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RESUMO

A Pré-Eclampsia (PE) € um disturbio da gravidez potencialmente fatal,
cuja patogénese nao é completamente entendida. A origem da PE ocorre muito
cedo na gravidez, por isso muitos marcadores biofisicos e bioquimicos tém sido
propostos como preditores de pré-eclampsia. O objetivo deste estudo foi avaliar
detalhadamente o perfil lipidico, a fim de identificar possiveis alteragdes,
abrindo uma nova perspectiva para a compreensio dos disturbios metabdlicos
vivenciados pelas gestantes com PE, usando uma abordagem lipiddmica
envolvendo espectrometria de massa. Analisou-se o perfil lipidico sérico em 40
gravidas com pré eclampsia e normais, e ndo houve diferenga entre os dois
grupos em relagéo a idade, estado civil, cor, escolaridade, trabalho ou renda
familiar. Ao aplicar uma abordagem lipiddmica e espectrometria de massa.
Espécies lipidicas do tipo acilcarnitinas (CO, C3 e C5) apresentaram alteragoes
significantes (p < 0,05). Observou-se também que as lisofosfatidilcolinas
(lysoPC a C20:4 e a lysoPC a C28:1) aparecem inicialmente dentre os
metabdlitos que apresentaram diferengas estatisticamente significantes, mas
apos a corregao de multiplos testes aplicando Benjamini-Hochberg (BH) essa
significancia ndo se manteve. Porem destaca-se que as lysoPC.a.C 16.1; 18.1;
20:4 e a 28:1 apresentaram concentragoes aumentadas no grupos pre
eclampsia. Um aumento nos niveis plasmaticos de esfingomielinas C18.0, C18.
1, C20. 2, C24.1, C26.0 e C26.1 foram observados em pacientes com pre-
eclampsia. Apos analise multivariada e aplicacdo de BH, os valores foram
significativos apenas para os metabdlitos SM C18: 0, SM C18: 1 e SM C26: 0.
Este estudo detectou alteracdes lipidicas, especialmente em acilcarnitinas em
gestantes com pre -eclampsia, bem como correlagbes com as
lisofosfatidilcolinas, alem de gestantes com pré-eclampsia com elevacédo de
Esfingomielina, o que pode estar associado ao processo de instalagao da pré-
eclampsia. Tais metabolitos podem auxiliar no conhecimento da génese da pré-
eclampsia, que poderdao no futuro ser uteis na investigacdo de doencgas

associadas a pre eclampsia.

Palavras-chave: Preé- Eclampsia. Lipidomica. Acilcarnitinas.

Lisofosfatidilcolinas. Esfingomielinas, Espectometria de Massa
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ABSTRACT

Pre-Eclampsia (PE) is a potentially fatal pregnancy disorder whose
pathogenesis is not fully understood. The origin of PE occurs very early in
pregnancy, so many biophysical and biochemical markers have been proposed
as predictors of preeclampsia. The objective of this study was to evaluate the
lipid profile in detail in order to identify possible alterations, opening a new
perspective for the understanding of the metabolic disorders experienced by
pregnant women with PE, using a lipidic approach involving mass spectrometry.
The serum lipid profile was analyzed in 40 pregnant women with preeclampsia
and normal, and there was no difference between the two groups in relation to
age, marital status, color, schooling, work or family income. When applying a
lipidomic approach and mass spectrometry. Lipid species of the acylcarnitine
type (CO, C3 and C5) showed significant changes (p <0.05).
Lysophosphatidylcholines (lysoPC to C20: 4 and lysoPC to C28: 1) initially
appear among the metabolites that presented statistically significant
differences, but after the correction of multiple tests using Benjamini-Hochberg
(BH) this significance was not maintained. However, it should be noted that
lysoPC.a.C 16.1; 18.1; 20: 4 and 28: 1 showed increased concentrations in the
preeclampsia groups. An increase in plasma levels of sphingomyelins C18.0,
C18. 1, C20. 2, C24.1, C26.0 and C26.1 were observed in patients with
preeclampsia. After multivariate analysis and BH application, the values were
significant only for the metabolites SM C18: 0, SM C18: 1 and SM C26: 0. This
study detected lipid alterations, especially in acylcarnitines in pregnant women
with pre-eclampsia, as well as correlations with lysophosphatidylcholines, in
addition to pregnant women with preeclampsia with elevation of Sphingomyelin,
which may be associated with the process of pre-eclampsia. Such metabolites
may assist in the knowledge of the genesis of preeclampsia, which may in the
future be useful in the investigation of diseases associated with preeclampsia.

Further studies are needed to confirm this data.

Keywords: Pre Eclampsia. Lipidomic. Acylcarnitines.

Lysophosphatidylcholines. Sphingomyelins, Mass Spectrometry
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PRIMEIRA SECAO

1 INTRODUGAO

O enfrentamento da morte materna continua sendo um grande desafio
das populagdes mundiais, em especial, as mais vulneraveis e aquelas dos
paises em desenvolvimento visto que em sua maioria poderia ser evitada. A
morte da mulher durante o ciclo gravidico-puerperal representa um fendmeno
nao apenas biolégico, mas também social e econémico, cujo impacto acarreta
prejuizos irreversiveis ndo apenas do ponto de vista individual, de cada familia,
mas também de toda uma sociedade (BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015).

No Brasil, com o aprimoramento da qualidade da informacdo e a
valorizacdo dos estudos sobre mortalidade materna, tem sido possivel
identificar com uma maior efetividade as principais causas de 6bito, conhecer
os critérios de evitabilidade e correlaciona-los com os determinantes sociais em
saude (CUNHA; CAMPOS; BARBOZA, 2011).

Os indices de mortalidade materna nos paises em desenvolvimento
s&o alarmantes. Em 2003, a razdo de mortalidade materna no Brasil, obtida a
partir de obitos declarados, foi de 51,7 ébitos maternos por 100.000 nascidos
vivos. Além disso, a razao de mortalidade materna corrigida foi de 72,4 por
100.000 nascidos vivos, correspondendo a 1.572 o6bitos maternos. Entre as
causas diretas, a sindrome hipertensiva especifica da gestagdo (SHEG)
(Eclampsia (E)/ Pré —Eclampsia (PE) representou a primeira causa de &bito
entre todas as categorias de raga/cor consideradas (BRASIL, 2011).

Os disturbios hipertensivos sdo as complicagbes mais comuns no
pré-natal, acometendo 12 a 22% das gestagbes, sendo a eclampsia uma das
principais causas de Obito materno em paises desenvolvidos e em paises em
desenvolvimento (MOURA; OLIVEIRA; DAMASCENO; PEREIRA, 2010). As
sindromes hipertensivas na gestagao (SHG) representam a terceira causa de
mortalidade materna no mundo e no Brasil pode-se chegar a 10% dos casos
(OLIVEIRA et al, 2016).

As SHG quando conduzidas com um plano terapéutico apropriado
podem apresentar melhor progndstico tanto materno quanto neonatal, porém

se essa mulher ndo for tratada com medidas efetivas e por vezes inadiaveis
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possibilitando tomada de decisdo e a realizacdo de intervencdées em tempo
habil, pode perder-se a oportunidade de possivelmente interceptar a evolugao
para desfechos como a eclampsia entre outros (BERGAMO; ZEIGER; VIDAL,
2015).

A prevencao da PE revolucionaria o acompanhamento pré-natal e
salvaria muitas vidas de maes e fetos, principalmente em paises
subdesenvolvidos, nos quais suas consequéncias sao devastadoras.
Entretanto, é dificil desenvolver estratégias racionais para a preveng¢ao, uma
vez que sua causa nao é totalmente conhecida (MOL et al, 2015).

As estratégias de prevengao das Sindromes Hipertensivas, dentre elas
PE se mostram desapontadoras, provavelmente, devido ao fato das
intervengdes propostas serem focadas no inicio do aparecimento dos sintomas,
enquanto os fendbmenos de comprometimento vascular ja se instalaram bem
antes. A prevengao primaria, ou seja, aquela que protege contra a doenga, sé
se concretizara com a descoberta definitiva de sua etiologia. Enquanto nao for
atingido esse estagio, € necessario procurar exaustivamente recursos
terapéuticos que atuem em fases precoces da fisiopatologia da doencga,
promovendo a profilaxia secundaria, prevenindo o desenvolvimento de formas
graves da doenca. Novas pesquisas devem se concentrar na descoberta de
farmacos capazes de proteger e recuperar o endotélio lesado (KAUFMANN;
BLACK; HUPPERTZ, 2003; MEADS et al., 2008; CABRAL et al., 2009).

Tendo em vista os estudos realizados sobre a PE, verifica-se que o
melhor tratamento ainda é assisténcia pré-natal adequada, diagndstico
precoce, controle apropriado e parto em tempo habil, evitando as complicagdes
mais graves (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005; SIBAI, 2003; BROWN,
2008; NHBPEPWG, 2000).

A PE é conhecida como a doenca das teorias, mas pontos obscuros
da sua génese vém sendo intensamente investigados e esclarecidos. O
mecanismo génese da PE ocorre muito cedo na gravidez (DEKKER; SIBAI,
2001) e por essa razao muito se investe em testes de predi¢ao fundamentados
na disfungao placentaria, nos marcadores de resposta inflamatéria e ativagao
do sistema de coagulagdo e da lesdo endotelial (CONDE-AGUDELO;
ROMERO; LINDHERIMER, 2009; SIBAI, 2007; WANG; RANA; KARUMANCHI,
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2009). Muitos marcadores biofisicos e bioquimicos tém sido propostos como
preditores de pré- eclampsia (BAUMANN; BERSINGER; SURBEK, 2007).

A investigacdo do perfil lipidico realizada por métodos analiticos
classicos, por vezes apresenta limitagoes, neste sentido, ha necessidades de
analises lipidicas mais detalhadas, por isso € imperativo buscar novas
ferramentas e metodologia, tanto para fins diagnésticos como para
monitorizac&o da eficacia terapéutica (QUEHENBERGER; DENNIS, 2011).

Além disso, o painel lipidico padrao, ndo é tao sensivel e especifico
para a identificacdo de pacientes em risco para PE e suas complicacdes
(ALSHEHRY et al., 2016), e com novas tecnologias metodoldgicas espera-se
conhecer biomarcadores para uma identificacdo mais precisa e precoce dos
pacientes de alto risco (HU et al, 2009).

Nas ultimas décadas, a procura de biomarcadores de suporte a
medicina translacional conduziu ao avancgo cientifico das chamadas “émicas”.
O estudo do perfil metabolico de um organismo, a metabolémica, surge como a
inovacdo mais recente depois da genbmica, da transcriptbmica e da
proteOmica. A lipiddmica, a analise quantitativa e qualitativa dos lipidios no
organismo, tem despertado o interesse da comunidade cientifica devido a sua
intima ligagdo com inumeras patologias humanas ,tais como diabetes,
obesidade, aterosclerose (KORKES et al, 2014; KOSTER et al, 2015;
NOGUEIRA et al, 2018).

A lipiddbmica € o ponto final da cascata “‘omic” e €&, portanto mais
proximo do fenodtipo do paciente (THOMAS, et al. 2011) e tem como objetivo
realizar uma analise abrangente dos lipidios no sistema biolégico e estudar em
grande escala as estruturas e fungbes de uma variedade de lipidos (HU et al,
2009). A lipiddbmica é capaz de quantificar centenas de diferentes espécies
moleculares lipidicas com varias fungdes estruturais e funcionais. Esta em
combinagdo com amostras clinicas apropriadas e os dados do banco
biomolecular que é usado hoje para atender as muitas necessidades nao
disponiveis de diagnésticos de doenga (EKROOS et al, 2010).

Desta forma torna-se importante compreender as mudancgas que
ocorrem no perfil lipidico destas mulheres, e de que forma estas mudancgas
contribuem para o desenvolvimento da PE, podendo assim abrir caminhos para

entender os mecanismos subjacentes. Sendo assim, o objetivo principal desta
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pesquisa foi analisar o perfil lipidico, utilizando uma tecnologia ndo usual na
pratica clinica, denominada lipiddmica, com a finalidade de estabelecer uma
possivel correlacdo com a PE.

Esta tese segue o formato proposto pelo Programa de Pos-Graduagao
em Ciéncias da Saude, na parte inicial € apresentada o referencial tedrico,
objetivos e metodologia. Na segunda parte constam os resultados que séo
apresentados na forma de artigo e a terceira parte consiste das referéncias

bibliograficas, apéndices e anexos.

