, MTTP, and PDIAZin placental tissue from normo-
tensive control and women with preeclampsia are shown
in Table 4. LDI-R, LRP-1, SRB-1, and ABCA I were all found
to be expressed in placenta tissue, but there was no expres-
sion of PON-1, MTTP, and PDIAZ. The placental mRNA
expression of the receptors did not significantly differ be-
tween groups (P> 0.05 for all).

Although the numbers were small, we additionally ana-
lyzed the 10 late-onset preeclampsia women (>34 weeks
gestation) separately against the control group to test
for any gestational-specific differences. The same nonsig-
nificant results were seen for all the maternal and fetal
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Fig. 1. Serum lipoprotein concentrations in maternal and fetal circulation, from normotensive controls
and preeclampsia. The number of fetal serum samples that were missing were 1 in the control (n = 26) and
10 in the preeclamptic (n = 14). NC, normotensive control; PE, preeclampsia. Data presented as median
[interquartile range]. *P < 0.05 between maternal and umbilical samples for all lipoproteins.
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Protein expression [mean positivity]

TABLE 4. Placental lipoprotein mRNA expression from normotensive controls and preeclampsia

Placenta Normalized mRNA Expression NC (n=27) PE (n =24) P

LDLR (median [IQR]) 0.05 [0.03, 0.07] 0.06 [0.045, 0.11] 0.107
LRP-1 (median [TQR]) 7.0 [5.04, 17.33] 12.3 [5.93, 23.80] 0.508
SRE-1 (median [IOR]) 0.34 [0.21, 0.51] 0.32[ 0.24, 0.56] 0.605
ABCA1 (median [TQR]) 91.38 [20.8, 73.55] 98.8[10.32, 82.81] 0.942

NC, normotensive control; PE, preeclampsia; IQR, interquartile range.

lipoprotein concentrations and for the placental expres-
sion of the receptors, transporters, and enzymes (P> 0.1

for all).

Placental lipoprotein receptor expression and SGA

In the preeclamptic group only, we found that those de-
livering SGA infants had significantly lower LRP-I expression
compared with the AGA group (shown as median [IQR])
(SGA: 4.72 [3.6, 8.7]; AGA: 20.2 [13.5, 27.1]; P = 0.036).
All the other genes did not show any differences (P> 0.05).

Protein expression of LRP-1 was localized mainly around
fetal vessels and Hofbauer cells (Fig. 2). Visual inspection
suggests lower protein expression in the preelcamptic pla-
centae delivering SGA infants compared with the AGA
group, although this was not significant when analyzed
semi-quantitatively, possibly due to small sample size (me-
dian [IQR]: 0.91 [0.86, 0.95] vs. 0.87 [0.81, 0.89]; P> 0.05;
Fig. 2).

Maternal serum, umbilical cord serum, and placental
tssue

When maternal and umbilical cord serum lipoprotein
concentrations were correlated with placental mRNA
expression of the lipoprotein receptors, no difference be-
tween groups was found (P> 0.05). In addition, no associa-
tions between serum lipoproteins or receptors with birth

e o 2 8 = o
8 8§ 8 & 8 &

0.75

PE-AGA PESGA

Fig. 2. LRP-1 immunostaining in preeclamptic (PE) placentae
from AGA delivering mothers (n = 17) (A), SGA delivering moth-
ers (n = 7) (B), and IgG negative control (C). In photomicro-
graphs, positive cells appear in brown; magnification »400; scale
bar = 100 pm. Protein expression was localized to Hofbauer cells
(red arrows) and fetal vessels (blue arrows). In the graph, data is
represented as median [interquartile range].
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weights or gestational age at delivery were seen (P> 0.05
for both).

DISCUSSION

In the present study, we have analyzed the lipid profiles
in women with preeclampsia and normotensive pregnant
women. To the best of our knowledge, this is the first study
that has concurrently investigated the placental, maternal,
and fetal lipoprotein system comprehensively in normo-
tensive and preeclamptic pregnancies, and associated
these results with SGA infants in the third trimester of
pregnancy.

Previous studies have reported that hyperlipidemia is
enhanced in preeclampsia (22, 23) and has a negative im-
pact on fetal lipid profiles (24, 25). It has been suggested
that dyslipidemia may contribute to the increased oxida-
tive stress and endothelial dysfunction, and possibly in-
sulin resistance, which causes a compensatory increase
in insulin concentration, decreased LPL activity, and in-
creased TGs. However, factors that influence preeclamp-
sia, such as chronic hypertension, obesity, and insulin
resistance, share common features with dyslipidemia re-
lated to oxidative stress and altered vascular function. Our
data showed no significant differences in maternal and fe-
tal lipoprotein concentrations between preeclampsia and
normotensive controls, which is in line with previous data
on maternal levels (26). In addition, in the current study
the mean BMI was 26 kg/mE in both groups (Table 1), sug-
gesting that the abnormal lipid profile could be associated
with obesity (27), and not necessarily with preeclampsia.
This could also be a reason why some previous studies have
reported increased lipoprotein concentrations in preec-
lampsia, because they may not have controlled for this.
Thus, the results from this study do not suggest that changes
in the lipoprotein concentrations play a direct key role in
preeclampsia pathology.

All samples were collected at delivery and in the third
trimester of pregnancy. Although not matched for gesta-
tion, lipoprotein concentrations are increased between
the first two trimesters and last trimester, but are then sta-
ble (28); therefore these could be compared between
groups even if the gestational age was not exactly the same.
Furthermore, the same nonsignificant results were seen
when only the term preeclamptic samples were compared
with controls.

The highest mRNA expression was ABCAL, followed by
LRP-1. A previous study also reported that ABCAT is highly
expressed in human placenta (29). LRP-1 is the direct lipo-
protein receptor of intermediate density lipoprotein, a
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precursor of LDL (15). However SRB-1 and LDL-R, the
main cholesterol transporters (30), had very low expression
in third trimester placental tissue, which may suggest that
the function of LDL-R and SRB-1 may not have an impor-
tant role toward term, which may reflect a downregulation
due to lipids derived from the fetus (2). A previous study
at term concluded that SRB-T does not play a critical role
in controlling plasma cholesterol concentration, even in
pregnant women with high or low levels of cholesterol
(30). Our findings are in agreement with others who have
reported a marked ABCAI expression level in diverse pla-
cental cell types (31), and the presence of LDI-R, LRP-1,
and SRB-I in placental tissues (15). However, in contrast
to the current data, Wadsack et al. showed lower mRNA
expression of LDL-R in FGR-S, and Stepan et al. (32) re-
ported higher. Different criteria in selecting the study
population may account for these differences (32); con-
trasting protein values have also been observed in several
studies. In our study, we examined LRP-1 protein localiza-
tion and expression due to the differences seen in the
preeclamptic plus SGA group. These data suggest lower
expression in the SGA group, although this didn’t reach
significance, possibly due to small numbers. LRP-1 is highly
expressed in macrophages, and therefore it is unsurpris-
ing that the expression is localized to the macrophages of
the placentae (Hofbauer cells).

It must be noted that cholesterol is not only transported
by the receptors; experimental evidence suggests that tro-
phoblast cells efflux cholesterol from cells like any other
polarized cells (33). Three different mechanisms for cho-
lesterol transportation from the circulation and peripheral
cells to target tissues have been proposed: 1) aqueous dif-
fusion, a protein-independent pathway based on concentra-
ton gradients; 2) the SRB-I mediated bidirectional transport
between cells and extracellular acceptors; and 3) ABCAI-
mediated unidirectional efflux to lipid-free apolipoproteins
(34, 35). The physiological consequences of the regula-
tion of receptors for placental function and fetal develop-
mentare unclear. Ayetundefined proportion of cholesterol
uptake by the placenta may be released into the fetal circu-
lation. The remaining placental cholesterol, however, is
used for sterol synthesis, principally of progesterone.

When we analyzed the relationship between placental
genes and SGA, we observed that LRP-I was significantly
lower in placentae from SGA infants in the preeclamptic
group. A possible mechanism for this could be through
the matrix metalloproteinase (MMP) family. Membrane-
type MMPs can degrade LRP-1 into low molecular-mass
fragments. Intact soluble LRP-1 «-chain is shed into hu-
man plasma and has been identified at the blood-brain
barrier following ischemia. Proteins of the MMP family are
involved in the breakdown of the extracellular matrix in
normal physiological processes, such as embryonic devel-
opment, reproduction, and tissue remodelling, as well as
in diseases processes, such as arthritis and metastasis (36).
Increased MMP-2 activity (LRP-1 mediates its internaliza-
tion) may contribute to the endothelial dysfunction that
is central to the pathophysiology of preeclampsia and/or
SGA.

Further analysis is necessary to understand the choles-
terol pathway, especially in relation to fetal growth, in par-
ticular alterations in FGR pregnancies and gestational
diabetes mellitus, which can result in extremely high birth
weight infants (1). It would also be interesting to study the
expression of the proprotein convertase subtillisin/kexin
type 9 (PCSKY) gene, as it regulates cholesterol metabo-
lism via degradation of LDL-R (37).

This is a preliminary study that contributes to the cur-
rent knowledge with the need for future research. It would
also be desirable to examine changes at both mRNA and
protein levels of all the lipoprotein receptors, transport-
ers, and enzymes. Another limitation of the current study
is that we did not have details of exposure to antenatal
steroids and other medications, surgery, or timing of the
last meal, which may influence some of these alterations.
Much has to be done to elucidate the placental transport
in pregnancy pathologies, as the transport mechanism for
lipids and lipoproteins is far from being understood.

The findings of this study do not support a direct contri-
bution of lipid metabolism in the pathogenesis of preec-
lampsia. However, this is the first study that simultaneously
analyzed seven lipoprotein receptors, transporters, and
enzymes related to the cholesterol pathway, with the lipids
and lipoprotein levels (LDL, HDL, TC, and TG) in mater-
nal and umbilical cord serum, and in relation to fetal
growth Bl

The authors thank all the women who participated in the study
and the midwives and doctors whose support made this study
possible. The authors are also grateful to Professor Fiona
Broughton Pipkin (University of Nottingham) for help and
advice regarding statistical analysis.

REFERENCES

. Desoye, G., M. Gauster, and C. Wadsack. 2011. Placental trans-
port in pregnancy pathologies. Am. J. Clin. Nutr. 94(6 Suppl.):
18965-1902S.

Ghio, A, A Bertolotto, V. Resi, L. Volpe, and G. Di Cianni.
2011. Triglyceride metabolism in pregnancy. Ade. Ciin. Chem. 55:
133-153.

Vrijkotte, T. G., N. Krukziener, B. A. Hutten, K. C. Vollebregt, M.
van Eijsden, and M. B. Twickler. 2012. Maternal lipid profile dur-
ing early pregnancy and pregnancy complications and ourcomes:
the ABCD study. /. Clin. Endocrinol. Metab, 97: 3917-3925,

Carr, B. R., and E. R. Simpson. 1982, Cholesterol synthesis in hu-
man fetal tissues. J. Clin. Endocrinol. Metab. 55: 447-452.

Pecks, U., M. Brieger, B. Schiessl, D. O. Bauerschlag, D. Piroth,
B. Bruno, C. Fizner, T. Orlikowsky, N. Maass, and W. Rath. 2012,
Maternal and fetal cord blood lipids in intrauterine growth restric-
ton. J. Perinat. Med. 40: 287-296.

Alvarez, ]. J., A. Montelongo, A. Iglesias, M. A. Lasuncion, and E.
Herrera. 1996. Longitudinal study on lipoprotein profile, high
density lipoprotein subclass, and postheparin lipases during gesta-
tion in women. J. Lipid Res. 37: 200-308.

. Ghulmiyyah, L., and B. Sibai. 2012. Maternal mortality from preec-
lampsia/eclampsia. Semin. Perinatol. 36: 56-59.

Duley, L. 2009. The global impact of pre-cclampsia and eclampsia.
Semin. Perinalol. 33: 130-137.

Brown, M. A., M. D. Lindheimer, M. de Swiet, A. Van Assche, and
J- M. Moutquin. 2001. The classification and diagnosis of the hyper-
tensive disorders of pregnancy: statement from the Internatonal
Society for the Smdy of Hypertension in Pregnancy (ISSHP).
Hypertens. Pregnancy. 20: IX-XIV.

I

Ll

Lo

@

&

wo®

Pregnancy lipoprotein molecules in preeclampsia 2663

£10Z ‘T 12qwa0aq uo ‘WYHONILLON 40 AINM Ve 610l mmm woy papeojumog

217



X

" AsE

JOURNAL OF LIPID RESEARCH

[

10.

11.

12,
13.

=

20.

2

=

22.

24,

2000. Report of the Natonal High Blood Pressure Education
Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy.
Am. . Obstet. Gynecol. 183: S1-522.

Lim, K. H., Y. Zhou, M. Janatpour, M. McMaster, K. Bass, S. H.
Chun, and S. ]. Fisher. 1997. Human cyioirophoblast differen-
tiation/invasion is abnormal in pre-eclampsia. Am. f. Pathol 151z
1809-1818.

Huppertz, B., and L. L. Peeters. 2005. Vascular biology in implanta-
tion and placentation. Angiogenesis. 8: 157-167.

Campos, B., M. Chames, |. M. Lanury, . P. Bill, A. Fis, I. Brockman,
J. Neil, E. Tischner, J. Barton, C. Wong, et al. 2006. Determination
of non-bilayer phospholipid arrangements and their antibodies in
placentae and sera of patents with hypertensive disorders of preg-
nancy. Placenta. 27: 215-224.

. Hubel, C. A. 1999. Oxidative stress in the pathogenesis of preec-

lampsia. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 222: 222235,

. Wadsack, C., 8. Tabano, A. Maier, U. Hiden, G. Alvino, V. Cozzi,

M. Hiuinger, W. ]. Schneider, U. Lang, I. Cetin, et al. 2007.
Intrauterine growth restriction is associated with alterations in
placental lipoprotein receptors and maternal lipoprotein composi-
ton. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 292: FAT6-E484.

. Mistry, H. D., V. Wilson, M. M. Ramsay, M. E. Symonds, and F.

Broughton Pipkin. 2008. Reduced selenium concentrations and
glutathione peroxidase activity in preeclamptic pregnancies.

Hypertension. 52: 881-888.

7. Gardosi, ]. 2012. Customised centile calculator. Accessed March 26,

2012, at www.gestation.net.

Cetin, 1., J. M. Foidart, M. Miozzo, T. Raun, T. Jansson, V.
Tsatsaris, W. Reik, S. Hauguel-de-Mouzon, N. Illsley, J. Kingdom,
etal. 2004, Fetal growth restriction: a workshop report. Placenta.
25: T53-757.

. Mistry, H. D., L. A. McCallum, L. O. Kurlak, L. A. Greenwood, F.

Broughton Pipkin, and R. M. Tribe. 2011. Novel expression and
regulation of voltage-dependent potassium channels in placentas
from women with preeclampsia. Hypertension. 58: 497-504.

Murthi, P., E. Fitzpatrick, A. ]. Borg, S. Donath, S. P. Brennecke,
and B. Kalionis. 2008. GAPDH, 185 rRNA and YWHAZ are suitable
endogenous reference genes for relative gene expression studies
in placental tissues from human idiopathic fetal growth restriction.
Placenta. 29: T98-801.

. Williams, P. J., H. D. Mistry, B. A. Innes, J. N. Bulmer, and F.

Broughton Pipkin. 2010. Expression of ATIR, AT2R and AT4R
and their roles in extravillous trophoblast invasion in the human.
Placenta. 31: 448455,

Ray, ]. G., P. Diamond, G. Singh, and C. M. Bell. 2006. Brief over-
view of maternal triglycerides as a risk factor for pre-eclampsia.
BJOG. 113: 370-386.

. Lorentzen, B., M. ]. Endresen, T. Clausen, and T. Hendriksen.

1994, Fasting serum free farry acids and triglycerides are increased
before 20 weeks of gestation in women who later develop preec-
lampsia. Hypertens. Pregnancy. 13: 103-109.

Belo, L., M. Caslake, D. Gaffney, A. Santos-Silva, L. Pereira-Leite,
A. Quintanilha, and 1. Rebelo. 2002, Changes in LDL size and
HDL concentration in normal and preeclamptic pregnancies.

Atherosclerosis. 162: 425-432,

2664 Journal of Lipid Research  Volume 54, 2013

26.

27.

2

30.

3

32.

3

3

36.

37,

e

=

L

5. Catarino, C., I. Rebelo, L. Belo, P. Rocha-Pereira, S. Rocha, E. B.

Castro, B. Patricio, A. Quintanilha, and A. Santos-Silva. 2008. Fetal
lipoprotein changes in pre-eclampsia. Acta Obstet. Gynecol. Scand.
87: 628-634.

Emet, T., [. Ustiiner, S. G. Guven, G. Balik, U. M. Ural, Y. B. Tekin,
S. Sentirk, F. K. Sahin, and A. F. Avar. 2013. Plasma lipids and
lipoproteins during pregnancy and related pregnancy outcomes.
Arch. Gynecol. Obstel. 288: 49-55,

Catapano, A. L, Z. Reiner, G. De Backer, I. Graham, M. R. Taskinen,
O. Wiklund, S. Agewall, E. Alegria, M. Chapman, P. Durrington,
et al. 2011, ESC/EAS guidelines for the management of dyslipi-
daemias the task force for the management of dyslipidaemias of
the European Society of Cardiology (ESC) and the European
Atherosclerosis Society (EAS). Atherosclerosis. 217: 3-46.

. Herrera, E., H. Ortega, G. Alvino, N. Giovannini, E. Amusquivar,

and 1. Cetin. 2004. Relationship between plasma fatty acid profile
and antdoxidant vitamins during normal pregnancy. Eur. J. Clin.
Nutr. 58: 1231-1238.

Bhatacharjee, J., F. lewa, E. Giacomello, N. Bechi, R. Romagnoli,
A. Fava, and L. Paulesu. 2010, Expression and localization of ATP
binding cassette transporter Al (ABCAL) in first trimester and
term human placenta. Placenta. 31: 423-430.

Ethier-Chiasson, M., A. Duchesne, |. C. Forest, Y. Giguere, A. Masse,
C. Mounier, and ]. Lafond. 2007. Influence of maternal lipid pro-
file on placental protein expression of LDLr and SR-BI. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 359: 8-14.

. Nikitina, L., F. Wenger, M. Baumann, D. Surbek, M. Korner, and

C. Albrecht. 2011. Expression and localization patern of ABCAL
in diverse human placental primary cells and dssues. Placenta. 32:
420-430.

Stepan, H., R. Faber, and T. Walther. 1999. Expression of low den-
sity lipoprotein receptor messenger ribonucleic acid in placentas
from pregnancies with intrauterine growth retardation. Br. [ Obstel.
Gynaecol. 106: 1221-1222,

Woollew, L. A. 2005. Marernal cholesterol in fetal development:
transport of cholesterol from the maternal to the fetal circulation.
Am. [ Clin. Nutr. 82: 1155-1161.

Rothblat, G. H., M. de la Llera-Moya, V. Aiger, G. Kellner-Weibel,
D. L. Williams, and M. C. Phillips. 1999. Cell cholesterol efflux:
integration of old and new observations provides new insights. [
Lipid Res. 40: 781-796.

5. Yancey, P. G., A. E. Bortmick, G. Kellner-Weibel, M. de la Llera-

Moya, M. C. Phillips, and G. H. Rothblat. 2003. Importance of dif-
ferent pathways of cellular cholesterol efflux. Arterioscler. Thromb.
Vase. Biol. 23: T12-719.

