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RESUMO

Introducdo: A fosfodiesterase € um nucleotideo ciclico responsavel pela hidrélise de
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico e/ou monofosfato ciclico de guanosina, que apresenta
grande importancia clinica. A atividade da fosfodiesterase esta elevada no soro de pacientes
com Sindrome de Pré-Eclampsia (SPE). Essa sindrome multissisttmica e complexa
permanece com etiologia desconhecida, seus mecanismos estdo relacionados com disfuncéo
endotelial e abrange uma parcela consideravel de gestantes no mundo. Objetivos: Em
gestantes com ou sem SPE: a) comparar a concentragdo da proteina PDES5 no sangue materno;
b) comparar a atividade enzimatica da PDES5 na placenta; ¢) comparar a expressdo de mRNA
da PDES5 na placenta. Metodologia: Estudo de caso-controle incluindo 151 pacientes (100
controles (GC) e 51 com SPE). A concentracdo de PDES5 no plasma materno foi avaliada com
um Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica, a atividade enzimatica na placenta foi realizada
utilizando um ensaio colorimétrico e a expressdo placentéaria por qRT-PCR. Resultados: A
concentracdo de PDES5 no plasma materno ndo foi significativamente diferente entre os
grupos (GC: 0,11 £ 0,04 ng/ mL; PE: 0,11 + 0,01 ng / mL, p = 0,307, Teste t de Student). No
entanto, a expressao de PDES no tecido placentario foi 1,125 vezes maior no grupo com SPE
(p> 0,001), sendo 0,1 o valor minimo e 5,454,9 o maximo. A atividade enzimatica da PDE foi
semelhante entre os dois grupos (NC: 0,41 + 0,28; PE: 0,42 £ 0,26 nmol; p = 0,955; teste de
Mann Whitney). Conclusdo: Os niveis de PDE5 encontrados aumentados na placenta podem
representar um evento fisiopatolégico ou fenémeno adaptativo. Considerando-se 0s niveis
normais da enzima no plasma das pacientes com SPE e a expressao elevada nas placentas das
mesmas- sugere-se que a placenta tenha um papel central na fisiologia da SPE. As alteracdes
associadas a PDE5 na SPE sugerem que esta enzima tenha um papel relevante nos processos

fisiopatoldgicos associados a vasoconstricdo apresentada por estas mulheres.

Palavras-chave: Fosfodiesterases. Vasoconstricdo. Hipertensdo. Proteindria. Placenta.



ABSTRACT

Introduction: Phosphodiesterase is a cyclic nucleotide responsible for the hydrolysis of
cyclic adenosine 3 ', 5'-monophosphate and / or cyclic guanosine monophosphate, which is
important for clinical aspects. Phosphodiesterase activity is elevated in the serum of patients
with Pre-Eclampsia Syndrome (SPE). This complex multisystemic syndrome remains with
unknown etiology, its mechanisms are related to endothelial dysfunction and it covers a
considerable fraction of pregnant women in the world. Objectives: In pregnant women with
or without SPE: a) to compare the concentration of PDE5 protein in maternal plasma; b) to
compare PDE5 enzymatic activity in the placenta; ¢) to compare placenta PDE5 mRNA
expression. Methodology: Case-control study including 151 pregnant (100 controls and 51
with SPE). The concentration of PDE5 in maternal plasma was evaluated with an Enzyme
Immunoadsorption Assay, enzymatic activity in the placenta was performed using a
colorimetric assay and placental expression by gRT-PCR. Results: The concentration of
PDES5 in maternal plasma was not different between groups (GC: 0.11 + 0.04 ng / mL, SPE:
0.11 £ 0.01 ng / mL, p = 0.307, t Student). However, the expression of PDE5 in placental
tissue was 1,125 times higher in SPE group (p> 0.001), with 0.1 being the minimum value
and 5,454.9 being the maximum. The enzymatic activity of PDE was similar between groups
(GC: 0.41 = 0.28, SPE: 0.42 £ 0.26 nmol, p = 0.955, Mann Whitney test). Conclusion:
Increased levels of PDE5 found in placenta may represent a pathophysiological event or
adaptive phenomenon. Considering the normal levels of the enzyme in SPE plasma and high
expression in placentas of the same group - it is suggested that the placenta plays a central
role in SPE physiology. The alterations associated with PDE5 in SPE suggest that this
enzyme has a relevant role in the pathophysiological processes associated with the

vasoconstriction presented by these women.

Keywords: Phosphodiesterases. VVasoconstriction. Hypertension. Proteinuria. Placenta.
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Introducdo-




1. INTRODUCAO

A presente pesquisa abrange um dos estudos realizados pelo Grupo de
Nefrologia do Hospital Sdo Lucas (HSL) da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (PUCRS), juntamente com o apoio do Servi¢o de Obstetricia; integra o0s
dados da Tese de Doutorado da bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ), edital 2015/1.

A estruturacdo do trabalho segue as orientacbes do Pds-Graduacdo em
Medicina e Ciéncias da Saude (PPGMCS) da PUCRS com Introducéo,
Desenvolvimento, Discussdo, Perspectivas, Conclusdo e Consideracdes Finais. No
encerramento foram incluidos publicacbes realizadas em parceria com o grupo de
Nefrologia da PUCRS (Medical Hypothesis 2017- com fator de impacto de 1.120 e na
Current Hypertension Reports 2018- com fator de impacto de 3.234), além do artigo
final que serd submetido a American Journal of Obstetrics and Gynecology (fator de
impacto de 5.732). O trabalho conta também com mais dois artigos: um na Revista
Cuidado em Enfermagem do Centro Universitario do Inedi, Janeiro/2016 e outro no
Journal Diabetes & Metabolism/2016- fator de impacto 3.744, totalizando 5 publicagdes
ao final do Doutorado- realizadas, publicadas e submetidas ao longo do periodo, em
parceria com colegas do PoOs-Graduacdo, em disciplinas especificas, as quais
estimularam esta pratica. No que se refere ao modelo da Tese, seguimos as orientacdes
estabelecidas pela Biblioteca Central Irm&o José Otdo da PUCRS-2018 (disponivel no

site da instituicdo).



1.2 REFERENCIAL TEORICO

1.2.1 Placentac@o: membranas envolvidas, estrutura e funcéo

Um dos 6rgdos mais importantes ja estudado na pré-eclampsia € a placenta.
Essa tem o papel de atuar como importante mediadora da comunicacao essencial entre
mée e feto. (DE MOORE KL et al, 2004; HILL, 2007; MONTENEGRO et al, 2018).
Responsavel também pela transmissdo de anticorpos maternos, detoxificagdo de
substancias, realizagdo das trocas gasosas, de eletrolitos e de nutrientes, consegue sanar
as necessidades impostas pelo feto durante o aumento dos fatores nutricionais
responsaveis pelas significativas mudancas que acontecem. A placenta humana ¢ do tipo
hemocorial e possui dois componentes especiais- a porcdo fetal (derivada do cério
frondoso ou corio viloso) e uma por¢do materna, a qual se deriva da decidua basal. Ja os
chamados espacos intervilosos sdo preenchidos com sangue, e esta zona entre as placas
coridnicas e decidual contém aproximadamente 150 mL de sangue materno, renovados
de 3-4 vezes por minuto (DE PAOLI, 2015). A Figura 1 mostra a face fetal de uma
placenta de gestante saudavel e a Figura 2, a face materna de placentas com pré-

eclampsia contendo regides com hemorragia e calcificagdes.

Figura 1 - Fotografia da Placenta Normal.

Legenda: Face fetal da placenta. Fonte: A Autora (2018)



Figura 2- Fotografia das Placentas de Pré-Eclampticas.

Nota: Em ambas as fotos ha placentas tipicamente formadas em condicfes adversas,

muito comuns na Pré-Eclampsia (Fonte: A Autora 2018).
1.2.2 Hipertensao Arterial Sistémica

A hipertensdo arterial € uma manifestacdo clinica, advinda de maultiplos
fatores e caracterizada por aumento nos niveis de pressdes arteriais > 140 mmHg
(pressédo arterial sistolica - PAS) e/ou > 90 mmHg (pressdo arterial diastolica-PAD)
(MALACHIAS et al, 2016). As gestantes acabam convivendo com esta manifestacdo
em muitas ocasides, e observa-se que a elevacdo da pressao arterial pode acometer a

salde materna e fetal.

1.2.3 Doenca Hipertensiva Gestacional

A Doenca Hipertensiva Gestacional (DHG) é a patologia que mais se
apresenta durante a gravidez, sendo que sua ocorréncia pode alcancar 7,5% das
gestantes, as quais apresentam-se predominantemente em 2,3% com Pré-Eclampsia
(PE) e 0,5% de Pré-Eclampsia Sobreposta (PES) no Brasil (GAIO et al, 2001),
provocando algumas manifestacdes e complicacdes hipertensivas, que afetam de 5-10%
de gestacGes e aumentam consideravelmente, as taxas de morbimortalidades maternas
(CUNNINGHAM et al, 2001; HNAT et al, 2002; ACOG, 2013). Sua classificacdo
apresenta-se da seguinte forma: Hipertensdo na Gestacdo (HG) definida pela pressédo
arterial > 140 x 90 mmHg; PE quando é diagnosticada apo6s a 20* semana gestacional

associada a proteinuria (> 0,3g de proteina na urina de 24 horas ou > 2 cruzes em



amostra de EQU - exame qualitativo de urina - com normalizacdo de ambas até 12
semanas apo0s o parto); Hipertensdo Cronica (HC) identificada antes da gestacdo ou
anteriormente a 202 semana gestacional; PES quando a mulher possui niveis pressoricos
previamente elevados e desenvolve proteindria ap6s a 20* semana de gestacdo
(Quadro 1) (NHBPEPWG, 2000).

Quadro 1 - Classificacdo da Doenca Hipertensiva Gestacional

Hipertensao Proteinuria
Classificagio 1G<20 1G>20 1G>20
Hipertensao Gestacional - - -
Hipertensao Cronica e + -
Pré-eclampsia - + g
Pré-eclampsia sobreposta it o= +

Legenda: IG (Idade Gestacional) (Fonte: Adaptado de NHBPEPWG, 2000)

A DHG pode ser assintomética e os sintomas depende do seu diagndstico o
qual se restringe ao exame fisico e dados laboratoriais. A eclampsia é quando ha
progressdo da doenca com sintomatologia especifica: paciente apresenta convulsdes,
pressdo arterial sistélica acima de 140 mmHg e presenca de proteindria patoldgica
associada. Em casos mais graves pode ocorrer a Sindrome HELLP (NHBPEPWG,
2000; RATH et al, 2000; MARTIN, 2013; TRANQUILLI et al, 2014; LOWE et al,
2014; MALACHIAS et al, 2017.; MONTENEGRO E REZENDE, 2012; ACOG, 2013).
A denominacdo HELLP, deve-se ao acrénimo dos trés critérios estabelecidos para sua
presenca: H= hemolise, EL: elevacdo das enzimas hepéticas, LP: contagem baixa de
plaquetas. Apresenta frequéncia que varia de 0,5 a 0,9% durante as gestacbes e
expressa-se geralmente, entre a 272 e a 372 semana de gravidez e ap0s o parto, quando
temos ocorréncia de 30% dos casos (SIBAI et al, 1993; BARTON E SIBAI, 2005;
WEINSTEIN, 2005). Foi descrita primeiramente em 1982, por Louis Weinstein que
relatou a descoberta e observacdo de 29 casos de PE, nos quais foi constatada
trombocitopenia, hemdlise intravascular evidenciada nos achados de esfregacos

sanguineos e alteracdes nos testes de fungédo hepatica.



1.2.4 Pré-eclampsia

E um disturbio acompanhado de um aumento de morbimortalidade materna
e perinatal, dependente da gravidade da patologia. Pode ser fatal, sendo o principal
tratamento a retirada da placenta culminando no término da gestacdo. Quando h&
viabilidade fetal € importante tentar postergar a interrupcéo da gestacao, e nesta situacdo
medicamentos estabilizadores, como os anti-hipertensivos, sdo empregados (BYRNE,
2015; MOL BWJ et al, 2016). Ha também mecanismos fisiopatologicos que podem
provocar alteragdo metabolica, estresse oxidativo e interferéncia de fatores de risco,
como: obesidade, tabagismo, idade avancada, doenca renal, diabetes, entre outros
(REDMAN E SARGENT, 2005; FACCA, 2012).

Dividi-se em dois estagios propostos por Redman: o primeiro corresponde a
placentagdo insuficiente, acarretando aumento na resisténcia da circulagdo
uteroplacentaria; o segundo envolve a reacdo materna por ativacdo da resposta
inflamatoria e da disfuncdo endotelial (ROBERTS E HUBEL, 2009; REDMAN et al,
2014; REIS et al, 2010; BYRNE, 2015).

Outras teorias foram e continuam sendo propostas na tentativa de entender
sua etiologia e manifestagdes clinicas. Algumas pesquisas mencionam a liberacdo de
fatores na circulagdo materna e a existéncia de aspectos imunogenéticos- como
respostas adaptativas associados ao sistema HLA (Antigeno Leucocitario Humano) e
formacdo do Oxido Nitrico (NO), ambos considerados potenciais estopins
fisiopatologicos da PE. (DAVIES, 1985; ROBERTS et al, 1989; REDMAN et al, 1999;
ROBERTS E COOPER, 2001; LEVINE et al, 2004; WAREING et al, 2004,
PINHEIRO DA COSTA et al, 2006; FOUNDS et al, 2009; REDMAN E SARGENT,
2010; POWE et al, 2011; MERT et al, 2012; SALLES et al, 2012;
CHAIWORAPONGSA et al, 2014).