Os resultados desta pesquisa deram origem a 02 artigos citados

abaixo:

1- Artigo original:

Titulo: SPHINGOLIPIDS AND PREECLAMPSIA DEVELOPMENT IN
PREGNANT WOMEN IN SAO LUIS, MARANHAO. Submetido ao periédico
Plos One — Qualis A1 — Medicina |

2- Artigo original:

Titulo: AVALIAGCAO LIPIDOMICA DO PLASMA DE MULHERES COM E SEM
PRE-ECLAMPSIA. Submetido ao periédico Cadernos de Saude Publica —
Qualis B2 — Medicina |
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2 REVISAO DA LITERATURA

Em condigdes fisiolégicas, a gestante depara-se com uma
transformacdo brusca em seu organismo, apresentando principalmente
alteracbes metabodlicas de importancia que podem lhe proporcionar risco
aumentado de doencgas e condigdes que prejudicam também a vida do feto em
crescimento (BAKKER et al.,, 2001; IBAl; DEKKER; KUPFERMINC, 2005;
SIBAI, 2003).

Varios fatores concorrem para o desenvolvimento da SHEG, sendo a
incidéncia maior quando presente em situagdes como obesidade, idade nos
extremos da fase reprodutiva, diabetes, hipertensdo, nefropatias, histéria
familiar ou pessoal de PE ou eclampsia (MOURA; OLIVEIRA; DAMASCENO,;
PEREIRA, 2010).

A etiologia da SHEG é desconhecida, mais numerosos fatores e teorias
tém sido sugeridos para explicar sua causa, porém a maioria ndo tem sido
confirmada (NASCIMENTO; BOCARDI; ROSA, 2015). Dentre as formas
clinicas que esta sindrome pode apresentar destaca-se a PE, definida pela
presenca de hipertensdo e de proteinuria apds a 20? semana de gestacao,
podendo ser leve ou grave. Todavia, esta podera ocorrer, excepcionalmente,
antes de 20 semanas de gravidez quando associada a Neoplasia Trofoblastica
Gestacional (NTG) (MOURA; OLIVEIRA; DAMASCENO; PEREIRA, 2010).

2.1 Definicao e classificagao das sindromes hipertensivas

A Sociedade Internacional para estudos da hipertensdo na gravidez
(Internacional Society for the Study of Hypertension in Pregnancy — ISSHP)
adota a classificagdo proposta pelo National High Blood Pressure Education
Program (NHBPEP), que também é a preconizada pelo Manual Técnico de
Gestacgao de Alto Risco do Ministério da Saude (MS) (BRASIL, 2010). Por esta
categorizagdo, as sindromes hipertensivas sédo classificadas em hipertenséo
gestacional, hipertensdo arterial cronica, pré-eclampsia isolada ou superposta e
eclampsia, de acordo com a época de surgimento da hipertensao e sua relagéo
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com a idade gestacional, presenca de proteinuria e gravidade do quadro
clinico. Nesta recomendacéo, amplamente difundida, ndo foram mais utilizados
os termos doenga hipertensiva especifica da gravidez (DHEG) ou toxemia
gravidica (BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015).

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) tem sido denominada de “A
assassina silenciosa”, por ser uma doenga cronica com uma longa fase
assintomatica que, se nao detectada e nao tratada, silenciosamente danifica o
coragao, o cérebro e os rins (HENTSCHKE, 2015; GOLDMAN; AUSIELLO,
2005). A HAS esta relacionada com frequéncia a alteragdes funcionais e/ou
estruturais dos orgaos-alvo e as alteragbes metabdlicas, com consequente
aumento do risco de eventos cardiovasculares, sendo considerada um dos
principais fatores de risco modificaveis e um dos mais importantes problemas
de saude publica no mundo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2017).

A hipertensao arterial (HA) provoca efeitos deletérios sobre diversos
sistemas, principalmente o vascular, o hepatico, o renal e o cerebral. As
complicacbes observadas nesses sistemas torna a PE uma das principais
causas de morte materna no Brasil com cerca de 37% das causas de morte
obstétricas diretas. Outros estudos demonstram que a frequéncia da PE varia
de 2 a 10% das gestacbes em todo o mundo (BROWN. et al.,, 2008;
NHBPEPWG, 2000; LAURENTI; JORGE; GOTLIEB, 2004; SAFTLAS et al.,
1990).

O termo “hipertens&o na gravidez” é usualmente utilizado para descrever
desde pacientes com discreta elevagao dos niveis pressoricos, até hipertensao
grave com disfungdo de varios 6rgaos. As manifestagbes clinicas, embora
possam ser similares, podem ser decorrentes de causas diferentes (BEZERRA
et al, 2005).

A Hipertensédo gestacional é definida como a hipertensdo detectada
pela primeira vez na segunda metade da gestacdo (apos 20 semanas de
gestacdo), na auséncia de proteinuria. Sendo definida como a pressao arterial
sistélica (PAS) maior ou igual a 140 mmHg ou presséo arterial diastolica (PAD)
maior ou igual a 90mmHg, na pratica frequentemente validada em duas

afericdes, ou uma medida isolada da PAD maior ou igual a 110 mmHg
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(BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015).Geralmente, ha melhora até trés meses
apos o parto ( TIMALSINA; GYAWALI; BHATTARAI, 2016).

A hipertensao gestacional que nao se reverte neste periodo deve ser
reclassificada como hipertensdo arterial cronica (HAC) (TIMALSINA;
GYAWALI; BHATTARAI, 2016), que pode apresentar-se anterior ao periodo da
gestacédo, ser detectada antes de 20 semanas ou ainda aparecer tardiamente
na gestacdo, porém nao desaparece pos parto (sem limitagcdo de tempo)
(BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015).

A PE é definida como o estado hipertensivo apés a 202 semana
associado a proteinuria significativa considerada como a excregéo de proteina
na urina igual ou maior que 300 mg nas 24 horas ou o achado de proteinuria
em fita reagente em amostra isolada urindaria de uma cruz ou mais, com
desaparecimento até 12 semanas apds o parto com a proteinuria e a pressao
arterial devendo voltar ao normal. Ausente a proteinuria, suspeitar de PE
(ENNEN; SATIN, 2010) quando houver presenga de cefaleia, turvagao visual,
dor abdominal, ou exames laboratoriais alterados, como plaquetopenia e
elevagdo de enzimas hepaticas (BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015; BRASIL,
2011; SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005; SIBAI; STELLA, 2009).

A PE superposta a HAC & quando mulheres com hipertensao crénica
podem desenvolvem PE, que é diagnosticada quando ocorre piora da
hipertensdo ou da proteinuria, ou aparecimento de sinais e sintomas da PE
apos 20 semanas de gestagao (NHBPEPWG, 2000; MEADS et al., 2008).

A eclampsia é definida como o principio de convulsées em mulheres
com hipertenséo gestacional ou PE, desde que as crises tdnico-clénicas néo
sejam atribuiveis a outras causas, como por exemplo, a epilepsia (ENNEN;
SATIN, 2010; SOARES et al, 2009; SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).

Estima-se que nos paises em desenvolvimento, de 5 a 8% das mulheres
com PE apresentam Eclampsia (VIANA; NOVAES; CALDERON, 2011;
BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015). A morte pode ocorrer subitamente em
decorréncia de hemorragia cerebral volumosa ou por complicagdes associadas
(BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015; BEZERRA et al, 2005). A literatura aponta
aspectos que podem contribuir para a morte materna na eclampsia, tais como,
erro médico (36%), falta de assisténcia pré- natal (19%), desencadeamento

repentino (18%), falha do sulfato de magnésio (13%), ocorréncia no puerpério
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(12%) e em idade gestacional precoce (3%) (SIBAI et al, 1995), demonstrando
que o aspecto multifatorial também esta implicado nesta condigdo (AAGAARD-
TILLERY; BELFORT, 2005), justificando que muitas mortes poderiam ser
evitadas se ocorressem diagndsticos corretos e oportunos além de um plano
de agédo adequado, o que ampliaria também as chances do neonato (MOURA;
OLIVEIRA; DAMASCENO; PEREIRA, 2010).

Os pilares do cuidado séo representados pela manutengdo do suporte
de vida como oxigenacgao, volemia, equilibrio acido-basico, administracédo de
sulfato de magnésio e hipotensores de agao rapida, se necessario, pois crises
hipertensivas associadas a convuls&o sao frequentes, embora ndo seja uma
condigao exclusiva (HENTSCHKE, 2015; ROCHA; LOPES; PEREIRA, PINTO,
2014).

Estudo realizado no estado do Parana constatou subutilizagdo ou o uso
inadequado de medicamentos consagrados no tratamento da PE grave e da
eclampsia, inferindo a necessidade de qualificacdo da equipe profissional no
manejo clinico desta patologia (SOARES et al, 2009).

A sindrome HELLP é uma entidade clinica, definida pelo acrébnimo que a
individualiza que significa hemdlise, elevagdo das enzimas hepaticas e
plaquetopenia (HENTSCHKE, 2015, ROCHA; LOPES; PEREIRA, PINTO,
2014; BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015). Pode estar presente em até 10%
das mulheres com PE grave e eclampsia (JANNOTTI; SILVA; PERILLO, 2013).

A pesquisa desta patologia justifica-se desde a admissdo da mulher
hipertensa, podendo orientar estratégias do cuidado, visto que sua ocorréncia
se associa a elevada morbiletalidade materna causada por faléncia
cardiocirculatéria, coagulopatia, insuficiéncia renal e ruptura hepatica
(HENTSCHKE, 2015) e com resultados perinatais desfavoraveis representados
por prematuridade e asfixia (MOURA; OLIVEIRA; DAMASCENO; PEREIRA,
2010).

2.2 A Sindrome Hipertensiva Gestacional (SHG)

De acordo com Steele (1867 apud HENTSCHKE, 2015), em torno do
ano de 1867, a SHG comecgou a ser estudada e publicada em artigos
cientificos, sendo ja uma incognita para as parteiras e médicos daquela época.

Foi nesse periodo que comegou a se pensar na hipdxia placentaria como



22

possivel desencadeadora de desfechos desfavoraveis para mae e feto
(HENTSCHKE, 2015; TOWNSEND; O'BRIEN; KHALIL, 2016). Desde entéo, o
mundo tem pesquisado a SHG, em especial a PE, buscando uma teoria digna
de causa e passivel de tratamento. Nos ultimos anos, segundo pesquisa em
base de dados, sdo mais de 30 mil artigos publicados sobre PE envolvendo
uma grande variedade de estudos (RANA; KARUMANCHI; LINDHEIMER,
2014; SHEVCHENKO; SIMONS, 2010).

No Brasil, a PE, é responsavel por 37% das causas de morte obstétricas
diretas. E uma complicacdo especifica da gestacdo associada & hipertensao e
proteinuria e que envolve a faléncia de diversos 6rgados, atualmente é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade materna e fetal, mortes
perinatais, trabalho de parto prematuro e restricdo do crescimento fetal
(BERGAMO; ZEIGER; VIDAL, 2015).

Os achados clinicos da PE podem manifestar-se tanto com a presenga
de hipertensdo, proteinuria, com ou sem outra patologia sistémica associada,
ou fetal, com restricdo do crescimento intrauterino, oligodramnia e hipdxia fetal
(ROCHA; LOPES; PEREIRA, PINTO, 2014).

Ressalta-se que alguns estudos ainda demonstram que existem
evidéncias de mulheres com PE desenvolverem riscos futuros de doencas
cardiovasculares, como infarto agudo do miocardio, doenga isquémica e
tromboembolismo. Essas s&o as causas de maior morbidade e mortalidade
perinatal (MOURA; OLIVEIRA; DAMASCENO; PEREIRA, 2010; YOUNG,
LEVINE, KARUMANCHI, 2010; BAKKER; DELLES, 2013).

A PE tem sido considerada como uma sindrome, € ndo uma doenga,
causada por alteragdes isoladas ou combinadas, cujas alteragdes do endotélio
vascular sao reconhecidas como o processo central. Apesar de intensa
investigacdo, testes de rastreio confiaveis ou tratamentos eficazes desta
doenca ainda tém de ser descobertos (RODIE, FREEMAN, SATTAR, GREER,
2004; SHEKHAWAT et al, 2003 ).

Apesar da fisiopatologia ainda ser desconhecida, € amplamente
aceito, atualmente, o fato de que a isquemia da placenta € um fator primordial
(CAVALLI et al., 2009). Alguns estudos sugeriram a existéncia de aspectos
imunogenéticos com possivel implicagdo do gene da sintese do 6xido nitrico e

do sistema humano antigeno leucocitarios (HLA), considerados marcos iniciais
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no processo fisiopatolégico. Outro ponto importante € que esses fatores,
juntamente com o endotélio, poderiam ser influenciados pelas grandes
modificagdes gestacionais, como a ativagdo da cascata inflamatoria normal na
gravidez (REDMAN, 2011; SMITH, 2012; GUPTA; GUPTA, 2017; ILLSINGER
et al, 2010).