Selvais, C., L. D'Auria, D. Tyteca, G. Perrot, P. Lemoine, L.
Troeberg, S. Dedien, A. Noél, H. Nagase, P. Henriet, et al. 2011.
Cell cholesterol modulates metalloproteinase-dependent shedding
of low-density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP-1) and
clearance function. FASER J. 25: 2770-2781.

Lev)', E., A. Ben Djoudi Ouadda, S. Spahis, A. T. Sane, C. Garofalo,
E. Grenier, L. Emonnot, S. Yara, P. Couture, J. F. Beaulieu, et al.
2013, PCSKY plays a significant role in cholesterol homeostasis
and lipid transport in intestinal epithelial cells. Atherosclerosis. 227:
207-306.

€102 ‘Z /8quieoaq uo ‘WYHONILLON 40 AINN J& Bio |l mamm woy papeojumoq

218



219

ARTIGO 3 — Artigo publicado em formato Resumo®®, sob o titulo: O Acompanhamento
clinico puerperal de gestantes com diagndstico de Doenca Hipertensiva Gestacional: Uma
questdo de salde publica. Autores: Marta Ribeiro Hentschke, Vicente Bohrer Brentano,
Samantha Schneider, Fernanda Borsatto Caruso, Bartira E. Pinheiro da Costa, Carlos E. Poli-
de-Figueiredo, Giovani Gadonski. Dados da publicacdo: Anais do VI Simposio Internacional
de Ginecologia, Obstetricia e Mastologia da PUCRS. Temas livres em Obstetricia. p. 23.

INTRODUCAO: A Doenca Hipertensiva Gestacional (DHG) é umas das principais causas
de morbimortalidade materna e fetal no mundo. A DHG é subdividida em quatro classes:
Hipertensao gestacional (HG); Hipertensdo crénica (HC); Pré-eclamspia (PE) e Pré-eclamspia
sobreposta (PES), sendo esta classificacdo confirmada ap06s a 122 semana de puerpério. Até o
presente momento, ndo ha diretrizes governamentais que padronizam o atendimento dessas
puérperas. A falta de acompanhamento clinico compromete o diagnéstico de importantes
distarbios e patologias as quais, se previamente diagnosticadas, diminuiriam desfechos
negativos em proxima gestacdo e ao longo da vida.OBJETIVO: Relatar a importancia do
acompanhamento ambulatorial padronizado, atraves da apresentacdo dos diagndsticos finais
da DHG; Hipertensdo secundaria e Disturbios metabolicos relacionados a DHG, em puérperas
que desenvolveram DHG. MATERIAL E METODOS: Estudo de coorte realizado através
de acompanhamento puerperal de pacientes que desenvolveram DHG, atendidas no setor de
obstetricia do Hospital Sdo Lucas/PUCRS, entre agosto de 2003 a dezembro de 2010. A
amostra foi composta 249 pacientes, totalizando 1167 consultas. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica e pesquisa da PUCRS e todas as pacientes consentiram em participar do
estudo. Durante as consultas, foi aplicado um questionadrio padrdo, sendo os dados
armazenados em banco de dados para posterior analise. ApOs trés meses de puerpério,
definiu-se o diagnostico final da DHG. Para o diagnostico de patologias associadas a
hipertensdo secundaria foram realizados: ECG de repouso, Cintilografia renal com DMSA,
Raio-x de torax e exames laboratoriais, de acordo com a investigacdo clinica de cada paciente.
RESULTADOS: Das 249 pacientes analisadas, 71% tiveram alta ou abandonaram o
atendimento, Das 72 pacientes ativas, 38,8% foram classificadas como HC e 19,4% como
PES. Assim, 58,2% das pacientes necessitaram de acompanhamento clinico para tratamento
de HAS. Ainda, das 249 pacientes do estudo, 30 (12,04%) apresentaram patologias associadas
a hipertensdo secundéaria, sendo as mais prevalentes: refluxo vésico-ureteral (23,3%),
sindrome dos ovarios policisticos (13,3%) e Diabete Mellitus gestacional (13,3%). Das 232
que possuiam dados de IMC, 28% apresentavam sobrepeso, 18,5% obesidade grau I, 16,8%
grau Il e 13,79% grau Ill. Das 119 pacientes que apresentavam dados de perfil lipidico,
77,31% possuiam algum grau de dislipidemia. CONCLUSAQ: O acompanhamento clinico
puerperal especializado é de extrema importancia para pacientes que desenvolveram DHG.
Dessa forma, € possivel diagnosticar casos de HAS secundéria, 0s quais, em grande parte,
possuem carater reversivel com tratamento especifico. Ainda, é possivel realizar controle
metabdlico dessas pacientes e evitar desfechos desfavoraveis a curto e longo prazo.

*Trabalho realizado a partir do acompanhamento clinico de puérperas que desenvolveram a
Doenca Hipertensiva Gestacional. O Protocolo de consulta do ambulatério de hipertensdo
encontra-se no Apéndice H.
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Aumento dos niveis do receptor soltivel da Interleucina-6 em pacientes
com pré-eclampsia em relacao a gestantes normotensas

Increased levels of the soluble receptor of interleukin-6 in patients with
preeclampsia compared to normotensive pregnant women
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RESUMO

Objetivos: Comparar niveis plasmaticos do receptor solivel da interleucina-6 (IL-6sR) entre gestantes normotensas e
com pré-eclampsia.

Métodos: Realizou-se coleta de sangue materno no periodo pré-parto de 21 pacientes com pré-eclampsia e 39 controles
normotensas. As amostras foram armazenadas a menos 80°C até a andlise laboratorial. Os niveis séricos de IL-6sR
foram mensurados através do teste imunoenziunatico ELISA. Para comparar os grupos foi utilizado teste t de Student.
Consideraram-se significantes os resultados com P menor do que 0.05.

Resultados: Os dados de gestantes com pré-eclampsia e gestantes normotensas, respectivamente, foram: idade materna
22,3248 v5 26,0=3.7 anos (P=0,06): idade gestacional 32.7+5.8 vs 40,1=0.8 semanas (P=0.01); pressio arterial sistélica
143.0£2.2 vs 118.8=3.1 mmHg (P=0.01): pressdo arterial diastélica 112.5+4.0 vs 77.2+10.2 mmHg (P=0.01): acido urico
5.87£1,10 vs 4,57£0.12 mg/dL (P=0.02); creatinina 0.82+0.12 vs 0,73=0,09 mg/dL (P=0.01); peso do recém-nascido
2.130.7£839.3 1 555.0£261.0 gramas (P=0.01) e peso da placenta 621.3=167.0 vs 796.3=154.2 gramas (P=0.05).
A relacdo proteinfiria/creatininuria no grupo das pacientes com pré-eclampsia foi de 2,40+1.31. O valor de IL-6sR
(ng/dL) na pré-eclampsia foi 28.7+10.8 vs 16.5+6.4 na gestante normotensa (P=0.01).

Conclusdes: Estes resultados mostram o aumento dos niveis plasmaticos do IL-6sR em pacientes com pré-eclampsia.
em relacdo a gestantes normotensas. Mais estudos se mostram necessarios para o esclarecimento da fisiopatologia desta
entidade, como a analise de outras citocinas ligadas a esse receptor, visto que elas podem ser a chave para a resposta
inflamatoria sistémica que ocorre nestas pacientes e, portanto, para o seu tratamento.

DESCRITORES: PRE-ECLAMPSIA; RECEPTORES DE INTERLEUCINA-6; INFLAMACAO

ABSTRACT

Aims: To compare Interleukin-6 soluble receptor (IL-65R) plasmatic levels between normotensive pregnant controls
and preeclamptic women.

Methods: Maternal blood samples were collected before delivery from 21 patients with preeclampsia and 39 normotensive
pregnant controls. Samples were stored at -80°C until laboratory assay. IL-6sR was measured by ELISA enzyme
immunoassay. To compare groups Student’s 7 test was used. Results with P less than 0.05 were considered significant.
Results: Data from preeclampsia and normotensive pregnant controls were respectively: maternal age 22.3+4.8 s
26.0+3.7 years (P=0.06): gestational age 32.7+5.8 vs 40.1+0.8 weeks (P=0.01); systolic blood pressure 143.0£2.2 vs
118.8+3.1 mmHg (P=0.01): diastolic blood pressure 112.5+4.0 vs 77.2+10.2 mmHg (P=0.01); uric acid 5.87=1.10 vs
4.57x0.12 mg/dL (P=0.02): creatinine 0.82=0.12 vs 0.73£0.09 mg/dL (P=0.01): birth weight 2130 393 vs
3555.0£261.0 g (P=0.01): placental weight 621.3=167.0 vs 796.3£154.2 g (P=0.03). Proteinuria over creatininuria
1atio in the preeclampsia group was 2.40+1.31. The concentration of IL-6sR (ng/dL) was 28.7+10.8 in preeclampsia vs
16.5+6.4 in normotensive pregnant controls (P=0.01)

Conclusions: These results show an increased plasma levels of IL-6sRin patients with preeclampsia compared to
normotensive pregnant women. More studies are necessary to clarify the pathophysiology of this entity. including the
analysis of other cytokines linked to this receptor, due to the fact that they can be the key for the systemic inflammatory
response that occurs in these patients and therefore for their treatment.

KEY WORDS: PREECLAMPSIA: RECEPTORS. INTERLEUKIN-6: INFLAMMATION.
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INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da
gravidez humana que ocorre apds a vigésima semana
de gestagdo e é caracterizada por hipertensio (niveis
tensionais acima de 139 mmHg de pressio sistolica
e 89 mmHg de pressido diastdlica) e proteiniria
patoldgica (=300 mg/24h), em mulheres previamente
normotensas.! Essa patologia é uma das principais
causas de morte materna, sendo responsavel por cerca
de 3% a 8% da morbidade e mortalidade de gestantes
em todo o mundo.>? Além disso, a PE aumenta a
chance de parto prematuro, podendo, dessa forma,
causar complicacdes perinatais.*

A etiologia da PE ainda ndo esta bem estabelecida,
enftretanto muitos estudos tém apontado a placenta
como a principal responsavel pelas manifesta¢des dessa
condicio, ja que o parto é a inica cura para a PE7 Em
contraste com uma gestagdo normal, na PE ocorre uma
hipoperfusio uteroplacentaria, podendo levar a hipdxia
tecidual e isquemia placentaria. Nesse processo, ha libe-
ragido de diversos mediadores inflamatérios, além de
marcantes alteragdes hemodindmicas, responsaveis
por um desequilibrio entre fatores vasodilatadores e
vasoconstritores, levando a um aumento da resistén-
cia vascular periférica e da pressdo arterial sisté-
mica das gestantes.®® Um dos principais mediadores
inflamatorios envolvidos nesse processo € a Interleucina
(IL)-6. um mediador sintetizado por fagocitos mono-
nonucleares, células endoteliais e fibroblastos emresposta
a estimulos mflamatorios. IL-6 tem sido descrita alte-
rada em mulheres com PE.'*! Estudos experimentais
também apresentaram alteracdes nessa citocina.?

Diferentes receptores sio necessarios para que
a IL-6 realize sinalizagdes intracelulares: o receptor
de IL-6 (IL-6R), expresso na membrana plasmatica
de células especificas, como hepatocitos e alguns
leucdcitos;”* uma forma soluvel desse receptor da
IL-6, (IL-6sR), presente em fluidos corporais; e
a proteina transmembrana transdutora de sinal, o
gp130. TL-6sR forma um complexo solivel com a
citocina IL-6 (IL-6sR/IL-6) que se liga diretamente
ao gpl30 da membrana plasmatica em células em que
nio ha expressdo do receptor de superficie IL-6R,
em um processo conhecido como trans-sinalizacdo.
Esse processo permite que células inicialmente
irresponsivas a IL-6 (pela falta do IL-6R ligado a
membrana) respondam ao complexo que estd presente
em respostas inflamatérias.* Esta demonstrado também
que o IL-6sR pode atuar como transportador da IL-6,
aumentando a meia-vida dessa citocina, o que levaria o
IL-6sR a aumentar a sinalizacdo da IL-6, funcionando
como um agonista da mesma.?
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Visto que a PE esta associada a uma exacerbacgdo
da resposta inflamatéria, nossa hipétese é de que, assim
como ocorre um aumento de mediadores inflamatérios
como IL-6, a elevacio dos niveis circulantes do seu
receptor soluvel IL-6sR também deverd ocorrer.
Desse modo, o objetivo deste trabalho é comparar os
niveis plasmaticos de IL-6sR entre gestantes com PE
e normotensas.

METODOS

Foi conduzido um estudo transversal em gestantes
que receberam atendimento obstétrico no Hospital
Séo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (HSL/PUCRS). O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP-671/11) e
todas as gestantes consentiram em participar.

Foram analisadas coletas de 60 gestantes, sendo
21 com PE e 39 normotensas. A PE fo1 diagnosticada
de acordo com as recomendacdes do National High
Blood Pressure Education Program Working Group on
High Blood Pressure in Pregnancy e das VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensio. ' Pacientes com histérico
de diabetes mellitus, doencas renais, hepaticas e
infecciosas, polidramnio, gesta¢do multipla, ruptura
prematura de membranas e normotensas com 1+ ou
mais de proteina no exame qualitativo de urina, foram
excluidas. Proteinuria foi quantificada apenas em
gestantes com PE.

No periodo pré-parto foram coletados 4ml
de sangue materno em tubo Vacutainer® (Becton
Dickinson & Company, New Jersey, Estados Unidos)
contendo acido etileno diamino tetra-acético (EDTA).
A amostra foi centrifugada a 1,000g por 10 minutos,
e 0 plasma armazenado a -80°C até posterior andlise
laboratorial.

Pariametros maternos e fetais, como idade materna,
idade gestacional obstétrica, tipo de parto, raca,
pressdo arterial sistélica (PAS) e diastolica (PAD).
peso materno, glicemia de jejum, indice de massa
corporea (IMC) ajustada & idade gestacional,’” peso
do recém-nascido, peso da placenta, percentil de peso
fetal e indice de Apgar no 1° e no 5° minuto, foram
comparados entre as pacientes com PE e normotensas.

A concentracdo de IL-6sR no plasma materno
foi mensurada através do teste imunoenzimético de
ELISA (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN-USA),
em duplicata. O ensaio foi validado para dosagem de
plasma, alcangcando um fator de diluicdo de 1:128 em
reagente diluente. O coeficiente de varia¢do intra e
interensaio foi de 5-10%, e 12%, respectivamente.

O protocolo para avaliacdo da concentragio de
IL-6sR foi realizado conforme orientagdes do fabri-
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cante. Brevemente, placas de ELISA foram sensibi-
lizadas com antigeno IL-6sR; as lavagens foram reali-
zadas com Tween® 20 0,05%; o bloqueio de sitios
inespecificos foi feito com albumina sérica bovina;
a reacdio com o anticorpo de detecc¢io foi seguida de
estreptavidina. Para mensurar a intensidade de varia-
¢do da absorbancia foi utilizado espectrofotémetro
(URIT-660 Microplate Reader, China) em comprimen-
to de onda 450 nm. Tendo em vista o fator de diluigéo,
a concentragio final de IL-6sR foi ajustada por célculo.

A analise foi realizada através do programa
Statistical Package for Social Sciences versdo 17.0
(SPSS, 17.0) para Windows. As variaveis continuas
foram descritas por medidas de tendéncia central e
dispersdo (média e desvio-padrdo). Nas comparagdes
entre dois grupos foi empregado o teste 7 de Student. As
variaveis categoricas foram expressas em porcentagem
e comparadas usando o teste Qui-quadrado. O nivel de
significancia considerado foi de 0,05.

RESULTADOS

Os dados clinicos e bioquimicos das pacientes
e de seus neonatos estdo apresentados na Tabela 1.
Mulheres com PE apresentaram relag¢do proteintria/
creatiniria de 2,40+1.31 (médiaxdesvio padrdo) e
as pressdes arterial sistélica e diastolica aumentadas

Tabela 1. Perfil demografico e bioquimico das 60
gestantes incluidas no estudo e dados de seus neonatos.

Pré-eclimpsia Normotensas

(n=21) (n=39) ?

Idade media. anos 22.3+4.8 26.0£3.7 0.06
PAS, mmHg 143,022 118.8+3.1 0.01
PAD. mmHg 112.5+4.0 77.2+10.2 0.01
Acido urico, mg/dL 5.87x1.10 4.57+0.12 0,02
Creatinina, mg/dL 0.82+0,12 0.73+0,09 0.01
Idade gestacional. sem 32.7+5.8 40.1%0.8 0,01
f:;glf_cl’mcido. . 2.130.74839.3  3.555.0£261.0  0.01
Peso da placenta. g 621,3£167.0 796,3+154.2 0.05
IllicﬂfifnizAp Sl 7.6+2,0 7.6+£2.4 0.89
?j‘i’fii:;@ga“ 9.1£00 02+1,0 0.59
peso a0 004
AIG 66.7 73.3

GIG 13.3 26.7

PIG 20

PAS: pressdo arterial sistélica; PAD: pressio arterial diastélica: n: pimero de casos.
AIG: adequado para a 1dade gestacional: GIG: grande para a idade gestacional;
PIG: pequeno para a idade gestacional. Os valores foram apresentados em
médiatdesvio padrio: teste f de Student. Os valores de percentil de peso fetal estio
expressos em porcentagem: teste Qui-quadrado.

(P<0,05). Da mesma forma, os niveis de acido 1rico
e creatinina foram significativamente maiores nas
pacientes com PE em relagiio as gestantes normotensas
(P<0,05). Aidade gestacional e o peso do recém-nascido
foram menores em pacientes do grupo PE (P<0,05).
Observou-se uma maior propor¢do de recém-nascidos
pequenos para a idade gestacional em pacientes com
PE, e uma maior propor¢io de grandes para a idade
gestacional em gestantes normotensas (P<0,05). Tanto
a idade materna quanto o peso da placenta foram
equivalentes nos grupos estudados.

Os valores de IL-6sR (ng/dL) no grupo PE foram
mais elevados do que nas gestantes normotensas,
com resultados de 28.7x10.8 na PE vs 16,564
(médiazdesvio padrdo, P=0,01), como demonstrado
na Figura 1.

P=001

25
- 20
b )
= =
eh 15
=

PE
n=21

Figura 1. Médias dos niveis de receptor solivel da interleucina-6
(TL-6sR) nas gestantes com pré-eclampsia (PE) (28,7+10,8) e
normotensas (GN) (16,5+6.4).

DISCUSSAO

O presente trabalho apresenta a elevagdo dos niveis
plasmaticos de IL-6sR — o qual forma um complexo
ligante-receptor com IL-6, estimulando a proliferacéo,
diferenciagdo e processos inflamatorios — em amostra
de pacientes com PE comparadas as normotensas, no
terceiro trimestre gestacional.

Os resultados clinicos obtidos no presente estudo
estdo de acordo com os esperados nessa patologia. O
baixo peso ao nascer dos neonatos de gestantes com
PE em rela¢ao ao de gestantes normotensas pode ser
parcialmente explicado pela tendéncia a interrupcéo
precoce da gestacdo observada nessa patologia.
Este fato é comprovado pela diferenca de idade
gestacional no momento do parto entre os dois grupos.
A precocidade do parto também pode ocorrer devido a

Sci Med. 2013;23(4y213218 215
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distungéo placentaria que ocorre na PE, acarretando um
importante papel no baixo peso dos recém-nascidos,
assim como no peso da placenta. 81

Valores de pressdo arterial sistélica e diastélica
aumentados em pacientes com PE corroboram com
o diagnodstico desse disturbio, o mesmo valendo para
niveis de proteintiria, 4cido 1rico e creatinina, sendo
estes achados esperados e, portanto, de acordo com a
literatura.!