Em 2014, Redman prop0s a existéncia de seis estagios para o disturbio em
questdo, apds anos de estudos e hipotetizacdes ligadas a distintas teorias. No entanto,
com o avango das pesquisas observamos mudancas em relacdo ao assunto e tudo leva
crer que no primeiro estagio ainda temos a isquemia placentaria. Na segunda fase
teriamos o periodo da manifestacdo clinica da doenca, no terceiro existe uma
placentacdo defeituosa, nos demais estagios (do 4° ao 6°) acontecem na segunda metade

da gravidez. Em cada novo estagio temos o surgimento de determinados episodios, por



exemplo: no 1° temos uma fase assintomatica e pré-clinica, no decorrer da 8 e 182
semanas de gestacdo ocorre a remodelacao das artérias espiraladas. Porém, ja sabemos
gue ha envolvimento de muitos outros fatores responsaveis pelo estopim da PE, os quais
acarretam uma ativagdo leucocitaria e endotelial, a qual atinge de forma

multissistémica, distintos érgdos e sistemas maternos.
Assim, torna-se relevante entendermos o0s demais estagios:

a) 2° estagio - trata da expressdo da doenca clinicamente nomeada de
nova hipertensdo e nova proteindria, afetando ap6s implantacao,

tanto a salide quanto o desenvolvimento do embrido;

b) logo ap6s a 8% semana, ocorre a abertura da placenta - fato que pode
ser considerado prematuro e pode vir a tornar existente uma ma-

placentagdo, constituindo o estagio 3;

c) os demais estdgios que correspondem ao 4°, 5° e 6° no estagio 4°
existem fatores derivados do excesso e do déficit do sangue materno

na placenta, 0s quais se apresentam previamente aos sinais clinicos;
d) o inicio do 5° estagio - ocorre quando ha diagnostico de PE;

e) no 6° estagio - menos da metade das pré-eclampticas sdo afetadas,
nele ha maior diminuigdo da perfusdo uteroplacentéria predispondo a
trombose da artéria espiralada e criando um ambiente responsavel

pelo evento de isquemia placentaria (REDMAN, 2014).

O entendimento da PE tomou maiores dimensdes, considerando que essa é
uma sindrome que atinge distintos 6rgdos e sistemas do corpo da gestante, sendo
complexa e de etiologia ainda desconhecida, abrange uma parcela consideravel de
gestantes em todo mundo. Acredita-se ser um distarbio em que varios fatores
influenciam sua natureza, apresentando em comum, 0 surgimento ou progressao da
hipertensdo arterial e excre¢do urinaria de proteinas apds a 20* semana gestacional
(NICE, 2010; SOGC, 2014; BYRNE, 2015; LOWE et al, 2014). Ja os dados
epidemioldgicos nos dizem que um numero considerdavel de gestacBes (0,2-5%) é
complicado pela hipertensdo prévia e a PE. Na Australia especificamente, quando
presente durante a segunda metade da gravidez, acomete cerca de 22% das mulheres
com hipertensdo cronica (LOWE et al, 2014).



1.2.5 PE: Tratamento e abordagens atuais

O tratamento mais eficaz ainda é a retirada da placenta com a interrupcao da
gestacao, mesmo que possa ser de risco para o feto devido as complicagdes relacionadas
a prematuridade. O tempo de interrupcéo € baseado na idade gestacional, nas condi¢des
materno-fetais e na gravidade da doenca. E muito importante avaliar o ambito clinico
total como: sinais premonitorios, doencas associadas e Sindrome HELLP (HADDAD et
al, 2000; VIGIL-DE GRACIA 2001; LEUNG et al, 2018).

1.2.6 Disfun¢do Endotelial na Pré-Eclampsia

A circulacdo uteroplacentaria inadequada causa uma cadeia de eventos
responsavel pela isquemia, liberacdo de substdncias vasoativas na mae, geracdo de
danos endoteliais e consequentes modificagdes na sua funcdo. Essa disfuncdo endotelial
sisttmica forma uma série de mudancas na conexdo sangue-tecido, incluindo o processo
trofoblastico defeituoso nas artérias uterinas, gerando um ambiente hipoxémico
(GRANGER et al, 2001) (Figuras 3 e 4).

Figura 3 - Esquema ilustrativo da Patogénese da Pré-Eclampsia

Pré-Eclimpsi I - Liberacio de fatores
reteampsia squertia . ANTI-ANGIOGENICOS
na circulacio materna

4

Cascata desencadeada
pela combinacio da
Resposta inflamatéria
anormal materna

(PE) Placentdria

Disfuncio endotelial +
Desequilibrio Angiogénico
e do Relaxamento
vascular anormal

A vasoconstrigio tem sido evidenciada como um dos fatores envolvidos na patogénese da PE.

(Fonte: A Autora, 2018)




Figura 4 - Artérias espiraladas: a) Paciente ndo gravida; b) Pré-eclampsia;
c) Gestacdo normal.
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Em decorréncia ao quadro isquémico do tecido placentario, alguns fatores
nocivos ao endotélio vascular sao liberados, dentre eles as espécies reativas de oxigénio,
agregacdo plaquetaria, ativacdo do sistema de coagulacdo, elevacdo da permeabilidade
da parede do vaso, aumento da reatividade e desregulacdo do controle do ténus da
parede vascular, interligado com elevacdo da pressdo arterial, gerando a ativacdo
endotelial sisttmica materna, conhecida como segundo estagio da pré-eclampsia devido
a resposta inflamatoria, placentacdo anormal e hipoxia placentaria (GREER et al., 1994;
REDMAN E STAFF, 2015; FOLK, 2018). Placentas com PE passam a produzir mais
perdxidos lipidicos do que quando temos uma placenta em gravidez normal. Assim,
estes perdxidos lipidicos s@o considerados possiveis toxinas placentarias liberadas na
circulagdo materna durante a pré-eclampsia (MOMBOULI E VANHOUTTE, 1999;
CHAMBERS et al., 2001).

1.2.7 Fisiopatologia da Pré-Eclampsia

As alteracOes presentes nos niveis circulantes de agentes vasoativos, como
0s encontrados no endotélio, no caso as catecolaminas, angiotensina, prostaciclinas e
oxido nitrico refletem uma ativacdo anormal encontrada no endotélio vascular materno.

Quanto aos mecanismos descritos na fisiopatologia da PE, temos a vasodilatacéo



antagonista, principalmente quando ha uma agdo interrompida do NO originando uma
vasoconstricdo no masculo liso vascular atraves da hidrolise do - Monofosfato Ciclico
de Guanosina (GMPc), realizada pela(s) Fosfodiesterase(s) (PDE). Enquanto isto, se
sugere que na pré-eclampsia a atividade das PDE possa estar aumentada em diversos
locais como: no plasma materno e na placenta, mais especificamente o subtipo
fosfodiesterase-5, podendo estar ligado a manifestacBes clinicas dessa sindrome
(PINHEIRO DA COSTA et al, 2006; NELSON et al, 2014; STARK et al, 2014;
LARRE et al, 2017). Entdo, o aumento dessa atividade fosfodiesterasica indicaria que a
acdo do 6xido nitrico ndo é adequadamente efetivada nos vasos de mulheres com pré-
eclampsia, resultando em vasoconstricdo. A gestacdo normal é um estado de
vasodilatacdo no segundo trimestre, enquanto a PE estd intimamente associada a
vasoconstricdo (IZUMI et al, 1994; PINHEIRO DA COSTA et al, 2006). Porém, é na
méa placentagdo decorrente da invasdo trofoblastica frustada que encontra-se a
responsabilidade pela producdo de fatores maternos relevantes, dentre eles: os
comportamentais ou ambientais, desencadeadores das manifestacdes enfrentadas por
essas pacientes (REDMAN et al, 2014). Além da liberacdo de outros fatores como os
placentarios, por exemplo, Feline McDonough Sarcoma-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1),
endoglina soluvel, autoanticorpos agonistas ao receptor de angiotensina tipo 1 e
citocinas inflamatérias (REDMAN E STAFF, 2015) (ROBERTS E HUBEL, 2009;
REIS et al, 2010; NELSON et al, 2014; STARK et al, 2014). Outros agentes
vinculadores que merecem destaque sdo 0s encarregados pela conexao entre os dois
estagios: o estresse oxidativo (estimulado pela placenta hipoxica) e os fragmentos de
sinciciotrofoblasto os quais sdo nanoparticulas que encontram-se liberadas na circulacéo
materna e contribuem para o desequilibrio gerado nos fatores angiogénicos em relacéo
aos fatores antiangiogénicos. Esses, dependendo do grupo de mulheres estudado, podem
fornecer informacdes Unicas, relacionadas as distintas ligacdes e aos subtipos de pré-
eclampsia. Na investigagdo da fisiopatologia e das novas opcdes terapéuticas que
auxiliariam na prevencao do estagio 2 (o qual pode ser uma resposta fetal adaptativa ao
acesso junto aos nutrientes), alguns autores defendem a busca de um denominador
comum preexistente. (ROBERTS E HUBEL, 2009; NELSON et al, 2014; STARK et al,
2014).

George e colaboradores (2012), tornaram publico a importancia de estudar

também a ativacdo do Sistema Endotelina, para verificar possiveis relacbes com a



fisiopatologia da PE. E uma potente substdncia vasoconstritora do sistema
cardiovascular denominada Endotelina (ET-1). E composta por 21 amino&cidos,
liberada e produzida a partir de células endoteliais que atuam quando ha liberagdo do
ET-1. Ambos promovem adequado equilibrio arterial durante a gravidez, através das
irregulares sinalizagbes oriundas de receptores, estimulam a vasoconstricdo e a
hipertensdo na pré-eclampsia, fortalecendo a possibilidade de que ET-1 participe da
patogénese da sindrome atuando secundariamente junto aos fatores anti-angiogénicos,

sFlt-1 e endoglina soltvel (SEng) liberados pela placenta.

1.2.8 Via L-arginina-NO-GMPc na Pré-Eclampsia

Um dos principais reguladores dos tbnus vascular e potente mensageiro
quimico vasodilatador que aumenta o fluxo sanguineo uterino, é o NO. Produzido a
partir da L-arginina, o NO é um relaxante do musculo liso vascular que também inibe a
agregacao plaquetaria. As vias da L-arginina e do NO podem estar envolvidas nas
alteragdes hemodinamicas e de vasoconstricdo da PE- pois quando temos a presenca das
PDE neste ciclo, ocorre a inibicio do GMPc e este acaba por ndo desencadear a
vasodilatacdo, mecanismo associado a hipertensdo presente na sindrome (BYRNE,
2015; BRANDAO, 2011) (Figura 5).

Figura 5 - Via L-arginina-NO-GMPc no sistema vascular demonstrando a
vasodilatacdo induzida pelo GMPc (pontilhado em azul).
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LEGENDA: Via L-arginina-NO-GMPc (Fonte: Carlos Eduardo Poli-de-Figueiredo, 2016)



Como consequéncia direta dessas a¢des, acontece 0 vasoespasmo arteriolar
generalizado- o qual, promove mudancas funcionais e morfoldgicas no sistema vascular,
sendo a primeira delas a elevagdo dos niveis pressoricos, seguida de lesdo endotelial
renal, levando a glomerulonefrite e proteindria clinicamente patoldgica, resultando na
expressdo classica diagnosticada como PE em gestantes (BYRNE, 2015; BRANDAO,
2012) (Figura 6).

Figura 6 - Diagrama da Fosfodiesterase e Via L-arginina-NO-GMPc.
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LEGENDA: Relacdo da Fosfodiesterase e Via L-arginina-NO-GMPc (Fonte: Carlos
Eduardo Poli-de-Figueiredo, 2016)

No endoteélio, esse gas é formado pela enzima sintetase endotelial do éxido
nitrico (eNOS) por meio da conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina e NO, a
qual tem um papel crucial na gravidez. (PINHEIRO DA COSTA, 2003; GALAO et al,
2004; RODRIGUES, 2012; BRANDAO, 2011; ALMEIDA E SOUZA, 2016).

As principais vias endoteliais mais conhecidas estdo aumentadas na
gravidez, sdo elas: NO, prostaciclina, fator endotelial hiperpolarizante, sulfeto de
hidrogénio (HADDAD et al., 2000; KUKREJA et al, 2004; GOKINA E GOECKS,
2006; GOKINA et al, 2010; HENTSCHKE, 2013; SHEIBANI et al, 2017). No entanto,
a maioria delas encontram-se suprimidas durante o periodo gestacional da PE-

repercutindo no fracasso dos processos adaptativos vasculares. JA que se comprovou



que ha sim é uma diminuicdo nos fatores responsaveis pela regulagcdo, os quais sdo
responsaveis pela disfuncdo multissitémica (GEORGE E GRANGER, 2017).

Nesse ambiente ha uma elevacdo do estresse oxidativo e da inflamacéo,
liberagdo de citocinas, levando ao aumento generalizado e desenfreado da disfuncéo
endotelial materna (REDMAN E SARGENT, 2009; CHAIWORAPONGSA et al, 2014;
SASSER et al, 2015).

Na gravidez saudavel temos um utero que sofre uma invasdo
citotrofoblastica em suas artérias espiraladas, as quais promovem uma alteracdo no
endotélio vascular, que tera um suprimento sanguineo elevado e adequado com
consequente diminuicdo de sua resisténcia (KHONG et al, 1986). Na angiogénese
contamos com os fatores angiogénicos (PIGF; VEGF), durante a remodelacdo vascular.
Esses sdo necessdrios para geracdo de um suprimento apropriado existente no
desenvolvimento tanto fetal, quanto do tecido placentario (EMILI et al, 2002;
GEORGE, 2014). Neste momento nas gestantes acometidas pela PE, o éxido nitrico
endotelial através da ativacdo da guanilato-ciclase, produz o GMPc, induzindo
relaxamento vascular. A fosfodiesterase entdo, regula a atividade do GMPc e quando
acontece temos desequilibrio no relaxamento vascular Gtero-placentario e inibicdo da
agregacdo plaquetaria. Quando a fosfodiesterase 5 age no GMPc, temos um aumento de
PA e uma vasoconstricdo (DAVIES, 1985; MONCADA E HIGGS, 1993; SCHNEIDER
et al, 1996; PINHEIRO DA COSTA et al, 2006).

Essa seria a principal razdo que relaciona PDE e NO, sugerindo 0 uso de
inibidores da PDE como possiveis alvos terapéuticos para a pré-eclampsia; com
possivel efetividade na rotina didria dos centros obstétricos, uma vez que poderiam
prolongar a gravidez e melhora consideravel do conjunto feto-materno, diminuindo a
hipdxia e melhorando a perfusdo uteroplacentaria (DOWNING et al, 2004; PINHEIRO
DA COSTA et al, 2006; EVERETT et al, 2012; LARRE et al, 2017; SIBLEY, 2017;
TANAKA et al, 2017).

1.2.9 Fosfodiesterases

A PDE é um nucleotideo ciclico formado por um conjunto de enzimas
integradas por uma familia relacionada a catalizacdo da hidrélise seletiva da adenosina
3',5-monofosfato ciclico (CAMP) e/ou monofosfato ciclico de guanosina (cGMP),

moléculas de sinalizacdo, as quais tem grande importancia clinica. Os avangos ocorridos



na biologia, além de identificarem os seus subtipos adicionais, permitiram também uma
maior compreensao quanto a distribuicao nos tecidos e sua prépria funcionalidade junto
a classe (BEAVO E BRUNTON, 2002; DENINNO, 2012).