A disfuncédo placentaria € causada por uma invasao ineficiente do
trofoblasto pelas artérias em espiral que ndo conseguem remodelar os vasos e
permanecem como vasos de pequeno calibre, estes leva a uma restricdo do
fluxo sanguineo placentario, ocasionando a hipoxia, favorecendo ma adaptacao
e transformando o ambiente utero-placentario (HENTSCHKE, 2015, ROCHA;
LOPES; PEREIRA, PINTO, 2014; HUPPERTZ, 2007 ). A placentagao
inadequada resulta em redugdo do fluxo sanguineo na unidade feto-
placentaria, o que pode interferir no crescimento do feto (BERGAMO; ZEIGER,;
VIDAL, 2015; WANG, RANA, KARUMANCHI, 2009; GUPTA; GUPTA, 2017,
GALEWSKA et al, 2010).

A atividade inflamatéria € um processo normal na gestacdo sem a
presenca de PE, com mondcitos e granulécitos elevados. A exacerbacao deste
processo € um importante achado na patogenia da PE, embora ndo esteja
totalmente esclarecido. Neste contexto, a presenca de infec¢des (trato urinario,
citomegalovirus, herpes) e doengas reumatoldgicas parece aumentar os riscos
de desenvolvimento da patologia primordial (ILLSINGER et al, 2010; HAHN et
al, 2006; ERMIN et al, 2013).

Nesse sentido e, tradicionalmente, a predicdo da PE tém sido
baseada na avaliagdo da pressdo sanguinea, proteinuria e edema, bem como
na deteccao de fatores de risco da gestante. Entretanto, varias gestantes que
desenvolvem a doengca ndo apresentam os fatores de risco, tornando
necessaria a obtencdo de marcadores bioquimicos que podem predizer tal
condigao. Varios estudos tiveram como objetivo a identificacdo de marcadores.
Entretanto, nenhum deles apresenta, atualmente, valor clinico (CAVALLI et al.,
2009; ROCHA; LOPES; PEREIRA, PINTO, 2014; WANG, RANA,
KARUMANCHI, 2009; KORKES et al, 2014; KOSTER et al, 2015; NOGUEIRA
et al, 2018).

A PE moderada é diagnosticada na presenga de presséo arterial

sistélica > 140 mm Hg ou diastdlica > 90 mmHg, que ocorre apds a 202 semana
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de gestagcado em pacientes previamente normotensas associado a proteinuria >
300mg em volume urinario coletado em 24h. Ja a PE severa € diagnosticada
na presenga de pelo menos um dos seguintes critérios: pressao arterial
sistélica > 160 mmHg ou diastélica > 110 mmHg medida em duas ocasides, em
intervalos de pelo menos 6h, com a paciente em repouso, proteindria > 5
gramas em volume urinario coletado em 24h, oliguria < 500mL em 24h,
sintomas visuais ou cerebrais (cefaleia, convulsdes, disturbios visuais e / ou
alteragdes no nivel de consciéncia) edema pulmonar ou cianose, dor
epigastrica ou em quadrante superior, alteracdo da funcdo hepatica,
plaquetopenia e restricdo do crescimento fetal (CAVALLI et al, 2009; MOL et al,
2015).

No entanto, a heterogeneidade da sua origem e da sua apresentagao
(NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM, 2000;
REDMAN e SARGENT, 2010) muitas vezes trazem surpresa aos profissionais
de saude, que ndo conseguem evitar a alta morbimortalidade do binébmio mae-
feto causada por essa sindrome (KHAN et al., 2006).

Sabe-se que algumas gestantes ja possuem antes mesmo da
gravidez, diagnostico de Hipertensdo Arterial Cronica (HAC), que se agrava
durante a gestacdo, outras sdo previamente normotensas e passam a
apresentar pressdo elevada ao longo da gravidez, podendo cursar com
proteinuria, consolidando assim os possiveis diagnodsticos da SHG. No entanto,
muita controvérsia existe em relacio as defini¢gdes e classificagdes da DHG, De
acordo com as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, de 2017 (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017) para as pacientes brasileiras e o
relatério do High Blood Pressure Education Program Working Group on High
Blood Pressure in Pregnancy (NHBPEPWG) (NHBPEPWG, 2000), os quais
classificam a DHG de acordo com o Quadro 1.
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Quadro 1. Classificagdo da Sindrome hipertensiva gestacional (NHBPEPWG,
2000)

Sindrome Hipertensiva Hipertensao* Proteinaria™*
Gestacional |G < 20 |G > 20 |G < 20 IG > 20
Hipertensao gestacional Nao sim nao nao
Hipertensao crénica Sim Sim (+) |ndo nao
Pré-eclampsia N&o sim néo Sim ( ++)
Pré-eclampsia sobreposta Sim Sim (+) |n&o sim

Fonte: Hentschke (2015). *PAS>140 mmHg e/ou PAD > 90 mmHg; **Iniciou ou agravou a
proteinudria patoldgica > 300mg/dia; ou relagdo P/C > 0,3; ou fita reagente: Proteinuria> +, que
melhora ou cessa apos 12 semanas do parto; tResolu¢cdo da hipertensédo até 12 semanas do
parto; tHipertensao persistente apds 12 semanas do parto. P/C: proteinuria/creatininiria em
amostra. PAS: Pressao arterial sistdlica. PAD: Pressao arterial diastélica. IG;ldade gestacional

Existem situagdes em que a PE pode apresentar-se sem proteinuria
ou hipertensao, porém essas situagdes nao foram consideradas no presente
trabalho (HENTSCHKE, 2015; LINDHEIMER; ROBERTS, CUNNINGHAM,
2009). Dois por cento das mulheres com PE evoluirdo para a eclampsia,
levando a convulsbes e potencial morte materna e fetal (SIBAI, 2003; ROCHA;
LOPES; PEREIRA, PINTO, 2014). Diante de um quadro de proteindria e HAS,
acima de 20 semanas de gestagdo, com sinais e sintomas classicos da
sindrome, se faz com certa facilidade o diagndstico de PE, por exemplo
(ROCHA; LOPES; PEREIRA, PINTO, 2014; KUC et al, 2011).

2.3 Pré-eclampsia ( PE)

2.3.1 Epidemiologia

A PE é uma das trés maiores causas de morbidade e mortalidade
materna no mundo, afetando de 2% a 8 % de todas as gestagdes
(HENTSCHKE, 2015, ROCHA; LOPES; PEREIRA, PINTO, 2014; BERGAMO;
ZEIGER; VIDAL, 2015; WHO, 2010; DULEY, 2009, GALAO et al., 2004).
Mesmo que nos ultimos 50 anos tenha havido uma diminuicdo nas taxas de

eclampsia, morbidade e mortalidade materna nos paises desenvolvidos, as
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estatisticas mostram que 98% das mortes ocorrem em paises em
desenvolvimento e permanecem ainda muito altas (WHO, 2010; GHULMIYYAH
e SIBAI, 2012; ANAND et al, 2017; BAIG et al, 2013; BRYSON et al, 2003).

Sabe-se que a maioria das mortes e complicacdes maternas € devido
a falta de cuidados no pré-natal, falta de acessos hospitalares, escassez de
recursos, diagndstico e manejo inapropriados dos pacientes com PE, o que &
visto nos paises em desenvolvimento ( MOL et al, 2015; HAMMOUND et al,
2005).

Sabe-se ainda que mais de 10% das mulheres irdo desenvolver PE
na sua primeira gestacdo. Embora a grande maioria dessas pacientes tenha
desfechos favoraveis, essa condigao pode levar ao aumento de complicagdes
sistémicas graves, como hemorragia cerebral, disfungdo hepatica e renal
aguda, e ainda edema agudo de pulméao, assim como descolamento prematuro
de placenta, coagulagdo intravascular disseminada (CIVD), hemdlise,
hemorragia cerebral, crescimento intrauterino retardado (CIUR) e morte fetal
(GARDOSI, 2012). O desenvolvimento de estratégias para prevenir,
acompanhar e tratar pacientes com essa desordem tem sido um desafio devido
ao entendimento incompleto da patogénese basica da doenga (GHULMIUUAH
e SIBAI, 2012; SMITH, 2012; WEBER et al., 2014).

2.3.2 Fatores de risco

Devido a diversidade dos mecanismos de desenvolvimento da PE, sua
patogénese pode diferir em mulheres com diferentes fatores de risco. A
patogénese da paciente nulipara que desenvolveu PE, pode diferir da que
desenvolveu a doenga em gestagdo anterior, com doenga vascular e/ou
diabetes preexistente ou da gestacdo gemelar (MELLAND et al, 2015;
ROMERO, 2003).

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

podem ser vistos no Quadro 2.
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Quadro 2. Fatores de risco para sindrome de pré-eclampsia (PE)

Fatores de Risco

Comentarios

Evidéncia Forte

Primigestacao

Diabete mellitus

Gestagao gemelar

Irma com PE

Irma, mae ou avdé com eclampsia
HAS crénica

PE sobreposta em gestagao prévia
Hidropisia fetal (ndo imune)
Gestacao molar

Nova paternidade

RR: 2,4 (2,1 —2,7)

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

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

RR: Respectivamente37, 26 e 16% de
PE

25% de desenvolver PE sobreposta
70% de recorréncia

RR: 10

RR: 10

Risco semelhante ao da primeira
gestacao

Evidéncia média ou fraca

IMC > 25,8

Idade materna > 40 anos

Uso de método anticoncepcional de
barreira

Maior duracao da atividade sexual
Aborto prévio

Ganho excessivo de peso
Inseminacao artificial

‘Homem de risco”

(parceira anterior teve PE)

RR:2,3-2,7

RR: 34

Aumento do risco
Diminuicao do risco
Diminuigéo do risco
Aumento de risco
Aumento de risco
RR: 1,8 (1,2 -2,6)

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

2.3.3 Etiologia e fisiopatologia

A causa da PE ainda permanece desconhecida. Acredita-se que tenha

origem multifatorial, embora uma das certezas seja a possivel relagcdo da
placenta na sua fisiopatologia (ARCK; HRCHER, 2013; DEEVSKA et al, 2012;
XIAO et al, 2012). Entre as explicagdes fisiopatoldgicas da PE encontram-se a

isquemia placentaria, o vasoespasmo generalizado, alteragbes na hemostasia

com ativagdo do sistema de coagulagédo, disfungdo do sistema vascular
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endotelial, anormalidades no metabolismo dos lipidios e do Oxido nitrico,
ativacao leucocitaria, alteragdes nas concentragcdes séricas das citocinas assim
como na resisténcia a insulina (DOBIERZEWSKA et al, 2016; HAHN et al,
2006).

Como resultado, as artérias espiraladas perdem sua elasticidade e
aumenta seu didametro, com consequente aumento do fluxo sanguineo, que
tem funcdo de atender as demandas crescentes do feto em desenvolvimento
(HUPPERTZ, 2007). Na PE essa adaptagao fisiolégica ndo acontece
provavelmente devido a insuficiente invasao trofoblastica. A vasodilatacdo das
artérias espiraladas ndo ocorre e o fluxo uteroplacentario diminui levando a
progressiva hipdxia placentaria (JAUNIAUX; POSTON; BURTON, 2006).

Vale a pena ressaltar que nem todas as pacientes com perfusao
placentaria reduzida desenvolvem a PE. Por esta razao, fatores maternos -
genéticos e comportamentais / ambientais - devem ter o seu papel na etiologia
da doenga. Um forte componente hereditario ja foi demonstrado ao avaliar-se
resultados de gestagcdes acometidas pela PE - mulheres nascidas dessas
gestacdes estdo predispostas a desenvolverem a doenga nas suas gestagoes,
e os homens ao engravidarem mulheres que terdo PE (AMORIM et al., 2008;
2006; KATZ et al, 2008).

A fisiopatologia da doenga permanece pouco entendida (BROUGHTON
PIPKIN, 2012). Evidéncias demonstram que a placenta exerce uma
participacdo fundamental no desenvolvimento da PE, visto que a dequitacéo é
a Unica intervencado definitiva para o alivio dos sintomas e remissao dos
mesmos. (SPIJKERS et al, 2010; 2011 ). Além disso, observa-se que nao ha
necessidade da presenca de feto, uma vez que esta descrito na literatura a
ocorréncia de PE em casos de mola hidatiforme, na qual virtualmente nao
existe tecido fetal. Essa seria a unica forma de PE antes de vinte semanas de
idade gestacional (RANA; KARUMANCHI; LINDHEIMER, 2014; STAFF et al,
2013).