As citocinas estdo envolvidas na fisiologia de uma
gestacio normal, desde a implantacio do conecepto no
utero, até o final do periodo gravidico. passando por
todas as adaptagdes do desenvolvimento fetal na vida
intrauterina.?® O sistema imune adaptativo envolve
acgoes de células T. B e células Natural Killer. As células
T podem ser divididas em T helper (Th) ou T auxiliar
(Ta) expressando CD4+, e T citotéxicas expressando
CD8+. As células T CD4+ podem ser subdivididas
em duas populacdes efetoras distintas: Thl e Th2, as
quais produzem respectivamente INF-y, IL-2, TNF-B e
TNF-a essenciais para o estabelecimento de respostas
imunes celulares, e IL-4, IL-5, IL-6, IL.-10 e IL-13 que
sdo umportantes na formacao de anticorpos. reagdes
imunes mediadas por eosinéfilos e mastdcitos.?122%
Na gestag¢do normal ha supressido de Thl em relagéo
a Th2 para o desenvolvimento fetal. ja na PE ha um
desbalanco nessa relacdo, ndo havendo supressio
adequada em Thl.!

Niveis circulantes de Fator de Necrose Tumoral
(TNF)-alfa e IL-6. normalmente aumentados em
gestagdes normais, apresentam-se ainda mais elevados
em pacientes com PE.* Da mesma forma, vérias
outras citocinas e moduladores, como IL-2, IL-8§,
IL-12, IL-15. IL-18, IL-1R, receptor soluvel de IL-4 e
receptor soluvel de TNF, podem ser vistos em grande
quantidade nessa sindrome. Os relatos do aumento
de citocinas pré-inflamatérias em pacientes com PE
sugere uma exacerbagdio da resposta pro-inflamatéria
nessas gestantes.'>**

A TL-6 mostrou estar associada a exacerbacio
inflamatoria observada nesse disturbio hipertensivo
gestacional. 2242627 No entanto, parece existir ainda
uma duvida em relagdo ao seu papel na PE, visto que
em um ftrabalho analisando soro materno e fetal e o
tecido placentario de gestantes com PE e normotensas,
esta assoclagdo ndo foi encontrada.?

O complexo IL-6R, TL-6sR, gpl30 é necessario
a recepgdo da mensagem de IL-6, entretanto 70%
da IL-6 que circula no sangue estd ligada somente
ao seu receptor soluvel. Esse complexo IL-6Rs/TL-6
liga-se diretamente ao gpl30 da membrana plasma-
tica realizando a trans-sinalizacdo que, a partir de
sua dimerizagdo, inicia a sinalizagio intercelular

216 SciMed. 2013;23(4):213-218

pela via JAK/STAT % Os outros 30% da IL-6 li-
gam-se diretamente ao receptor de membrana IL-6R.*°
Acredita-se que a gpl30 estd expressa em todas
as células do corpo, enquanto o IL-6R é expresso
principalmente em hepatdcitos, neutréfilos, monocitos/
macrotagos e alguns linfécitos. Além das moléculas
citadas, a expressio do supressor de sinalizacdo de
citocina (SOCS) também tem um papel importante na
via da IL-6. As SOCS sio proteinas induzidas pela via
JAK/STAT e inibem a transdu¢do do sinal de STAT,
funcionando, portanto como inibidoras por feedbactk.
Sabe-se que a SOCS3 pode mibir potencialmente a
sinalizagdo da citocina IL-6.3

Além da IL-65R, a gpl130 também tem sua forma
soltuvel, conhecida como sgpl30. A sgpl30 pode se
ligar ao complexo solivel IL-6sR/IL-6 impedindo que
este se vincule ao gpl30 da membrana plasmatica da
célula-alvo, funeionando assim como um antagonista
do efeito da IL-6.*2 Essas moléculas estdo descritas
como alteradas na placenta de mulheres com PE.*
Através de investigacdes in vitro, constatou-se que o
IL-6sR contribui para a ativacio de uma variedade
de processos celulares. No entanto, a compreensio
da importancia funcional deste receptor in vivo ainda
é 1incipiente.***Diversas condi¢des, como cancer
de prostata e mama, artrite reumatoide, peritonite
e esclerose multipla apresentaram fisiopatologias
relacionadas ao IL-6sR até o momento, o qual.
associado a IL-6, sugere um importante papel na
regulagido do sistema imune.?*3637383 Jsso parece
ocorrer devido a sua propriedade solivel, podendo
circular em diversas células do corpo, diferentemente
do IL-6R. que é expresso exclusivamente na membrana
plasmatica de algumas células.* No entanto, devido a
natureza pleiotrépica da IL-6, que, além de efeitos pro-
inflamatdrios, ja teve diversos outros efeitos atribuidos,
inclusive de imunossupressio, a compreensio dos
efeitos clinicos da IL-6 na PE torna-se complexa.”**

Por fim, esta pesquisa estd de acordo com
estudos recentes que enfatizaram as propriedades
pro-inflamatérias do IL-6sR mediante associagdo
com IL-6 e gp-130. Resultados avaliando somente o
IL-6sR, como visto neste trabalho, contribuem para
o conhecimento da participacdo dessas moléculas
na PE. Nossos resultados mostram o aumento dos
niveis plasmaticos do IL-6sR em pacientes com PE,
em relacdo a gestantes normotensas. Mais estudos
se mostram necessarios para o esclarecimento da
fisiopatologia desta entidade, como a analise de outras
citocinas ligadas a esse receptor, visto que elas podem
ser a chave para a resposta inflamatéria sistémica
que ocolre nestas pacientes e, portanto, para o seu
tratamento.
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Abstract:

Caveolins and cavins are the major protein components of caveolae, which regulate many
cardiovascular functions. Caveolin-1 inhibits eNOS activity, therefore possible regulation of vascular
reactivity and blood pressure by the caveolae are of interest in relation to pre-eclampsia. We
hypothesised that expression of caveolin and cavin genes would be reduced, mirroring the up-
regulated eNOS observed in pre-eclampsia compared to normotensive controls. Expression (MRNA
and protein) of caveolin 1-3, cavin 1-4, eNOS and iNOS was measured in placentae from
normotensive control (n=24) and pre-eclamptic (n=19) white European women. Placental biopsies
were taken midway between the cord and periphery, avoiding infarcts. Gene expression was measured
by qRT-PCR and normalised to stably-expressed GAPDH. Protein localisation was identified by
immunohistochemistry and expression semi-quantitatively assessed. Expression of mRNA for
caveolin-1, cavin-1, cavin-2 and cavin-3 were lower in pre-eclamptic placentae compared to
normotensive controls and eNOS expression was increased in the same group (P<0.05 for all). In
addition, protein expression for all caveolae components were localised around fetal vessels and
fibroblast, with faint staining in syncytiotrophoblasts; caveolin-1 protein expression was reduced in
pre-eclampsia (P=0.007). No differences between groups were found for any other gene or protein
(P>0.05). As well as their known effects on eNOS expression, caveolae mediate internalisation of
numerous hormone receptors, thus potentially changing pressor and depressor responsiveness in the
pre-eclamptic placentae.

Keywords: Caveolae; hypertension; cavin; pre-eclampsia; placenta
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Introduction

Pre-eclampsia is one of the most important causes of maternal mortality and morbidity
worldwide.(2, 3) Although the cause of pre-eclampsia remains unknown, the leading hypothesis of
pre-eclampsia pathophysiology is based on placental dysfunction in which impaired early placentation
results in shallow invasion and failed remodelling of the uterine spiral arteries. This leads to increased
uteroplacental vascular resistance with a subsequent reduction in uteroplacental perfusion(4, 5) and an
augmented state of oxidative stress. Coupled with maternal constitutional risk factors, this is thought
to result in the maternal syndrome of pre-eclampsia in the later stages of pregnancy.(6) As the placenta
receives no autonomic input, it relies upon vasoactive mediators to regulate its vascular reactivity.
Nitric oxide (NO) plays an integral role in controlling vascular resistance within the placenta and a
disruption of the NO pathway has been identified in pre-eclampsia.(7) The production of NO is
catalysed by the conversion of L-arginine to NO by a family of enzymes termed nitric oxide synthases
(NOS).(8) Three isoforms of NOS have been identified: endothelial nitric oxide synthase (eNOS) -
responsible for most of the vascular NO; neuronal nitric oxide synthase (nNOS) and inducible nitric
oxide synthase which catalyses NO production through immune response (iNOS/NOS2).¢® 19

Caveolae are flask-shaped invaginations of the plasma membrane present in most mammalian
cell types(11-14) and are involved in many cellular processes not limited to cholesterol transport(12,
15), endocytosis(16), potocytosis(17) and Ca** homeostasis(18). Caveolns (Cav’s) and cavins are the
major prtein components of caveolae. The Cav gene family has three members: Cav-1, Cav-2 and
Cav-3. Cav-1 expression is essential for the formation of caveolae, whereas the role of Cav-2 can vary
depending on cell and tissue type.(19-23) In addition to their coat proteins, caveolae also contain
adapter proteins, cavins, which are responsible for caveolae formation and Cav protein
stabilisation(24); four isoforms of cavins have been identified, cavin-1 (polymerase transcript release
factor, PTRF), cavin-2 (serum deprivation protein response, SDPR), cavin-3 (srd-related gene product
that binds to c-kinase, SRBC), and cavin-4 (muscle-restricted coiled-coil protein, MURC). These may
be important in regulating Cav expression and caveolae morphology and signal trafficking due to their
ability to concentrate and compartmentalise various signalling molecules.(25, 26) In blood vessels,
caveolae are present in the endothelial cell (EC) layer. A large number of signalling molecules that
regulate vascular ECs localise to lipid rafts/caveolae; these include receptor tyrosine kinase,(27) G-
protein-coupled receptors (GPCRs), transforming growth factor-beta (TGF-B) type | and Il receptors,
certain steroid receptors, low molecular weight and heterotrimeric G-proteins and eNOS.(28)

Under basal conditions, eNOS is bound to membrane protein Cav-1 and its action is tonically
inhibited. However, when a stimulus is applied the complex dissociates and NO can be
synthesised.(29) Several groups have shown that eNOS directly interacts with the scaffolding domain
(aa 81-101) of Cav-1 causing an acute disruption of Cav-1/eNOS interaction results in hyperactivity of
eNOS, increased vasodilatation and reduced blood pressure in vivo.(28)

Much of the literature reviewed here suggests that caveolae, Cavs and cavins play important
roles in regulating EC signalling and function and thereby the cardiovascular and pulmonary function
both at the cell and systemic levels.(30) In addition to the physiological role, caveolae and Cav’s, in
particular Cav-1 expressed in ECs, have been shown to have important regulatory roles in pathological
angiogenesis and in vascular disease such as atherosclerosis, cardiac hypertrophy, pulmonary
hypertension.(30) Previous studies have confirmed protein expression of Cav-1 and 2 in the
endothelium of both placental capillaries and smooth muscle cells in larger vessels as well as
fibroblasts in term human placental tissue(31, 32); only weak staining has been observed in
syncytiotrophoblast cells.(33) We are not aware of any studies that have investigated expression of all
the caveolae components in combination with eNOS and iNOS in human placentae following pre-
eclampsia. Thus, we hypothesise the expression of both mRNA and protein expression of the Cav-1 to
3 and, cavins 1-4 will be down regulated in pre-eclamptic placentae; this down regulation would result
in chronic activation of eNOS, leading to increased reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrative species (RNS) production, contributing to the augmented oxidative and nitrative stress state
observed in pre-eclamptic pregnancies.
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Methods
Subjects and selection criteria

The study population consisted of two groups of white European women (24 normotensive, 19
pre-eclamptic; Table 1). Detailed demographics and outcome data are previously published.(34) The
study was approved by the Hospital Ethics Committee of the Nottingham University Hospitals; written
informed consent was obtained from each participant. Pre-eclampsia was stringently defined as per the
International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy guidelines.(35)

Placental tissue collection

Full depth placental tissue samples were collected within ten minutes of delivery from a
standardised location between the cord insertion and periphery of the placentae, avoiding infarcts. The
samples were immediately rinsed in ice-cold phosphate buffered saline, the membranes removed,
dabbed dry and placed into sterile 30 ml universal tubes and subsequently snap frozen in liquid
nitrogen. All samples were then stored at -80°C until analysis. A second sample was formalin-fixed
and wax embedded for immunohistochemical analysis.

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was extracted from a known amount of placental tissue (~100 mg) using QlAzol
lysis reagent (Qiagen, Crawley, UK) as previously described.(36) Briefly, RNA concentration and
quality were verified spectrophotometrically using the Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies,
Labtech, Ringmer, UK); all of the samples had an A,s/Asg ratio >1.96 and were stored at -80°C.
RNA (1 ng) was then reverse transcribed using the QuantiTect Reverse Transcription kit containing a
mix of random primers and oligodT (Qiagen, Crawley, UK) in a Primus96 advanced gradient
thermocycler (Peglab Ltd, Fareham, UK). The conditions used to generate first-strand cDNA were
42°C (15 minutes) and 95°C (3 minutes).

Quantitative Real time Polymerase Chain Reaction

Real-time PCR was carried out using SYBR Green chemistry (2x QuantiFast SYBR Green,
Qiagen, Crawley, UK) on a RotorGene 6000 thermal cycler (Corbett Research, Sydney, Australia)
using the primers detailed in Table 2. A pre-PCR step was run for 5 minutes at 95°C followed by 45
cycles of 95°C for 10s and 60°C for 30s. Melt-curve analysis was performed to confirm the presence
of one single product and non-template controls were run to assess contamination. Absolute
guantification (standard curve method) was used to quantify gene expression. Abundance data for the
genes of interest were normalised to GAPDH, a stably expressed housekeeping gene, suitable for
human placental samples.(37)

Immunohistochemistry

Serial sections of placental tissue were cut (5 um) in the same orientation from paraffin-
embedded tissue blocks (Sledge Microtome, Anglia Scientific, Norwich, United Kingdom) and
mounted onto Superfrost plus glass microscope slides (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany).
Before use, sections were dewaxed by immersion in xylene followed by rehydration in descending
concentrations of alcohol (3 minutes each).

Immunohistochemical staining was performed using the Dako Envision system (Dako,
Germany). Six rabbit, one goat polyclonal and two monoclonal antibodies (Cav-1, Cav-2, Cav-3,
cavin-1 (mouse) cavin-2, cavin-3 (goat), cavin-4, eNOS (mouse), iINOS; Table 3) were used for
immunostaining of paraffin-embedded placental sections. The optimal dilution for each antibody
(Table 3) was established by performing a dilution series, with final selection on the basis of maximal
specific reactivity and minimal background staining. Heat-induced epitope retrieval was achieved by
heating in a citrate buffer (pH 6.0) using a microwave oven for 15 minutes, followed by incubation for
30 minutes in normal donkey serum (Vector Laboratories) to block non-specific binding. Slides were
then incubated with primary antibodies overnight at 4°C (Table 3). A negative control was performed
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for each test section by incubation with rabbit, mouse or goat 1gG. Sections were dehydrated and
cleared in ascending concentrations of alcohol and xylene before mounting in DPX (BDH, Poole,
United Kingdom).

All of the slides were blinded to pregnancy outcome and assessed by the same observer
(MRH). For analysis of placental sections, digital images of 5 randomly selected, high-power (x400
magnification) fields were captured on NIS-Elements F2.20 microscope (Nikon Ltd, Surrey, United
Kingdom). Quantification of the antibodies were performed, as described previously,(36, 38) using the
Positive Pixel Algorithm of Aperio Image Scope software. This software is able to discriminate
between positive- and negative stained pixels and combines the number of positive pixels stained with
the intensity of these same pixels to produce the value “positivity”. A visual check was also performed
to ensure accurate discrimination of immunolabeled regions.

Western blotting

Protein extraction was performed as described previously.(39) Briefly 100 mg of placental or
myometrial (positive control) samples were homogenised in RIPA buffer (1x PBS (pH 7.4), 0.1%
SDS, 1% lgepal CA-630 (Sigma-Aldrich, Poole, UK) and 0.5% sodium deoxycholate) with protease
inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, Poole, UK) to prevent proteolysis. Protein concentration was
determined by modification of Lowry method.(40) Samples (25-30 pg/ul of protein) were loaded into
Novex pre-cast gels (Invitrogen, UK) alongside a protein molecular weight ladder, electrophoresed for
1.5hat 170 V and transferred to a PVDF membrane (GE-Healthcare) (30V for 1 h). Immunodetection
was performed using primary antibodies against all proteins of interest as stated in Table 3. Primary
antibody detection was performed using horseradish peroxidase conjugated anti-rabbit, ant-mouse or
anti-goat antibodies (BD Biosciences, Oxford, UK). Proteins were visualised with chemiluminescence
agent (GE healthcare, UK).

Statistical Analysis

All tests were performed using Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows
version 20.0. Summary data are presented as means + standard deviation or median and interquartile
range (IQR) as appropriate. The Student’s t- test or Mann-Whitney U-tests were used depending on
the distribution of the data, after normality testing using the Kolmogorov-Smirnov test. Correlations
between the parameters were tested with a Spearman’s Rank correlation tests. The null hypothesis was
rejected where P < 0.05.

Results
Subjects

Demographic, obstetric, and pregnancy description data of the 43 participants are shown in
Table 1; clinical descriptions have previously been published.(34) All patients carried singleton
pregnancies and the women with pre-eclampsia had moderate-to-severe disease, without HELLP
syndrome. No medication was taken by the pregnant women apart from paracetamol and prescribed
anti-hypertensive therapy. There was no maternal or infant mortality recorded in either group.

Placental mRNA expression

Placental mRNA expression of cavin-1-4, Cav-1-3, eNOS and iNOS was observed in
normotensive control and pre-eclamptic women (Figure 1la-c). Compared to normotensive controls,
Cav-1 and cavin-1-3 all had significantly lower expression in the pre-eclamptic placentae (P<0.05 for
all; Figs. 1la & 1b). Cav-2 and 3 and cavin-4 were not significantly different between groups (P > 0.05
for all). Conversely, eNOS was found to be increased in pre-eclampsia (P = 0.045; Fig. 1c); iNOS did
not differ between groups (P > 0.05). Due to the significant difference between the gestational ages in
the control versus pre-eclamptic cohorts (Table 1), the pre-eclamptic group was further subdivided
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into those who had delivered preterm (<37 weeks; n=8) and those who delivered at term (n=11). All
differences remained significant in pre-eclamptic placentae delivered at both preterm and term
compared with the normotensive controls (P<0.05 for all).

Cavin-1 and eNOS mRNA expression was positively associated in the pre-eclamptic (r = 0.58;
P = 0.003) but not the normotensive placentae (Fig. 2). Cav-1 was also found to positively correlate
overall with both cavin-2 (r= 0.06, P < 0.0001) and cavin-3 (r = 0.554, P < 0.001).

Placental protein expression

The expression of all Cav, cavin, eNOS and iNOS proteins in placental tissue from
normotensive control and women with pre-eclampsia are shown in Figs. 3a-c and Table 4. Specificity
of the antibodies was confirmed by Western blots. Staining for most Cav and cavin isoforms were
localised around fetal vessels and fibroblasts, with faint staining in syncytiotrophoblasts. Conversely,
both eNOS and iNOS expression was localised to the syncytiotrophoblast. Compared to normotensive
controls, Cav-1 placental protein expression was significantly reduced in pre-eclampsia (P = 0.001;
Table 4). No significant differences were observed for any other proteins (P > 0.05).