Segundo Pinheiro da Costa e colaboradores (2006), os niveis plasmaticos
das fosfodiesterases encontraram-se aumentados em pacientes acometidas pela PE,
tornando as PDE um importante fator de estudo na fisiopatologia dessa sindrome. Sao
enzimas cuja principal funcdo é regular os niveis celulares dos segundos mensageiros
CAMP e cGMP, controlar suas velocidades de degradagdo, regular a amplitude de
sinalizacdo dentro dos dominios subcelulares, a localizacdo e a duracdo das respostas
desencadeadas por esses. Os mensageiros agem como adenilil ciclase e guanilil ciclase-
ao controlar uma grande variedade de respostas bioldgicas- incluindo o relaxamento
uteroplacentario, da vasculatura e inibicdo da agregacao plaquetaria, na regulacéo tanto
da amplitude quanto da duracdo das respostas desencadeadas pelos hormonios e pelos
neurotransmissores, sendo importantes reguladores da transducéo de sinal (FRANCIS et
al, 2001; BEAVO E BRUNTON, 2002; RYBALKIN et al, 2003; SANTOS-SILVA et
al, 2008; DENINNO, 2012; MAURICE et al, 2014; ACAUAN FILHO et al, 2016;
LARRE et al, 2017; CURI, 2002).

A superfamilia de enzimas PDE, em mamiferos, é composta por 11
diferentes isoformas e classificada de acordo com as seguintes caracteristicas: sua
estrutura tridimensional- sequéncia, propriedades cineticas, formas de regulacéo,
funcdo, localizagdo intracelular, expressao celular, sensibilidade inibitoria, propriedades
cataliticas e respostas aos ativadores especificos, inibidores e efetores, bem como nos
seus mecanismos de regulacdo (KERAVIS E LUGNIER, 2012; MAURICE et al, 2014;
LARRE et al, 2017; CARDARELLI et al, 2018).

A maior parte das células contém representantes de mais de um subtipo ou
isoforma de PDE, mas em quantidades distintas, sendo suas funcGes e localizagOes
subcelulares variaveis. Encontram-se da seguinte forma distribuidas em nosso corpo:
PDE1 (cérebro, coracdo e musculo liso), PDE2 (cortex adrenal, cérebro e coragéo),
PDES3 (coragéo, tecido adiposo, pancreas, plaquetas e rins) e PDE5 (plaquetas, Utero,
mausculo liso, coracdo e rins), justificando sua importancia junto a expressao tecidual,
mesmo em outros lugares relacionados a outras isoformas (Tabelal) (FRANCIS et al,
2001; BEAVO E BRUNTON, 2002; BENDER E BEAVO, 2006; MAURICE et al,
2014; SIGMA, 2016).



As PDE sdo codificadas por vinte e quatro genes, sendo que essa
classificacdo se baseia na sequéncia de aminoacidos, especificidades do substrato,
propriedades (BEAVO E

BRUNTON, 2002; CURI, 2002).

regulatorias, farmacoldgicas e distribuicdo tecidual

As PDE de mamiferos, por exemplo: PDE4, PDE7 e PDES8 sdo especificas
para 0 CAMP, enquanto que PDE5, PDE6 e PDE9 sao especificas para cGMP, outras
hidrolisam ao mesmo tempo cAMP e cGMP (PDEL, PDE2, PDE3, PDE10 e PDE11)
(BEAVO E BRUNTON, 2002; ROTELLA, 2002; KUKREJA et al, 2004; BENDER E
BEAVO, 2006; SIGMA, 2016) (Figura 7).

Figura 7 - Visdo geral das isoformas das enzimas PDE suas funcdes e localizagGes.

Table 1
Overview of isaforms of PDEs Enzymex, thar funcSions and loctions. (Adapted and modfied from Refx [22.5960]}

PDEs I1soforms or Desaiptve Name Structural Regulaors  Inhbitors Subsrae Tissue Expression hy a Functon
Known Cenes Infarmaton Speaficites
PDE1  1ABand1C GJCaM dependent 5353, HSPDE Ca2ejCaM SCHS1866, AMP or Carduc and vascular myocytes,  Development and Fertihty, mfummation, smell
143 Vmpocetine, 1224 GMP central and peripheral newons, maturaton of
(KOS, 86340 lymphoid cdls (Band T)and  spermatoacyte,
myelod ((monocytes and macropha;
macrophages), testxcles and different gion,
sperm regulation of the
olfactary neuron, nd
newronal regulatan
PDE2  2A CGMP-actvatad 94122, HSPDE  cGWP PDP, K933, EHNA, AMPar  Cardic myocytes, brain, bver,  Regulation [2/)3 of Heart disease, anti-angiogenic
28 BAYG0-7550, Oxxdole  cGMP adreral wrex, endothebum cardiac myocytes and
and platelets endothelal cdl functon
PDE3  3Aand 3B cGMP- Inhibited 114123 HSPDE  cGQMP, Glastamide, AMP or Carduc myoqytes and vasaular,  Platelet and adipogyte Intermittent chudxcation,
I insulin Enaximane, Ay brain, bver, adipase tissue, functions peripheral aterial ocdusive
and leptin  Imazodan, Trequisin, pancreasc p-cells, endothehum, duease, restenans, cbes ity and
Milrinone epithelium, coqytes and type 2 dbetes
platelets
PDE4  4A 48,4Cand4D  cAMP-spaific 64722, HSPDE PKAERX  Rolpram, Roflumilist, cAMP Cells of the ardiovasaular, Reguliting monocytes,  Arway inflammaton (sthma,
4A and bl R020-1724, Cilomilat, nervous, immune and T cells, macophages, COPD) rheumatoud arthntis,
acd RP73401, LHI51591, inflammatory systems. eosmophils, neutrophils.  Crohn's dsease, learning.
V-11234A Acton the funaionnd  memory, schizophrenia, spinal
newonal difeentution, caord mjury, stroke, restenasi,
function of chronic lymphocytic leukemia
inflammanrycells and B cells, Parkanson’s duease,
vasalar myocy s, asteopenia
Inhitsition of bane loss
POES  SA GMP-actvated 8742 HSPDE  PIG Sidenafil Vardenafil  cGMP Cardisc and vascular myocytes,  Act an different Erectile dysfunction, asthma,
and cGMP-specific  SA1 Dipyndamale lungs bram plitelets kidneys,  functons of COPD, pulmanary
gastoimtessnal tisue and . cells and migraine
penis smooth musde cell
Reluxation of vasaular
myocytes
PDE6  6A 6Band 6C cGMP-actvated and  860aa HSPDE  Light Dipyridamole, ravy Photoreceptors and pineal Visud signal Pigmented retinits
cGMP-speafic, 6A1 Zaprinast gland transducton
photareceptar
PDE7 7Aand 7B CAM P Specific 48223, HSPDE Unknown  BRLS0481, K 242 AMP Spleen brain, lungs kidney and  Unknown Unknown
high-affinity N lymphoid and myeloxd cdls
PDES  SAand 8B CAVP-spectfic 7132, HSPDE  Unknown  Dipyridamole AMP Testidex, iver and thyrod Thyroid function and Hyperthyraidism and
sA1 actrvation of T cells metabolx bone dsase
PDES  9A <QMP- peafc 5932, HSPDE Unknown  SCH51866, BAY73- «wmp Spleen brain and intestinal Unknown Fertihity
highaffinity 9A @91 cells
PDE10 10A Dual specifiaty 7793, HSPDE PKA SCH51866, Zaprimast,  cAMP or Bram and testxles Act an functons of Parkinson's disease,
10A1 Dipyndamale «MP strutal newrons schzophrema, olsessive
compubsive disorder and
addxctions
PDE11 11A Dual specifiaty 49033, HSPDE Unknown  Dipyndamale, AMP or Prastate, tstides and livay  Acton sperm function Fertihity
11A1 Zaprinast mp glands and pruitary gland. (motility, numbe)

00196 (2102) §01 32533001 PPN/ 32 32T WY

Legenda: Fonte: Larré et al, 2017

1.2.10 Fosfodiesterases e PE

A relacdo entre as PDE e a PE- ainda é discutida, principalmente, quando

associada a fisiopatologia. E tanto a placenta quanto a isquemia comportam-se como
elementos centrais no espectro da pré-eclampsia. Enquanto, a PDE apresenta-se como

importante regulador da reatividade vascular na Via L-arginina-NO-GMPc, fato que




auxilia na compreensdo das PDE serem potenciais alvos terapéuticos no
desenvolvimento de farmacos, justifica inclusive a presente pesquisa. Por outro lado na
PE ainda ndo haviam elementos cruciais que estabelecam a ligagéo entre a elevacao dos
niveis de PDE na placenta (DOWNING et al, 2004; SANTOS-SILVA et al, 2008;
LARRE et al, 2017; LARRE et al, 2018).

Contraditoriamente, na literatura ja haviam achados associados aos niveis de
Oxido Nitrico Sintetase (NOS) na PE, os quais encontravam-se elevados nos relatos de
Rutherford e colaboradores (1995) e diminuidos segundo Brennecke e colaboradores
(1997), corroborando para um entendimento de um estado multifatorial (aquele em que
ha ativacdo de distintos sistemas e 0Orgdos), durante a PE. Ja Pinheiro da Costa e
colaboradores (2006) mostraram evidéncias de um aumento significativo da atividade
fosfodiesterasica no plasma materno de mulheres com PE, sugerindo uma alteragdo na

resposta endotelial materna pela Via L-arginina-NO-GMPc.

1.2.11 Fosfodiesterase-5

Uma das enzimas mais importantes constituinte da superfamilia das PDE, é
a PDEDS. Possui trés subtipos (Al, A2, A3), 0s quais, apresentam niveis distintos de
expressao, localizacdo subcelular e especificidade junto aos tecidos (LIN et al, 2006;
CALIXTO, 2014; CAMPOLDO et al, 2018).

A PDE5 mantém um papel importantissimo em conjunto com cGMP, sendo
responsavel por diversas pesquisas relacionadas ao fato de ser um iminente alvo
molecular para muitos farmacos utilizados e conhecidos no tratamento de hipertensao
pulmonar e disfuncdo erétil (CALIXTO, 2014; IOAKEIMIDIS E KOSTIS, 2014;
CARDARELLLI et al, 2018). Age concomitantemente como co-expresso nas PDE-1 e
PDE-3, ligado a parte muscular lisa inclusive. Wang e colaboradores defendem que a
PDES5 é um elemento formador do complexo de proteinas quinase G1 (PKG1) durante a
sinalizacdo sendo robustamente ativada. Portanto, a PDES5 passou a ser o alvo de alguns
farmacos como Sildenafil, Tadalafil e Vardenafil em tratamentos para hipertensdo
pulmonar e disfuncéo erétil (WANG et al, 2006; LARRE et al, 2018).

A PDES5 é a mais explorada enzima na PE, cooperando para a elevagdo dos

niveis pressoricos durante a gestagdo, pela sua acdo vasoconstritora. Esses



medicamentos ja foram testados em animais e deles foram obtidos resultados eficazes e
encorajadores relacionados a PE (SEIBEL et al, 2002; RYBALKIN et al, 2003;
WAREING et al, 2004; GHOFRANI et al, 2006; SANTOS-SILVA et al, 2008;
MAURICE et al, 2014; BURKE et al, 2016; LARRE et al, 2017).

1.2.12 Fosfodiesterases e seus Inibidores

No cenario da PE sabemos que ainda h4 um ambiente adverso, no qual
observamos niveis pressoricos aumentados, ativacdo da Via L-arginina-NO-GMPc, 0s
quais estdo associados a uma maior atividade da PDE e aquele panorama classico de
hipdxia. Nessa conjuncdo, como causa ocorre 0 aumento do estresse oxidativo e
liberacdo de citocinas inflamatdrias, responsaveis pela disfuncao endotelial materna que
geralmente apresenta-se de forma sisttmica e generalizada (GAIO et al, 2001,
KOUVELAS et al, 2009; REDMAN E SARGENT, 2009; CHAIWORAPONGSA et al,
2014; SASSER et al, 2015).

A utilizacdo de inibidores de PDE passou a ser recomendada em relacéo a
PE como hipotéticos alvos terapéuticos. Dentre os mais relevantes farmacos esta o
Vardenafil - é responsével pela elevagdo da producdo de PIGF em células de gestantes
acometidas pela sindrome em um estudo in VITRO, apontando sua capacidade de
protecdo contra a mesma. O mecanismo de acdo, deve estar envolvido com a inibicdo
antiangiogénica sisttmica e materna que leva a PE (KAKIGANO et al, 2015;
TRAPANI et al, 2016). Enquanto o Tadalafil e o Udenafil, também sdo constituintes da
ordem desses medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration para esse
uso, mesmo estando menos em voga (KOUVELAS et al, 2009).

Conforme publicado por Larré e colaboradores (2018), ha muitas divergéncias
na analise dos mecanismos efetivos desses medicamentos, ja que as pesquisas atuais
enfatizam e correlacionam contradi¢cGes quanto aos beneficios do uso, decorrentes da
falta de evidéncias na evolucéo clinica das gestantes. Entdo, os desfechos clinicos sdo
até agora inexpressivos, a ponto de ndo dar margem a orientacdo de aplicabilidade

rotineira dos farmacos.



2. JUSTIFICATIVA

Torna-se importante estudarmos a patogénse da PE devido a sua relevancia
e também ao fato de na literatura vigente ainda haver uma lacuna, sobre esse assunto.
Uma vez que ndo existem estudos comparativos, entre as relacGes, locais de atuacéo e
dosagens da PDES5, concomitantemente. Ja que a PDE se efetiva como recomendavel

alvo terapéutico e de diagnostico, frente aos pacientes acometidos por esta patologia.



3 HIPOTESES

3.1 NULA

A concentragdo plasmética da PDE5, bem como a atividade da PDE e a
expressao de mRNA da PDES5 na placenta ndo sdo diferentes entre as pacientes com PE

e grupo controle.

3.2 ALTERNATIVA

A concentracdo plasmaética da PDES5, bem como a atividade da PDE e a
expressdo de mRNA da PDE5 na placenta sdo diferentes entre as pacientes com PE e

grupo controle.



Desevwolvimento-




4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a PDE5 na PE.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em gestantes com e sem PE:
a) Comparar as concentracdes da proteina PDE5 no plasma materno;
b) Comparar a atividade enzimética da PDE na placenta;
c) Comparar a expressédo de mRNA da PDES5 na placenta.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO

Estudo observacional e caso-controle.