Em uma gestacdo normal, ocorre uma adaptacao circulatéria materno-
fetal para que se produza uma circulagdo placentaria de baixa resisténcia,
resultando em um sistema circulatorio de alto fluxo que na PE parece estar
comprometido. Assim, as relagdes entre a circulacgdo materna e fetal

permanecem estreitas e muito pouco desenvolvidas. Consequentemente, o
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fornecimento de sangue para a placenta é restrito, levando a disfungcéo na
perfusdo uteroplacentaria, hipdxia e estresse oxidativo placentario, resultando
em uma resposta inflamatoria sistémica com dano endotelial e desequilibrio
entre fatores vasoconstritores e vasodilatadores, levando a HAS (REDMAN e
SARGENT, 2010; HENTSCHKE, 2015) (Figura 1).

Figura 1. Adaptacéo circulatoria materno-fetal.
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Fonte: Hentschke (2015), adaptado de Gilbert (2008). Vias através das quais a redugao da
pressdo de perfusao uterina e a isquemia placentaria podem levar a disfuncdo endotelial e
cardiovascular durante a gravidez. A isquemia placentaria resulta no aumento da sintese de
Fms-like tirosina quinase soluvel 1(sFlt-1), Fator de necrose tumoral (TNF)-a e Interleucina (IL)-
6, autoanticorpos do receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1-AA), e tromboxano. O aumento
desses fatores parece resultar em disfungdo endotelial pela diminuigdo da biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO) e aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) e da endotelina-1, que
por sua vez resulta em disfungdo renal, aumento da resisténcia vascular periférica e,
finalmente, em hipertensdo. PIGF: Fator de crescimento placentario. VEGF: Fator de
crescimentoendotelial vascular.
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2.3.3 Pré-eclampsia: o modelo de dois estagios

Redman e Sargent (2010) propuseram pela primeira vez o modelo de
dois estagios da PE, hoje amplamente aceito.

O primeiro estagio, ma placentagdo, ocorre na primeira metade da
gravidez, quando n&o ha sinais clinicos da doenga. Entretanto, nesse momento
a analise com dopplervelocimetria de ondas nas artérias uterinas é capaz de
detectar alteragbes que refletem nas artérias espiraladas a jusante e
identificam um grupo de gestantes com alto risco para desenvolver PE. O
segundo estagio, a doencga clinica, surge a partir de fatores desencadeados
pelo estresse oxidativo placentario. (Figura 2)

Figura 2. Modelos de estagio da PE
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Fonte: Hentschke (2015), adaptado de Redman e Sargent (2010). Estagios do
desenvolvimento da préeclampsia. Etapas 1 e 2 de pré-eclampsia sdo atualmente aceitos.
Estagios anteriores (-1 e 0) s&o hipotéticos. Estagio -1 compreende a tolerancia materna pré-
conceptual a antigenos paternos expressos no sémen ou no esperma. Estagio 0 compreende o
reconhecimento precoce de antigenos paternos expressos em trofoblasto imediatamente apos
a implantagao, por células do sistema imunolégico deciduais uterinas, no momento em que a
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circulagdo uteroplacentaria,se abre" para dentro do espago intervilositario. Propbe-se que o
reconhecimento deficienteleve a redugao do crescimento do trofoblasto e da placenta.

2.3.4 Pré-eclampsia: descobertas recentes e possiveis biomarcadores

Estudos tém apontado diferentes possiveis biomarcadores para a PE,
todos com objetivo de validar um teste diagnéstico com valor preditivo positivo,
ou que consiga diagnostica-la precocemente, a fim de evitar desfechos
desfavoraveis para a mae e o feto (CAVALLI et al., 2009; WANG, RANA,
KARUMANCHI, 2009; MEIKLE; GERARD; KINGWELL, 2014; WRIGHT et al.,
2012; KORKES et al, 2014; KOSTER et al, 2015; NOGUEIRA et al, 2018).

Muitos estudos falam a respeito de fatores angiogénicos, tais como
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e Fator de Crescimento
Placentario (PIGF), como marcadores de PE em diferentes estagios da
gravidez (GUPTA; GUPTA, 2017; GHOSH et al., 2012;2013; CHAPPELL et
al., 2013; MAYNARD et al., 2013; GAIO et al.,2011; BAUMANN; BERSINGER,
SURBEK, 2007).

Ainda, outro estudo mostrou o potencial de DNA-célula livre e DNA-
célula fetal livre em plasma materno como um preditor de risco precoce para
mulheres desenvolverem PE (PAPANTONIOU et al., 2013).

Ha aqueles que estdo analisando poddcitos urinarios em gestantes
com PE (KONIECZNY et al., 2013; EKROOS et al.,2010), o MicroRNA-376¢
como mediador ou biomarcador (BAKER e DELLES, 2013), o Pentraxin 3
(PTX3) comparando com PE e CIUR (COZZI et al., 2012), e, ainda, ha um
grupo que analisou 14 potenciais diferentes biomarcadores de PE (LAPAIRE et
al., 2012; ODIBO et al, 2011). No entanto, ndo ha apenas estudos laboratoriais,
mas também o uso da dilatacdo mediada por fluxo (DMF), que mostrou ser um
marcador de prognostico de gravidade de PE (VIEIRA et al., 2013).

No Quadro 3 estdo apresentados alguns dos biomarcadores mais
estudados nos ultimos anos. Nenhum deles foi definitivamente aceito para tal
fim na PE.
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Concentragao Plasmatica
Biomarcador 1° 2° trimestre | Manifestacao Outras patologias
trimestre PE relacionadas

sFIt-1 - 0 0 -

sEng - 0 0 HELP; PIG

PIGF ! ! ! PIG; CIUR

PP-13 ! 1 1 CIUR; Parto pre
termo

DNA-célula 1 ) 1 CIUR;  polidramnio;

fetal Trissomia do 21

PTX3 0 0 0 CIUR

PAPP -2 1 1 1 Peso fetal

Visfatina - 1 1 DM2; obesidade;
CIUR

Fonte: Martins-Costa (2011, p. 531)( FREITAS, 2011; KUC et al., 2011). sFlit-1: Fms-like
tirosina quinase soluvel 1; sEng: Endoglina soluvel; PIGF: Fator de crescimento placentario;
PP-13:Proteina Placentaria 13; PTX3: Pentraxin 3; PAPPA-2: Pappalysin-2. HELLP: Hemolytic
anemia; ElevatedLiver enzymes; LowPlatelet count; PIG: Pequeno para idade gestacional;
DM2: Diabete mellitus tipo 2.

Sabendo disso, biomarcadores sanguineos, em uso ou novos, sao de
grande valia. Os niveis sanguineos de glicose, hemoglobina glicada (HbA1C),
(total, HDL e LDL),

ultrassensivel, alfa-1-glicoproteina-acida,

colesterol triglicerideos (TG), proteina C reativa

de

(Hemograma), dentre outros, sdo importantes parametros em uso na rotina do

contagem leucocitos
diagndstico laboratorial. Tais parametros podem ser utilizados isoladamente ou
em associagao como, por exemplo, nas relagdes TG/ HDL-C e LDL-C/HDL-C,
apontando a incidéncia de doenga cardiovascular (CAVALLI et al, 2009; MOL
et al, 2015).

Em 2011 foi publicada uma revisao sistematica em que se analisaram
marcadores séricos de primeiro trimestre para PE e ainda foi comparada a
dopplervelocimetria de artérias uterinas. Nesse estudo, foram analisados os
sete biomarcadores mais estudados até aquele momento (a desintegrina e
metaloproteinase Dominio 12 [ADAM12], subunidade Livre 3 da gonadotrofina
coridnica humana [fB-hCG], Inibina A, Activina A, Proteina placentaria 13 [PP-
13], PIGF, e Papalisina A [PAPP-A]) e Doppler de artérias uterina. Baixos niveis

de PP- 13, PIGF, PAPP-A e altos niveis de Inibina-A foram encontrados como
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significativamente associados com o desenvolvimento de PE no final da
gestacdo. Quando os biomarcadores foram dosados em conjunto, a taxa de
deteccao variou de 38% a 100%, mostrando que multiplos marcadores em
associagao poderiam predizer a PE (KUC et al., 2011).

Levine e Karumanchi (2004) descreveram o papel do FMslike tirosina
quinase soluvel 1 (sFlt-1), presente em niveis muito mais elevados no sangue
de mulheres com PE do que nas mulheres que nao apresentaram a doenca.
Foi teorizado que o sFlt-1 agiu como uma “isca”, capturando PIGF e VEGF de
modo que nao pudessem se ligar aos receptores Flt-1 nas paredes dos vasos
sanguineos. Privados de PIGF e VEGF, os vasos sanguineos se deterioraram.
De acordo com essa teoria, a deterioragdo de vasos sanguineos foi a base
para o aumento da pressao arterial e dos outros sintomas da PE. Os
pesquisadores também mostraram que os niveis de sFlt-1 comegaram a subir
cerca de cinco semanas antes das mulheres desenvolverem PE
(VENKATESHA. et al, 2006).

Ainda, mostrou-se que os niveis de PIGF na urina de mulheres que
desenvolveram PE comegaram a cair em torno da 25% semana de gravidez.
Karumanchi et al (2001) mostraram ainda que uma segunda substancia,
Endoglina soluvel (sEng), também estava presente em placentas de mulheres
com PE. Tal como aconteceu com o Flt-1 e sFlt-1, as formas fixas e livres da
molécula foram encontradas em vasos sanguineos (VENKATESHA. et al,
2006)

O receptor Eng era um ponto de ancoragem para uma molécula
conhecida como fator transformador de crescimento beta (TGFB), também
necessario para manter os vasos sanguineos saudaveis. Novamente, a
circulagdo livre seEng agiu como um chamariz, desviando TGF[3 para longe dos
vasos sanguineos. Privados de TGF(, os vasos sanguineos tornam-se menos
elasticos. Por fim, tanto sEng quanto a relagao sFIt1/PIGF alteradas parecem
contribuir para o desenvolvimento da PE (JUNIOR, 2009).

Assim, a produgdo placentaria de sFIt-1 e sEng parecem ser
marcadores de PE. Esses fatores antiangiogénicos placentarios sao liberados
na circulacdo materna; suas agdes alteram o endotélio materno e resultam em
hipertensao, proteinuria e outras manifestagdes sistémicas da PE (DULEY et
al., 2009).
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Estudos mostraram ainda que o aumento do sFlt-1 e sEng estdo
diretamente correlacionados a resiténcia da artéria uterina, especialmente nas
pacientes com PE precoce (TOBINAGA et al., 2014, HENTSCHKE, 2015;
MYERS et al, 2013; SMITH, 2012).

Ainda em relagdo aos novos biomarcadores, tem-se o estudo de Xia e
colaboradores (XIA e KELLEMS, 2011; 2013), que investigaram anticorpos no
sangue de mulheres com PE. Os anticorpos sdo moléculas em forma de Y
produzidas pelo sistema imunolégico. A teoria de Xia sustenta que, por razées
que nao sdo bem compreendidas, a mae produz anticorpos para o receptor de
angiotensina Il. Os anticorpos atravessam a placenta e estimulam suas células
a produzir sFlt-1, que, juntamente com outros compostos da placenta, entram
na circulacdo materna, impedindo o desenvolvimento placentario e, em
seguida, ocasionando o0 aumento da pressao sanguinea e de outros sintomas
da doenca. Em estudos de laboratério, os pesquisadores descobriram que
poderiam bloquear o anticorpo e impedi-lo de chegar ao receptor da
angiotensina Il. Dessa forma, acreditam que pode ser possivel tratar a PE.

Nas ultimas décadas, a procura de biomarcadores de suporte a medicina
translacional conduziu ao avanco cientifico das chamadas “6micas” (WENK,
2010). O estudo do perfil metabdlico de um organismo, a metabolémica, surge
como a inovagao mais recente depois da genbmica, da transcriptbmica e da
protebmica. Por um lado, sabendo que o fendtipo de um determinado
organismo depende dos metabolitos secundarios expressos por este, podemos
observar num determinado contexto bioldégico os resultados analiticos de
interacdes celulares, tanto no tempo, como no espacgo. Além disso, o fato desta
analise poder ser trabalhada quantitativamente facilita o enquadramento das
alteracdes, por vezes sutis, dos niveis basais para niveis patoldgicos, ou
permite visualizar uma resposta adaptativa a uma agresséo externa ou a uma
intervencao terapéutica (CAVALLI et al., 2009; ROCHA; LOPES; PEREIRA,
PINTO, 2014; WANG, RANA, KARUMANCHI, 2009; KORKES et al, 2014;
KOSTER et al, 2015; NOGUEIRA et al, 2018).