Discussion

This is the first report of a detailed expression profile of placental caveolae, combined with
both eNOS and iNOS in women with pre-eclampsia. This study demonstrates that the mRNA
expression of cavin-1, cavin-2, cavin-3 and Cav-1 are downregulated, whilst eNOS is upregulated in
pre-eclamptic placentae. Moreover cav-1 protein expression was also significantly reduced in the pre-
eclamptic group. The increased eNOS in pre-eclamptic placentae is in accordance with previous
studies(41-43) and was attributable to the increase and subsequent maturation of the placenta to
control its vascular resistance through paracrine mediators.(41) Placental localisation of the cav-1 and
eNOS are similar to previous studies(31-33).

It has previously been hypothesised that the increase in eNOS mMRNA may be a compensatory
mechanism in response to poor placentation stemming from reduced uteroplacental blood flow.
Therefore, an increase in eNOS would yield an increase in NO, aiming to vasodilate the uteroplacental
unit and improve blood flow.(44) Additionally, eNOS mRNA expression may be upregulated within
pre-eclamptic placentae due to the oxidative stress.(45) This upregulation of eNOS coupled with the
increase in superoxynitrite within pre-eclamptic placentae could lead to peroxynitrite formation; this in
turn, may result in lipid peroxidation and endothelial cell dysfunction, characteristic of pre-eclampsia.

Reduced expression of cavin 1-3 and Cav-1 in the current study highlight another potential
mechanistic role whereby in pre-eclampsia, eNOS mRNA expression is upregulated. A reduction in
cavin-1 is likely to result in a reduction of Cav-1 immobilised to the plasma membrane and therefore
would be unable to exert its tonic inhibition upon eNOS leading to chronic expression and
upregulation. A lack of cavin-1 has been reported to result in a reduction in the total number of
caveolae and Cav-1 in Hela cells(46) while cavin-1 deficient mice have a significant loss of cavin-3
and all caveolin proteins. (47) In mammalian cells and in zebrafish, loss of cavin-1 and reduction in
caveolae number also increased the lateral mobility of Cav-1.(48) These studies allow us to draw
parallels with the current findings, that mRNA expression of both cavin-1 and Cav-1 could be
controlled synergistically (i.e. that a reduction in one may cause a similar reduction in the other
through adaptive mechanisms); potentially causing changes in expression of all other cavins and Cavs
which are necessary to form functional caveolae. The positive association of cavin-1 mRNA
expression and eNOS expression, only evident in the pre-eclamptic group, suggests a pre-eclampsia
specific pathway involving cavin-1 and eNOS, however the role of cavin-1 in eNOS signalling is not
fully understood. Cavin-1 knockout mice have enhanced NO release compared to wild type controls,
but endothelial cell proliferation, migration and differentiation were absent.
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Associations between caveolae proteins (especially Cav-1) and mitochondria have also been
reported. Fridolfsson et al reported mitochondria-caveolae protein interactions having a protective
effect on oxidatively stressed cells.(49) Transfer of Cav-3 to mitochondria protects cells from damage
by inducing mitochondrial respiration and adaptation to oxidative stress.(49) Moreover, Cav-1
deficient mice fibroblast cells show impairment in mitochondrial respiration and reduction in intrinsic
antioxidant defence leading to apoptosis.(50) Changes in Cav-1 protein levels in mitochondria
influence free cholesterol levels in organelles, which eventually affect mitochondrial function and
induction of oxidative stress followed by apoptosis. The reduced Cav-1 expression in pre-eclamptic
placentae could therefore result in a lack of the protective role in cell responses to oxidative stress
injury and apoptosis.

The growth of the placenta in a pre-eclamptic pregnancy is thought to be compromised by
ischaemia-reperfusion injury, more than just a relatively lower hypoxic environment than in normal
pregnancy. Mouse models show that such injury causes loss of Cav-1 in cardiomyocytes(51) whilst in
rats, ischaemia/reperfusion causes rapid translocation and activation of p38MAPKSs. This results in
less p38MAPKa binding to Cav-1 and more p38MAPKS binding to Cav-3: the consequences of this
being more p38MAPKa available to induce an apoptotic cellular response.(52) Further evidence that
Cav’s have a role in cardiac tissue protection is demonstrated in ischemic preconditioning models
showing Cav’s interacting with the reperfusion injury salvage kinase (RISK) pathway.(53, 54)

Our findings provide evidence for a potential mechanistic pathway whereby a reduction in
placental Cav-1 leads to chronic activation of eNOS in pre-eclampsia. This may attenuate the
characteristic vasoconstriction; conversely, it may be a consequence of the oxidative/nitrative stress
state observed in pre-eclampsia. Whilst these differences in eNOS and cavin-1 are not observed at the
protein level, post-translational modifications may affect the proteins location and activity between
groups. These data support the evidence for cavin-1 as a regulator of eNOS; whether this is mediated
through Cav-1 (as cavin-1 knockout reduces Cav-1(55)) or independently remains unknown. Novel
alterations in the placental cavoelae complexes in pre-eclamptic placentae suggest the need for future
work to elucidate mechanisms underlying the changes reported in this study.

Perspectives

In order to determine if similar differences antedate the clinical onset of the disease,
longitudinal studies are needed, which will allow us to determine whether the results are cause or
effect. First and second trimester placentae from pregnancies terminated due to social reasons would
allow us to look at the mRNA and protein expression of caveolae, enabling us to trace their expression
through the trimesters of pregnancy.

The critical regulatory action of Cav-1 upon angiogenesis, the angiotensin Il receptors and
eNOS coupled with our results within pre-eclamptic placentae make it an ideal candidate for future
research to explore its physiological role within the placenta and how this becomes disturbed in pre-
eclampsia. The novel finding of cavin-1 and its positive correlation with eNOS warrants further
investigation in all realms of cardiovascular physiology, as it may be an active contributor to vascular
reactivity.
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Novelty and Significance:

What Is New?: Novel placental mRNA and protein expression alterations of all caveolae
components in combination with eNOS and iNOS in pregnancies complicated with pre-
eclampsia compared to normotensive controls.

What is Relevant?: Caveolins and cavins are the major protein components of caveolae
which regulate many cardiovascular functions. Caveolin-1 inhibits eNOS activity, therefore
possible regulation of vascular reactivity and blood pressure by the caveolae are of interest in
relation to pre-eclampsia.

Summary: Reduced expression of cavin-1-3 and caveolin-1 in the current study potentially
highlight another mechanistic role whereby in pre-eclampsia, eNOS mRNA expression is
upregulated.

Figure Legends

Figure 1: Placental normalised mRNA expression of a) cav-1-3; b) cavin-1-4 and c) eNOS
and iINOS between normotensive and pre-eclamptic pregnancies. *P<0.05; **P<0.005 and
P<0.0001. (Idem Figura 22, pg 140)

Figure 2: Scatter plot demonstrating the significant association between cavin-1 and eNOS
MRNA expression in pre-eclamptic placentae only (r = 0.584; p = 0.003) but not in the
normotensive controls (p<0.05; 4). (ldem Figura 24a, pg 143)

Figure 3: Protein expression and localisation of (a) Cav-1, 2 and 3; (b) Cavin-1, 2, 3 and 4 and c)
eNOS and iNOS in normotensive control and pre-eclampsia placentae. Cav-1 expression was
significantly downregulated in pre-eclamptic vs. normotensive control placenatae (P<0.05). Positive
staining was localised mainly around fetal vessels (black arrows) and some weak staining in
syncytiotrophoblasts (red arrow). . (Idem Figura 23, pg 142)

Tables

Table 1. Demographic, obstetric and pregnancy data of subject groups. (Idem Tabela 10, pg
137)

Table 2. Primers used in gPCR. . (Idem Tabela 8, pg 132)

Table 3. Product descriptions and Dilutions for immunohistochemistry (IHC) and Western
blotting . (Idem Tabela 9, pg 134)

Table 4. Immunohistochemical analysis (positivity scores) of placental cavs, cavins, eNOS
and iNOS protein expression from normotensive controls and women with pre-eclampsia.
**P < (0.001. .(Idem Tabela 11, pg 141)
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Abstract

Introduction: Preeclampsia has been demonstrated as an exacerbation of gestational inflammatory
process. The human CCL15 is a chemokine secreted by macrophages and participates in the
inflammatory response. Our aim was to quantify and compare the concentration of Chemoattractant
Chemokine ligand 15 (CCL15) in maternal plasma from preeclampsia and normotensive women. We
hypothesised that CCL15, as an inflammatory cytokine, is up regulated in preeclamptic group.

Methods: A cross-sectional study was conducted to estimate CCL15 levels in maternal plasma from
preeclampsia (n=22) compared to the control group of normotensive pregnant (n=38) in the third
trimester of gestation. It was attended at Sdo Lucas Hospital, Porto Alegre, Brazil. CCL15
concentration was measured by ELISA test.

Results: CCL15 levels were statistically increased in plasma of women with preeclampsia (84.1+28.7
ng/mL) when compared to controls (39.2+14.0 ng/mL; p<0.001). No correlation was observed
between CCL15 with gestational age, systolic and diastolic arterial pressure and body mass index
adjusted to the gestational age.

Conclusion: The study showed for the first time that CCL15 chemokine is raised in the plasma of
pregnant women with preeclampsia compared to the normotensive controls. It seems that CCL15 -as a
pro-inflammatory cytokine- is involved in inflammatory response well established by the up regulation
of IL-6 and TNFa in preeclampsia.

Keywords: CCL15 protein, human; pre-eclampsia; inflammation; hypertension, pregnancy-
induced;MIP-5 protein, human.
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1. Introduction

More than half a million women worldwide die each year due to complications from pregnancy, with
99% of these deaths occurring in low-and middle-income countries [1, 2]. Preeclampsia (PE) is the
most common cause of maternal and fetal morbidity and mortality, accounting for 2-8% of pregnancy
complications [3].

PE is characterized by renal and systemic endothelial dysfunction, presenting hypertension and
proteinuria from the 20" week of pregnancy [4]. Although its etiology is unknown, several studies
have suggested the involvement of immunological, inflammatory and vascular factors in the
pathophysiology of PE [5-8]. Inadequate trophoblast invasion occurs, which may trigger PE through
the release of anti-angiogenic factors and cytokines at the maternal-fetal interface [9, 10].

The human CCL15 chemokine - Chemoattractant Chemokine Ligand 15 -, also known as MIP-1delta
or MIP-5 - Macrophage Inflammatory Protein -, is secreted by macrophages and participates in the
inflammatory response. It exerts its activity predominantly in the CCRL1 receptor, also expressed by
various inflammatory cells, airway smooth muscle cells [11] and endothelial cells [12, 13]. Also,
CCL15 may have an important role in tumorigenesis and tumour invasion in the hepatocellular
carcinoma as a proteomic biomarker [14] .CCL15 increases its biological activity when cleaved [15],
recruiting eosinophils, monocytes, lymphocytes and dendritic cells to the inflammatory site, and also
promoting angiogenic activity [16, 17]. Except for a report of the genes evaluation expressed in the
basal decidua [18], we are not aware of any studies linking CCL15 plasma levels and PE.

A previous screening study by our group involving a small number of pregnant women found that the
CCL15 chemokine was elevated in plasma of women with PE, when compared to normotensive
controls (NC) pregnant women, whilst the placental and cord blood levels showed no different
between groups [19].

The hypothesis of the present study is that CCL15, as an inflammatory chemokine, would be increased
in plasma of PE compared to NC pregnant. In order to test this hypothesis, we aimed to quantify and
compare the concentration of CCL15 in maternal plasma from NC women and with PE.
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2. Material and methods

A cross-sectional study was conducted including 60 pregnant women (38 NC and 22 with PE),
attending at S8o Lucas Hospital of the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul
(HSL/PUCRS), Porto Alegre, Brazil. The disorder was diagnosed based on the National High Blood
Pressure Working Group Education Program on High Blood Pressure in Pregnancy guideline [20], that
defines PE as a high blood pressure (systolic blood pressure > 140 mm Hg and/or diastolic blood
pressure of > 90 mm Hg) and proteinuria (> 300 mg/24 h) at or after 20 weeks’ gestation on 2 or more
occasions at least 4 hours apart. A urine protein:creatinin ratio (P/C) equal to or greater than 0.3 was
considered as equivalent to a 24 hours proteinuria > 0.3g/24 hours for the diagnosis of PE. The
exclusion criteria were women with a previous diagnosis of kidney and liver disease, diabetes mellitus,
infections, multiple pregnancies and/or lack of information on the database. Normotensive pregnant
women with proteinuria were also excluded. Uric acid and proteinuria were measured only in women
with PE. The following data was compared: maternal age, obstetric gestational age, type of delivery,
ethnicity, systolic and diastolic blood pressure, body mass index (BMI) at booking adjusted for
gestational age [21], birth weight, placental weight, Apgar score at 1 and 5 minutes, and birth weight
percentile. The study was approved by the Ethics Committee of PUCRS, and a written informed
consent was obtained from each participant.

2.1 Sample collection and analysis of CCL15

Four milliliters of maternal peripheral blood was collected in EDTA tube up to 30 minutes prior to
delivery. The samples were processed by centrifugation at 1000g for 10 min. Plasma samples were
stored at -80°C until analysis.

CCL15 concentration in the maternal plasma was determined by the ELISA human-specific,
colorimetric enzyme immunoassay technique (R&D Systems Inc, Minneapolis, MN-USA). Initially,
the test was validated and optimised for plasma dosage, reaching a dilution factor of 1:128 in reagent
diluent. The intra and inter-assay variation coefficient was 12% and 5-10%, respectively. All samples
were analyzed in duplicate. In summary, a 96-well plate sensitized with antigen CCL15 reconstituted
in 1X phosphate buffered saline (PBS) was used. After washing with 0.05% Tween 20 diluted in PBS,
the blocking non-specific sites was made with bovine serum albumin. A second wash was performed
followed by incubation with plasma samples. After removing of this material by washing, a detection
antibody was added followed by treatment with streptavidin and a binding substrate, according to
manufacturer's instructions. The color intensity was measured with a spectrophotometer (URIT-660
Microplate Reader, China) at a wavelength of 450nm. The final concentration was calculated taking
into account the dilution factor applied to the samples.

2.2 Statistical analysis

Data were analyzed using SPSS for Windows version 17.0. Continuous variables are presented as
means + standard deviation (SD) or median and interquartile range as appropriate. After testing
distribution using the Kolmogorov-Smirnov test, Student’s ¢ test was employed. Categorical data were
summarized by counts and percentages, with the statistical significance evaluated by the Chi-square
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test or Fisher's exact test. Correlations were performed using Pearson's analysis. The null hypothesis
was rejected when p<0.05.

3. Theory/calculation

The propose of this article was based on a previous studying in our groups in which we analyse 120
cytokine in placenta, maternal plasma e umbilical cord plasma, using a small sample. The statistical
analysis showed that the cytokine CCL15 was one of the most important inflammatory cytokine
between normotensive controls and preeclampsia. Thus, our group decided to investigate the CCL15
in large amount, only in plasma from women with preeclampsia verus normotenisve controls.

4. Results
4.1 Subjects

The clinical and demographic data of the 60 participants and their infants are presented in Table 1.
Blood pressure levels, gestational age and birth weight were statistically different between groups
(P<0.01). All patients carried singleton pregnancies, sixteen patients were nulliparous in the NC group
(42%) and nine patients in the preeclamptic group (41%).

4.2 Biochemical measurements

For all maternal blood collection none pregnant was classified as diabetic, fasting glucose = 77.4+9.0
mg/dL and 76.5+6.0 mg/dL in NC group and in PE respectively (P=0.714). Uric acid and proteinuria
over creatininuria ratio -measured only in PE women- were 4.9+1.1 mg/dL and 0.68[0.36, 2.87]
respectively.

4.3 Plasma CCL15 concentrations

The CCL15 concentrations in maternal plasma from NC and women with PE are presented in Figure
1. The Figure shows a higher CCL15 concentration in plasma of women with PE (84.1+28.7ng/mL)
compared to the NC (39.2+14.0ng/mL; P<0.001).

No correlation was found between CCL15 and BMI adjusted to gestational age and systolic and

diastolic arterial pressure. Finally Pearson’s correlation between gestational age and CCL15 levels was
r=-0.333; p=0.011.
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5. Discussion

This study demonstrated a significant difference between the CCL15 plasma concentrations of
pregnant women with PE, as compared to NC pregnant women, for the first time. This result seems to
be previously unreported, although there are many reports of alterations in various Thl and Th2
cytokines in PE [10, 22] more specifically TNFa, IL-1f and IL-6, which are elevated in patients with
this disease [23, 24], and in animal models [25, 26].

This data is consistent with the hypothesis that PE presents itself as a exacerbated
inflammatory response [27]. The role of the transforming growth factor (TGF) B is, however,
controversial in PE, as it participates in the process of placentation [22, 28], and may be involved in
the pathogenesis of this disease [29, 30]. TGF-B3, a cytokine that prevents trophoblast invasion by
inhibiting the production of some metalloproteinases (MMPs), has also been reported in high
concentrations in the placenta of women with PE [31].

MMPs and Cathepsin G are responsible for the activation of CCL15, contributing to the
recruitment of monocytes to the inflammatory site [15, 32]. In vivo and in vitro studies regarding
neovascularization with endothelial cells from the umbilical cord have shown that CCL15 stimulates
the formation of new vessels. The activity of this chemokine was similar to the potent angiogenic
molecule Fibroglast Growth Factor (FGF). Although CCL15 induces endothelial cell migration, its
chemotactic activity is increased when cleaved [16]. Together, this data suggests that the outcome of
pregnancy results from a complex response mediated by interactions between cytokines and growth
factors secreted by the maternal-fetal interface.

It has been suggested that the release of these inflammatory mediators in the maternal circulation is as
a result of uteroplacental hypoxia [33] leading to endothelial cell dysfunction, and ultimately
hypertension and proteinuria [34]. As previously mentioned, proinflammatory cytokines at abnormal
levels can be found in the maternal circulation of women with PE. In addition to the presence of these
cytokines, lipid peroxides also circulate in high concentrations, promoting oxidative stress, which is a
factor involved in the pathophysiology of PE [35].

Oxidative stress causes endothelial damage by increasing the plasma concentration of free radicals,
which precedes the onset of clinical manifestations of this disease and correlates with increased
arterial pressure [36, 37]. As such, investigations of the mechanisms involved in the activation of
cytokine producing cells should result in studies related to the maintenance of fetal hemodynamic
balance in response to placentation. In this regard, the verification of CCL15 concentrations in the
maternal circulation provides information about the plasma composition as an indicator of pro-
inflammatory cells activity.

It has been found that the risk of preterm labor increases when the maternal serum concentration of
CCL15 is less than 27.7 pg/ml [38]. In the results of this study, the mean plasma level of CCL15 in the
NC pregnant was 39.2ng/ml, whereas this figure was 84.1ng/ml for the group of women who
developed PE. It was observed that the mean gestational age of 35.0 weeks was characteristic of
women with PE, suggesting different mechanisms between preterm and PE. In both studies, the
method of determination used for the quantification of CCL15 was the same. As our results, no
correlation was found between CCL15 and gestational age, indicating that the chemokine might be
increased due to the disorder.