5.2 DEFINICOES

Baseado nas definicbes das diretrizes NHBPEPWG e do ACOG
( NHBPEPWG, 2000; ACOG, 2013).

a) Pré-eclampsia (PE): sindrome definida pela presenca de hipertensdo
(Pressdo arterial > 140/90 mmHg) apo6s a 20? semana associada a

relacdo proteindria/creatinindria > 0,3.

b) Eclampsia: definida como a presenca de convulsbes em gestante
com PE.

c) Hipertensdo cronica (de qualquer etiologia) (HC): definida pela
deteccdo de hipertensdo precedendo a gestacdo ou antes de 20

Semanas.

d) PE sobreposta (PES): hipertensdo crénica detectada antes da
gestagédo, ou antes de 20 semanas de gravidez associada a relagéo

proteindria/creatinindria > 0,3.

e) Hipertensdo gestacional (HG): caracterizada pela ocorréncia de

hipertensdo ap6s a 202 semana sem a presenca de proteinuria.

f) Sindrome HELLP: a denominagdo deve-se ao acrébnimo dos trés
critérios estabelecidos para sua presenca: H=hemdlise, EL: elevacédo

das enzimas hepaticas, LP: contagem baixa de plaquetas.

Obs: A proteindria foi avaliada pela razdo P/C= proteindria sobre
creatininuria, nas amostras de urina das gestantes com suspeita de SPE. Esse € 0 exame

solicitado rotineiramente no Centro Obstétrico (CO) do HSL.



5.3 POPULACAO ESTUDADA

A amostra foi composta de gestantes com e sem diagnostico de SPE
hospitalizadas no CO do HSL/PUCRS. Todas as pacientes submetidas ao estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A),
sendo esse estudo aprovado pelo Comité de Etica da PUCRS (ANEXO A). Para coleta
de dados, foi utilizado Protocolo Padrdo 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) (APENDICE B).

5.3.1 Procedimento Amostral

Os dados de pesquisa tem origem na amostra composta por n=151 gestantes
divididas em 2 grupos: 51 com SPE e 100 normotensas (Grupo Normotenso - GN)
selecionadas aleatoriamente por busca diaria de gestantes que preenchiam os critérios de

inclusao.
5.3.2 Critério de Selecéo

5.3.2.1 Critério de Inclusédo

a) Mulheres SPE hospitalizadas no CO do HSL/PUCRS, com mais de

20 semanas de gravidez, feto Gnico, maiores de 18 anos;
b) Pacientes com Sindrome HELLP total ou parcial,
c) Grupo controle: composto por mulheres normotensas, com mais de

20 semanas de gravidez, feto Unico;

5.3.2.2 Critérios de Exclusao

a) Gestantes que ndo conseguiram responder ao Protocolo Padrdo, nem

ao TCLE e/ou coletar as amostras;

b) Gestantes com diagndstico prévio de Nefropatia, Hepatopatia,
Tireoidiopatias e InfeccOes ativas, diabetes mellitus gestacional,

gestacBes multiplas.



5.4 COLETAS DE DADOS

5.4.1 Coleta de amostras em pacientes

As amostras foram coletadas no CO do HSL-PUCRS, onde formamos uma
equipe previamente treinada (coletas-piloto foram realizadas para avaliar o desempenho
do treino dos pesquisadores). Na ocasido, 0s pesquisadores disponibilizaram
praticamente 12 horas diarias e alguns finais de semana, em esquema de escala de
plantbes, para que as coletas acontecessem no menor tempo possivel. O TCLE e o
Protocolo Padrdo de Coletas do Grupo de Pesquisa em Nefrologia foram adequados e
realizados para cada paciente do grupo SPE e normotensas GN. Desta forma, apds o
consentimento prévio da paciente, realizaou-se uma explanacdo de como funcionaria o
estudo. A seguir, era realizada a primeira parte da coleta: coleta de sangue materno
(feita pelas profissionais da equipe de enfermagem do CO). No segundo momento, apds
0 parto, tinhamos a coleta do sangue do corddo umbilical e da placenta. Esse material
era imediatamente transportado ao Laboratério de Nefrologia e processado para

armazenamento em freezer -80°C, conforme demonstra o fluxograma da Figura 8.

5.4.1.1 Coleta de plasma materno

Foram coletados em média 4 mL de sangue materno em tubo Vacutainer®
contendo EDTA e 4 mL também de sangue materno em tubo sem EDTA antes do parto.
As amostras foram transportadas em isopor com gelo e imediatamente processadas no
Laboratorio de Nefrologia da ESMED-HSL/PUCRS, sendo centrifugadas a 3.000g por
10 minutos, em temperatura ambiente. O plasma foi estocado em tubo de centrifugacéo

de 0,6 mL e apds armazenado a -80°C, até o0 momento da dosagem.



Figura 8 - Fluxograma referente a coleta dos materiais das gestantes.

TCLE

COLETA DE DADOS DAS
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(Fonte: A Autora, 2017)

5.4.1.2 Coleta de placenta

Imediatamente apds o parto, eram dissecados da face materna da placenta

seis cubos de aproximadamente 1 cm do centro de um cotilédone localizado na metade

da distancia entre o corddo umbilical e a extremidade do ¢érgdo. Esse material foi

armazenado em tubo de centrifugagédo de 1,5 mL contendo RNA Later, o qual auxilia na

conservacao do material coletado (Sigma-Aldrich, S&o Paulo/Brasil) (Figura 9).




Figura 9 - llustracdo da coleta do tecido placentério

PLACENTA

Entre 0 bordo placentarioc a
inser¢do do corddo umbilical

» | em da borda

" 1 em da insergio
do corddo umbilical

CORDAO UMBILICAL

Legenda: coleta realizada no ponto médio da distancia entre a borda placentéaria e a

insercdo do corddo umbilical (Fonte: Marta Hentschke, 2012).

5.4.2 Parametros analisados

a) Concentracdo plasmética da PDES5;
b) Expressao da atividade enzimética da PDE (Vmax) na placenta;
c) Expressdo de mRNA da PDES5 na placenta;

d) Dados das pacientes (entrevistas realizadas no CO e dados
levantados dos prontuarios).

5.5 METODOS DE EXAME

5.5.1 Técnicas de Mensuracéo e Ensaios

5.5.1.1 Ensaios da PDE

Protocolo 1- Ensaio da ATIVIDADE ENZIMATICA: Verificacio da
“ATIVIDADE DA PDE NA PLACENTA” - Abcaml139460 - Activity Assay Kit
(colorimetric), (Cambridge UK, 2017).



Protocolo de Preparacéo das amostras

Apos coleta das amostras e posterior maceracdo das placentas (com auxilio
do cadinho e pistilo- onde foi adicionado tamp&do TRIS para auxiliar no processo),
realizou-se a etapa da dessalinizacdo. Na sequéncia, preparou-se a curva padréo pela
diluicdo do padrdo em 5 desdobramentos conforme instrugdes do fabricante.
Adicionamos 5'-nucleotidase a cada poco e homogenizamos, posteriormente, incubamos
por 30 minutos a 30°C. Terminando a reacdo com adicdo do Reagente de Ensaio Verde.
No Ensaio de Linearidade- cuidando o tempo das reacées, diluimos o substrato cGMP e
adicionamos nos pogos da placa; em seguida colocou-se o tampéo de ensaio em cada
poco e adicionou-se 5'-nucleotidase. Apos diluiu-se a enzima PDE para adiciona-la em
cada poco, com intervalos de 5 minutos. A reacdo com Reagente de Ensaio Verde foi
parada. Prepararou-se as amostras com enzima PDE, substrato e teste composto.
Incubamos essas amostras a temperatura e tempo adequados e terminamos a reagao,

adicionando Reagente de Ensaio Verde.

A dessalinizacdo foi realizada a fim de remover o excesso de fosfato e
nucleotideos (que sdo lentamente hidrolisados para liberar fosfato livre na presenca do
Reagente de Ensaio Verde) na alta velocidade, com extrato sobrenadante. Rehidratou-se
a resina de dessalinizacdo em um tubo de centrifugacéo de 50 mL adicionando 20 mL
de dH,0O livre de fosfato e misturar, no vértex brevemente, apos 4 horas a temperatura
ambiente o contetdo decantou sendo adicionado dH,O a uma proporgédo de 1: 1 na
resina reidratada (~ 10 mL). Para reidratar a resina adiciona-se dH,O a coluna de
dessalinizacdo, a fim de obter um volume de leito fixo de aproximadamente 5,5 cm de
altura. Remove-se a ponta da coluna, permitindo que a dH,O drene por gravidade.
Equilibra-se a coluna adicionando 8 mL de tampéo de ensaio, deixando a drenagem
ocorrer por gravidade. Coloca-se a coluna em um tubo de centrifugagcdo de 15 mL,
centrifuga-se a 800 x g por 3 min a 4°C para deslocar o buffer da coluna, descartando o
volume restante. Coloca-se a coluna em um tubo de centrifugagdo de 15 mL
extremamente limpo. Sequencialmente adiciona-se até 350 uL de amostra a coluna.
Centrifuga-se a amostra a 800 g por 3 min, na centrifuga Hettich Zentrifugen - Modelo
Universal 320R. Reservar a extracdo resultado do lisado celular dessalinizado, que sera
testado para atividade de PDE. Finalmente, efetua-se 0 armazenamento da amostra
imediatamente a -80 °C. Nota: A remog&o efetiva de fosfato nucleotideos do extrato foi

testada qualitativamente pela adigdo de 100 plL Reagente de Ensaio Verde a 1 puL



extrato, e uma amostra separada de 1 pL. dH,O. Em caso do material ndo ter fosfato as
amostras deveriam tonalizar em amarelo ao longo de um periodo de 30 min. O
desenvolvimento da cor verde visivel indica a contaminagdo por fosfato, que deve ser

eliminado das amostras antes de prosseguir.

Etapa 3: Protocolo de Preparacédo dos Reagentes do Ensaio

Inicialmente descongelou-se o tampéo de ensaio 5'-nucleotidase, o substrato
3',5'-cGMP, o padrdo 5'-GMP, mantendo-se tudo a 4°C (banho de gelo). Preparou-se
solucdo 20 U/mL de PDE adicionando 200 puL de tampao a um dos frascos de enzima

liofilizada.

Etapa 4: Preparo da Curva Padréao

Inicialmente preparamos duas dilui¢des com tampao de ensaio PDE, 75 uM
e 50 uM, usando o padrao 5'-GMP. Utilizou-se o tampdo PDE, preparando dois
conjuntos de dilui¢des seriadas 1:1 de 75 uM e 50 uM do padréo 5'-GMP, além de um
tampé&o de ensaio branco (40 uL por pogo). As concentracdes de 75, 50, 37,5, 25, 18,
75, 12,5, 6,25 uM corresponderam a 3, 2, 1,5, 1,0, 0,75, 0,50 e 0,25 nmol de 5-GMP.
Adicionou-se 80 pL de padrao 75 uM 5'-GMP (Etapa 1) ao poco A da placa, e 80 puL do
padrdo 50 uM para pogo B. Ap0s, adicionou-se 40 puL de tampao de ensaio 1X dos
pocos C ao H. Retirou-se 40 uL. do pogo A ¢ adicionou-se ao poco C. Misturou-se pela
agitacdo com pipeta varias vezes. Removeu-se 40 puL do pogo C e adicionou-se ao po¢o
E. Misturou-se bem o contetdo do poco E, removeu-se e descartou-se 40 mL.
Removeu-se 40 pL do poco B e adicionou-se ao pogo D. Repetiu-se o processo de
mistura e transferéncia de 40 uL do poco D para F e depois do F para G. N&o se
esquecendo de retirar e eliminar 40 pL do pogo G. Adicionou-se 10 uL de 5'-

nucleotidase a cada pogo e misturou-se bem. Incubou-se a 30°C por 30 minutos.

Etapa 5: Preparo do Término das ReacOes

Logo apo6s a incubacgao, as reacdes foram interrompidas pela adicdo de 100
uL de Reagente Verde. Agitou-Se a placa e aguardou-se o desenvolvimento da cor por
20 a 30 minutos. O comprimento de onda de 620 nm foi escolhido no leitor de placas



Spectramax (Leitor de Microplacas Multimodo Série- Moleculardevices: USA, 2016)
(Figura 10).

Figura 10 - Microplaca para verificacdo de atividade enziméatica da PDE. No poco
A e B da coluna 1 estdo as amostras de branco, seguidas das concentra¢des em
ordem crescente até os pocos G e H da coluna 2. Demais po¢os com amostras de
pacientes conforme espelho de planejamento.

(Fonte: A Autora, 2018)

Protocolo 2- Ensaio de ELISA: Verificacdo da quantidade de proteinas de
PDE5 no plasma materno: “CONCENTRACAO PLASMATICA PDE5SA ELISA” (da
Aviva Systems Biology (Humana- OKEHO04321) - San Diego USA 2017).

Etapa 1: Preparacéo das amostras

Amostras de sangue foram centrifugadas imediatamente ap6s coleta em
3000 g durante 10 minutos, e posteriormente estocadas a -80°C no Laboratorio de

Nefrologia do HSL-PUCRS, até momento da analise.

Etapa 2: Procedimento do Ensaio

Para a realizagdo do ensaio todos os reagentes e materiais foram deixados a
temperatura ambiente. Adicionou-se 100 pl de padrdes titulados em série, amostras

diluidas ou branco nos pocos da placa. Do mesmo modo que 0 ensaio da atividade, a



cura de calibracéo foi realizada em diluigdes seriadas e pipetada em duplicata. Cubriu-
se totalmente a placa com adesivo e incubou-se durante 2 horas. Removeu-se 0 adesivo
da placa e descartou-se todo o liquido dos pocos. Retirou-se qualquer liquido restante
dos pogos sobrepondo a placa invertida sobre papel absorvente na bancada. Adicionou-
se 100 uL. de Anticorpo detector de PDE5SA 1x Biotinilado preparado em cada pogo —
cobriu-se mais uma vez a placa com adesivo, e incubou-se por 60 minutos. O liquido
restante foi retirado dos pocos por inversdo da placa em papel absorvente. Lavou-se a
placa 3 vezes com Tampdo de Lavagem 1X pela adicdo de 300 pL a cada poco. Apds
descartou-se o liquido dos pocos e secou-se a placa por inversdo em papel absorvente.

Esse procedimento foi repetido por trés vezes.

A seguir adicionou-se 100 puL do Conjugado Avidina-HRP 1X, incubando
por 60 minutos. Descartou-se o liquido dos pocos e procedeu-se a lavagem da mesma
forma que no passo anterior. Adicionou-se 90 ulL. de Substrato TMB a cada poco e
incubou-se no escuro por 15-30 minutos. Aguardou-se o desenvolvimento da coloragdo
azul. Adicionou-se 50 uL de solugdo de parada em cada pogo. A cor foi alterada para
amarelo. (Figura 11). A placa foi lida na absorvancia de 450 nm com um leitor de placas
Biochrom Anthos Zenyth 340r Microplate Reader.