Dentre as varias componentes da metabolémica, pode destacar-se a
lipiddbmica, que mais recentemente tem despertado o interesse da comunidade
cientifica. Tal interesse deve-se a intima ligacdo a inumeras patologias

humanas (tais como diabetes, obesidade, aterosclerose, doenga de Alzheimer),
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a disturbios lipidicos, levando a que se questione cada vez mais o papel destes
metabdlitos na homeostase celular (ROCHA; LOPES; PEREIRA, PINTO, 2014;
KORKES et al, 2014; KOSTER et al, 2015). Por sua vez, a lipidémica esta
subdividida em diferentes areas de estudo, dentro das quais a
esfingolipiddmica. A ceramida e as esfingosina-1-fosfato (S1P) sé&o
esfingolipidios bioativos essenciais em inumeras cascatas de sinalizagdo
molecular (DONG et al, 2014)).

A variedade estrutural e funcional dos metabdlitos lipidicos sejam
esfingolipidios, glicolipidos, ou outros, tornam bastante complexa a sua
abordagem analitica. Como exemplo, encontramos desde lipideos apolares
(ex. ésteres de esterois) a lipidios polares (ex. fosfolipidos), passando pelos
lipideos neutros (ex. triacilglicerideos) numa mesma matriz (TRANQUILLI et al,
2014).

2.3.5 Lipidios, lipoproteinas e a gestacao

No inicio da gravidez, ha um aumento no acumulo de gordura corporal,
associado tanto a hiperfagia quanto ao aumento da lipogénese.
Posteriormente, ha uma degradacdo acelerada de depdsitos de gordura
materna, que desempenha um papel fundamental no desenvolvimento fetal
(HERRERA, 2002), resultando numa situacdo fisiolégica chamada de
hiperlipidemia gestacional (HERRERA, 2002; HERRERA et al., 2006;
DESOYE, GAUSTER e WADSACK, 2011).

Essa condicdo é observada a partir da décima primeira semana de
gestacéao, quando fosfolipidios, colesterol total (CT), LDL, HDL e TG aumentam
em resposta a estimulagao estrogénica e a resisténcia insulinica (CT: aumento
de aproximadamente 25-50%; e TG: aumento de aproximadamente 300%)
(HERRERA, 2002; GHIO et al., 2011).

Os niveis de lipidios também sao afetados pelo aumento da
progesterona e do hLP — hormdnio produzido na placenta com funcdo de
crescimento, lactacdo e producdo de esterdides luteos, além de ser um
antagonista da insulina (ALVAREZ et al., 1996). No entanto, embora o

colesterol materno seja uma fonte importante para o feto durante o inicio da
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gestacdo, sua importancia torna-se minima durante a fase final da gravidez,
devido a elevada capacidade de tecidos fetais em sintetizar o colesterol.

Sabe-se que a hiperlipidemia maternal pode contribuir positivamente
para o crescimento e o desenvolvimento fetal (GHIO et al., 2011). E possivel
que em gestagdes complicadas com acumulo excessivo (DM) ou reduzido
(CIUR) de gordura fetal ocorram disturbios do metabolismo lipoproteico
materno na tentativa de compensar possiveis disturbios fetais (DESOYE,
GAUSTER e WADSACK, 2011).

Ainda, acredita-se que a maior concentracao de TG durante a gestagao
tenha relagdo com maior risco de desenvolver PE (CHARKIEWICZ et al, 2017),
prematuridade e CIUR (GHIO et al., 2011; PECKS et al., 2012). Outros fatores,
como o Indice de Massa Corporal (IMC), o ganho de peso materno, a nutricdo
materna, os niveis lipidicos pré-gravidicos e as varias complicagdes
patologicas gestacionais, também podem alterar os niveis de lipidios e de
lipoproteinas no plasma materno (ALVAZES et al., 1996).

Em uma revisdo de 22 estudos, Ray e colaboradores (RAY et al.,2006)
relataram que mulheres com elevado TG tinham o dobro do risco de
desenvolver PE, sendo que em quatro desses estudos — aqueles ajustados
para fatores de confusdo (idade materna, IMC e paridade) — o risco
apresentado foi quatro vezes maior em comparagao as mulheres com TG
normais. Um aumento dos TG e LDL podem contribuir com o estresse oxidativo
e com a disfuncdo endotelial observada em pacientes com PE, o que foi
observado também em um estudo brasileiro que apresentou maiores
concentragdes de VLDL e de triglicérides em pacientes com PE (LIMA, et al.,
2011).

Os lipideos sdo moléculas insoluveis em agua que tem muitas fungdes
biolégicas fundamentais: atuam como componentes estruturais das
membranas celulares participam da manutengado dos gradientes eletroquimicos
€ como mensageiro na sinalizagdo celular, servem como fonte de
armazenamento de energia e transportam proteinas (FAHY et al., 2011).

Além disso, muitos lipideos podem atuar como ligantes enddgenos e
receptores especificos e entdo agem como iniciadores de resposta imunologica
( DE OLIVEIRA et al.,2012; KORKES et al.,, 2014). O plasma humano é

composto por acidos nucléicos, aminoacidos e lipideos. Dentre os varios
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metabolitos celulares, os lipideos se destacam devido a sua diversidade
estrutural e ao grande numero de espécies moleculares distintas.
Aproximadamente 600 espécies moleculares ja foram quantificadas, incluindo
oito categorias principais (QUEHENBERGER; DENNIS, 2011).

As moléculas lipidicas foram classificadas pelo Comité internacional para
Classificacdo e Nomenclatura de Lipideos em categorias, com base em suas
funcdes quimicas em: 1) Acidos Graxos, 2) Glicerolipideos, 3)
Glicerofosfolipideos, 4) Esfingolipideos, 5) Lipideos Esterdis, 6) Lipideos
Prenois, 7) Sacarolipideos e 8) Policetideos. Cada categoria é subdividida em
classes e subclasses principais ( FAHY et sl., 2011).

Todavia, os lipideos sdo representados principalmente pelos Acidos
Graxos livres (AGL), TG, Fosfolipidios, colesterol livre (CL) e esterificado (CE)
(QUINTAO et al., 2011).

O National Institute of Diabetes e Digestive and Kidney Diseases, em
colaboracdo com o National Institute of Standards, produziram um material
padrao de referéncia de plasma humano para analise de metabdlitos, a partir
de amostras de plasma de 100 individuos entre 40 e 50 anos de idade. E pela
primeira vez, um perfil lipidico sem profundidade do plasma humano revela a
enorme diversidade de lipideos compreendendo seis categorias principais
conforme definido no Lipid Maps (QUEHENBERGER et al., 2010).

Os esfingolipidios no plasma humano consistem de mais de 200
especies. A maior fragdo é a esfingomielina (SM), enquanto a menor é
ceramidas (CER) (RAI; BHATNAGAR, 2017). S&o particularmente abundantes
no tecido nervoso, e estdo relacionados a uma serie de doengas neuroldgicas,
tais como desordens bipolares, esquizofrenia e doengas neurodegenerativas.
Estes disturbios estdo associados ao metabolismo lipidico desregulado, como
ja observado na doenca de Alzheimer, onde o metabolismo do colesterol
encontra-se alterado (WENK, 2005; QUEHENBERGER; DENNIS, 2011).

Niveis elevados de esfingomielinas e de ceramidas, metabolitos
pertencentes a esta classe, estdo associados a doenca de Alzheimer, doencas
coronarianas, diabetes tipo 2 e gravidade da doenga de Gaucher
(QUEHENBERGER; DENNIS, 2011).

Os (glicerofosfolipideos constituem a maior classe de lipideos (RAI;

BHATNAGAR, 2017). Representam os principais componentes da membrana
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celular e servem como precursores para moléculas de sinalizacado celular e em
outros processos fisiologicos. Fazem parte desta classe os fosfolipideos, que
sdo abundantes e heterogéneos, dentre eles podemos citar: acido fosfatidico,
fosfatidilcolinas,  fosfatidilserinas,  fostatidilglicerol,  fosfatidietanolamina,
fosfatidilinositol e cardiolipinas (WENK, 2005). Niveis elevados de fosfocolina,
tem sido relacionados a varios tipos de cancer e tem sido alvo de pesquisa em
busca de terapias anticancerigenas (QUEHENBERGER; DENNIS, 2011).

Muitos metabdlitos de esfingolipidios e fosfolipidios tem sido implicados
como componentes criticos que ligam a obesidade a resisténcia a insulina,
Diabetes Mellitus tipo 2 e doengas cardiovasculares ( MEIKLE; SUMMERS,
2016).

Os (glicerolipideos sao responsaveis por uma propor¢ao elevada de
lipideos totais no plasma, compreendem os triacilglicerois € monoacilglicerol.
Os Triacilglicerois atuam como um reservatorio de energia celular e sua
concentragdo no plasma é dependente da ingestao de alimentos. Espécies de
TG tém sido correlacionadas a obesidade e a resisténcia a insulina
(QUEHENBERGER; DENNIS, 2011).

Os principais constituintes da classe dos acidos graxos sao os AGL, que
sao especies metabolicamente ativas e constituem uma pequena fragdo de
todos os lipideos plasmaticos. O tecido adiposo € o principal repositorio de AGL
e reflete a quantidade consumida na dieta (RAI; BHATNAGAR, 2017). Estudos
em animais e humanos tem mostrado que os acidos graxos monoinsaturados e
saturados aumentam o risco de arritmia ventricular e morte subita, ao passo
que os acidos graxos poli-insaturados, e n-3 acidos graxos em particular,
previnem agao arritmogénica, com uma redugéao significativa no risco de morte
por origem cardiaca ( QUEHENBERGER; DENNIS, 2011).

Da classe dos esterodides, o colesterol € o mais abundante no plasma e
existe em ambas as formas, livre e esterificada. No plasma, o colesterol esta
associado com lipoproteinas, sendo amplamente utilizado para prever o risco
de eventos cardiovasculares (QUEHENBERGER; DENNIS, 2011).

Algumas alteragbdes no perfil lipidico, em diferentes fatores causais da
dislipidemia n&o familiar ja foram observadas, como grandes mudangas nos
niveis de Lisofosfatidilcolina (LPC), Fosfatidilcolina (PC), monoglicerol e

triacilglicerois. Os niveis de esfingomielina e ceramidas encontravam também
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aumentados (RAI; BHATNAGAR, 2017). Em pacientes com Doencgas
Cardiovasculares (DCV) foram observados altos niveis de AGL, CER e SM
(RAI; BHATNAGAR, 2017).

Abordagens analiticas inovadoras, em particular, espectrometria de
massa acoplada a cromatografia liquida tem sido usada para analise de
lipideos nos sistemas biolégicos, e com isso uma variedade de aplicagdes,
como o desenvolvimento de biomarcadores e de novas drogas, o que tem
tornado este campo uma area promissora para a pesquisa biomédica ( WENK,
2005).

Os nomes e abreviaturas dos lipideos foram atribuidos de acordo com a
nomenclatura do Lipid Maps (http://www.lipidnaps.org), que seguem as

diretrizes da Unido Internacional de Quimicos Puros e Aplicados e pela

Comisséo Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUPAC-IUBMB)

2.3.7 Lipidomica

A identificacdo e quantificagdo de proteinas e lipidios é de grande
importancia para o diagndstico, prognostico e compreensdo de mecanismos
moleculares envolvidos no denvolvimento da doenga. Em diferentes estagios
do desenvolvimento da sindrome hipertensiva, lipidios e proteinas
desempenham importante papel nos mecanismos subjacentes. Estas duas
classes de biomarcadores podem ser diferentemente monitorados por um
ponto de vista holistico por abordagens “6micas” denominados proteémica e
lipidébmica. A lipidomica é o ponto final da cascata “omic” e &, portanto mais
proximo do fendtipo do paciente (THOMAS, et al. 2011) e tem como objetivo
realizar uma analise abrangente dos lipidios no sistema bioldgico e estudar em
grande escala as estruturas e fungbes de uma variedade de lipidos (HU et al,
2009).

A lipidbmica €& capaz de quantificar centenas de diferentes espécies
moleculares lipidicas com varias fungdes estruturais e funcionais. Esta em
combinagdo com amostras clinicas apropriadas e o dados do banco

biomolecular é usado hoje para atender as muitas necessidades nao
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disponiveis de diagnésticos de doenga (EKROOS et al, 2010). Lipidios séo
constituintes celulares essenciais, tém muitas fun¢des no interior das células e
regulam varios processos biolégicos (MONTANI et. al, 2012).