Pregnant women with active infections, premature membrane rupture, polyhydramnios and multiple
gestation, as well as those with a history of liver disease, kidney disease, diabetes and
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endocrinopathies were excluded. These criteria differ from the profile normally found in clinical
practice, especially in relation to pregnant women with diabetes and kidney disease who are at greater
risk of developing PE. Such exclusions are justified by the aim of investigating the pathophysiology of
PE with the smallest possible number of differences between patients, which is a difficult situation to
create when non-experimental studies are developed. Moreover, the study was relevant and showed
itself to be specific to the pathology under study. The difference in gestational age between the control
group and the group of women with PE could be biased, but the correlation linking the two variables
does not exist when adjusted for each group.

5.1 Conclusion

In conclusion, our results have shown for the first time that the CCL15 chemokine is raised in the
plasma of pregnant women with PE, when compared to NC pregnant women. However, its role as a
possible diagnostic biomarker still requires further investigation as PE is a complex and multifactorial
disease, which involves a deregulated inflammatory response and consequent immune intolerance.
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8. Figure Legends

Figure 1. CCL15 plasmatic concentration from preeclampsia and normotensive control pregnant.
Statistical analyses were performed by Student t test and presented as mean+SD.
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Table 1. Demographic and clinical data.

Groups
Variables Normotensive Preeclampsia P
(n=38) (n=22)

Maternal Age, y ( mean £ SD) 26.6 +7.4 29.2+6.8 0.20
Gestational Age, wks (mean £ SD) 38.5+2.7* 35.0 £ 4.6** <0.01
Primiparity, n (%) 16 (42.1) 9 (40.9) 0.937
Normal Delivery, n (%) 26 (68.4) 3(16.7) <0.01"
Caucasian, n (%) 23 (65.7) 12 (57.1) 0.61°
Systolic Blood Pressure, mmHg (mean + SD) 116.5+10.6 158.1£21.8 <0.01
Diastolic Blood Pressure, mmHg (mean + SD) 76.1+7.9 101.6 £13.0 <0.01
Maternal Weight, kg (mean + SD) 722 +117 77.0+13.3 0.16
Body Mass Index (BMI) .
Category Adjusted to Gestational Age 0.57"

Underweight, n (%) 8 (21.6) 1(5.0)

Appropriate weight, n (%) 12 (32.4) 6 (30.0)

Overweight, n (%) 12 (32.4) 10 (50.0)

Obese, n (%) 5(13.5) 3(15.0)
Birth Weight, g (mean + SD) 3,342.8+695.9 2,506.9 +1162.2 <0.01
Placental Weight, g (mean + SD) 655.8 + 179.7 547.9 + 267.7 0.07
Apgar Index, 1 minute ( mean + SD) 76+24 7620 0.89
Apgar Index, 5" minute (mean + SD) 9.2+10 9.1+09 0.59
Birth Weight Percentile Classification 0.04

Adequate for Gestational Age, n (%) 22 (73.3%) 10 (66.7%)

Large for Gestational Age, n (%) 8 (26.7%) 2 (13.3%)

Small for Gestational Age, n (%) 0(0) 3 (20%)

Student t test; "Chi-Square; "'Fisher’s exact test.
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[3,4]. These conditions are related to a poorextravillious tro-
phoblast invasion and inadequate remodeling of maternal
spiral arteries [5]. The disease mechanisms are thought to
be multifactorial involving immunological, genetic factors,
and may be related to blood clotting cascade [6-9], and
associated with thrombosis of the placental vasculature
and thrombophilia [ 10].

Despite several studies have examined the association
between ABO/Rh systems and pre-eclampsia no consen-
sus exists in relation to the true association between
pre-eclampsia and blood groups or to which specific
blood group pre-eclampsia is related to, and what the
magnitude of the association is [11]. Dienst et al., was
the first to suggest that isoimmunization to the A or B
antigen was a cause of pre-eclampsia [12]. This finding
was supported by Pike and Dickins who reported a signif-
icant excess of group O in pre-eclamptic women [13]
which was not found by Clark et al, [14]. Also, the ABO
blood group has been associated with several thrombotic
disease states; for instance, the blood group non-O in-
creased the risk of venous thrombosis [15,16] and ABO lo-
cus O' allele reduced the risk of myocardial infarction
[17]. Two systematic reviews and meta-analysis of studies
analyzing the ABO blood group system in patients with
pre-eclampsia were performed in 2008 and 2013. In the
first one no significant association was found [11] how-
ever in the latter review, the analyses revealed an associ-
ation between the AB blood group and pre-eclampsia
[18], as reported in a large study in 2012 [19]. Also, many
authors reported these associations over the last century;
eventually they were related only to one allele, or even
only to Rhesus group [1,20-24]. Nevertheless, the associ-
ation is not seen in all studies and there are very few
large population-based studies [25,26]. Finally to the best
of our knowledge there are no studies presenting how
pre-eclampsia and ABOJRh systems are related in a Brazil-
ian population. Thus the purpose of the present study was
to evaluate this association in a group of pregnant women
hospitalized University
Hospital in Porto Alegre, Brazil - Hospital Sao Lucas
(HSL)/PUCRS.

Methods

Pre-eclampsia was defined as high blood pressure
( =140/90 mmHg) accompanied by proteinuria =300 mg/
24h urine, after the twentieth week of pregnancy, and
Eclampsia as the presence of seizures, coma or both not re-
lated to other changes in the central nervous system dur-
ing pregnancy or postpartum in women with pre-
eclampsia [27]. The maternal blood group was coded as
A, B, 0, AB and Rh (+/—). Our sample consisted of 10.040
pregnant women admitted to the maternity department
of Sdo Lucas Hospital between 2005 and 2010. The patients
were reviewed retrospectively for inclusion. Medical re-
cords of 414 women were diagnosed as preeclampsiaf
eclampsia and 9611 women were identified to the control
group. The patients were divided into two groups: the
group with preeclampsia/eclimpsia and the control
group and their blood groups were considered. Data were

analyzed using SPSS for Windows version 17.0. Continuous
variables are presented as mean # standard deviation (SD)
and tested by Student's t-test. Categorical data were
summarized by counts and percentages, with the statisti-
cal significance evaluated by the Chi-square test. The null
hypothesis was rejected when p <0.05.

Results

Maternal parameters were compared between control
group and pre-eclampsia, respectively, Systolic Blood Pres-
sure (117 £ 19.98 vs. 165 £ 19.99); Diastolic Blood Pressure
(7341423 vs. 106 £ 14.24); Weight at the end of preg-
nancy (73.4+33.03 wvs B83.11+33.08). For all data:
mean + SD; p<0.05. In relation to blood groups, firstly
we stratified by Rh (Fig. Aa) and ABO (Fig. Ab) phenotypes.
After that we put together both blood systems (Fig. B). No
differences in blood group distribution were observed be-
tween controls and pre-eclampsia (p > 0.05).

Discussion

The current study tried to refute reported correlation
between blood groups and pre-eclampsia/eclampsia using
a large cohort in a Southern Brazilian population. Previous
studies that report a positive relationship between blood
groups and pre-eclampsia were conducted in different
countries which have different characteristics of the blood
phenotypes and used different criteria to characterize pre-
eclampsia. Thus this association might be investigated
with conflicting results [11,18]. For example, in Iraq, there
was a significant decrease in group O type in patients with
pre-eclampsia compared to healthy controls [22] and in
Colombia patients with Rh(—) were eleven times more
likely to develop pre-eclampsia compared with the Rh{+)
factor [23]. Spinillo et al, in 1995, in Italy and Hiltunen
et al, in 2009, in Finland indentified the blood group AB
as a risk factor of severe pre-eclampsia [24,28]. Also, Sezik
etal., in 2002, in Turkey, showed that almost half of the pa-
tients with the blood group O Rh(—) had HELLP syndrome
in a severe pre-eclampsia population [1].

In discussing some of the biometric problems involved
in establishing associations between blood groups and dis-
eases, Dr J.A. Fraser Roberts, in 1955 stresses the large
number of cases required and the importance of adopting
rigid and precisely defined criteria [29]. Early studies in
the fifties, who tried to demonstrate such a comparison,
did not use the criterion of pre-eclampsia but considered
pregnancy toxaemic or non-toxaemic, and the diagnosis
of toxaemia was made by the presence of the least two
of the following after 28th week of pregnancy: blood pres-
sure = 140/90 mmHg; clinical edema; albuminuria not due
to infection.

Then, when we adopt stricter criteria for pre-eclampsia
and a large sample from the same region we note that the
results showed no relationship between blood groups and
the development of pre-eclampsia. Probably the associa-
tion found in others studies may be related to another
risk factor involved in physiopathology of the disease as
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Fig. A. (a) Rh group phenotype frequencies. Chi-Square: 0,169. CG: Control Group, PEE = Pre-eclampsia/Eclampsia. (b) ABO group phenotype frequencies

Pearson Chi-Square: 0,479, CG: Control Group, PE(E = Pre-eclampsia/Eclampsia.
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Fig. B. ABO and Rh group frequendes. Pearson Chi-Square: 0,569. CG:
Control Group, PEfE = Pre-eclampsia/Eclampsia. Type B Negative (B—) and
AB Negative (AB-) have less than 1% of women in each groups. B- (CG:
83; 0,94% vs PE: 2; 0,48%) and AB- (CG: 24; 0,27% and no PE).

obesity, cardiovascular, hypertensive disorders and/or also
vascular injuries.

Conflict of Interest statement
All authors disclose no financial or personal relationship

with other people or organizations that could inappropri-
ately influence their work.

Ethics Statement

The project was approved by the Hospital Sio Lucas
Ethics committee.

Funding

The authors have no support or funding to report.

Competing interests

The authors have declared that no competing interests
exist.

Acknowledgements

This work received Grants from CNPq, CAPES Brazil
CEPF is grateful to the National Counsel of Technological
and Scientific Development of Brazil (CNPq) and MRH is
grateful to CAPES.

References

[1] Sezik M, Tayran H, Yapa EG. Distribution of ABO and Rh blood groups
in patients with HELLP syndrome. Arch Gynecol Obstet 2002;267:
33-6.

[2] Omotade DO, Adeyemo AA, Kaiode CM, Falade SL, lkpeme S. Gene
frequencies of ABO and Rh (D) blood group alleles in a healthy infant
population in Ibadan, Nigeria. West Afr | Med 1999;18:294-7.

[3] Khan KS, Wojdyla D, Say L, Giilmezoglu AM, Van Look PF. WHO
analysis of causes of maternal death: a systematic review. Lancet
2006;367:1066-74.

[4] Chobanian AV, Bakris GL, Black HR, Cushman WC, Green LA, 1zzo Jr L,
et al The seventh report of the Joint National Committee on
Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Pressure: the JNC-7 report. JAMA 2003;289:2560-72.

[5] Brosens IA, Robertson WE, Dixon HG. The role of the spiral arteries in
the pathogenesis of preeclampsia. Obstet Gynecol Annu 1972;1:
177-91.

[6] de Vries ]I, Dekker GA, Huijgens PC, Jakobs C, Blomberg BM, van
Geijn HP. Hyperhomocysteinaemia and protein S deficiency in
complicated pregnancies. Br | Obstet Gynaecol 1997;104:1248-54,

[7] Dekker GA, de Vries ]I, Doelizsch PM, Huijgens PC, Jakobs C
Blomberg BM, et al. Underlying disorders associated with severe
early-onset preeclampsia. Am | Obstet Gynecol 1995;173:1042-8.

[8] Clark DA. Cyrokines and pregnancy. Curr Opin Immunol 1989;1:
1148-52,

[9] Kupferminc M], Eldor A, Steinman N, Many A, Bar-Am A, Jaffa A, et al.
Increased frequency of genetic thrombophilia in women with
complications of pregnancy. N Engl | Med 1999;340:9-13,

[10] Robertson L, Wu 0, Langhorne P, Twaddle S, Clark P, Lowe GD, et al.
Thrombophilia in pregnancy: a systematic review. Br ] Haematol
2006;132:171-96.

[11] Clark P,Wu O. ABO(H) blood groups and pre-eclampsia. A systematic
review and meta-analysis. Thromb Haemostasis 2008;100:469-74.

[12] Dienst A. Zentralbl Gynikol. 29 (1905) 353 (as cited by Ottenberg R.
The etiology of eclampsia. Historical and aitical notes. JAMA
1923;81:295-7.

[13] Pike LA, Dickins AM. ABO blood groups and toxaemia of pregnancy.
Br Med ] 1954:2:321-3.

[14] Clark P, Walker ID, Govan L, Wu O, Greer 1A, The GOAL study: a
prospective examination of the impact of factor V Leiden and
ABO{H) blood groups on haemorrhagic and thrombotic pregnancy
outcomes. Br | Haematol 2008;140:236-40.

[15] Jick H, Slone D, Westerholm B, Inman WH, Vessey MP, Shapiro S,
et al Venous thromboembolic disease and ABO blood type. A
cooperative study. Lancet 1969;1:539-42,

Please cite this article in press as: Hentschke MR et al. Is there any relationship between ABO/Rh blood group and patients with pre-
eclampsia? Preg Hyper: An Int | Women's Card Health (2014), http://dx doiorg/10.1016/j.preghy.2014.03.003

249



ARTICLE IN PRESS

4 M.R. Hentschke et al / Pregnancy Hypertension: An International Journal of Women’s Cardiovascular Health xxx (2014 ) xxx-xxx

[16] Morelli VM, De Visser MC, Vos HL, Bertina RM, Rosendaal FR. ABO
blood group genotypes and the risk of venous thrombosis: effect of
factor V Leiden. ] Thromb Haemostasis 2005;3:183-5.

[17] von Beckerath N, Koch W, Mehilli ], Gorchakova O, Braun S, Schimig
A, et al. ABO locus 01 allele and risk of myocardial infarction. Blood
Coagul Fibrinolysis 2004;15:61-7.

[18] Alpoim PN, de Barros Pinheiro M, Junqueira DR, Freitas LG, das
Gracas Carvalho M, Fernandes AP, et al. Preeclampsia and ABO blood
groups: a systematic review and meta-analysis. Mol Biol Rep 2013;
40:2253-61.

[19] Lee BK, Zhang Z, Wikman A, Lindgvist PG, Reilly M. ABO and RhD
blood groups and gestational hypertensive disorders: a population-
based cohort study. BJOG 2012;119:1232-7,

[20] May D. Letter: maternal blood group A and pre-eclampsia. Br Med |
1973;4:738.

[21] Hoff C, Bixler C. Maternofetal ABO antigenic dissimilarity and pre-
eclampsia. Lancet 1984;1:729-30.

[22] Amin N, Tahir S, Abadi N, Kubba K. Association of blood groups with
preeclamptic toxemia. Med Sci Res 1989;17:861-2.

[23] Olaechea A, Julidn H. Factor RH(~) en preeclampsia. Rev Colomb
Obstet Ginecol 1991:42:51-3.

[24] Hiltunen LM, Laivuori H, Rautanen A, Kaaja R, Kere |, Krusius T, et al.
Blood group AB and factor V Leiden as risk factors for pre-eclampsia:
a population-based nested case-control study. Thromb Res 2009;
124:167-73.

[25] Murk E, Tell GS, Refsum H, Ueland PM, Vollset SE. Factor V Leiden,
pregnancy complications and adverse outcomes: the Hordaland
Homocysteine Study. QM 2006;99:289-98,

[26] Morrison ER, Miedzybrodzka ZH, Campbell DM, Haites NE, Wilson
BJ, Warson MS, et al. Prothrombotic genotypes are not associated
with pre-eclampsia and gestational hypertension: results from a
large population-based study and systematic review. Thromb
Haemostasis 2002;87:779-85.

[27] Report of the National High Blood Pressure Education. Program
working group on high blood pressure in pregnancy. Am | Obstet
Gynecol 2000;183:51-522.

[28] Spinillo A, Capuzzo E, Baltaro F, Piazzi G, lasci A. Case-control study
of maternal blood group and severe pre-eclampsia. ]| Hum Hypertens
1995:9:623-5.

[29] Roberts JA. Discussion on the ABO blood group and disease. Proc R
Soc Med 1955:48:143-4.

250



251

ARTIGO 8- Artigo em processo de submissdo sob o titulo: Niveis aumentados de Endocan-1
em plasma materno de pacientes com pré-eclampsia no terceiro trimestre gestacional: relacdo
com prematuridade e baixo peso ao nascer. Autores: Marta R. Hentschke, Luiza S. Lucas,
Hiten D. Mistry Carlos E. Poli de Figueiredo, Bartira E. Pinheiro da Costa. (A submissao sera
realizada apés a avaliacao de todos os autores e traducdo para a lingua inglesa).

Niveis aumentados de Endocan-1 em plasma materno de pacientes com Pré-eclampsia no terceiro

trimestre gestacional: relagdo com prematuridade e baixo peso ao nascer

Increased levels of Endocan-1 in maternal plasma of patients with pre-eclampsia in the third trimester
of pregnancy: relation to prematurity and low birth weight

Marta Ribeiro Hentschke?, Luiza Silveira Lucas?®, Hiten D. Mistryz, Bartira E. Pinheiro da Costa’,

Carlos E. Poli-de-Figueiredo*

! Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, RS, Brasil, 2 King's College London,

London, United Kingdom

Resumo

Introducdo: Endocan-1 é uma proteoglicana sollvel expressa especificamente nas células endoteliais,
gue tem se mostrado como um possivel marcador e preditor de diversas patologias associadas ao
endotélio vascular. Na pré-eclampsia, a remodelacdo deficiente das artérias espiraladas uterinas
ocasiona a reducdo da perfusdo e a alta resisténcia utero-placentaria. Como consequéncia, had uma
ambiente de hipoxia, com liberacdo de mediadores inflamatorios e endoteliais que, ao atingirem a
circulagdo materna, participam ativamente na disfuncdo generalizada do endotélio vascular materno.
Assim, temos como hipétese de que niveis de Endocan-1 poderiam estar aumentados em plasma
materno e placenta de pacientes com pré-eclampsia.

Obijetivo: Analisar os niveis de molécula Endocan-1 no plasma materno, plasma fetal e no tecido
placentario de pacientes com e sem pré-eclamsia; correlacionar os valores de Endocan-1 com
pardmetros clinicos maternos e fetais.

Métodos: Estudo observacional, caso-controle, realizado no Hospital S&o Lucas/PUCRS, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa. A amostra foi composta por 117 sendo 50 gestantes normais e 67
no grupo com pré-eclampsia, apds consentimento das pacientes. Realizou-se coleta de sangue materno
no periodo pré parto, e, logo ap6s o parto, de sangue do corddo umbilical e tecido placentario, que
foram armazenadas a -80°C, até a andlise. Ap6s processamento das amostras, 0s niveis de Endocan-1
foram dosados utilizando o Sistema MagPlex"™-C - ensaio de microesferas, e os dados analisados no
programa XPONENT 2.4. Os ensaios foram conduzidos de acordo com o protocolo do fabricante. Os
testes estatisticos foram realizados usando o programa SPSS 21.0, para Windows. Os dados
relacionados a dosagem do Endocan-1, foram analisados a partir da transformagdo logaritmica por
Anélise de Covariancia (ANCOVA) ajustado para IMC, IG e idade materna, sendo apresentados como
média geométrica. Para estimar a diferenca proporcional das citocinas entre 0s grupos, calculou-se a
razdo das médias e o intervalo de confianca de 95%. A magnitude da diferenga foi estimada pelo
tamanho de efeito de Cohen. A hipotese nula foi rejeitada quando p<0,05.