Figura 11 - Microplaca de PDESA - KIT PDE5SA ELISA. No po¢o A e B da coluna
1 estdo as amostras de branco, seguidas das concentra¢des em ordem crescente até
0s pogos G e H da coluna 2. Demais po¢os com amostras de pacientes conforme
espelho de planejamento.

(Fonte: A Autora, 2018)



Protocolo 3- Ensaio qRT-PCR: Verificagdo da expressdo de mRNA de
genes na placenta “REACAO DE PCR DE TRANSCRICAO REVERSA EM TEMPO
REAL . kit RNA Isolation System SV-Total (Promega Corporation), Madison, USA
2016.

Verificacdo da expressdo de mRNA de genes - REACAO DE PCR DE
TRANSCRIQAO REVERSA EM TEMPO REAL,;

Foram realizadas andlises de expressdo dos genes envolvidos na
investigacdo da PDES na placenta, através do método qRT-PCR. A seguir seréd descrito

0S passos empregados.

Quadro 2 - Sequéncia de PRIMERS

Gene Primer Primers Sequence

GAPDH  hGAPDH-F 5’GAA GGT GAA GGT CGG AGT CAAC 3

hGAPDH-R 5’AGA GTT AAA AGC AGC CCT GGT 3’

PDESA hPDE5SA-F 5’CCC TGG CCT ATT CAACAACGG ¥

hPDE5A-R 5’ACG TGG GTC AGG GCC TCATA. 3’

GAPDH: Proteina desidrogenase de gliceraldeido-3-fosfato; PDESA: Fosfodiesterase isotipo 5A,;
Bases nitrogenadas: Purinas (Adenina e Guanina); Pirimidinas (citosina, timina e uracila).

Etapa 1: Extracdo de mRNA

O RNA foi extraido utilizando kit RNA SV-Total (Promega Corporation).
As amostras foram expostas a um tampao de lise, aquecidas a 70°C por 3 minutos e
centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a 4°C. Ao sobrenadante coletado foi adicionado
200 pL de alcool 95%.

O contetdo foi transferido para uma coluna de silica e centrifugado a 12000
g por 1 minuto. Foram adicionados 600 uL de tamp&o e novamente centrifugado a
12000 g por 1 minuto e entdo adicionado Desoxirribonuclease diluida em tampéo e

cloreto de magnésio (MgCl,).



O material foi incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. Foi
adicionado tampdo de bloqueio da enzima e as colunas foram novamente centrifugadas
a 12000 g por 1 minuto. As colunas foram lavadas com tampéo de lavagem e 0 RNA
retido na silica foi eluido com 100 uL de agua livre de RNAse através de centrifugacao
a 12000 g por 2 minutos.

Figura 12 - Tubos dos Primers complementares utilizados na sequéncia do mRNA

(Fonte: A Autora, 2018)

Etapa 2: Quantificagdo mRNA

QUANTIFICACAO (Thermo Fisher Scientific  NANODROP LITE,
Wilmington, USA 2012).

O RNA extraido foi quantificado utilizando o aparelho Nanodrop™ onde foi
realizada a leitura para quantificacdo. Pipetou-se 100 uL de “Branco”- RNAse Free e
colocou-se no aparelho para calibra-lo. Colocou-se 0 mesmo valor de 100 uL de
amostra no centro do aparelho e mensurou-se 0 RNA, respectivamente. O resultado foi
fornecido em ng/L (Figura 13).



Figura 13 - Thermo Fisher Scientific-NanoDrop™ NanoDROP Lite

(Fonte: A Autora, 2018)

Etapa 3: Amplificacdo mRNA

AMPLIFICACAO- Superscript VILO MASTERMIX (Life Technologies,
Carlsbad, USA 2016).

A sintese de cDNA (DNA complementar) foi realizada utilizando
GoScript™ Reverse Transcription Mix, Random Primers (Promega Corporation),
conforme orientacdo do fabricante. Foi adicionado 16 pL de RNA em 4 uL da Master
Mix SuperScript VILO e expostas aos ciclos térmicos 25°C por 10 minutos, 42°C por
60 minutos e 85°C por 5 minutos. O material foi amplificado através da técnica da
reacdo em cadeia de polimerase (PCR-RT) em tempo real utilizando o aparelho
SpetOne Plus (Life Thecnologies), Sri Lanka, Cingapura 2014, e realizada analise de
expressao relativa utilizando o gene Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),

como controle enddgeno. (Figura 14)

Aliquotas de 1 pL de cada amostra de cDNA foram adicionados a 199 pL
de tampédo contendo uma sonda de ensaio ssDNA (Life Technologies) e realizada a
leitura para quantificacdo. Foram realizadas amplificacdes a partir de 20 ng de cDNA
para cada amostra. Os ensaios foram realizados em placas individuais para cada gene

em duplicata. Para anélise da expressdo do PDE5SA foram utilizados primers (Invitrogen



Custom Primers) USA 2017, complementares a sequéncia dos mMRNAs dos seguintes
genes: hGAPDH-F, hGAPDH-R, hPDESA-F, hPDE5A-R. As sequéncias de primers
utilizados esta descrita no Quadro 2.

Figura 14 - StepOnePlus™ Real-Time PCR System

(Fonte: A Autora, 2018)

5.6 ANALISE ESTATISTICA

5.6.1 Célculo do Tamanho Amostral

O tamanho da amostra foi calculado para detectar diferencas padronizadas
entre as medias > 0,5 unidades de desvio padréo, poder estatistico de 90% (1-p) x100) e
nivel de significancia (o) de 5%. Considerando o numero de controles duas vezes maior
que o nimero de pacientes com sindrome de pré-eclampsia, seriam necessarias 100

gestantes normotensas para 51 pacientes com SPE.

5.6.2. Analise dos dados

Estatistica descritiva da amostra permitiu relatar os dados por média +
desvio padrdo, mediana (minimo e maximo) e numeros absolutos e percentuais para
varidveis categoricas. As comparacdes foram realizadas utilizando teste t de Student

quando as variaveis apresentavam distribuicdo normal, e Mann-Whitney para



distribuicGes assimétricas. Correlagfes foram verificadas pelos testes de correlagdo de
Pearson ou Spearman.

Na analise dos dados relacionados a expressdo génica, 0 método de

quantificacdo relativa (2*2°T)

foi utilizado para obter a expressdo do gene PDE5 em
relacdo ao controle endégeno GAPDH. Considerando os valores do grupo de gestantes
controles como sendo de referéncia, foi possivel estabelecer uma comparacao utilizando

a Regressdo de Poisson, juntamente com seu subtipo Binomial Negativa.

Diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05. As analises
foram realizadas no software Statistical Package for Social Sciences para Windows, Inc,

versao 21.0.

5.7 APOIO FINANCEIRO

O projeto recebeu apoio financeiro do CNPq. Esse or¢gamento foi custeado
pela referida agéncia governamental com contrapartida do HSL/PUCRS (APENDICE
C).
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6. RESULTADOS

A amostra foi composta por 151 gestantes, sendo 100 normotensas (GN) e
51 com SPE. No grupo SPE apenas 1 paciente desenvolveu 1 HELLP e 1 eclampsia. Os
dados clinicos e demograficos maternos estdo apresentados na Tabela 1, e os dos
neonatos estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados encontrados nas distintas
técnicas de dosagem referentes a Atividade Enzimatica, Concentracdo e o0 Método qRT-
PCR estdo apresentados nas Figuras 15, 16, 17 e 18. Todos esses ensaios foram
realizados no Laboratério de Nefrologia/lESMED/PUCRS (durante o periodo de

novembro de 2017 a novembro de 2018).

Tabela 1 - Caracteristicas dos dados clinicos e demograficos maternos.

GN SPE b
(n=100) (n=51)
Idade (anos) 26,8+6,62 28,317,46 0,194
Raca (n (%))

Caucasiana 61 (61%) 44 (86,3%) 0,003**
Peso (kg) 79,6+14,4 84,1+16,0 0,086
Altura (cm) 161,6+6,5 161,146,4 0,639
PAS (mmHg) 122,3+10,3 150,5+12,4 <0,001
PAD (mmHg) 74,9490 92,1+10,2 <0,001
IGO (semanas) da incluséo no estudo 39,3+1,4 36,3+3,8 <0,001
Numero de Gestagdes 2,241,3 22414 0,911~*
NUmero de Partos 1,0+£1,2 1,14+ 1.3 0,661*

GN: Gestante normotensa; SPE: Sindrome de Pré-eclampsia; Teste t de Student; *Teste Mann-Whitney;
** Qui-quadrado; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastdlica; 1GO: Idade
gestacional obstétrica.



Tabela 2 - Dados clinicos do recém-nascido de gestantes normotensas e com SPE.

Variaveis GN SPE P
(n=100) (n=51)

Peso do RN (gramas) 3320+399 2719+847 <0,001

Apgar 1 minuto 8,5+0,9 79417 0,008

Apgar 5 minutos 9,1+0,5 8,8+1,4 0,048

Classificacdo do RN (n (%))

AIG 54 (54,5%) 34 (66,7%)

GIG 31 (31,3%) 2 (3,9%) <0,001*

PIG 14 (14,1%) 15 (29,4%)

Teste t de Student; *Teste Qui-Quadrado; AlG: adequado para idade gestacional; GIG: grande para idade
gestacional; PIG: pequeno para idade gestacional.

A idade gestacional e os pesos de RNs foram menores em pacientes com SPE
quando comparadas ao grupo controle. Da mesma forma, as PAS e PAD, ambas foram
mais elevadas nas gestantes com pre-eclampsia. A raga autodeclarada teve maior
ocorréncia de caucasianas, em especial, no grupo com pré-eclampsia. Em relagdo a
classificacdo do RN: observou-se maior frequéncia de pequeno para idade gestacional
(PIG) de pacientes com SPE e grande para idade gestacional (GIG) no grupo controle.
Ja a mediana da raz&o proteindria P/C (proteinuria/creatininuria), dado avaliado apenas
na SPE foi de 0,72 g/g (0,3-39,3).

A concentracdo de niveis plasmaticos de PDE5 ndo apresentou diferenca
significativa entre os valores encontrados nos grupos. No GN a média e o desvio padrdo
foram de 0,11+0,04 ng/mL, e nas gestantes com PE foi 0,11+0,01 ng/mL (utilizando
teste Mann-Whitney p=0,307). A atividade enziméatica da PDE foi apresentada em
nmol/1,5 mg de proteinas (Método de Bradford), significando a quantidade de GMP
liberado na reacdo por mg de proteina placentaria na amostra. Avaliada no tecido
placentario, a atividade enzimatica da PDE foi equivalente entre os grupos de gestantes.
A quantidade de proteina encontrada no grupo com SPE teve uma média de 0,42+0,26

nmol/1,5 mg de proteinas da placenta, enquanto no grupo de GN a média foi de



0,41+0,28 nmol/1,5 mg de proteinas (p=0,955), ambos valores corrigidos pela massa de

proteina placentaria, conforme instrucdes do fabricante.

A expressdo relativa média de mMRNA na PDES5 no tecido placentario foi 1,125
vezes maior (p>0,001) nas gestantes com SPE. E a expressdo génica do GN foi utilizada
como valor de referéncia, enquanto, na SPE os valores variaram de 0,1 até 5.454,9
vezes em relagdo ao grupo de referéncia - GN. A Figura 15 representa graficamente os
resultados da atividade enzimatica. Os demais resultados relacionados as Figuras 16 e

17 correspondem as mensurag@es da concentracdo e qRT-PCR, respectivamente.

Figura 15 - Atividade Enzimatica da Fosfodiesterase em placentas.
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Legenda- GN: Grupo Normotensas, SPE: Sindrome de Pré-Eclampsia, PDE: Fosfodiesterase-
Método Colorimétrico, p= 0, 955. (Fonte: A Autora, 2018)

Figura 16 - Concentracdo da Fosfodiesterase-5 no plasma materno por método ELISA.
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Legenda- GN: Grupo Normotensas, SPE: Sindrome de Pré-Eclampsia, PDE5: Fosfodiesterase
tipo 5, p=0,307. (Fonte: A Autora, 2018)

Figura 17 - Expresséo relativa do mRNA da PDES5 em pacientes com SPE
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Legenda: A gravidez normal foi usada como referéncia. A expressdo relativa media (ERM)
estd representada. As barras correspondem a frequéncia nos diferentes intervalos de
expressdo relativa de mRNA de PDE5 no grupo da SPE em comparacdo com a referéncia
média do grupo de gestantes normais. (Fonte: A Autora, 2018)



A Figura 18, correspondente ao grafico que demonstra as fases de amplificacdo
da expressdo relativa de mRNA de PDES5 na placenta de gestantes normotensas e SPE e
o do gene GAPDH como controle endogeno. O valor de delta (A) refere a variagao entre
0 minimo e 0 maximo de ciclos necessarios para expressar o gene PDE5 em relagdo ao

GAPDH, mostrando que na SPE sdo necessarios menos ciclos para a transcricdo do

gene.

Figura 18 — Representacdo grafica da expressdo relativa de mRNA de gravidez
normotensa e Pré-Eclampsia (Fase de Amplificacao)
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Legenda: GN: grupo controle normotensas (azul); SPE: Sindrome de pré-eclampsia (roxo),
GAPDH: Glicerladeido-3-fosfato desidrogenase. (Fonte: A Autora)

O APENDICE D apresenta o artigo contendo os principais resultados
encontrados no presente estudo. O artigo sera submetido ao periddico American Journal
Obstetrics and Gynecology (AJOG). No APENDICE E, itens 2, 3, 4 e 5 estdo

apresentados os trabalhos produzidos durante o periodo de doutorado.
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7. DISCUSSAO

Os dados resultantes deste estudo demonstram, pela primeira vez na
literatura, 0 aumento da expressdao de mRNA da PDE5 nas placentas de gestantes com
SPE, estabelecendo um perfil Gnico em relagdo a populagdo estudada. Por outro lado, a
atividade enzimatica da PDE placentaria ndo foi diferente nas gestantes com SPE. Além
dos dados placentarios, no plasma materno foi verificado que a concentracdo de PDE5S

néo foi significativamente diferente entre 0s grupos.

A hipétese deste estudo era de que a concentracdo plasmatica da PDE5, e a
atividade enzimatica e a expressdao de mRNA da PDE5 seriam maiores em pacientes
com SPE, em relacdo ao grupo controle. Avaliou-se as concentragdes no plasma
materno, a atividade enzimatica e a expressdo de mMRNA no tecido placentario da PDE e
PDE5 respectivamente nas gestantes normotensas e nas acometidas pela SPE. A

hipétese foi confirmada apenas para a expressdo placentaria de mRNA.