A importancia fisiolégica de lipidios € ilustrada pelas numerosas doengas
que apresentam anormalidades lipidicas, incluindo a diabetes, aterosclerose,
obesidade, e doenca de Alzheimer (HU et al, 2009; NICHOLSON; LINDON,
2008; KE et al.,2015). Dos pontos de vista fisiolégico e clinico, os lipideos
biologicamente mais relevantes sdo os fosfolipidios, o colesterol, os
triglicérideos e os acidos graxos. Os fosfolipides formam a estrutura basica das
membranas celulares. As classes de lipideos complexos ja identificados em
analise lipiddmica incluem: Lisofosfocolina (LPC), Fosfatidilcolinas (PC),
Esfingomielinas (SPM), Fosfaditiletanolamina (PE), esteres colesteril (ChoE),
diacilglicerol (DG) e Triacilglicerol (TG). Estudo realizado por Hu e cols
identificaram 81 espécies de lipideos distribuidas nestas 07 classes, estando a
classe TG a mais aumentada em pacientes hipertensos quando comparado
aos normotensos ( HU et al, 2009).

A tecnologia lipidédmica permite uma capacidade na investigacdo de
lipidios em que as alteragdes de perfis lipidicos podem estar associadas a
doencas e alteragbes no metabolismo dos lipidios ou de modulagao por via de
lipidios devido a doengas poderem ser detectadas em sistemas bioldgicos
complexos. Isto proporciona novos conhecimentos, por exemplo, doencas
metabdlicas e inflamatérias, bem como o papel dos lipidios em sistemas
bioldgicos em geral (HU et al, 2009).

Esta técnica da lipidomica integrada com a gendmica, protedmica,
metabolébmica podera contribuir para a compreensdo de como os lipidios
funcionam em um sistema biolégico e podera fornecer uma ferramenta
poderosa para a elucidacdo do mecanismo de lipidios nas doencas, para a
selecdo de biomarcadores e para monitorizagao terapéutica farmacoldgica (KE
et al.,2015). Devido a complexidade do campo "6micas", com inumeros
compostos dindmicos para caracterizar e monitorar, o desenvolvimento de
estratégias de analise e adaptagdo de dados minimos constitui um grande
desafio onde a espectrometria de massa (MS) é considerada uma ferramenta
poderosa (THOMAS et al , 2011).



41

A lipiddmica € um campo de pesquisa relativamente recente, que tem
sido impulsionada por avangos em tecnologias de analise, em particular, a
espectometria de massa (EM) e metdédos computacionais. Consite nao
somente de uma caracterizacdo completa de todos os lipideos num tipo de
célula ou tecido em particular, mas em uma compreensao abrangente da
influencia de todos eles no sistema biologico (KE et al.,2015). E devido a essa
capacidade ja é utilizada em estudos para identificar perfis metabdlicos
associados as atividades biolégicas, estado fisiologico e doengas (
NICHOLSON; LINDON, 2008; KE et al.,2015).

A palavra “lipidoma” é usada para descrever o perfil lipidico completo
dentro de uma célula, tecido ou organismo, é um subconjunto da
“‘metabolédmica” que inclui tambem as outras trés classes principais de
moléculas bioldgicas, aminoacidos, agucares e acidos nucleicos ( WATSON,
2006; FAHY et al.,2011).

Na analise lipiddbmica é utilizado equipamentos como cromatografia de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa que junto combinam as
vantagens de alta seletividade e eficiéncia de separacdo com obtencdo de
informacédo estrutural, massa molar que sao muito importantes para
identificacéo dos lipideos alterados ou ndo em sistema biologico (CHIARADIA
et al., 2008).

Duas abordagens podem ser aplicadas nos estudos lipidomicos, uma é o
perfil de analise lipidica global e a outra é a abordagem direcionada, que
consiste em estudar um conjunto discreto de lipideos biologicamente
relevantes. Para a caracterizagdo global, comumente s&o utilizados espectros
de massa do tipo MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization), Q-
TOF (quadrupole time-of-flight) e Orbitrap (ion trap). Para uma abordagem de
analise de lipidoma direcionada, €& frequentemente empregada a
espectrometria de massa tipo triplo quadrupolo-TOF. O monitoramento de
reagcao multipla (MRM) foi desenvolvido para medir também lipideos com ions
precursores e ions de produtos conhecidos. A espectrometria de Massa/MRM
aumenta a sensibilidade de deteccao e permite a deteccdo e quantificacdo de
lipideos em nivei muito baixos em amostras biolégicas (HUANG et al.,2014).

Uma vez que, os lipideos desempenham diversas fungdes na fisiologia

dos mamiferos, o potencial da lipidomica neste campo diz respeito
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principalmente a: identificar novos mecanismos quimicos responsaveis pela
iniciacdo do processo de doengas; entender os determinantes moleculares
responsaveis pela progressdo do estado de doencga; determinar os tipos de
regimes disponiveis de tratamento que sdo bem sucedidos e finalmente avaliar
a eficacia do regime de tratamento escolhido, através da quantificacdo de
alteracdes resultantes apos a terapia (NAVAS-IGLESIAS et al.,2009).

Ademais, a industria farmacéutica também pode se beneficiar da
abordagem lipidomica, uma vez que os lipideos representam moléculas-chave
de sinalizagdo de processos fisiologicos e doengas. Assim, esta tecnologia
pode ser utilizada para encontrar novos medicamentos, por meio da descoberta
de novos metabolitos e mecanismos de acdo, ou, alternativamente,
identificando quaisquer efeitos toxicos do farmaco, que as vezes é oculto pelas
limitacbes das praticas farmacéuticas correntes. No que diz repeito a
biomarcadores, esta metodologia pode promover a deteccdo precoce de
doencgas e facilitar o desenvolvimento de kits para métodos diagndsticos
(NAVAS-IGLESIAS et al.,2009).

Estudos nas mais diversas areas tem utilizado a metabolomica ou
lipidomica para entender melhor o processo saude-doencga, assim como para
identificar melhores preditores de determinadas doencgas, evidéncia disso, sdo
as varias publicacbes, provenientes de estudos transversais e de grandes
coortes, que surgiram nos ultimos anos sobre o tema ( HU et al.,2011; DE
OLIVEIRA et al.,2012; GONZALEZ-COVARRUBIAS et al.,2013; AURO et
al.,2014; KE et al.,2015, HAVULINNA et al.,2016).

Hu et al. ( 2011), ao estudar o perfil de lipideos no plasma de pacientes
tratados (n=25), nao tratados (n=30) para hipertensao essencial, e individuos
com pressao normal (n=28), revelaram grupos distintos entre os individuos
estudados, ou seja, os lipideos fosfatidilcolinas e triaciglicerois dominaram o
padrao do perfil lipidico influenciado pela hipertensdo. Os triacilglicerois
estavam significativamente aumentados em 49% dos pacientes hipertensos
quando comparados ao grupo de pressao normal, com tendencia a diminuir em
hipertensos apos o tratamento. O colesterol esterificado estava significamente
menor em 16,9% em hipertensos apos o tratamento.

Da coorte Cardiovascular Malmo Diet and Cancer Study in Sweden, um

estudo de prevencgao primaria, foram selecionados 211 casos de DCV e 216
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controles para avaliagao dos lipideos , sendo que 85 espécies lipidicas foram
identificadas e quantificadas, cujos niveis de lisofosfatidilcolinas,
esfingomielinas e triacilglicerois foram associados a eventos cardiovasculares.
Na classe de lisofosfatidilcolina, as especies LPC 16:0 e LPC 24:4 foram
associadas com a reducgao do risco de desenvolver DCV durante os 12 anos
de seguimento ( FERNANDEZ et al.,2013).

No Bruneck Population Study in Austria, 135 especies lipidicas, como o
colesterol esterificado, fosfatidilcolina, esfingomielinas e triacilglicerois foram
associados com 90 incidentes cardiovascular observados no periodo de 10
anos. A associagao negativa foi observada com a lisofosfatidilcolina, tal como
estudo de Malmo ( STEGEMANN et al, 2014).

Em um caso controle realizado com 113 individuos , sendo 23 deles
portadores do virus da Imunodeficiencia Humana (HIV), o perfil lipidico revelou
que no grupo com HIV positivo, o diacilglicerol mostrou uma associagéo
positiva com eventos cardiovasculares e este foi acompanhado por
associacoes positivas em sete outras classes lipidicas: ceramidas,
fosfatidiletanolamina, lisofosfatidiletanolamina, fosfatidiliunositol,
fosfatidilglicerol, colesterol esterificado e triacilglicerol ( WONG et al.,2014).

Alshehry et al. (2016) realizaram o maior estudo lipidomico relatado ate o
momento, avaliando mais de 300 especies lipidicas em mais de 4000 amostras
de dois estudos clinicos prospectivos independentes (ADVANCE e LIPIDS),
cujos os participantes tinham diabetes mellitus tipo 2 com um ou mais fatores
de risco cardiovasculares adicionais, que identificaram 03 classes/ subclasses
de lipideos significamente associadas com o risco de eventos cardiovasculares
( monohexosilceramida, dihexosilceramida e lisoalquilfosfatidilcolina). Além
disso, 32 espécies lipidicas individuais foram significativamente associadas
com o risco de eventos e mortes cardiovasculares. Destacaram-se os lipideos
das classes de esfingoliiideos, fosfolipideos ( incluindo espécies liso e éter),
esteres de colesterol e glicerolipideos.

A espectrometria de massa se tornou uma técnica chave em
plataformas analiticas para investigagbes nas areas da protebmica e
lipidbmica, devido a sua seletividade e sensibilidade. Usando esta técnica,
varias estratégias tém sido desenvolvidas com base em abordagens

inespecificas ou especificas para enfatizar ou monitorar moléculas de interesse
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de matrizes biolégicas. Embora estas abordagens tenham sido amplamente
empregadas na pesquisa do cancer, este tipo de investigagdo tem apresentado
um grande interesse no campo das doengas cardiovasculares, potencialmente
levando a descoberta de novos biomarcadores e o desenvolvimento de novas
terapias (THOMAS et al , 2011).

A Espectrometria de Massa de ionizagao/dessor¢céo a laser assistida
por matriz (MALDI- MS) tem sido utilizada com sucesso como uma ferramenta
para a analise da composicado lipidica porque proporciona resultados em
pouco tempo, com um grau minimo de fragmentacédo do analito, o que permite
a analise das estruturas altamente complexas.

Espera-se que com a introducéo da lipidémica em estudos biomédicos,
isto podera promover a detecgao de alvos para novas drogas e possibilitar o
monitoramento daquelas que afetam o metabolismo de forma lipidica

diferenciada.

3. METODOS

3.1 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo caso-controle, realizado no periodo de junho a
novembro de 2016, no Servico de Obstetricia — Pré-Natal Especializado de
uma Maternidade, no municipio de S&o Luis, Maranh&o, na regido nordeste do
Brasil. O estudo é parte do Projeto chamado “Biomarcadores cardiovasculares

em gestantes com pré-eclampsia".

3.2 Populacao do estudo

Composta por gestantes com faixa etaria superior a 18 anos e idade
gestacional (IG) igual ou superior a 20 semanas. A amostra foi dividida em 2
grupos: um grupo “pré-eclampsia” (n = 20), outro grupo sem pré —eclampsia

denominado "normais" (n = 20).
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3.3 Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletadas amostras de 10 mL de sangue dos sujeitos de
pesquisa. Para coleta de sangue, estabilizagdo e transporte das amostras foi
realizada com o kit PAXgene Sangue RNA Tubos (Qiagen, NL), segundo o
protocolo da empresa fabricante.

O processamento das amostras sanguineas para extracdo do soro foi
realizado com a manutencao destas por 20 minutos em temperatura ambiente
(18 a 24° C, média de 22° C) e posterior centrifugagdo por 10 minutos a 3000
rom. O soro separado foi distribuido em criotubos, que foram congelados e
estocados em freezer a -70° C, para dosagem em um mesmo momento de

todas as variaveis séricas.

3.4 Analise lipidomica

Uma abordagem metabolédmica alvo foi aplicada utilizando o ensaio
lipidico foram analisadaspelo laboratério Biocrates Life Science AG (Innsbruck,
Austria), de acordo com o protocolo padréo interno. As classes lipidicas foram
analisadas quantitativamente em 40 amostras de soro humano.Para determinar
os metabdlitos lipidicos, as amostras (soro) foram centrifugadas e o
sobrenadante foi usado para analise.A preparacdo da amostra do volume da
amostra de 20uL foi seguida por protocolo de extragao cloroférmio-metanol /
liquido / liquido (extragdo folch) com uma mistura da proporgao 2:1 (v / v)
[16].0s compostos biologicamente abundantes de esfingolipideos, isto é,
esfingomielinas, foram analisados quantitativamente através da metodologia de
injecado de fluxo de ionizagao ionosférica espectrometria de massa em tandem
(FIA-ESI-MS / MS). A deteccado de monitoramento de reagdes multiplas (MRM)
em forma positiva e negativa foi realizada utilizando equipamento SCIEX 4000
QTRAP®(SCIEX, Darmstadt, Alemanha). Os registros lipidicos descritos
representam a soma do sinal de todos os lipideos isobaricos com o mesmo
peso molecular (intervalo de £ 0,5 Da) dentro da mesma classe lipidica

Cinco padrdes internos foram utilizados para compensar os efeitos da
matriz e 43 padrdes para a calibragao multiponto. A precisdo das medigdes

estava no intervalo normal para os métodos (desvios do alvo 20%) para todos
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os analitos. As concentracbes de cada metabolito da amostra foram
determinadas em uma unica analise e valores de concentracdo sao dadas em
MM. A analise quantitativa dos dados foi realizada utilizando o software interno

MetIDQ ™, permitindo a corregao isotopica

3.5 Analise estatistica

A analise estatistica por PCA (andlise de componentes principais) foi
realizada a partir de uma matriz de dados construida com auxilio dos softwares
MarkerLynx (Waters, Manchester, UK) e Excel (Microsoft, Redmond, WA,
EUA), a partir dos valores de m/z e intensidade relativa dos ions observados no
perfil, por MALDI. A analise de componentes principais (PCA) foi realizada no
software Pirouette 3.11 (Infometrics Inc, EUA).