Resultados: Os niveis de Endocan-1 no plasma materno em pacientes com SPE foram 49 % maior em
relacdo as gestantes controles, com magnitude estimada pelo tamanho de efeito de Cohen (d) em 0,84
(magnitude moderada). Foi visto que quanto maiores os niveis de Endocan-1 em plasma materno e
fetal na amostra geral, menores 0s pesos do recém-nascido (r=-0,42, p<0,001; r=-0,281, p=0,004,
respectivamente) e da placenta (r=-0,34, p=0,001; r= -0,289, p=0,003, respectivamente) e menor a
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idade gestacional materna no nascimento (r=-0,382, p<0,001; r=-0,260, p=0,008, respectivamente). J&
em relacdo aos niveis pressoricos maternos, observou-se que a medida que os niveis de Endocan-1
aumentam no plasma materno, existe uma tendéncia ao aumento da presséo arterial sistolica (r=0,40,
p<0,001) e da pressao arterial diastolica (r=0,462, p<0,001), no final da gestacao.

Conclusfes: A magnitude moderada observada na diferenca entre os grupos demonstrou niveis
aumentados de Endocan-1 no plasma materno de gestantes com pré-eclampsia, ndo sendo visto
diferenca estatistica para as demais amostras. Este estudo sugere a Endocan-1 como um concorrente a
biomarcador de pré-eclampsia juntamente com outras moléculas envolvidas com lesdes endoteliais.
Ainda, as correlagBes negativas encontradas entre as concentracdes de Endocan-1 e dados clinicos
fetais, sugerem essa molécula envolvida com a gravidade da doenga.

Palavras chaves: ESM-1, proteoglicana, doenca hipertensiva gestacional, endotélio

Introducéo

A Sindrome de Pré-Eclampsia (SPE) parece ter inicio na placentagdo, quando um
comprometimento na remodelagdo vascular das artérias espiraladas uterinas leva a uma reducgdo da
perfusdo e a uma alta resisténcia Utero-placentéria, gerando um ambiente de hipoxia para o tecido
placentério e fetal. A condigdo de hipoxia da placenta resulta na liberagdo de citocinas que, ao serem
expostas a circulagdo materna, sdo capazes de alterar a resposta vascular levando a uma disfuncéo
generalizada do endotélio vascular materno (1-4). Acredita-se que citocinas inflamat6rias como
Interleucina (IL)-6 ¢ TNFo podem ser importantes mediadores entre a isquemia ¢ a disfungdo
placentéria/renal (5, 6), podendo fazer parte da origem das alteragdes clinicas de pacientes com SPE
(7). Sabe-se que alteragBes vasculares maternas tém uma consequéncia direta no desenvolvimento e
crescimento placentério e fetal, e por isso a importancia de se avaliar a resposta hipoxémica nédo
somente materna, mas também fetal e placentaria.

Endocan-1 é uma proteoglicana solGvel expressa especificamente nas células endoteliais
descrita inicialmente em tecido vascular pulmonar (8). Essa molécula tem sido estudada tanto em
modelos experimentais (9, 10) quanto in vivo, e tem se mostrado como um possivel marcador e
preditor de diversas patologias associadas ao endotélio vascular, por estar associada a sua ativacao e
ter um papel funcional nas desordens patol6gicas dependentes do endotélio(11).

Da mesma forma, diversos estudos tém investigado a relacdo do Endocan-1 com outras
citocinas. Um exemplo seria sua possivel regulacdo pelo TNFa e IL-1p, e o possivel efeito inibitorio
decorrente do IFNy sobre a expressdo genética de Endocan-1 quando essa induzida por TNFa (8, 11).
Sugere-se assim, que 0 gene de Endocan-1 possa apresentar fun¢Ges ndo-usuais durante a reacao
inflamatdria, podendo estar sob o controle de varias citocinas (8).

A sua principal aplicabilidade tem sido vista em estudos relacionados a tumores de diversos
tecidos, como cancer de pulméo(12-14), carcinoma hepético (15-20) e cancer colorretal (21-24), entre
outros. Outra linha de estudo que investiga a Endocan-1 em condi¢fes inflamatorias, demonstrou
aumento dos niveis séricos no choque séptico (11) e na sepse (12, 25-28); assim como, em associa¢do
com hipertensdo arterial sistémica e obesidade (29, 30). Dessa forma, a Endocan-1 parece ter um papel
chave na progressao tumoral assim como na regulacao de processo inflamatérios (26).

Em relacdo a associa¢do de Endocan-1 com a SPE, para 0 nosso conhecimento, e apds revisao
em base de dados, ndo ha na literatura artigos completos que tenham relacionado niveis de Endocan-1
com a SPE ou com outra doenca hipertensiva da gestacdo. No entanto, em 2013, dois artigos
resumidos foram publicados em anais de congressos apresentando essa possivel associacdo, ambos
tendo como hipotese de que essa molécula estaria elevada em pacientes com SPE (31, 32).

Assim, o objetivo deste estudo foi analisar os niveis de molécula Endocan-1 no plasma
materno, plasma fetal, e no tecido placentério de pacientes com SPE e comparar com gestantes
normotensas (GN), no terceiro trimestre da gestacdo, e correlacionar os valores de Endocan-1 com
pardmetros clinicos maternos e fetais.

Metodologia
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Estudo observacional que incluiu gestantes com 20 ou mais semanas de gravidez, de feto
Unico, com ou sem diagndstico de SPE, que estiveram hospitalizadas no Hospital Sdo Lucas da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (HSL/PUCRS), Porto Alegre, Brasil, de 2010 a
2013, em acompanhamento com corpo assistencial obstétrico. Todas as pacientes foram devidamente
informadas sobre a pesquisa e consentiram em participar assinando o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. A pesquisa foi aprovada pela Comissdo Cientifica e pelo Comité de Etica em Pesquisa da
PUCRS, Oficio n° 0527/07-CEP. A SPE foi definida segundo National High Blood Pressure
Education Program (33) e segundo as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo de 2010 (34), que tém
como critério o aumento de niveis tensionais > 140/90 mmHg, e proteindria patoldgica > 300mg/24h
ou relacdo proteinuria/creatinindria > 0,3, em gestantes com vinte ou mais semanas de gravidez.

Foram computados os dados de identificacdo materna, exame fisico materno, histéria médica
pregressa, historia familiar materna, exames laboratoriais, dados do parto e do recém-nascido. Foram
excluidas do estudo gestantes com diagndstico prévio de nefropatia, hepatopatia, infeccbes ativas,
gestacdo multipla e/ ou falta de informa¢des no banco de dados, ou ainda, normotensas com >1+ de
proteindria no exame qualitativo de urina.

Coleta de Amostras

A coleta sangue materno de pacientes com SPE foi realizada ap6s o diagnostico e a internacao
hospitalar, j& as pacientes gestantes controles foram coletadas quando acolhidas na sala de admisséo e
pré-parto do centro obstétrico da HSL/PUCRS. O tempo entre a coleta do sangue materno e o parto
sofreu uma média de variacdo de um dia, sendo que 89 pacientes foram coletadas no mesmo dia do
parto. O total de pacientes coletadas foram 117, 50 com SPE e 67 GN, sendo que 74,35% (87
pacientes) foi composta por plasma materno, plasma fetal e placenta das mesmas pacientes.

Antes do parto, foram coletados em média 4 mL de sangue materno em tubo contendo EDTA
de cada paciente. Logo ap6s o parto, foi puncionado, em média, 4 mL de sangue da veia do cordao
umbilical. As amostras foram processadas no Laboratério de Nefrologia/HSL/PUCRS, sendo
centrifugadas a 2.000g por 10 minutos. O plasma foi estocado em microtubo de centrifugacéo de 0,6
ml primeiramente a -20°C, e apds, a -80°C, até o momento da andlise. A coleta de placenta foi
realizada imediatamente apds o parto. Seis cubos de aproximadamente 1 cm3 do centro de um
cotilédone central localizado na metade da distancia entre o corddo umbilical e a extremidade do
o6rgdo, foram biopsiados. Este material foi armazenado em microtubos de centrifugacdo nas mesmas
condigdes dos plasmas, até 0 momento da anélise.

A medida da pressdo arterial foi realizada conforme as recomendagfes especificas para
gestantes padronizadas no centro obstétrico e alojamento conjunto do HSL/PUCRS, que recomenda a
medida sentada e em decubito lateral esquerdo.

Os exames laboratoriais foram dosados de acordo com os padrdes estabelecidos pelo
HSL/PUCRS. Exames para diagnostico de SPE e exames de gravidade foram quantificados apenas nas
gestantes com SPE.

Preparacdo das amostras

As amostras foram preparadas conforme orientagdes do fornecedor de kit Milliplex para
ensaio MagPlex™™-C. As amostras de plasma (materno e fetal) foram descongeladas, passadas em
vortex, e centrifugadas. O preparo da placenta foi realizado a partir das amostras de placentas
armazenadas a -80°C. Fragmentos congelados de aproximadamente 0,3g de tecido foram pesados em
balanca semi-analitica com precisdao de 0,01g (Metter Toledo, Suica). Adicionou-se a cada tubo o
coquetel de inibidor de protease (Millipore Corporation, Catalogo #20-201) diluido em RIPA Lysis
Buffer 10X, na concentracdo de 3 ml/g de tecido. Em sequéncia, foi realizada a macera¢do mecénica
do tecido placentario seguida de sonicacdo em sonicador de banho (Aquasonic, Cortland, New York,
USA) por 10 minutos, em banho gelado. Realizada a centrifugagdo do material - 10.000 rpm por 10
minutos, a 4°C (Sanyo, London, Gra-Bretanha), 200 pl do sobrenadante foi aliquotado em microtubo
de centrifugacdo de 0,6ml, armazenados a -20°C, até posterior analise. A concentracdo de proteinas da
solugdo foi mensurada usando Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen Life Technologies) utilizando
microtubos especificos de analise (QubitAssay tubes, Eugene, Oregon, USA).
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Para o calculo de concentracdo de moléculas em estudo, foi utilizado o Sistema MagPlex'"-C
- ensaio de microesferas (MAGPIX® System, Luminex, Austin, Texas, USA) e o Software Exponent
(XPONENT 4.2), Kitmilliplex HCVD1MAG-67K-02 (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).

Anélise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados usando o programa Statistical Package for Social Sciences
versdo 19 (SPSS 19.0) para Windows. As variaveis quantitativas foram apresentados como média +
desvio padrdo (DP) ou mediana e intervalo interquartil (IQR) conforme apropriado, sendo o teste t de
Student ou U de Mann-Whitney utilizados dependendo da distribuicdo dos dados. Para as variaveis
categoricas, utilizou-se porcentagem e aplicou-se o o teste qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher. As
correlagdes entre os parametros foram testados com coeficiente de correlacdo de Pearson. Os dados
relacionados & dosagem do Endocan-1, foram analisados a partir da transformag&o logaritmica por
Anadlise de Covariancia (ANCOVA) ajustado para IMC, IG e idade materna, sendo apresentados como
média geométrica. Para estimar a diferenca proporcional das citocinas entre os grupos, calculou-se a
razdo das médias e o intervalo de confianga de 95%. A magnitude da diferenca foi estimada pelo
tamanho de efeito de Cohen. A hip6tese nula foi rejeitada quando p<0,05.

Resultados
Sujeitos do estudo:

As caracteristicas clinicas, demograficas, dados de exame fisico e dados do parto estdo
apresentadas na Tabela 1. Os dados de exame fisico sdo relativos ao dia da admissdo no pré-parto da
paciente no HSL/PUCRS.

Tabela 1: Dados de anamnese e exame fisico materno e fetal, exames laboratoriais de gestantes
normais e com sindrome de pré-eclampsia.

Parametros GN (67) SPE (50) P
Idade materna, anos 26+5 26+6,8 0,10
Ragca branca, n(%) 34 (52) 31 (65) 0,25
Primiparas, n (%) 28 (42) 25 (51) 0,35
Hipertenséo cronica, n (%) 0 (0) 12 (24,5) -
SPE prévia, n (%) 1(1,5) 12 (24,0) -
IMC, kg/m?(peso final da gestaco) 30,445,8 32,345,4 0,081
PAS, mmHg 118,7+10,2 156,7+17,3 <0,001*
PAD, mmHg 74,7+7,8 100,8+13,6 <0,001*
IG no parto, semanas 39,6+1,4 36,7+3,7 <0,001*
Parto cesareo 22 (32,8) 38 (76,0) <0,001*
indice de Apgar primeiro minuto, n 8,6+0,8 7,54+1,81 <0,001*
indice de Apgar quinto minuto, n 9,4 +0,6 8,72+1,21 <0,001*
Peso Fetal, Kg 33931458 2789904 <0,001*
Peso Placenta, Kg 649+142 590+179 0,063
Hematdcrito,% 35,2+2,5 36,22+3,51 0,14
Hemoglobina, g/dL 11,6+0,9 12,31+1,28 0,004*
Plaquetas, mm?3 (mil) 211,00+59,05 -
Creatinina, mg/dL 0,81+0,21 -
Acido arico, mg/dL 512+15 -
Proteindria, razdo P/C 0,67 [0,42;2,2] -
Glicemia de jejum, mg/dL 75,249,3 78,9+13,7 0,26

HAS: Hipertensdo arterial sistémica. SPE: Sindrome de Pré-eclampsia. 1G: Idade gestacional. GN:
Gestante normal. IMC: Indice de Massa Corporal. PAS: Pressdo arterial sistolica. PAD: Pressdo
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arterial diastdlica. Os dados estdo apresentados em médiatDP (teste t de student), ou numeros
absolutos e porcentagem (teste exato de Fisher), como apropriado.*P<0,05 entre GN e SPE.

Analises da molécula em Estudo

Os niveis de Endocan-1 no plasma materno em pacientes com SPE foram 49 % maior em
relacdo as gestantes controles, com magnitude estimada pelo tamanho de efeito de Cohen (d), aplicado
nas medidas em log obtidos no modelo de ANCOVA, em 0,84 (magnitude moderada). Néo foi
observada diferenca estatistica no plasma fetal nem na placenta. Foi visto que quanto maiores 0s niveis
de Endocan-1 em plasma materno e fetal na amostra geral, menores 0s pesos do recém-nascido (r=-
0,42, p<0,001; r=-0,281, p=0,004, respectivamente) e da placenta (r=-0,34, p=0,001; r= -0,289,
p=0,003, respectivamente), e menor a idade gestacional materna no nascimento (r=-0,382, p<0,001;
r=-0,260, p=0,008, respectivamente). J& em relacdo aos niveis presséricos maternos, observou-se que a
medida que os niveis de Endocan-1 aumentam no plasma materno, existe uma tendéncia ao aumento
da pressao arterial sistélica (r=0,40, p<0,001) e da pressdo arterial diastélica (r=0,462, p<0,001) no
final da gestacdo. As associagdes em plasma materno também foram vistas quando se analisou em
separado o grupo SPE, como IG no parto (r=-0,411 , p=0,004); peso do RN (r=-0,376, p=0,009), e
peso da placenta (r=-0,333, p=0,026). Optou-se ainda por correlacionar o Endocan-1 entre as
amostras: Plasma materno vs. plasma fetal (r=0,258, p=0,015)

A Figura 1 apresenta o gréafico boxplot dos valores encontrados em cada tecido, sem a
transformacdo logaritmica, para visualizagdo dos valores encontrados no ensaio em ng/ml e pg/g. N&o
foi aplicado teste estatistico nesse momento, visto as varidveis serem assimétricas e termos optado
pela transformac&o logaritmica para trabalhar com testes simétricos.

Figura 1 — Gréficos de boxplot representando, em escala linear, os valores de Endocan-1 nas gestantes
normotensas versus gestantes com sindrome de pré-eclampsia, no plasma materno (a), no plasma fetal
(b) e na placenta (c).
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Endocan-1: Molécula Endotelial especifica de célula GN: Gestante normal. SPE: Sindrome de pré-
eclampsia.

Apos a andlise de pacientes com SPE em rela¢do ao controle, optou-se por refazer a anélise
excluindo o grupo pacientes com hipertensdo cronica prévia e sindrome HELLP, novamente, 0s
valores de Endocan-1 apresentaram-se aumentados em pacientes com PE, com magnitude nesse caso
de 0,94, também moderada. Optou-se ainda por subdividir o grupo SPE em relacdo a IG (34 semanas e
37 semanas), niveis de pressdo arterial sistolica (ponto de corte em 160 mmHg) e de proteindria (ponto
de corte em 0,5 e em 2,0) e 0s comparar com gestantes controles. Encontramos aumento significativo
de Endocan-1 em plasma materno para todas as estratificacfes (p<0,001).

Discussao
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Nossa amostra apresentou-se de acordo com a literatura, com aumento significativo dos niveis
pressoricos e parto cesareo, associada a diminuicdo da IG, do indice de Apgar e do peso do recém-
nascido nas pacientes com PE. Obtivemos 51% de primigestas em SPE, e 41,7% com graus variados
de obesidade, ndo havendo diferencga entre os grupos.

Ao comparar 0 Endocan-1 entre pacientes com SPE e GN nos trés conjuntos celulares,
observou-se no plasma materno e no plasma fetal uma tendéncia a niveis aumentados de Endocan-1
em pacientes com SPE, o que ndo foi observado na placenta. Lesdes celulares que ocorrem desde o
inicio da gestacdo em na matriz extracelular e na parede dos vasos da decidua materna a fim de criar
um ambiente propicio para a implantacdo do concepto. O aumento significativo do Endocan-1 no
plasma materno pode ser devido a uma resposta exacerbada a esse processo fisiolégico do
desenvolvimento, em conjunto com o aumento da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias ja
observadas em estudos prévios. Ainda, lesdes isquémicas placentarias decorrentes de uma ma
remodelacéo dos vasos deciduais, liberam na circulagdo materna mediadores moleculares, gerando um
desequilibrio em vasoconstritores e vasodilatadores, culminando na sindrome da pré-eclampsia, com
resposta sistémica.

Ainda, as correlagcbes negativas encontradas entre as concentragfes de Endocan-1 e dados
clinicos fetais, sugerem essa molécula envolvida com a gravidade da doenca.

Estudos tém mostrado que os componentes da cascata inflamatéria parecem estar relacionados
a SPE. Se sabe que o sinciciotrofoblasto se auto renova deixando detritos apoptéticos na circulagdo
materna o que leva uma reagdo inflamatéria normal durante o crescimento placentario. As diferencas
de resposta inflamatoria entre uma gestacdo normal e uma com SPE estdo associadas, portanto, a
intensidade e ndo a qualidade.

Para 0 nosso conhecimento, ndo ha na literatura artigos completos que tenham relacionado
niveis de Endocan com a SPE. No entanto, em 2013, dois artigos resumidos foram publicados em
anais de congressos apresentando a possivel associagdo de niveis protéicos e expressdo de RNAm de
Endocan com gestantes com PE, ambos tendo como hip6tese de que essa molécula estaria elevada na
pré-eclampsia (31, 32). Joost e colaboradores apresentaram dados da Endocan-1 como um marcador
de prognoéstico para o desenvolvimento de PE grave precoce (31). Nesse estudo, a amostra foi
composta de 41 gestantes, sendo 23 saudaveis, 11 com PE grave de inicio precoce e 7 com PE grave
de inicio tardio. O plasma das gestantes foi coletado em intervalos regulares entre a 12* semana
gestacional e o parto, sendo o Endocan-1 mensurado através da técnica de ELISA. Os resultados
demonstraram que entre a 12°%e a 16° semanas de gestacdo a concentracdo de Endocan-1 foi reduzida
em pacientes que mais tarde desenvolveriam PE grave precoce. Por outro lado, no periodo entre a 24°
semana gestacional e o parto, as concentracfes de Endocan-1 aumentaram significativamente tanto nas
pacientes com PE grave precoce e quanto na PE grave tardia em relacdo as gestantes saudaveis. Com
base nesses achados, os autores sugeriram que 0 Endocan-1 seria um marcador de progndstico para o
desenvolvimento de PE grave precoce tdo cedo quanto 12 a 16 semanas de gestagao.