Nos registros clinicos maternos, as gestantes apresentaram uma maior
ocorréncia da raga caucasiana autodeclarada, especialmente mulheres com SPE. Este
achado era esperado, uma vez que a raga de afrodescendentes é ainda considerada um
fator de risco para a hipertensao arterial, e por consequéncia para SPE (NHBPEPWG,
2000; FILHO, 2010; ARTERIAL DBDH, 2017). No Brasil existe grande miscigenacéo
racial e seguindo orientacOes éticas a raca foi autodeclarada, o que pode ter contribuido
para ndo uniformidade dos grupos. Além disso, no Sul do Brasil temos alta
concentracédo de populagédo caucasiana, corroborando com o perfil de pacientes do HSL.
O peso das gestantes também é outro fator considerado de risco e predisponente para
SPE (NHBPEPWG, 2000; SIBAI et al, 2005), no entanto, em nosso estudo nao tivemos
diferenca significativa entre os grupos. Algumas das diferencas encontradas na Tabela 1
eram esperadas, pois eram dependentes da definicdo dos grupos, como a pressdo
arterial. A ocorréncia de complicacGes maternas graves foi baixa, com apenas um caso
de sindrome HELLP.

Em relacdo aos dados neonatais, verificamos consequéncias da SPE nos
recém-nascidos destas mées. Os achados sdo caracteristicos: menor peso, menor apgar e
mais RN pequenos para PIG; a prematuridade também j& era esperada (NHBPEPWG,



2000; SIBAI et al., 2005). O indice de Apgar com 1 e 5 minutos sdo parametros para
avaliacdo das condi¢cfes dos RN ap0s 0 nascimento, e 0 pior desempenho ocorreu nos
RN das gestantes com SPE, provavelmente resultado da presenca de hipoperfusdo
uteroplacentaria e prematuridade (APGAR, 1953; VINNARS et al, 2014).

Os dados clinicos nos mostram achados tipicos da SPE com consequéncias
maternas e fetais. E uma doenca de etiologia ndo conhecida e o diagndstico é baseado
na apresentacdo dos sinais e sintomas desta sindrome. O entendimento da fisiopatologia
tem evoluido de forma répida, mas ainda ndo esta completamente elucidado. Como
consequéncia a SPE é definida de maneira distinta por diferentes grupos e sociedades
(NHBPEPWG, 2000; NICE, 2010; SOGC, 2014; ACOG, 2013).

Aspectos vasculares sdo fundamentais nas duas etapas. A regulacdo vascular
é complexa e resulta da integracdo de diversas rotas. Uma das vias inicia com a entrada
da L-arginina na célula endotelial, e 0os passos seguintes passam pela metabolizacéo
deste aminoacido pela sintase do 6xido nitrico e consequente liberagdo do NO. O NO
difunde para a célula muscular lisa ativando a guanilato ciclase e produzindo cGMP que
ird efetivar o relaxamento vascular. Trabalhos no nosso laboratério mostraram que
varios aspectos da Via L-arginina-NO-GMPc estdo alterados na pré-eclampsia: aumento
do transporte trasnsmembrana de L-arginina (GALAO et al, 2004), reducdo da funcio
endotelial dependente do NO em concentracfes varidveis no plasma das gestantes
(ACAUAN FILHO et al, 2016) e particularmente aumento da agéo fosfodieterasica no
soro na PE (PINHEIRO DA COSTA et al, 2006) achado motivador para a realizacao
deste estudo. A fosfodiesterase hidrolisa 0 cGMP inativando sua acdo, resultando de
fato em uma reducgéo na acdo vasodilatadora do NO. O presente estudo buscou entender
0 que acontece neste seguimento da via.

A diminuicdo da biodisponibilidade do NO é elemento central da pré-
eclampsia. O trabalho do nosso grupo levantou a hipdtese de que a fosfodiesterase
poderia ser importante neste efeito. O soro de gestantes com SPE apresentava atividade
fosfodiesterasica aumentada (PINHEIRO DA COSTA et al, 2006). Na placenta, o
aumento da expressdo de PDE5 sugere que este possa ser um fator placentario
participando na pré-elampsia. No modelo de roedores com reducdo da perfusdo uterina
(modelo RUPP) a isquemia placentaria estava associada com 50% de aumento na PDE5S
(GEORGE et al, 2013). Inibicdo da PDES5 atenua a isquemia placentaria neste modelo,

mas o0 estudo ndo examinou a expressdo de PDES5 ap0s a administracdo do Sildenafil.



O desbalanco angiogénico da SPE esta intimamente relacionado com a
disfuncdo endotelial e com a Via L-arginina-NO-GMPc. O aumento de sFlit, com
consequente diminuicdo de VEGF e PLGF foi descrito recentemente. No modelo
RUPP, apesar do sildenafil melhorar a perfusdo placentaria ndo ocorreu melhora na
producdo de sFlit ou nas concentragfes da molécula proangiogenica VEGF (GEORGE
et al, 2013). A alteracdo na expressdo de PDE5 reforca a nossa hipOtese de que
intervengdes nesta via tem potencial de prevenir a SPE, de melhorar a perfusdo
placentaria e prevenir ou retardar a sindrome sistémica materna.

A hipoxemia uteroplacentaria leva a estresse oxidativo materno e estado
inflamatorio sistémico que geram a sindrome clinica. A isquemia placentaria leva a
alteracdes oxidativas locais. A hipoxemia promove interacdo entre 0 NO e 0 anion
superoxido com producdo do potente oxidante peroxinitrito. A liberacdo de fatores
placentarios na circulagdo materna gera o quadro sistémico com as manifestacdes em
multiplos orgaos da pré-eclampsia. O estado materno é de estresse oxidativo e
inflamacdo generalizada com disfuncdo endotelial e vasoconstricdo. Portanto,
novamente a via da fosfodiesterase € um alvo para tratamento das manifestacGes
sistémicas como a hipertensdo. A inibicdo da fosfodiesterase pode melhorar a perfuséo
placentaria, mas também pode resultar em modificagdo da producdo medular renal de
cGMP (GEORGE et al., 2013). Os efeitos nesta via, portanto, podem também estar
relacionados a alteracdes na fisiologia renal durante a gestagdo e/ou pre-eclampsia. O
rim é um 6rgdo chave e pode levar a hipertensdo, proteindria e injaria renal aguda.

A atividade enzimatica placentaria da PDE ndo foi diferente nas pré-
eclampticas. Os dados referentes a PDE no tecido placentario ainda estdo faltando para
pacientes com PE (DOWNING et al, 2004). Reguladores da PDE podem participar.
Uma das alternativas seria verificar as mudancas no regulador endégeno P54"NONO
da PDE (LU E SEWER, 2015) ou em outros sistemas de inibicdo/degradacéo
relacionados a transcricdo de proteina como as proteinas de choque térmico (SHIN et al,
2011).

Ainda, é paradoxal que os niveis placentarios de NOS na SPE estejam
aumentados segundo Rutherford e colaboradores, 1995 e diminuidos de acordo com
Brennecke e colaboradores, 1997 Estes achados nos sistemas biolégicos podem estar
relacionados aos aumentos de niveis de mMRNA da PDE5 em uma tentativa de interagir
com a alta producdo de oxido nitrico placentario (SHAAMASH et al, 2001).

Considerando que metade da amostra de PE no presente estudo mostrou aumento de



producéo de PDEDS, este achado pode explicar os achados controversos de Rutherford e
colaboradores, 1995 e Brennecke e colaboradores, 1997.

A expressdo relativa média de mRNA na PDE5 no tecido placentario, foi
mesurada a partir da diferenca entre o nimero de ciclos térmicos dos genes GAPDH e
PDES5 foi maior, nas gestantes com SPE. O namero de ciclos térmicos no qRT-PCR- foi
estatisticamente menor neste grupo porque a diferenca entre esses ciclos térmicos dos
genes GAPDH e PDE5 foram mensurados relacionando o nivel minimo - na curva de
cada gestante nesses dois grupos. Ou seja, quanto mais elevada for a expressdo da
enzima, é necessario menos tempo e/ou menos ciclos térmicos para haver essa
manifestacdo. O valor resultante entre a diferenca de GAPDH e PDE é conhecido como
delta. E com base neste valor, calculou-se a expressdo relativa da PDE5 no tecido

placentario, usando o método de quantificacéo relativa (244“").

E a expresséo relativa
média de mMRNA da PDES5 no tecido placentério foi maior nas gestantes com SPE, ponto
forte da pesquisa.

Obtivemos a maior diferenca estatistica nos niveis de mMRNA da PDE5 na
placenta, o que nos revelou de antemao, a possibilidade de a placenta ser o ponto central
de origem dessa sindrome multifatorial, uma vez que libera fatores citotoxicos na
circulacdo materna e promove disfuncdo endotelial (REDMAN, 1991; SIBAI et al,
1993; BORZYCHOWSKI et al, 2006; MUTTER E KARUMANCHI, 2008; JIM et al,
2010; KAHHALE E ZUGAIB, 2018).

O achado da atividade enzimatica da PDE na placenta sem diferenca entre
0s grupos parece ser antagdénico, quando relacionado com a maior sintese de mMRNA da
PDES5 em condigdo de isquemia placentaria. Entretanto, o cGMP, entre outros fatores,
pode ser regulado pelos niveis de horménio liberador de corticotrofina (CRH), que esta
alterado na PE (KARTERIS et al, 2005).

Os autores descreveram baixos niveis de cGMP na placenta que estaria em
concordancia com a falta de alteragdo da atividade da PDE. E possivel que nio seja
necessario aumento da atividade, ou mesmo producdo da PDE, para a degradacdo do
cGMP. Guanilato ciclase soltvel é a responsavel pela conversdo de GMP em cGMP e
polimorfismos foram descritos na placenta humana (RUSSWURM et al, 1998).
Multiplos sdo os alvos e determinantes moleculares da disfuncdo vascular na PE
(RESLAN E KHALIL, 2010; YU et al, 2018).



O entendimento das interagcOes entre estes diversos fatores bioativos e
mediadores vasculares sera importante para que possamos explicar todas as
interrelacdes fisioldgicas e patologicas na PE (YU et al, 2018).

Outro fator regulador da PDE é a proteina quinase G, responsavel pela
hidrolise da PDE, controlador da degradacdo de cGMP (RYBALKIN et al, 2003) e
descrita com grandes concentracdes na placenta humana (SANDBERG et al, 1989).
Segundo Rybalkin e colaboradores, 2003 enfatiza-se a importancia da Proteina quinase
Gl no mecanismo de regulacdo presente nos estadgios chaves de terminacdo do
relaxamento, € evidentemente na relagdo a Via L-arginina-NO-GMPc, e na preparagdo
das células musculares lisas para novos ciclos de contracao.

Considerando os altos niveis de NOS Rutherford e colaboradores, 1995 e
NO na placenta (SHAAMASH et al., 2001), sugere aumento na producdo de cGMP.
Uma possivel explicagdo para ndo detectarmos diferenca entre 0s grupos pode ser o
método de deteccdo da atividade enzimatica disponivel. O ensaio comercialmente
disponivel é um ensaio que avalia a totalidade da atividade de PDE e para definirmos o
componente especifico da PDES5 é necessario o emprego de inibidores.

A disfuncdo endotelial placentaria e maternal (ACAUAN FILHO et al,
2016) apresentam componentes derivados do endotélio e relacionados com a alteracéo
na biodisponibilidade de NO na SPE. A inibicdo da fosfodiesterase pelo Sildenafil e
seus analogos (GEORGE et al, 2013) pode ser importante para reduzir a hipertensao
relacionada com isquemia placentéria.

J& a elevacdo da acdo fosfodiesterasica do soro materno nas gestantes com
pre-eclampsia resulta em menor acdo do 6xido nitrico na vasculatura das gestantes com
PE, e forma um quadro tipico de vasoconstri¢cdo, favorecendo o aumento da pressdo
arterial sisttmica (PINHEIRO DA COSTA et al, 2006). Segundo Acauan e
colaboradores, 2016, ha também um comportamento ndo satisfatério do cGMP em
contribuicdo direta para essa vasoconstricdo classica presente na SPE. Em nossos
achados porém, o nivel de PDES5 circulante no plasma das gestantes néo teve diferenca
significativa entre as normais e as pré-eclampticas. Os niveis de PDE5 sendo normais e
a acao fosfodiesterasica aumentada na pré-eclampsia, pode estar relacionadas alteracéo
funcional da enzima, seja a capacidade de transporte (Vmax) ou na afinidade (Km), sem
relacdo com a quantidade de enzima. Ndo podemos afastar que outras isoformas da

fosfodiesterase sejam responsaveis pelo efeito da acdo fosfodiesterasica do soro das pré-



eclamptica, mas infelizmente ndo examinamos a atividade enzimatica da PDE5 no
presente estudo (ndo havendo kit especifico, disponivel no mercado atualmente).

Investigamos a concentracdo e ndo a atividade enzimatica, no plasma
materno especificamente, tendo presenca de enzimas em menor quantidade, porém,
possivelmente muito mais ativas. Quanto ao local de atuacdo da PDE5 na pré-
eclampsia, 0 nosso estudo sugere indicios de que ndo é no plasma materno, e sim, na
placenta o principal sitio de atuacdo. A isoforma estudada pode néo ser a principal no
plasma/soro materno e abre caminho para serem testados os demais isotipos 6 e 9 (os
quais também sdo responsaveis pela degradacdo do substrato GMP ciclico (LIN et al,
2006; LARRE et al, 2017).

O estudo apresentou algumas limitagdes. Dificuldades na abordagem e na
coleta jA& que ambas aconteciam dentro do centro obstétrico do HSL. Para melhor
caracterizagdo do grupo de SPE e das gestantes normais usamos critérios rigidos,
limitando o numero de gestantes incluidas. Tivemos limitacfes de orcamento ndo sendo
possivel avaliar a atividade plasmatica da PDE5 e avaliar os niveis das moléculas
avaliadas no sangue do corddo umbilical, bem como ndo foi possivel estudar o
p54nrb/NONO (LU E SEWER, 2015) — proteina envolvida na regulacéo da expressao e
do controle da degradacdo das diferentes isoformas de PDE, que desempenha um papel
crucial no controle intracelular dos niveis de cAMP, assim agindo na sinalizacao
CAMP- dependente. Sua acdo, portanto, regula a habilidade do hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH), ativando a biossintese do cortisol, tornando-se um
possivel substrato de farmaco a ser investigado para auxiliar no tratamento da SPE,
juntamente com as PDE (EMILI et al, 2002; LU e SEWER, 2015).