As variaveis foram apresentadas em meédia e desvio padrdo. Um teste t
para amostras independentes foi realizado a fim de identificar alteracbes
metabdlicas significativas entre os grupos caso e controle. Os dados foram
corrigidos para multiplos testes usando o procedimento Benjamini-Hochberg
(BH).

O Fold change (FC) foi avaliado através do calculo da raz&do entre as
médias dos valores de metabdlitos dos grupos caso e controle (FC  (Caso /
Controle)). As diferengas de concentragées com 15% de diferenca, sendo FC
<0,85, foram consideradas diminuidas e, FC >1,15, foram consideradas
aumentadas no grupo de caso em comparagao com o grupo de controle.

O teste de normalidade foi aplicado a partir do Shapiro-Wilker.
Metabdlitos com valores de p inferiores a um nivel de significancia de a = 0,05
foram considerados como estatisticamente significativos. O processamento de

dados e analise estatistica foi realizado a partir do software R (versdo 3.2.3).
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3.6 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Maranhdao/UFMA, sendo aprovado pelo Parecer
de n° 1.318.564/2015 ( Apéndice I). Durante a pesquisa foram observados
aspectos contidos na Resolugdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) n°
466/12, que trata de pesquisas com seres humanos. Foi assinado o TCLE
(Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) (Apéndice IlI) pela gestante,
onde se deixou claro a possibilidade de nao participar da pesquisa, dos
beneficios que os resultados desta poderiam trazer para a populagdo e se
procurou garantir a privacidade durante a aplicagado do questionario.
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ABSTRACT

Background

Preeclampsia (PE) is a potentially fatal pregnancy disorder whose pathogenesis
isn’t completely understood. The origin of PE occurs very early in pregnancy, so
many biophysical and biochemical markers have been proposed as
preeclampsia predictors. This study aimed to evaluate the concentration of
sphingolipids in the blood plasma of pregnant women with preeclampsia and
ones without it.

Methods

Case-control, performed from June to November 2016 on 20 pregnant women
with Gestational preeclampsia (GPE) and 20 healthy pregnant women (CTL).
Pregnant women 20 weeks pregnant or more were included. Socio-
demographic and health data were collected, as well as a 10mL blood sample
for lipid analysis from ionization-type Mass Spectrometry and laser desorption

(MALDI-MS). The analysis was carried out with IBM SPSS Statistics 20 (2011),
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using Chi-square Independence or Fisher's Exact, Shapiro Wilk test, and
student t or even its non-parametric correspondent (Mann Whitney) at a 5%

significance level.

Results

There was no difference between the two groups regarding age,marital
status,color,schooling,work or famly income. An increase in plasma levels of
sphingomyelins C18.0, C18. 1, C20. 2, C24.1, C26.0 and C26.1was observed in
patients with preeclampsia.After multivariate analysis and application of BH, the
values were significant only for the metabolites SM C18: 0, SM C18: 1 and SM
C26: 0.

Conclusions

In this study, pregnant women with preeclampsia had an increase in
sphingomyelins SM C18: 0, SM C18: 1 and SM C26: 0, which may be involved
in the preeclampsia process. New studies are required for the confirmation of
these data.

Keywords: Preeclampsia; Lipidomics; Sphingolipids; Mass Spectrometry;

Brazil

INTRODUCTION

Preeclampsia (PE) is a potentially fatal pregnancy disorder characterized
by hypertension(140/90mmHg) and proteinuria (300mg/24 hours) after 20
weeks of pregnancy. Systematic PE complications aren’t limited to the

gestational period and studies have shown adverse outcomes such as:
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increased risk of developing hypertension, ischemic heart disease, acute
myocardial infarction venous thromboembolism, requiring greater continuation
time and life-long monitoring of these patients. [1,2].

Despite its relevance, PE pathogenesis is not fully understood. Although
there are known risk factors for the condition, it's still not possible to identify
patients who will develop the syndrome [3].

PE mechanisms predominantly occur in pregnancy [4], which has
motivated the search for predictive tests based on placental dysfunction,
inflammatory response markers, coagulation system activation and endothelial
injury among others [5,6,7]. Many biophysical and biochemical markers have
been proposed as preeclampsia predictors [8].

Recently, sphingolipids and sphingolipid-related proteins have been
implicated as potential factors involved in PE pathogenesis, and could be used
to predict their early occurrence [9,10].

Different authors have demonstrated in vitro that sphingolipids are
involved in the physiological process of trophoblastic differentiation and uterine
angiogenesis, and that these mechanisms are altered in PE [11,12].

Lipidomics based on sphingolipid mass spectrometry (sphingolipidomics)
has demonstrated a precise and sensitive technique for the discovery of
disease biomarkers [13,14].

Different studies, using the lipidomic technique, have observed the
increase of different sphingolipids in the plasma of pregnant women with
preeclampsia, although other studies have not demonstrated this association

[9,15].
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This study aimed to evaluate the concentration of sphingolipids in the

blood plasma of pregnant women with preeclampsia and ones without it.

METHODS

This is a case-control study, carried out from June to November, 2016, in
the Obstetrics Service - Specialized Pre-natal Maternity Unit, in the city of Sado
Luis, Maranhdo, in the northeastern region of Brazil. The study is part of the
project called "Cardiovascular biomarkers in pregnant women with
preeclampsia."

This project was submitted and approved by the Research Ethics
Committee of the Federal University of Maranhao/UFMA, and was approved by
ruling n°. 1.318.564/2015. During the research, aspects contained in National
Health Council (CNS) Resolution no. 466/12 were observed.

Study population

The population was comprised of women over 18 years old who were at
least 20 weeks pregnant. The sample was divided into 2 groups: one
"preeclampsia” group (n = 20), and another group without preeclampsia called

"normal” (n = 20).

Sample collection and storage
10ml blood samples were collected from the subjects. For blood
collection, sample stabilization and transport were performed with the PAXgene

Blood RNA Tubes (Qiagen, NL), according to the manufacturer’s protocol.
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Serum samples were processed for 20 minutes at room temperature (18
to 24° C, 22° C average) and centrifuged for 10 minutes at 3000 rpm. The
separated serum was distributed into cryotubes, which were frozen and stored

in a freezerat  -70° C, for dosage at the same time of all serum variables.

Lipidomic analysis

A target metabolomic approach was applied using the lipid trial and was
analyzed by the Biocrates Life Science AG laboratory (Innsbruck, Austria)
according to standard internal protocol. Lipid classes were quantitatively
quantitated in 40 human serum samples.To determine lipid metabolites, the
Samples (serum) were centrifuged and the supernatant was used for analysis.
Sample preparation of the 20 yL sample volume was followed by chloroform-
methanol/liquid / liquid extraction protocol (folch extraction) with a 2:1 v/ v) [16].
Biologically abundant sphingolipid compounds, ie, sphingomyelins, were
quantitatively analyzed by ion-flow ionization flow injection methodology in
tandem mass spectrometry (FIA-ESI-MS / MS). Positive and negative multiple
reaction monitoring (MRM) detection was performed using SCIEX 4000
QTRAP® equipment (SCIEX, Darmstadt, Germany). Lipid registers described
represent the sum of the signal of all isobaric lipids of the same molecular
weight (range of £ 0.5 Da) within the same lipid class

Five internal standards were used to compensate for matrix effects and
43 standards for multipoint calibration. Measurement accuracy was in the
normal range for the methods (target deviations 20%) for all analytes.

Concentrations of each metabolite of the sample were determined in a single
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analysis and concentration values are given in yM. Quantitative data analysis
was performed using the internal MetIDQ ™ software, allowing the isotopic

correction

Statistical analysis

Statistical analysis by PCA (principal components analysis) was
performed using a data matrix constructed with MarkerLynx software (Waters,
Manchester, UK) and Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) and software
Pirouette 3.11 (Infometricsinc , USA), from the values of m/z and relative ion
intensity observed in the profile, by MALDI.

The variables were presented in average and standard deviation. A t-test
for independent samples was performed in order to identify significant metabolic
changes between case and control groups. Data was corrected for multiple
tests using the Benjamini-Hochberg (BH) procedure.

Metabolites with p values lower than a significance level of a = 0.05 were
considered as statistically significant. Statistical programs STATA12.0 and SAS
9.4 were used. To analyze the lipid data, the in-houseMetldQTM software from
Biocrates Life Sciences AG was used to examine raw data and evaluate and
export the data. Data was processed and analyzed statistically using R (Version

3.2.3).

RESULTS

40 pregnant women (Control Group, n = 20 and Group PE, n = 20) were
evaluated. There was no difference between the two groups regarding

age,marital status, color, schooling, work or famly income.(Table 1).
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Table 1. Socioeconomic data among pregnant women (Control Groups

and Preeclampsia).Sao Luis, Maranhao, Brazil, 2019.

Group
Variables Control Preeclampsia Total p
n % n %
Age group (years)
<18 1 5,0 2 10,5 3
19-34 18 90,0 15 73,7 33 0,448
235 1 5,0 3 15,8 4

Marital status

Married / Stableunion

Single
Color
White
Black
Brown/Mixed
Schooling (years)
None
1to 7
8to11
12 ormore
Work
No
Yes
Famly income (R$)
< 1 minimum salary
= 1 minimum salary

No income

17 85,0 18 89,5 35 0,632
3 15,0 2 10,5 5

30,0 4 21,1 10
40,0 3 15,8 11 0,072
30,0 13 63,1 19

0 0,0 1 5,0 1
50 4 20,1 5
0,070
3 15,0 7 34,7 10
16 80,0 8 40,2 24
11 55,0 12 59,8 23
0,749
9 45,0 8 40,2 17
5 25,0 5 25,1 10
13 65,0 7 34,7 20 0,067
2 10,0 8 40,2 10

Total

20 50,0 20 50,0 40

* p<0.05
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An increase in plasma levels of sphingomyelins C18.0, C18. 1, C20. 2,

C24.1, C26.0 and C26.1 was observed in patients with preeclampsia.(Table 2)

Table 2. Sphingolipids in maternal plasma. (Control Groups and

Preeclampsia). Sao Luis, Maranhao, Brazil, 2019.

Class Metabolite P value
SM..OH..C14.1 0,5437

SM..OH..C16.1 0,2288

SM..OH..C22.1 0,8665

SM..OH..C22.2 0,4174

SM..OH..C24.1 0,2949

SM.C16.0 0,1264

= SM.C16.1 0,0657
g SM.C18.0 0,0011*
'_g SM.C18.1 0,0025*
@ SM.C20.2 0,0437*
SM.C22.3 0,1179

SM.C24.0 0,6019

SM.C24.1 0,0111*

SM.C26.0 0,0031*

SM.C26.1 0,0365*

* p<0.05
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After multivariate analysis and application of BH, values were only
significant increased for SM C18.0, SM C18.1 and SM C26.0 metabolites, in
patients with preeclampsia (Table 3).

Table 3. Sphingolipids in maternal plasma and application of BH. (Control

Groups and Preeclampsia). Sao Luis, Maranhao, Brazil, 2019.

class Metabolite P value P value (BH)*

SM..OH..C14.1 0,5437 0,7197

SM..OH..C16.1 0,2288 0,4512

SM..OH..C22.1 0,8665 0,9047

SM..OH..C22.2 0,4174 0,6062

SM..OH..C24.1 0,2949 0,5205

SM.C16.0 0,1264 0,3286

% SM.C16.1 0,0657 0,2457
g SM.C18.0 0,0011 0,0249
'_g SM.C18.1 0,0025 0,0320
@ SM.C20.2 0,0437 0,2092
SM.C22.3 0,1179 0,3221

SM.C24.0 0,6019 0,7305

SM.C24.1 0,0111 0,0844

SM.C26.0 0,0031 0,0337

SM.C26.1 0,0365 0,1884

* Benjamini-Hoochberg

* p<0.05
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DISCUSSION

In this study, Sphingomyelin C18:0 SM, C18:1SM, and C26:0SM were
increased in patients with Preeclampsia. This result is in line with other studies
that have shown increased sphingolipid serum levels in patients with PE [3, 16).