Seguindo a mesma linha, Cross e colaboradores deram ao Endocan-1 um enfoque de lesdo
endotelial, em pacientes com PE, associando ainda com CIUR. Esse estudo contemplou 211 mulheres,
subdivididas em seis grupos de acordo com gravidade e precocidade da PE. Endocan-1 e o fator de
crescimento hepatico (HGF) foram mensurados por ELISA e validados por Western blotting. A
expressao e localizacdo de RNAmM de Endocan-1 na placenta foram estudadas por rea¢do em cadeia da
polimerase em tempo real e imuno-histogimica. Como resultado, foi visto que os niveis de Endocan-1
no soro materno eram regulados pela idade gestacional, com um decréscimo & medida que se se
aproximava do termo. Verificou-se aumento de concentragdes séricas de Endocan-1 em SPE grave
precoce que variaram independente dos niveis circulatorios maternos de HGF, o que os autores
sugeriram refletir um grau avancado de ativacdo endotelial e injuria em idade gestacional precoce. O
RNAmM do Endocan-1 foi detectado nas vilosidades trofoblasticas e teve intensa imunomarcagdo em
células endoteliais, citotrofoblasto e células deciduais. Houve um aumento da expressdo do Endocan-1
em areas peri-infarto das placentas com CIUR idiopético (independente de PE), o que sugere que 0
Endocan possa ter um papel na fisiopatologia da injuria trofoblastica no CIUR (32).
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Dessa forma, 0 nosso estudo contribuiu com os achados anteriores ao demonstrar aumento de
Endocan-1 no terceiro trimestre de gestacdo, em gestantes com graus variadas de SPE e ainda mostrou
sua relacdo com prematuridade e baixo peso ao nascer.

Concluséo

Este estudo avaliou a presenca da molécula de Endocan-1 em plasma materno, plasma fetal e
tecido placentario. Ainda, comparou os niveis dessa citocina entre pacientes com SPE e GN, como
proposto. Estratificagdes foram feitas no grupo de SPE para melhor compreensdo das possiveis
influéncias que variaveis como IG, niveis pressoricos e proteindria poderiam ter nas comparagoes e
correlacdes entre 0s grupos e as citocinas. O fato de a Endocan-1 ter se mostrado significativamente
aumentada em plasma materno para todas as estratificacbes do grupo SPE, com uma magnitude
consideravel, faz dela um grande concorrente a biomarcador para pré-eclampsia devendo receber
enfogue em futuros estudos.
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ARTIGO 9 - Artigo sumbetido para a revista Scientia Médica, sob o titulo: Arterite de
Takayasu diagnosticada durante o puerpério de gestante com diagnostico de doenga
hipertensiva gestacional: Relato de caso. Autores: Marta R. Hentschke, Samanta Shneider,
Fernando Sontag, Vicente B. Brentano, Jeziel Basso, Bartira E. Pinheiro da Costa, Carlos E.
Poli-de-Figueiredo’ e Giovani Gadonski.

Acrterite de Takayasu diagnosticada durante o puerpério de gestante com diagndstico de doenca
hipertensiva gestacional: Relato de caso

RESUMO

Obijetivos: Descrever caso de diagndstico de Arterite de Takayasu durante o puerpério precoce e
demonstrar a importancia da afericdo adequada da pressdo arterial para o diagnéstico da doenca
hipertensiva gestacional e suas implicaces.

Descricdo do caso: Paciente feminina, 40 anos, em sua quarta gestacdo, com idade gestacional de 36
semanas e trés dias, foi hospitalizada por gestacdo de alto risco devido a hipertensao arterial sistémica
cronica. Durante a internagdo observou-se diferenca nos niveis tensionais e assimetria de pulsos entre
0s membros superiores. No pds-parto, foi submetida a ecografia de carétidas com Doppler, que
demonstrou oclusdo de artéria carétida comum esquerda e de artéria subclavia esquerda, levando ao
diagnostico de Arterite de Takayasu.

Conclustes: O diagnostico precoce da Arterite de Takayasu € reservado, pois as manifestacdes
iniciais sdo inespecificas e os sintomas discretos. Entretanto, um exame fisico cuidadoso pode
evidenciar sinais que suscitem suspeitas e justifiguem investigacdo adicional e, até mesmo, previnam
um desfecho negativo para a paciente, especialmente no periodo gestacional.

Descritores: Arterite de Takayasu; Hipertensdo; Cuidado Pré-natal; Exame Fisico

Takayasu Arteritis diagnosed during puerperium in women with pregnancy-induced hypertension:
Case report

ABSTRACT

Aims: To describe a case report of Takayasu Arteritis during early puerperium and demonstrate the
importance of proper arterial blood pressure measurement for the diagnosis of hypertension in
pregnancy and its implications.

Case description: A 40 years old woman in her fourth pregnancy, thirty six weeks and three days
gestational age, was hospitalized as a high risk pregnancy due to chronic hypertension. During
hospitalization it was noticed different tensional levels and pulse asymmetry when comparing both left
and right arms. After delivery, a carotid artery Doppler ultrasound demonstrated an occlusion of left
common carotid artery and subclavian artery, leading to the diagnosis of Takayasu Arteritis.
Conclusion: The early diagnose of Takayasu Arteritis is reserved due to the nonspecific initial
manifestations and the discrete symptoms of the disease. However, a careful physical examination
might show signs which could evoke suspicion and justify further investigation, particularly during
pregnancy.

Key Words: Takayasu Arteritis; Hypertension; Prenatal Care; Physical Examination
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Introducdo A hipertensdo arterial sistémica é definida por valores pressoricos sistdlicos
maiores ou iguais a 140 mmHg e/ou presséricos diastolicos maiores ou iguais a 90 mmHg em
individuos adultos.! O exame fisico & muito importante no diagndstico da hipertensdo arterial
sistémica, visto que sdo necessarias duas aferi¢cbes da pressdo arterial em pelo menos duas consultas
médicas para se confirmar o diagnéstico de hipertensdo, conforme o consenso da sociedade brasileira
de hipertensdo.>? Ainda, uma adequada avaliacdo clinica pode estimar o risco cardiovascular e
diagnosticar causas de hipertensdo secundaria nesses pacientes, como doenca de parénquima renal,
estenose de artéria renal, aldosteronismo primario, feocromocitoma e Sindrome de Cushing. Apesar de
acometer de 3 a 5% dos casos, o seu diagnostico é extremamente importante, visto que muitas dessas
causas s&o reversiveis."

A Arterite de Takayasu é uma vasculite cronica de etiologia desconhecida que acomete
preferencialmente a aorta e seus ramos primarios. A fisiopatologia é decorrente de uma inflamacéo
que leva ao afilamento dos vasos, podendo assim, levar a estenoses, oclusbes e formacdo de
aneurismas. Dessa forma, esta patologia pode ser considerada uma importante causa de hipertenséo
secundaria. A suspeita clinica ocorre quando se observam diferencas nas aferi¢cbes da pressao arterial
entre 0s membros superiores por vezes associado a assimetria de pulsos. Segundo as diretrizes da
European Society of Hypertension (ESH)/European Society of Cardiology (ESC),' recomenda-se um
exame fisico minucioso da presséo arterial, fazendo-se a afericdo comparativa de presséo arterial entre
0s membros superiores em pelo menos uma ocasido. Deve-se ainda, investigar possiveis
anormalidades vasculares quando pressdes arteriais sistdlicas apresentarem diferencas maiores que 20
mmHg e/ou diastdlicas maiores que 10 mmHg.*

Em gestantes, a doenga hipertensiva é uma das principais causas de morbimortalidade materna
e fetal no mundo.>® Até 0 momento, ndo ha causa ou tratamento definitivo para esta desordem
gestacional. No entanto, existem fatores de risco associados a doenga hipertensiva gestacional, que
podem se agravar durante a gestacdo, como o0 caso da hipertensdo arterial crénica. Sabe-se que
pacientes com distlrbios hipertensivos devem ser acompanhadas em pré-natal de alto risco, com
cuidado especial para os niveis pressoricos.

Dessa forma, patologias associadas a hipertensdo secundaria merecem uma atencéo redobrada
em mulheres que desejam gestar para se obter um desfecho favoravel para o bindmio mae-filho,
durante e apds a gestacdo. Assim, esse relato de caso visa a apresentar uma situagdo clinica em que a
Arterite de Takayasu foi diagnosticada no puerpério precoce, suas implicacBes clinicas e, ainda,
enfatizar a necessidade de um minucioso exame fisico, principalmente em gestantes de alto risco.

Relato do caso:

Paciente feminina, 40 anos, casada, diarista, natural de Lages, procedente de Viaméo, em sua
quarta gestacdo, foi encaminhada do posto de saude para acompanhamento no pré-natal de alto risco
no Hospital Sdo Lucas da PUCRS devido a hipertensdo arterial cronica, diagnosticada aos 32 anos.
Em agosto de 2007, com idade gestacional de trinta e seis semanas e trés dias, em uma consulta de
pré-natal, a pressdo arterial aferida foi de 190 x 120 mmHg, em uso de metildopa 500 mg de 12 em 12
horas. Mesmo apds repouso, a pressao permaneceu a mesma. Mediante 0 aumento dos niveis
tensionais, a paciente foi encaminhada para a emergéncia obstétrica e posteriormente internada no
Hospital S8o Lucas da PUCRS, no dia 21 de agosto de 2007. Durante a internacdo, foram realizados
exames de gravidade, sendo diagnosticado pré-eclampsia com proteinuria de 24 horas de 358 mg/24h.
Foi observada diferenca nos niveis pressoricos entre 0os membros superiores (membro superior
esquerdo: 110 x 60 mmHg e membro superior direito: 170 x 90 mmHg). Interessante mencionar que a
paciente j& sabia da diferenca de presséo arterial entre os membros e informava que a presséo arterial
no membro superior esquerdo era dificil de medir. Aparentemente, esse relato e dado do exame fisico
nunca haviam sido adequadamente investigados. Ap6s o0s quatro dias de internacdo, visto a gravidade
do caso, e ap6s novo pico hipertensivo a equipe obstétrica optou pela inducéo do parto, inicialmente
com misoprostol 25 pg, via vaginal. Em decorréncia de colo desfavoravel e dos niveis hipertensivos,
foi indicado parto cirurgico (cesariana). O Recém-nascido nasceu com 2640 g, masculino, indice de
Apgar de 7 no primeiro minuto e de 8 no quinto minuto, com percentil fetal abaixo de 10, considerado
pequeno para a idade gestacional. Apos o parto, durante a internacdo no alojamento conjunto
obstétrico, evidenciaram-se novamente diferenca nos niveis pressoricos entre 0s membros superiores
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(membro superior esquerdo: 110 x 82 mmHg e membro superior direito: 150 x 88 mmHg) e assimetria
de pulsos radias, sendo solicitada uma ecografia com Doppler de artérias subclavias, car6tidas e
vertebrais. O exame demonstrou oclusdao da artéria carétida comum esquerda e da artéria subclavia
esquerda, levando ao diagndstico de Arterite de Takayasu. Nesse mesmo periodo, foi também
realizada angiorressonancia de aorta e artérias renais que ndo demonstrou alteracdo nesses segmentos
vasculares. A paciente recebeu alta hospitalar com plano de tratamento ambulatorial com a nefrologia,
no ambulatério de hipertensdo gestacional, j& em uso de captopril 50 mg de 12 em 12 horas. Na
primeira consulta, no dia 13 de setembro de 2007, a paciente relatava parestesias em membro superior
esquerdo, palpitacGes, cefaléia e eventual dispnéia. Ao exame fisico, apresentava pressao arterial em
membro superior direito de 148 x 110 mmHg e no esquerdo ndo foi possivel a afericdo. O pulso
carotideo esquerdo estava diminuido e o pulso radial ipsilateral ndo era palpavel. Iniciado
acompanhamento, apresentou melhora dos sintomas e controle de pressdo arterial com esquema anti-
hipertensivo com anlodipina 5 mg uma vez por dia, enalapril 20 mg de 12 em 12 horas e
hidroclorotiazida 25 mg uma vez por dia. Com este esquema terapéutico, a paciente apresentou 0s
niveis presséricos em membro superior direito de 137 x 80 mmHg e no membro superior esquerdo de
119 x 82 mmHg. Em marco de 2010, a paciente evoluiu com piora da atividade da doenga,
apresentando dor precordial, alteragdes visuais, cefaleia, parestesias e elevagdo de marcadores
inflamatérios (velocidade de sedimentacdo globular: 78 mm/h e proteina C-reativa 1,8 mg/dl). Nesse
periodo, precisou ser internada para avaliacdo, sendo realizada nova ecografia com Doppler e
arteriografia de membros superiores que demonstraram as mesmas alteracGes prévias. No entanto,
devido ao fato de a arteriografia evidenciar boa circulagcdo colateral, ndo foi necessario realizar
intervencdo cirdrgica. Exames de ecocardiografia e cintilografia miocéardica com dipiridamol foram
considerados normais. A paciente recebeu alta hospitalar e apos dezenove dias de internagdo, iniciou
prednisona 10 mg ao dia, metotrexato 2,5 mg 8 comprimidos por semana e cilostazol 100 mg de 12 em
12 horas. Foi ajustado o esquema anti-hipertensivo prévio com hidroclorotiazida 25 mg uma vez ao
dia, enalapril 10 mg de 12 em 12 horas e anlodipina 10 mg dois comprimidos ao dia; associado ao
acido acetil salicilico 100 mg uma vez ao dia. Com o tratamento, a paciente ficou assintomatica e
manteve acompanhamento ambulatorial.

Discussao:

A Arterite de Takayasu é uma vasculite cronica de etiologia desconhecida, sendo a grande
maioria dos casos detectados em mulheres. A doenca envolve artérias de grande e médio calibres,
apresenta predilecdo pela aorta e seus ramos principais. O acometimento nos vasos é de inflamagéo
transmural, podendo levar a estenose, oclusdo e aneurismas. O diagndstico precoce da doenca é dificil,
pois as manifestacOes iniciais sdo inespecificas e 0s sintomas decorrentes do comprometimento
vascular ndo sdo tdo exuberantes nesse estagio da doenga. Entretanto, um exame fisico cuidadoso pode
evidenciar redugdo na amplitude de um ou mais pulsos, diferencas na pressdo arterial entre os
membros ou sopros na regido cervical, area supraclavicular, axilar ou abdominal. E importante
salientar que, através de um pré-natal criterioso, é possivel fazer o diagnostico de patologias
possivelmente associadas a hipertensdo arterial que, se adequadamente diagnosticadas e tratadas,
poderiam evitar desfechos desfavordveis para o bindbmio mée-filho. Para o diagndstico de Arterite de
Takayasu, 0 American College of Rheumatology utiliza os seguintes critérios: idade inferior a 40 anos,
claudicagdo de extremidades, diminuicdo de pulsos braquiais, diferenca sistélica entre membros
superiores acima de 10 mmHg, sopro sobre artérias subclavias ou aorta e alteracOes arteriograficas,
sendo necesséria a presenca de, pelo menos, trés critérios.* O tratamento tem como base o uso de
corticosteréides, os quais tém uma resposta clinica estimada em torno de 50%. Outros
imunossupressores, tais como metotrexato podem ser utilizados. O controle da pressdo arterial é
extremamente importante para o manejo clinico. Deve-se ainda recomendar atengdo para 0s riscos de
tromboses nesses pacientes.’ A paciente do caso relatado sabia-se hipertensa desde os seus 32 anos de
idade. Durante, aproximadamente, oito anos nenhum médico ou outro profissional da saude que a
examinou valorizou a diferenca de pulso e de pressdo arterial entre 0s membros superiores, 0 que
justificaria investigacdo complementar e, possivelmente, poderia minimizar desfechos materno-fetais
desfavoraveis durante a gestagdo, ja que o tratamento com corticoides é capaz de impedir a progressao
da doenga em um grande nimero de pacientes.
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Estudos prévios analisaram Avrterite de Takayasu na gestacdo,”® assim como, um relato de
casos durante o pré-natal ja foi publicado.® Os estudos deixam bem clara a importancia de um
acompanhamento multidisciplinar (equipes de obstetras, reumatologistas e cardiologistas) para estas
pacientes tanto no periodo pré-natal quanto a longo prazo.® Sabe-se que um pré-natal bem realizado
promove um melhor desfecho perinatal nessas pacientes, as quais sao mais propicias a desenvolver
hipertenséo, pré-eclampsia e crescimento intra-uterino restrito,’ como visto no nosso estudo.
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Dear Sir,

Despite the efforts that have been made, it is still difficult to predict
preeclampsia and its morbidity [1]. Fow-mediated dilatation (FMD) is
a technique that has been employed to investigate the role of vascular
alterations in preeclampsia [2]. Our hypothesis is that FMD may be
useful as a clinical test prognostic marker, specially assodated with
routine laboratorial exams. We therefore studied the association of
endothelial dysfunction, assessed by FMD, with preeclampsia morbidity.

The study was approved by the Research Ethics Committee of
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (Protocol 368/
11), and written consent was obtained from all participants before in-
clusion. This is a cohort study that enrolled women with preedampsia
at the diagnostic moment, accompanied until delivery. Women were
grouped according to preeclampsia outcomes dividing into women
with or without complications. Complicated preeclampsia was consid-
ered when any of the following occurred: HELLP syndrome ( hemolysis,
elevated liver enzymes, low platelets), eclampsia, abruptio placentae,
mother’s Intensive Care Unit admission, maternal death, early prema-
turity (delivery before 34 weeks gestation), severe growth restriction
(percentile = 5), newborn lighter than 2 kg, APGAR Score <7 in the
fifth minute, need of Neonatal Intensive Care Unit admission or
stillbirth. Twin pregnancy, women who were in labor on preedampsia
diagnosis and patients who withdraw consent were excluded.

* Corresponding author at: Av. Ipiranga, 6690. Hospital Sio Lucas da PUCRS, 2° Andar
Laboratério de Nefrologia, Instituto de Pesquisas Biomédicas, Porto Alegre, ZIP code:
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Endothelial function was evaluated by brachial artery FMD, using the
protocol adapted from Celermajer DS, et al. [3]. FMD was measured
in the first day of diagnosis and all patients rested for 10 min before
baseline evaluation. None smoked cigarettes or drank coffee for at
least 8 h before the ultrasound exam. This protocol has previously
been used in our hospital [4]. Ultrasounds were performed by two
observers. Intraobserver variability was 6.2% and 6.8%. Intra-dass coeffi-
dent was 0.91 between observers.

Sample size was calculated to detect a difference of one standard
deviation in the FMD (90% power and alfa 0.05), estimating at least
22 subjects by group.

The study included 66 women with preedampsia and two were
exduded, one twin pregnancy and one that delivered in another city.
The remaining 64 subjects were analyzed, 26 developed complicated
preeclampsia and 38 had preeclampsia without associated morbidities.
Clinical characteristics, laboratory and Doppler ultrasound values are
summarized in Table 1.