Os achados do presente estudo sugerem que em pacientes com SPE ocorre
disfungédo da Via L-arginina-NO-GMPc, especialmente na degradagdo de seu produto
final pela PDE. A PDES5 é um dos componentes desta via e 0s nossos dados indicam que
participa na disfuncdo placentéria da pré-eclampsia. Estudo como esse contribuem para
o entendimento do papel do Sildenafil e sua possivel atuacdo na queda da pressdo
arterial pela prevencao da hidrolise do cGMP placentério, reduzindo a hipoperfuséo,
levando a prorrogagdo da gravidez. (SIBAI et al, 1993; DOWNING et al, 2004,
EVERETT et al, 2012; LARRE et al, 2017; SIBLEY, 2017; TANAKA et al, 2017),



Conclusdo




8. CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou um aumento na expressio de mRNA de
PDED5, através da realizagdo do método qRT-PCR, nas placentas de gestantes com SPE
quando comparadas as gestantes normotensas. Em relacdo aos demais experimentos: a
atividade enzimatica placentaria da PDE apresentou equivaléncia em ambos grupos;
enguanto a quantidade de PDE5 no plasma materno também nao apresentou diferenca

significativa entre 0s grupos.

Ao mesmo tempo, este estudo foi pioneiro na analise relacionada ao gene da
PDE5 com posterior correlagdo com dados clinicos maternos e fetais. Além da analise
da dosagem simulténea, realizada no plasma materno e nas placentas, evidenciando
heterogeneidade entre as concentragdes dos grupos de gestantes normotensas versus
gestantes com SPE. Avaliando a correlagcdo entres os achados e os dados clinicos
disponiveis, foi possivel verificar que o desfecho e as intercorréncias durante a gestacao,
como o0 aumento da pressdo arterial nas gestantes e o baixo ganho de peso fetal, foram
mais nocivos nas pacientes com SPE quando comparados aos das pacientes

normotensas.

Assim, findamos o presente estudo ofertando o embasamento necessario
para futuras investigacbes de farmacos que possam amenizar as principais
manifestacdes clinicas dessa sindrome, principalmente naqueles que atuem na Via L-
arginina-NO-GMPc. Além de contribuirmos para melhora na prevencéo e no tratamento
deste quadro patoldgico tdo recorrente, o qual ainda acomete de forma invasiva e

alarmante, um numero respeitavel de gestantes pelo mundo.



8.1 PERSPECTIVAS

Como perspectivas pretendemos realizar a técnica de ensaio para
Imunohistoquimica, e o PCR especifico para P54™NONO, no tecido placentario.
Almeja-se que o entendimento deste conjunto de ensaios e dosagens, possa levar a
descoberta de um possivel biomarcador- o qual passe a ser usado no inicio da gestacao,
antes da 20? semana (para fins de diagndstico ou potencial alvo terapéutico na SPE).

O artigo fruto deste trabalho localiza-se no APENDICE D - Artigo sera

enviado para Submissao.
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APENDICES




APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Linha de Pesquisa em Nefrologia: enfoque na gestacéo e presséao arterial.

TCLE APROVADO PELO CEP EM 31/05/2005 (OF N° 440/05) -CEP E APROVADO PELO
CONEP REGISTRO 11972.

Pesquisadores Responsaveis: Carlos Eduardo Poli de Figueiredo, Bartira Ercilia Pinheiro da
Costa.

Entrevistador da Equipe de Pesquisa:
Nome do Paciente:

SOBRE A PESQUISA:

A presente linha de pesquisa avalia aspectos da gravidez, como pressdo sanguinea e pressao alta
na busca do aumento de conhecimento, alivio do sofrimento e melhora da saude de mulheres e
criangas. Esta Linha de Pesquisa é parte do Programa de P6s-graduagdo em Medicina e Ciéncias
da Saude da Faculdade de Medicina e do Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas
Biomédicas da PUCRS.Nos estudos serdo avaliados diversos aspectos que podem influenciar na
doenca, tais como: marcadores presentes no sangue, na urina, na placenta ou em tecidos; funcédo
dos vasos sanguineos; fungdo das células; funcdo de 6rgdos, como os rins; sensibilidade
gustativa ao sal; e fatores genéticos.

A ideia ¢ estudar fatores que possam ser importantes para a ocorréncia da doenga pré-eclampsia,
que ¢ 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 formulagéo de novos tratamentos.

O QUE SERA FEITO:

Vocé sera convidada para uma entrevista com um dos membros da equipe de pesquisa. O
pesquisador lhe dird de que se trata a linha de pesquisa e o estudo que esta 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 coletada amostra de sangue do corddo
umbilical apds o parto e amostra da placenta, e/ou avaliacdo da funcdo dos vasos por ecografia,
e/ou medida da sensibilidade gustativa ao sal. Em alguns estudos, séo 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
podera ser convidada a realizar acompanhamento clinico com o grupo no ambulatorio
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 doencgas vasculares no futuro. A ideia
do grupo é acompanhar estas mulheres, em longo prazo, com finalidade de observar a evolugao,
detectar fatores de risco ou sinais de doenga, encaminhando a prevencdo e/ou tratamento destes.
Meses ap6s 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
gue desenvolveram hipertensdo na gestacdo). Estas avaliacbes ndo interferirdo nas suas
avaliacOes e cuidados rotineiros.

O material bioldgico da pesquisa sera coletado e congelado até a analise pelos colaboradores do
Laboratério de Nefrologia da PUCRS. Os resultados serdo publicados em revistas de circulacéo
no meio médico e em congressos.

Para que os estudos possam ser realizados, é necessario que vocé faca a opcao autorizando ou
ndo a coleta dos diferentes  materiais ou  realizagdo  dos  exames:
Acompanhamento ambulatorial: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO)




Urina: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO)

Placenta: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO)
Sangue: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO)
Sangue do Corddo Umbilical: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO)
Ecografia dos vasos: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO)
Andlise  genética: AUTORIZO  (Favor escrever SIM  ou  NAO)
Cintilografia  renal: AUTORIZO  (Favor escrever SIM ou NAO)
Sensibilidade Gustativa ao Sal: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO)

*OBS.: Nem todos o0s 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 nfo 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 aprovacdo das Comisses de Etica em Pesquisa para realizar a avaliacdo adicional.

Os estudos sdo desenvolvidos de forma andnima. 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 opgao escrevendo SIM ou

NAO: QUERO SABER O RESULTADO DA PESQUISA.

RISCOS E BENEFICIOS:

Os riscos ou desconfortos dessa pesquisa sdo considerados minimos. Este estudo ndo lhe trara

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 presséo

arterial, ndo trazendo beneficios diretos para as pacientes participantes.

LIBERDADE:

A sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria e vocé pode desistir a qualquer

momento, sem prejuizo do tratamento e sem a necessidade de explicar 0 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 dividas foram respondidas com

clareza, e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Estou ciente que

as informacGes por mim fornecidas serdo mantidas em segredo e usadas somente conforme

opcdo 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 nao terei nenhum custo que seja relacionado a pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre este trabalho, posso chamar os pesquisadores pelos seguintes

telefones (051) 33367700, 33369599 ou 33203000 — Ramais 3174 ou 2344, para qualquer

duvida como participante deste estudo.

Esta pesquisa tem aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS. Sob as condigdes

acima mencionadas, concordo em participar do presente estudo. Declaro que recebi cépia do

presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovando-o e assinando-o ap6s Ié-1o

com todo o cuidado possivel.

Porto Alegre, _ de de

Paciente ou Responséavel Investigador
Cl Cl/ CRF

*EQUIPE PARTICIPANTE:
Carlos Eduardo Poli de Figueiredo, Bartira Ercilia P. da Costa, Marta Hentschke e Anne
Brandolt Larré



APENDICE B - Protocolo de Coleta Padronizado

Linha de Pesquisa Hipertensdo na Gestacao Laboratdrio de Nefrologia
PUCRS (ramal 2344)

Nome:

Endereco:

Cidade: Bairro:
Fone: ()

Data da Avaliacdo:

Registro HSL:

N° do Lab: / / /
Raca: branca mista negra

Data de nascimento: / /

Idade:

HAS: Nao Sim Parentesco: Mae Pai Outros

Data dos exames:

IG: semanas dias TP (RNI): / (%)
Hemataocrito: % KTTP:

seg/seg

Hemoglobina: g/dL Fibrinogénio: mg/dL
Leucocitos totais: uL TGO: uL TGP: uL
Bastonados: % uL LDH: uL

Segmentados: % uL BD: md/dL  BI: mg/dL
Basofilos: % ul

Eosinofilos: % Ul

Mondcitos: % uL TSM: ABO: Rh:
Linfdcitos: % uL




Plaquetas mil

Creatinina mg/dL Acido Urico: mg/dL
Proteinuria de amostra: mg/dL
CreatinUria de amostra: mg/dL

Relagao prot/creat (P/C) em amostra:

Proteinaria de 24h: mg/24h

Creatinuria de 24h:

Glicemia de jejum: mg/dL (data:  / /

Exame qualitativo de urina: pH= dens= prot= + hem=

+ leuc= p/c hem= p/c céls= plc
Outros:

Data da Gltima menstruacdo (DUM): Certeza: Sim

Né&o

Idade Gestacional (no dia da coleta): DUM= ECO=
Gestagdes: () Partos: ( ) Abortos: () Provocado/Espontaneos

Tabagismo: nao ( )1al0cigarros/dia () >10 cigarros/dia

Numero de consultas de pré-natal:

Infeccdo urinaria (repeticdo): Nao Sim: Infancia Fase adulta:
HAS: Nao Sim Idade ou IG no diagnostico
PE prévia: Nao Sim DM: Néo DMI DMII DMG

Outras doencas:
Drogas em uso (antes/durante a gestacéo, qual):

Uso de anti-hipertensivos durante a coleta:

Data do exame fisico:



IG: semanas dias

PAS: mmHg

PAD: mmHg

Peso inicial: kg Peso final: kg Altura: metros
Membranas: () Integras () Bolsa rota (horario que rompeu a bolsa):

Data: Hora:
Tipo de parto: Normal Cesério Porqué?

Se parto normal: Episiotomia ( ) sim () ndo /Uso de forcipe ( ) sim ( ) nédo

Sexo: () Masculino () Feminino

Apgar: 1°min () 5 min( )

IGO: IGP (capurro):

Classificacdo: AIG GIG PIG
Peso RN: g

Peso da placenta: g

Controle Hipertensdo gestacional Hipertensdo cronica
PE Pura Sobreposta Eclampsia
HELLP

Observagéo:



APENDICE C - ORCAMENTO DO CONSELHO DE PESQUISA CIENTIFICA

*FONTE
ITENS A SEREM VALOR VIABILIZA
FINANCIADOS | QUANTIDADE |QUANTIDADE UNITARIO | VALOR |DORA
ESPECIFICAGO o n° de mat ou
ES n° de animais equipamento total R$ R$
Quantidades quantidades
Exames/
Procedimentos 0,00
0 0,00 0,00
Corregéo
Servigos: Portugués 100 péaginas 500 0,00 500,00 6
Xerox 670 paginas 100 0,00 100,00 6
Encadernacgdes 6 encadernagdes | 150 0,00 150,00 6
Auxilio Estatistico 5 horas/aula 1250 0,00 1.250,00 6
Traducéo Inglés 100 paginas 500 0,00 500,00 6
0 0,00 0,00
0 0,00 0,00
Materiais: Borrachas 2 unidades 10 0,00 10,00 6
Folhas A4 1000 folhas 30 0,00 30,00 6
Pen driver 1G 1 35 0,00 35,00 6
Cartucho
Impressora 4 100 0,00 100,00 6
Pastas de
Escritério 20 1 0,00 20,00 6
Canetas
Esferograficas 6 2 0,00 12,00 6
Material de
Laboratério 20 49862 0,00 49.862,00 6
Jalecos 2 200 0,00 200,00 6
0 0,00 0,00
Equipamen
to: Computador 1 2750 0,00 2.750,00 6
TOTAL 0,00 55.519,00
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Abstract

Imtroduction: Preeclampsia (PE) is charactenized by elevated blood pressure and
pathological protemmuria after 20 weeks of pregnancy. In PE, endothelinm-derived nitric
oxide via acts in the cyclic guanosine monophosphate (cGMFP) production to nduce
vascular relaxation. cGMP is hydrolysed by phosphodiesterase (PDE). PDE activity is
increased in the serum of patients with PE. FDES is responsible for cGMP hydrolysis and
15 found in almost all cell types. Objective: To evaluate the activity and expression PFDES
in placenta, and its concentration In maternal plasma, in patients with preeclampsia
compared to normotensive controls. Study Design: Case-control study incloding 151
patients (100 normal controls-NC and 51 with PE). The concentration of PDES in
maternal plasma was evaluated with an Enzyme-linked Inmmunosorbent Assay. Placental
FDE enzymatic activity was performed using a colonmetric assay and placental FDES
expression by qRT-PCE. Results: PDE5 concentration in matemal plasma was not

significantly different between groups (NC: 0.11+0.04 ng/ml; PE: 0.11+0.01 ng/ml
p=0.307, Student t test). However, the expression of PDES in placental tissue was 1,125
folds higher (p=0.001) m PE, with 0.1 as minimmm value and 3,434.9 as maxinmm. PDE
enzymatic activity was equivalent between both groups (NC: 0.4140.28; PE: 0424026
nmol; p=0.955; Mann Whitney test). Conclusion: Increase in FDES p]acfma] EXpression
in PE placental tissue may be related with to placental ischemia, triggering the systemic
maternal syndrome. This enzyme is probably relevant in a series of pathophysiclogical
steps and may be mvolved in the vasoconstriction presented in preeclampsia.

Keywords: PDES Phosphodiesterases; Hypertension, Pregnancy Indnced; Enzyme
Asmys Nitric Oxide, Endotheliom-Dernived.
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Phosphodiesterases and preeclampsia
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ARTICLE INFOD ABETRACT

Argirke Antagoni zing vasodilabon has been considered one of the potential mechanisms underlying the patho-

by
Rcavsd T Dol 7016
Accepred 3 Ay 2017

physiology of preedampsia. Phosphodiesterases hydrolyze oCMP, interfering with the action of nitric
aocide an vasculir smoath musde, thus Gusing vasamnstriction. We hypothesize that the phosphadi-

esterases in matemal plasma, phosphod iesterase-5 in pantioular, may be linlked to dinical manifestatio ns

in presclampsia syndnome.

& 2017 Eleevier Ltd. All i ghts reserved

T el it oo

Preeclampsia (PE) & a multisystemic syndrome |1.2]
pregancy-ipecific wivse prevalence varies sccording o some
authors, who suggest that the syndrome can complicate from 2%
o 8% | 3,4) of all pregnancies It confers high morbidity and mortal-
ity to beoth mother and fetus |56 It is durscterized by slevated
levels of blood pressure ssocisted with the & mergence of one or
mone matermal organ dysfunction after the 20th week of gestation
[1.2]. The pathophysickgy of the PE i complex, and itisatill being
elucidated Many theores have propeed pesible etiological
mechanisms of such disesse |7-13) The main ides governing the
understanding of PE is that the disease results from placental
isdhemia with the relesse of factors in the maternal circulstion
|11, 14) and most studies sugpest that the disexse is triggered by
a cascade combination of sbnormal matemal indlsmmatory
response and endothelisl dyshenction msocinted with te Jngio-
genic imbalance and sbhosormal vascular relacstion |[513,15-18]
The vasoconstriction has been highlighted a3 one of the factors
invodved in the pathogenssis of PE The relexse of nitric oxide by
the emdothelium promotes vasodilstion, 2 major regulstor of vas-
cular tone that acts via the guanylate cyclase forming the cyclic
guanddine monophosphate (oGMP) |19 This secomnd messe nger,
im its turn, is hydoolyeed by the phosphaodiesterase ( PDE ) a cyclic
mucleatide respondible for regulating the cellular levels of cGMP
and 3 F-cyclic sdenoine monophophate (cAMP) |20
Phesphaodiesterase currently make up 11 structurally relsted
families, but functionally varisnts. Some are spedilc for cAMP o

* Cone spoading athor v Av Ipieng 6530 - 530 Luces Hospinl, Tip cde: 90
510 DD, Baml
E-mail adfres: bam@puon b (BE. Rnkein 4 Caral

g e e a0 B0 1 5[ rrashiy 200 | 08000
030587 G 2017 Eleevier Lid AN Sghs nessrnsd

oGMP, and others for both |21 Phoeiphodiesterase that pedform
the hydmolyss of cGMP in vascular myocytes, in particulsr PDE-5,
- due to its significant expression in this region - are respondble
for the regulation of the muscle one in the vessel_ They regulste
lood pressure by antagonizing the catslysis of the semnd mesen-
ger respondible for the degradation of nitric oxide; thus, these
enrymes ant agonire the vasodilation [2233]

P phidi est erase sctivity from the plasma of women with PE
is higher than in regulsr pregnancies [24). Accordingly, it is
believed that such enrymes are invohed in the pathogenesis of
PE [23.25). Few studied relate the expresion of varants of PDE
with the syndrome, focusing, primarily, on PDE-5 expression,
which appears to be at high levels in maternal placental tissue
[23.25-29]

Hypothess

Mt human studies that establish a link between PE and PDE
analyre the PDE-5 in the plicentsl tisswe and umbilical cord
|23.2530-32]. We believe in the hypothesis that the PDE ency-
matic activity and expresdion, particul sy the PDE-5, i@ incraased
imthe plasma and placents of women with PE This al teration fol-
lowws &8 & conceptusl basis, which justifies the use of indibitors of
PDE in the prevention and trestment of PE

Evaluation of the hypotiesis
Presclumpsia

Preedampsa is disgnoed by hypenemion, ie sysolic blood
presure >140mmHg or disitolic blood pressure =00 mmHg, pre-
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Phosphodiesterase Inhibition in the Treatment
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Anne Brandolt Larmé « Femando Somtag " + Débora Montenegro Pasin' « Nathilia Paludo® «
Rayssa Russkowski do Amaral® « Bartira Erdlia Pinheiro da Costa** - Caros Eduardo Poli-de-Figueiredo *

Puiiished anline 36 iy 2018
) Springer Schence + Business Medis, LLE, part of Springer Mature 1038

Abstract

Purpose of Review The present siudy inends toreview the possibility of using phosphodiesterase inhibitorsasa restment option
for prooclampsis, addressing potential risks and bene fits.

Recent Findings Precclampsia i the most common hypertensive disorder of pregnancy, often responsible for severe matermal and
fital complications, which can lead to carly pregnancy term ination and death. Despite the numerous sudies, its pathophysiology
i still unclear, althowgh it seems to invobve a nultiplicity of complex factors related o angiogenesis, ineffoctive vasodilation,
oxidative gress, inflammatory cytokines, and endothelial dysfunction. It has been hypothetically sugoesied that the use of
phsphodicterase inhibiis iz capable of improving placental and feta] perfusion, contributing to gestational scenario, by
decreasing the synmptomainlogy and severity of this syndrome. In this literature review, ithas boon found that most of the studies
were conducted in animal models, and there is still lack of evidence supporting ik use in clinical practice. Research in human
indicates conflicting findings; randomized controlled triak were scarce and did not demonstrate any benefit in morbidity or
mortality. Data reganding to pathoplysiological and interventional research are describsed and commentad in fhis review.
Summary The use of phosphodicsterase inhibitors in the reatment of prooc lampsia is controversial and should not be encouraged
taking into account recent data.

Keywords Sildenafil - Phosphodicsterase - Hypertension, pregnane y-induced - Models, animal

Introduction three leading causes of matemal morbidity and mortality in

e workd [1==, 2]. Clinically, it is characterized by increased
Preeclampsia, a multisysiemic and rultfactorial disease, af-  blood pressure levels (= 1400 mmHg) associated with pro-
fects from 2 to 8% of all pregnancies, comprising one of the teinuria (=300 mgiday) after the 20th gestmtional week. Tt
resuls in systemic matemal dysfunctions such as renal injury,
inrauterine growth restriction, and neurolesgical, hopatic, and

This article is partofithe Topiml Caollection on Preaclowpsia hematalogical impaiment [3+]. The progression and agrra-

vation of he sympioms can lead to te carly inermption of

k=l Bartira Erdlia Finbeiro da Cos gestation, reganded today as te only cure option [4]. The

tartpuanle management aims to maintain fotal vishility and reduce ma-

temal risks [5]. Ttis believed that the condition is a response to

' Posgradome Pmgam in Medicne and Healéh Sciences placental hypoperfusion, asseciated with inflammation and
(Mephralogy ), Lahominry of Nephrology-Schoal of Medicine, maiemal endothelial dysfunction [6—-8].

wmﬁmmﬂhmmmm In some cases, the use of sildenafil citrate in fhe manage-

2 . e . ment of endothelial dysfunction has been discussed a5 8 drog
LR&HM yof Ria o, that promobes vascular relaation by the imctivation of the
. . o phosphodiesterase (FDE), enzyme responsible for degrading

*  Department of Intemal Medicine, Pontifical Cathalic University of . . . .
o Grande da Snl, Pasta Alegre, RS, Bal e cyclic adenosine monophosphaie and cyclic guanosine
monophosphaie (cGMP)L These nucleotides are known topar-

4 . .
ﬂ; uﬂ s Hompinl, Av fpirmga 6690, Pota Alegr=90 £10 000, ticipake in the activation of intracellular proin kinases in

) S
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ESTRATEGLAS DE COMUMICALAD COM PACIENTES AFASKOOS WiTiMad DE ACIDENTE VASOULAR ERCEFAMICD: | IEBEBLME 3
FEVISAD INTECHRATTS S |

5.Estratégias de comunicacao com pacientes afasicos vitimas de acidente

vascular encefalico: revisao integrativa

5. Strategies of communication with patients aphasic accdent victims of

vascular brain: integrative review

Diego Silveira Sigueira’
Anne Brandolt Larré:

RESUBAD
Objetivos: caracterizar a prudl.gi-u- oientifica mo periodo de 2008 a Z015 aceroa das
evidenoiss relacionades as estratégias de comunicagiao com pacientes afasicos witimas de
acidente vascular encefialico (AYE). Metodologia: trata-se de uma revisao integrativa, com
busoa nas bases de dados LILACE, SOELD, TBECS, PUBMED, wtilzando os descritores
acidente wvascular cercbral, afasia, comunicagic, eguipe de enformagem e relagdes
enfermeire pasient=. O= oritérics de= inclusio foram: artigos indexados nas referidas bases;
publicados =m lLngua portegee=sa = espanhola; disponiveis mna integra. O levantamento
biblicgrifico foi realizado no perodo de setembro 2 movembro de 7015, Foram
selegionados 10 artigos gue atenderam  acs  oritérios e inolusio.  Resultados:
identificaram-se indmeras estratégias uwtilizedes pela equipe de enfermagem para a
unmm‘iun-g-in oom paoientes afasioos, dentre elac: nmunic.milin verbal = néc werbal,
inoluindo alfabeto em pape=l, =sorita, wso de figuras. mansal de necessidade: basioas
impresso = eguipamentos eletronioos. ConclusSo: a e=quipe de e=nfermagem  possui
fundamental @mportancia no  processo de -umunin:.lqiu de pacientes afasicos na
identificagic de muas necessidades humanas,
DESCRITORES: Acidente wasoular cerebral; Afasia; Comunicagdo: Equipe de enfermagem:
Relagdes enfermeiro paciente.

* Enferrreing, Mantrands am Clncin dabdicn (PLORE), Enfermeine Sohtercial da inbeerache Fediilbcon do Hospital Sbo Lot
o PUCRE, Forto slewre, S, Brmil. E-rmail: dhegopigneta eyt oo by,

¢ Fermachutics . Doobomncn ernoDenc i Vesdican (PO, Boabla de e Lesoachks e Medicira ¢ CEncia s beele da
Fontificia Un feersidede CabSica do o Grands <o Sul Porto Sdeges,, i85, Beaal.

REVISTA CLEDADD EM ENFERBASEM - CESLICA - w. 3, & 3 o -84, jas i 35
Cachomisinh &S - 155k 2847 3071 5 hiltpaiofs o oo edu b dygs rawt form ageTm o
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ANEXO A - Parecer Consubstanciado do Conselho de Etica em Pesquisa

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE wﬂp
DO SUL - PUC/IRS
PARECER CONSUBSTANCLIADD DO CEFP

DADOS DO PROJETD DE PESGUISA

Tifule da Peequiza: FOSFODIESTERASES MA SINDROME DE PRE-ECLAMPSLA

Pesquisador: Canos Eduardo Poil de Flgusiedo

Area Tematica:

‘Werslao: 3

CAAF: SOE00015.6.0000. 5336

Insfttulcio Proponasnis: URNLAD BRASILEIRA OE EDUCACAD E ASSISTENCLA
Patrocinador Princpal: MIMISTERED DA CIEMCLEA, TECHOUDELA E INOWACAD

DADOS DO PARECER

Hbmen do Parecser: 1.353.572

Apressntagio oo Projsto:

Wier conciushes U pEndSnciEEs.

Cb|etivo da Pesgulsa:

Wier conciushes U pEndSnciEEs.

avallacae dos Rlscos g Senelficioa:

Wi conclusles ou pendéncas.

Comentarios & Conslderagies s0bre 3 Peasquieas

Wi conclusles ou pendéncas.

Consiieragies S0bre 08 Termos ds apressniagso obrgatarac

Wier conciushes U pEndSnciEEs.

Racomenisghan:

Wi conclusles ou pendéncas.

Conclusies U Pendéncias & Lisia de Inadequagias:

O nown TCLE apresentado confempla as recomendagies da resolucio n® 422 de 2012, exceio na segunia
paging a0 refeir-se @ copla 8o 1enmo, embora na paging 1 conste fu3s vias. Recomenta-6e 3 CTegSn por
parie dos pesquisadores anies da apiicacdo do referda TCLE.

Endlansns: S |peiangs, S5E1, il 40, didia SOES

Badtio:  Pafadan CEP: i #5000

F: RS Hunisipia: PORTO ALEGRE

Telefone: o pEsogigs Fax: [51)3500-5345 E-mail. ool in

Fibgrs 21 om =h




PONTIFICIA UNIVERSIDADE

CATOLICA DO RIO GRANDE cw@
DO SUL - PUCIRS

Conslderaciaa Finale a critério do CEP:

O nown TCLE apreseniado contempla as recomendagies da resolucdo n® 422 de 2012, excelo na segunda
paigina a0 referr-5e 3 copla do fenmo, emDon na paging 1 consle duas vias. Recomenta-6e 3 COmega0 por
pari dos pesquisadores antes da apiicago 6o referido TCLE.

Ceonimmple 42 Pesear 1 3070

Eatepuamml Haborads basaado Nos doCUmentios abaldo relacionanng:

[~ TIpo Documento ARG Posagem T S0 |

Informaciies Basicas| FE_INFORMAZDES BASICAS DO P | 16122015 Ao

e (Do e

CATE pdf 1622015 [Anne Lame AL
15:33:31

TCLE Temmoe g2 | TCLE_ANne 161215 _Finalpdr 1GMZ2015 | Anne Lame AL

Aszeriimenta 15:24:54

Justficativa de

AusSncis

CATS Caranesposta pdt D3MZ2015 |Anne Lame A=
14:16:30

Frofeln Deahnato ! | Proje_ Plabas]_Frontods 122015 PD| D3i220is |Anne Lame A=

Esochura Fpdf 14:05:55

Investiqador

FEcUrso Anexadn | Cara.pdl 205 | Anne Lane A=

| peio Peequisador | DE:S5.49

Friha de Rosty FoiNG_Fosto D ZIMD2015 | Anne Lane A
133545

CIoNograma CROMOGRAMA DT Z0M2015 | Anne Lane A
11,5636

TS Laties.pdt DS [Anne Lame A
11:51:50

CARTDS RESUMOS pdt ZOAVZ0S |Anne Lame A=
11:44:23

s a0 IS [Anne Lame [ A |
111505

Crpamento 2015100208350 amento. pdr 0205 | Anne Lame Bl
111402

Slfusgao do Parscer

Aprovaco

Mecessita Apreciagio da CONER:

N3

Ercbaresns: G |piaeg, S9ET pebcie 40 sale S

Badste:  Pafafnh CEP: ) &G0
UF: RS Miinkdpa: PORTO ALEGRE
Telefone (&1 ol Faz: [51)3%0-5345 E-maill: copfpe iy

Fagrs Thos =




F"DNTIFiCIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE
DO SUL - PUC/RS

Cordrnamske §1 Pumar | W0 ETT

PORTO ALEGRE, OF de Jansiro de 2016

ABSINACG POT.
Rododfo Herberio Schnslder

Enderepo. S iprrangs 8881 predhc 40 sale 505

Badrro.  Feawron CEF. ) & eain

F. RS Muamciphs: POSTO ALEQRE

Tebefome. 51 (HO0. TS Far |57 FL0-X05 E-mall. cecipas 9

mo

L ]




marista  PUCRS

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
Proé-Reitoria de Graduacao
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 1- 32. andar
Porto Alegre - RS - Brasil
Fone: (51) 3320-3500 - Fax: (51) 3339-1564
E-mail: prograd@pucrs.br
Site: www.pucrs.br