FMD in complicated preeclampsia group was 7.44% (IQR 2.20-
13.34%) while in preeclampsia group was 11.80% (IQR 5.36-16.66%)
(P = 0.03) as shows Fig. 1a. To better evaluate FMD assodation with
morbidity, a composite of major outcomes (HELLP syndrome, eclamp-
sia or stillbirth) was selected from the complicated preedampsia group
and 13 women fit these criteria. FMD was 2.84% (IQR 0.00-7.22%) in
this sub-group compared to 11.90% (IQR 5.56-16.62%) of all other
women (P < 0,001) (Fig. 1b). At last, a cutoff value of FMD <4.5% was
used for risk estimation [5]. It was associated with an Odds Ratio (OR)
of 3.79 (IC 95% 1.23-11.70) for complicated preeclampsia and an OR
of 15.55 (IC 95% 3.55-68.16) for predicting the composite major
outcomes.

Endothelial dysfunction evaluated through FMD is known to be
present in preeclampsia patients [2,4,6,7], but the association with
severity of the disease has been poorly investigated. The present
study demonstrates that decreased FMD may be linked directly to
morbidity of preeclampsia. These results are in agreement with a
study that evaluated preeclampsia and severe preeclampsia, showing
worst endothelial function on the severe group, even though the
authors haven't made a statistical comparison [2].

Endothelial dysfunction is thought to be one of the mechanisms
involving preeclampsia manifestations (hypertension and protein-
uria). While in normal pregnancy FMD increases throughout preg-
nancy [8], in women with preeclampsia it is reduced [6]. Also, FMD
was altered even before the onset of the disease [2,7]. We tested its
association with disease severity, supported by the theory of im-
paired nitric oxide bioavailability in preeclampsia [9,10]. Our results
have shown that FMD is impaired in complicated preeclampsia and
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Table 1
Clinical characteristics, laboratory and Doppler exams.
PE Complicated PE P
(n=38) (n = 26)
Age (years)* 275 + 64 262 + 7.1 0.41
Chronic hypertension n (%)" 10(263) 10(385) 0.29
Cigarette smoke n (%)" 4(10.5) 6(23.1) 0.49
Nulliparity n (%)" 16 (42.1) 13 (50.0) 0.61
SBP (mmHg) N 156 + 17 167 + 18 0.012
DBP (mmHg) * 98 + 12 104 £ 13 0.045
GA diagnosis (weeks)" 356+ 19 294 + 44 <0.001
GA at term (weeks)* 375+ 15 310 + 44 =0.001
Birth weight (g)* 3.037 + 546 1.482 4+ 870 <0.001

P/C Ratio © 0.49 (0.27-0.71) 0.67 (036-4.67) 0.038
Proteinuria 24 h (mg) © 365 (295-474) 673 (471-2.614) 0.001
Uric Acid { mg/dL) * 45 +1.2 53+14 0.013
AST (units/L)* 21 (17-26) 40 (24-109) <0.001
ALT (units/L)® 19 (14-24) 36 (23-101) <0.001
LDH (units/L)*® 467 (405-558) 718 (546-1.190) <0.001
Creatinine (mg/dL)* 071 £ 0.15 0.89 + 0.28 0.02

Platelets (x1000/mcL)* 219+ G 169 + G8 0.005
Uterine artery RI* 0.50 + 0.10 0.68 + 0.18 <0.001
Umbilical artery RI* 0.57 + 0.08 070 + 0.12 <0.001
Median cerebral artery RI* 0.81 +0.08 0.79 + 0.07 0.47

FMD (%) © 11.80 (5.36-1666) 7.44 (220-13.34) 0.034

GA-gestational age; AST-asparate aminotransferase; ALT-alanine aminotransferase;
LDH-lactate dehydrogenase; Rl-resistance index; FMD-flow mediated dilatation; P/C
ratio-proteinuria/creat! ria ratio; SBP-systolic blood pressure; DBP-diastolic blood
pressure.

4 Mean + standard deviation and Student t test.

b percentual and Qui-square test.

¢ Median (IQR 25-75) and Mann Whitney test.

it was reassured by the fact that in women with the worst outcomes it
was remarkably lower. Furthermore, FMD of equal or less than 4.5%
seems to be a reliable cutoff point associated with a four-fold incre-
ment of complications and a 15 fold increased risk of major outcomes.
It is interesting to remember that low cutoff point should only be
used in a set of patients with known impaired endothelial function
[5], data is lacking to determine cutoff point for low risk population.
Despite the fact that our study was not meant to determine prediction
power, a preliminary analysis of the ROC curve suggests that FMD
might be a weak prognostic marker for preeclampsia complications
(AUC = 0.66; IC 95% 052-0.79). When used to predict major
outcomes AUC increases markedly (AUC = 0.84; IC 95% 0.73-0.96).

Preeclampsia has many clinical presentations, it is a multisystemic
disease that affects organs in different proportion, as illustrated by
cases of preeclampsia without proteinuria or hypertension. FMD of
brachial artery evaluates only one site, brachial artery endothelium,
and sometimes it might not reflect the severity of whole disease.
The variety of damage that can be caused by preeclampsia may be a
limitation for this method to predict the disease and complications.

FMD of brachial artery is decreased in complicated preeclampsia
in comparison with preeclampsia without complications. Severe en-
dothelial dysfunction, measured by FMD test, is associated with
higher risk of poor outcomes and may predict complications of the
disease. Preeclampsia etiology and pathophysiology are not fully
understood and probably this is the reason a specific predictor and
prognostic marker haven't been found. Our findings support the evi-
dence of endothelial dysfunction as a key mechanism for preeclamp-
sia complications and also that FMD may be a prognostic marker.
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Title: CCLS levels in placenta tissue, maternal and umbilical cord plasmas are
different in pregnant women with and without preeclampsia.
Abstract
OBJECTIVES: The present study estimated CCLS levels in placenta, maternal and umbilical
cord plasmas in preeclampsia and normotensive pregnant women.
METHODS: A cross-sectional study was conducted at Sdo Lucas Hospital — Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. Brazil. Following ethical
approval and informed written consent. samples were taken at delivery from 33 preeclamptics
compared to 36 controls, and stored at —80°C until assay. It was collected placenta biopsies,
maternal and umbilical cord blood plasmas to measure CCLS5 levels using a human ELISA
kit.
RESULTS: In preeclampsia CCL5 levels were increased in placenta (210.0+£85.8 ng/g protein
vs 14.244.2 ng/g protein) and maternal plasma (96.7£25.1 ng/dL vs 42.8+17.8 ng/dL). and
reduced in umbilical cord plasma (23.3£13.9 ng/dL vs 198.8+24.2 ng/dL) (P <0.001). A
negative correlation between CCLS35 in placental tissue and umbilical cord plasma was found
(r=-391; P=0.027) in preeclampsia group.
CONCLUSIONS: Distinct inflammatory profile between mother, placenta and fetus was
detected in preeclampsia versus normal pregnancy regarding CCL5 concentrations. It was
detected elevated in placenta and maternal plasma from women with preeclampsia and

reduced in fetal plasma.

Keywords: Cytokines: Hypertension. Pregnancy Induced: Blood. Fetal: inflanunation:

Chemokines.
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Abstract

Context: Preeclampsia is a pregnancy hypertensive syndrome. Leptin
participates in gestational metabolism.

Objective: To evaluate the association of leptin levels in the maternal plasma,
umbilical cord plasma and placental tissue of normotensive and preeclamptic
(PE) pregnant women.

Design: Observational case-control study.

Setting: Pregnants were selected at the Obstetrics QOutpatient Clinic and
Obstetrics Center of the Hospital Sdo Lucas, Pontifical Catholic University of Rio
Grande do Sul (HSL/PUCRS), Brazil.

Patients: 67 normal pregnant and 50 preeclamptic women.

Main outcome measures: Leptin levels were analysed in the maternal plasma,
umbilical cord plasma and placental tissue of 50 women with preeclampsia and
67 normotensive pregnant women. Plasma and placental leptin were measured
using the MagPlexTH-C microspheres system.

Results: Leptin levels were 40 times higher in the maternal plasma and 82 times
higher in the placental tissue of patients with preeclampsia in comparison to the
controls. The geometric means found were 19.59 ng/mL and 163.31 mg/g in the
PE group, and 13.96 ng/mL and 89.95 mg/g in the normotensive group,
respectively. Analysis of the umbilical cord plasma showed no significant
difference between the groups. The mean ratios found after adjustment for
maternal age, BMI and gestational age were: maternal plasma (MR=1.40; 95% CI:
1.00 - 1.97, p=0.049), fetal plasma (MR=1.33; 95% CI: 0.85- 2.09, p=0.216) and
placenta (MR=1.82; 95% CI: 1.11 - 2.98, p=0.019).

Conclusions: Leptin values found in patients with preeclampsia are significantly
increased in maternal plasma and placental tissue in comparison to the control.
The extremely high levels in the placenta are believed to have resulted from

studies that specifically aimed to evaluate biomarkers.

Keywords: pregancy induced hypertension; cytokines; placenta; pregnancy.
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ANEXO A - APROVACAO DO PROJETO PELA COMISSAO CIENTIFICA DO
HSL/PUCRS

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
FACULDADE DE MEDICINA
POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE

Of. 008/11-PG
Porto Alegre, 10 de janeiro de 2011.

A Pbés-Graduanda
Marta Ribeiro Hentschke
N/Faculdade

Prezada Pés-Graduanda:

N Comunicamos que _a proposta de tese intitulada “PRE-
ECLAMPSIA E HIPERTENSAO NA G’ESTACAO: AVALIACAO DE
ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS E CLINICOS” foi aprovada pela
Comissao Cientifica do Programa de Pds-Graduagdo em Medicina e Ciéncias
da Saude. ]

A mesma devera ser encaminhada ao Comité de Etica em
Pesquisa, através do setor de Pesquisas e Estagios, 2° andar do Hospital
S&o Lucas/PUCRS. Apds aprovagdo do CEP entregar copia na secretaria do
Programa. Em anexo, copia da avaliagéo.

Atenciosamente,

, —
Profa. Dr. Ma ahorgue Nunes

Coordenadora do Progra de P6s-Graduacgdo
em Medicina e Ciéncias da Saude

C/c: Prof. Dr. Carlos Eduardo Poli de Figueiredo

Campus Central
v . Av. Ipiranga, 6690 - P. 60 - 39 andar - CEP 90610-000
mc & Porto Alegre - RS - Brasil
' Fone: (51) 3320-3318 - Fax (51) 3320-3316

E-mail: medicina-pg@pucrs.br
www.pucrs.br/famed/pos
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ANEXO B - APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA E PESQUISA

DA PUCRS

Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF.CEP-671/11 Porto Alegre, 19 de abril de 2011.

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 11/05352 intitulado “Pré-
eclampsia e hipertensdo na gestacdo: avaliacido de aspectos
fisiopatolégicos e clinicos”.

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatérios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
) Atenciosamente,
Prof. Dr. Rodolfo Herberto Schneider
Coordenador do CEP-PUCRS
IImo. Sr.
Prof. Carlos Eduardo Poli de Figueiredo
HSL

Nesta Universidade

Campus Central

PUC Av. Ipiranga, 6690 - 3%ndar - CEP: 90610-000
: Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345

E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppg/cep
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Protease Inhibitor Cocktail |
(lyophilized powder)

Catalog # 20-201

Lot # 2064540

Formulation: AEBSF (2mM), EDTA (1mM), Bestatin
(130uM), E-64 (14uM), Leupeptin (1uM), Aprotinin
(0.3uM) when reconstituted in 100ml of buffer.
Supplied as lyophilized powder.

Reconstitution Instructions: Dissolve powder in
10ml of RIPA Lysis Buffer, 10X (Catalog # 20-188)
and transfer to a larger container to prepare 100ml
final volume. The powder may be prepared and
stored as a more concentrated stock for further

upstate | CHEMICON | %uv

THE EXPERTISE OF UPSTATE®, CHEMICON® AND LINCO"
S'NGW A PART OF MILLIPORE

Certificate of Analysis

Storage and Stability: Stable for 5 years when
stored unopened at -20°C from date of shipment.
Once reconstituted, this cocktail solution is stable for
up to 1 week at 4°C.

Applications: Use generally to inhibit serine,
cysteine, aspartic, and metalloproteases.

One ml of the cocktail will inhibit proteolytic activity
equivalent to 1mg of USP pancreatin. One bottle is
sufficient to inhibit proteases present in 20g of cellular
extract. Note that some organisms contain higher levels
of proteases and may require a higher concentration of
protease cocktail to inhibit the intrinsic proteolytic
activity.

FOR RESEARCH USE ONLY; NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC
PROCEDURES. NOT FOR HUMAN OR ANIMAL CONSUMPTION

ourp are il for

dilution.

Inhibitor | Target

AEBSF Serine proteases, such as trypsin
chymotrypsin.

EDTA Metalloprot

Bestatin Aminopeptidases, such as leucine
aminopeptidase and alanyl
aminopeptidase.

E-64 Cysteine and thiol proteases, such as
calpain, papain, cathepsin B, and
cathespin L.

Leupeptin | Serine and thiol proteases, such as
calpain, trypsin, papain, and cathepsin
B.

Aprotinin Serine proteases such as trypsin,
chymotrypsin, plasmin, trypsinogen,
urokinase, and kallikrein. Inhibits
leukocyte elastase but not pancreatic
elastase.

Unless otherwise stated in our catalog or other doct

use only and are not to be used

for any other purpose, which includes but is not limited to, unauthorized commercial uses, in ) vitro dlagnosnc uses, ex vivo or in vivo therapeutic uses or any type of consumption

or application to humans or animals.

©2001 -20011: Millipore Corporation. All rights reserved. No part of these works may be reproduced in any form without permission in writing.

20-201/04-MAR-11/trd-formatting

28820 Single Oak Drive * Temecula, CA 92590

Technical Support: T: 1-800-MILLIPORE (1-800-645-5476) « F: 1-800-437-7502

www.millipore.com
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ANEXO D - RELATORIOS DO DOUTORADO SANDUICHE PELOS

ORIENTADORES PROF. DR. CARLOS EDUARDO POLI DE FIGUEIREDO E
PROF. LUCILLA POSTON.

Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
Processo 4608-11-9
Doutorado Sanduiche CAPES

Parecer Orientador Brasileiro

Aluna bolsista: Marta Ribeiro Hentschke (processo: 4608-11-9)
Orientador: Carlos Eduardo Poli de Figueiredo

A Doutoranda Marta Ribeiro Hentschke concluiu seu periodo de estagio
“sanduiche” no King's College London e retormou as suas atividades de doutorado
MD/PhD na Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul. O seu
desempenho foi excelente. A Marta dedicou-se as atividades de pesquisa no
Departamento de Saude da Mulher do KCL, sob a Orientagao da Professora Lucilla
Poston e do pesquisador Hiten Mistry. Ela aprendeu diversas técnicas laboratoriais, €
executou diversos estudos no periodo. Estabeleceu forte ligagdo com o grupo e
tornou-se respeitada pela equipe. Tive oportunidade de visita-la durante o seu estagio
em Londres quando fomos com o Reitor da PUCRS estabelecer termo de cooperagao
entre as Universidades. O papel da Marta foi importante, consolidando a nossa
cooperagio internacional.

Ela conseguiu com sucesso concluir diversas etapas dos estudos, sendo que
um trabalho ja foi encaminhado para publicagdo, e seguiremos com a cooperagao
estabelecida no estudo de protedmica, que & um projeto de longo prazo.

A sua dedicagdo e competéncia foram reconhecidas pelos pares internacionais
pelos relatos que recebi dos nossos colaboradores. A sua capacidade de lideranga e
de agregagdo, j4 demonstradas aqui na PUCRS foram também observadas em
Londres.

O retorno dela para o nosso grupo representa um salto de qualidade.
Considero que a Marta atendeu todas as metas propostas e que o apoio da CAPES foi
essencial para esta etapa na formagao. Tenho certeza que a Marta ir& contribuir muito
para o progresso da ciéncia e da medicina no Brasil.

Porto Alegre, 14 de Janeiro de 2013

L Ry, i
g I8 CREMERS 13.112

(Carlos Eduardo Poli de Figueiredo — Orientador)
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An Academic Health Sciences Centre for London Pioneering better health for all

Division of Women's Health

Women’s Health Academic Centre King’s College London
Women's Health Academic Centre KHP

St Thomas Hospital

10” Floor, North Wing

Westminster Bridge Road

London SE1 7EH

Tel: 020 7188 3639
Fax: 020 7620 1227

5™ December 2012
To whom it may concern,
Re: PhD Student Marta Ribeiro Hentschke — CAPES: 4608-11-9

1 am very pleased to provide a report on Dr Marta Ribeiro Hentschke’ stay in our department
(Division of Women's Health, Women's Health Academic Centre, King's College London). Marta has
made important contributions to our team during her visit from December 2011 to November 2012
under the supervision of Dr. Hiten Mistry. This was funded by a generous scholarship from CAPES.

During her time here, Marta became an integral part of the Division and was able to
participate and learn about many of the different research projects being conducted across the
Division. Marta also took the opportunity of observing obstetric clinics within St. Thomas’ Hospital,
which provided an insight into the medical arena in the UK.

During her time at King’s, Marta completed several projects, all related to preecl%mpsia.
Firstly, she investigated placental lipoprotein receptor expression (LDL-R; LRP-1; SRBI; PON-1;
ABCA1; MTTP; PDIA2) as well as maternal and fetal serum lipoprotein concentrations from women
with pre-eclampsia and normotensive control women. This project enabled Marta to develop and
learn several new molecular techniques including, RNA extraction, reverse transcription and
quantitative real-time PCR. The data from this project was selected for an oral presentation, which
Marta presented at the International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy World
Congress in Geneva, July 2012. A manuscript of this work has been submitted to Placenta entitled:
‘Maternal and fetal lipoprotein concentrations and expression of placental lipoprotein transporters
in pre-eclampsia and ‘normotensive controls, and the association with small-for-gestational-age
infants’.

A second project Marta was involved with investigated the mRNA and protein placental ‘
expression of the Caveolae system (cavin-2, cavin-3, cavin-4, caveolin-2, caveolin-3 and iNOS) in two
different groups of pregnant women (Normotensive Controls and Preeclampsia). Marta is currently
comparing these data with maternal and fetal lipoprotein concentrations and the placental
lipoprotein results to establish any correlations. This project further enhanced her molecular biology
skills, but also expanded on her techniques, such as Western Blots and immunohistochemistry. Data
analysis is still underway, with a plan to submit a paper early next year.

The final project that Marta was involved in was investigating potential biomarkers in urine
for the diagnosis and/or prediction of pre-eclampsia and other hypertensive and renal complications
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in pregnancy. This work led Marta to work within the King’s Centre of Excellence for Mass
Spectrometry at our Denmark Hill campus. Here, she was able to learn many new methods involved
in the preparation of urine for analysis including acetone precipitation, immunodepletion, running
SDS-PAGE gels, in-gel trypsin digests. In addition, Marta gained experience in setting up and running

these samples through several different mass spectrometry platforms, as well as analysing the vast *

amount of data resulting from this. As this project is still on-going, Marta’s significant contributions
in this work will be acknowledged in any manuscripts that will result from this work.

Marta also gave several presentations within the Division to a range of multidisciplinary
scientists and clinicians, which were all well received. Marta was also involved in a BBSRC Young
Entrepreneurs Scheme (YES) with other PhD students within the Division, adopting the role as
Managing Director, which has enhanced her presentation and team working skills as well as
exposure to commercialising research. Marta’s presence in our Division over the year has been a
great pleasure and the whole group has much appreciated her stay with us. This scholarship has
been very productive and a further incentive for continued bilateral collaboration.

Yours faithfully,

£

Professor Lucilla Poston

Head of Division of Women’s Health
King’s College London
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