New studies should guarantee the impact of these variables together
with lipidomic analysis of pregnant women, since this variable should not be
seen in isolation, but rather as a synergy of associated factors [9,10,13].

Lipidomics has applications in the discovery of potential lipid biomarkers
for various metabolic diseases such as obesity, diabetes, cardiovascular
disease and cancer, and the detection and identification of small and abundant
lipid species in serum can elucidate specific functions or serve as potential
disease-indicating biomarkers [17,18].

Sphingolipids, classically considered purely inert structural elements of
the cell membrane, have been recognized as bioactive mediators and flags in
the modulation of a variety of fundamental cellular processes [19].

This lipid group is built on a common sphingolipid base skeleton. In
humans, this backbone is most commonly, but not exclusively, sphingoid (SPH),
which is an 18-carbon amino acid alcohol with unsaturated hydrocarbon chain.
Sphingoid bases can fuse with various ceramide-forming fatty acids (GCAA),
the central point of hundreds of sphingolipids' biosynthesis. AGGCs serve as
metabolic and structural precursors of complex sphingolipids such as

Sphingomyelin (SM), the most abundant mammal sphingolipid, the role of each
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individual sphingolipid is multidimensional in terms of subcellular localization
and mechanism of action [20].

The accumulation of sphingolipids in a variety of cells and tissues
characterizes several human disorders. In addition, the subcellular
compartment in which the lipids are generated, the pathway involved in their
synthesis and cell type, influences the role of sphingolipids in the disease [21].

Studies have shown that sphingolipids are also involved in the
regulation of vascular tone via cross-talk with intrinsic vasoactive factors
released by endothelium. A specific role was defined for sphingolipids in
regulation of vasoconstriction and vasodilation in different types of blood
vessels (22).

More recently, AGGC elevationin spontaneously hypertensive rats has
been shown to lead to vasoconstriction due to increased thromboxane A2
(TXA2)release, a molecule known to contract vascular smooth muscle.
Interestingly, increased AGGC plasma levels have also been found in humans
affected by essential hypertension. Thus, positive AGGC regulation may
contribute to increased vascular tone and endothelial dysfunction, a known
contributor to the observed PE hypertension [23,24].

It is known that in PE pathogenesis, abnormal trophoblast implantation
played a decisive role in uterine spiral arteries, leading to placental ischemia
and oxidative stress, which consequently results in cellular apoptosis, the
release of placental factors (including inflammatory proteins ) and an imbalance
between pro and anti-angiogenic factors. Due to oxidative stress and apoptosis
in pathology, it is assumed that sphingolipids may play a significant role in PE

pathogenesis [2,15].
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As in this article, Dobierzewskaet al. [20] find similar results when
comparing the intergestational profile of circulating sphingolipids in maternal
plasma of preeclamptic versus normotensive pregnant women in a prospective
cohort analyzed in the first, second and third gestational trimesters, it was
observed that dihydrosphingosine-1 (DH-S1P) was significantly reduced in the
serum of pregnant women in the second trimester with preeclampsia (PE)
compared to the first trimester, and that this could contribute to the reduced
endothelial barrier observed in PE.

We observed increased SM C18:0 levels in patients with preeclampsia,
which is in accordance with previous reports describing elevated SM 18:0
plasma levels in preeclamptic patients when compared with control subjects [3].

Melland-Smith et al; [9] evaluated sphingolipidserum levels in 10
pregnant women with PE and 10 pregnant women without PE, and found that
serum concentrations of C16, C18, C20 and C24 were significantly higher in
patients with PE.

Charkiewicz et al. [25] studied 21 women between 25 + 40 weeks'
gestation with a diagnosis of preeclampsia and 36 women with uncomplicated
pregnancies, a significant increase was observed in the concentration of eight
sphingolipids in the plasma of pregnant women with preeclampsia compared to
the control group: Sph (p = 0.0032), S1P (p = 0.0289), C20-Cer (p <0.0001),
C18-(p <0.0001), C16-Cer (p = 0.012), C18: 1-Cer (p = 0.003), C22-Cer (P =
0.0071) and C24: 1-Cer (p = 0.0085).

Zhao; Cheng, & Lin [13], observed an increase in SM-18: 0 levels, but
not SM-16: 0, in the maternal plasma of preeclamptic pregnant women

compared to the control group.
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Although these studies have demonstrated the increase of different
sphingolipids in the plasma of preeclamptic pregnant women, other evaluations
have found different results.

Dobierzewska et al. [26] in a retrospective study, evaluated normal
healthy pregnant women (n = 7) and preeclamptic patients (PE) (n = 7). The
objective of this study was to characterize the metabolic profile of three major
sphingolipids (sphingosine-1-phosphate , Sphingomyelin, and ceramides) in the
plasma of preeclamptic pregnant women compared to the control group in the

first, second and third trimesters of gestation

and to determine if preeclampsia would be associated with a different
sphingolipid profile when compared to the control group, which could be a
potential candidate as marker for preeclamptic development in the first
trimester.

The most prominent sphingomyelin was SM 16:0, showing elevation in
both groups during gestation, but with statistical significance only in the PE
group (1st vs 2nd trimester of PE and 1st vs 3rd trimester of PE). When
comparing patients with PE and control, SM 16:0 was significantly reduced in
plasma in the 1st trimester of individuals with PE versus controls.

The other SM species analyzed were: SM 18:0, SM 18:1 and SM 24:0,
which were the most frequent sphingomyelin sub-populations.

Plasma levels in the first trimester of SM 18: 0 were also significantly
lower in the PE group when compared with controls. However, SM 18:0
increased significantly during gestation in patients with PE, which did not occur

in the control group. There were no statistically significant differences between
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the PE and the control group regarding SM 18:1, but there was a significant
increase in the PE group between the first and second trimester of pregnancy.
The levels of SM 24:0 did not change significantly in either group or between
groups throughout gestation [20].

In international scientific literature, there is not much research on
sphingolipid plasma in preeclamptic women, and this is a very little studied
topic. There are few national studies on this topic, and to our knowledge, this is
the first study to describe major sphingolipid levels in preeclamptic patients'
plasma and of normotensive pregnant women in our state.

In conclusion, preeclampsia is an important obstetric complication
during pregnancy and one of the main causes of maternal and fetal morbidity
and mortality. It is difficult to predict the clinical outcome due to the absence of
early, sensitive and specific biochemical markers.

This study revealed three sphingolipids, SM C18:0, SM C18:1, and SM
C26.0, which were increased in pregnant women with preeclampsia,which in
the future, may serve as PE biomarkers, together with mass spectrometry-
based lipidation, become part of the routine pre-natal diagnostic test at the
beginning of the pregnancy. New studies are required for the confirmation of

these data.
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RESUMO

Introdugao: A Pré-Eclampsia (PE) € um disturbio da gravidez potencialmente
fatal, cuja patogénese nao é completamente entendida. A origem da PE ocorre
muito cedo na gravidez, por isso muitos marcadores biofisicos e bioquimicos
tém sido propostos como preditores de pré-eclampsia. Objetivo: O objetivo
deste estudo foi avaliar detalhadamente o perfil lipidico, a fim de identificar
possiveis alteragdes, abrindo uma nova perspectiva para a compreensao dos
disturbios metabdlicos vivenciados pelas gestantes com PE, usando uma
abordagem lipiddmica envolvendo espectrometria de massa. Métodos e
Resultados: Analisou-se o perfil lipidico sérico em 40 gravidas com pré
eclampsia e normais usando uma abordagem lipidémica e espectrometria de
massa. Espécies lipidicas do tipo acilcarnitinas (CO, C3 e C5) apresentaram
alteracoes significantes (p < 0,05). Observou-se também que as
lisofosfatidilcolinas (lysoPC a C20:4 e a lysoPC a C28:1) aparecem inicialmente
dentre o0s metabdlitos que apresentaram diferencas estatisticamente
significantes, mas apds a correcdo de multiplos testes aplicando Benjamini-
Hochberg (BH) essa significancia ndo se manteve. Porem destaca-se que as
lysoPC.a.C 16.1; 18.1; 20:4 e a 28:1 apresentaram concentragoes aumentadas
no grupos pre eclampsia. Conclusao: Este estudo detectou alteragdes
lipidicas, especialmente em acilcarnitinas em gestantes com pre -eclampsia,
bem como correlagdes com as lisofosfatidilcolinas, que poderao no futuro ser
uteis na investigacdo de doengas associadas a pre eclampsia.

Palavras-chave: Pre Eclampsia. Lipidomica. Acilcarnitinas.

Lisofosfatidilcolinas. Espectometria de Massa

INTRODUGAO

Os disturbios hipertensivos sdo as complicagcbes mais comuns no pré-
natal, acometendo 12 a 22% das gestacdes, dentre eles a Pré eclampsia (PE)
€ uma das principais causas de 6bito materno em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento."®. Seu diagndstico baseia-se no desenvolvimento da
hipertensdo (140 /90 MmHg) e proteinuria significativa (300 mg / 24 horas)

apos 20 semanas de gestagao.>*

As complicagdes sistémicas da PE ndo se limitam ao periodo
gestacional e estudos recentes tém mostrado desfechos adversos, como
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aumento do risco de desenvolver hipertensao, cardiopatia isquémica, infarto
agudo do miocardio, tromboembolismo venoso, exigindo maior tempo de

seguimento e vigilancia desses pacientes ao longo da vida.>®

Torna-se cada vez mais claro que a PE € causada por interagbes entre
mecanismos fisiopatolégicos complexos, genes individuais e fatores
ambientais, e ainda que algumas caracteristicas da fisiopatologia da PE ja
tenham sido elucidadas, a sua patogénese ainda nao foi claramente

estabelecida. ’

Os métodos classicos de analise, por sua vez, apresentam limitacdes e,
diante do numero de pessoas com doencgas metabdlicas, ha necessidade de
andlises lipidicas mais detalhadas. E, portanto, imperativo que novas
ferramentas e metodologias sejam buscadas tanto para fins diagnosticos
quanto para o monitoramento da eficiéncia terapéutica prescrita, a fim de
possibilitar o controle e tratamento mais adequado da doenca e,
consequentemente, preservar a vida.®

A abordagem Lipidomica integrado com outras abordagens “Omicas”,
incluindo metabolémica, protebmica e gendmica, é capaz de identificar e
quantificar varios metabdlitos de moléculas endégenas dentro de um sistema
biolégico e tem sido usado com sucesso para identificar perfis metabdlicos

associados a atividades bioldgicas, estado fisiolégico e doencas.’

Estudos que séo relevantes para o tema ja foram publicados, como

Alshehry et al™

, que encontraram que esfingolipidios, fosfolipidios, ésteres de
colesterol e glicerolipideos estavam associados a eventos cardiovasculares
futuros e morte cardiovascular em pessoas com diabetes mellitus tipo 2 .
Estudo realizado por Nogueira; da Cruz , Fontenele ; Figueiredo Neto® detectou
alteracdes lipidicas, especialmente em ceramidas, pés-menopausa, bem como
correlagdes com marcadores glicidicos e lipidicos em mulheres na menopausa

1. e Korkes et al®, identificaram alguns lipideos em maior

e De Oliveira et a
abundancia no plasma de gestantes em pré-eclampsia.

O objetivo deste estudo foi avaliar detalhadamente o perfil lipidico, a fim
de identificar possiveis alteragbes, abrindo uma nova perspectiva para a
compreensao dos disturbios metabdlicos vivenciados pelas gestantes com PE,

usando uma abordagem lipidémica envolvendo espectrometria de massa.
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METODOS

Trata-se de um estudo caso-controle, realizado no periodo de junho a
novembro de 2016, no Servico de Obstetricia — Pré-Natal Especializado de

uma Maternidade, no

municipio de Sao Luis, Maranhao, na regiao nordeste do Brasil. O estudo é
parte do Projeto chamado “Biomarcadores cardiovasculares em gestantes com

pré-eclampsia”.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Maranhdo/UFMA, sendo aprovado pelo Parecer de
n° 1.318.564/2015. Durante a pesquisa foram observados aspectos contidos na
Resolucdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) n° 466/12.

Populagao do estudo

Composta por gestantes com faixa etaria superior a 18 anos e idade
gestacional igual ou superior a 20 semanas. A amostra foi dividida em 2
grupos: um grupo “pré-eclampsia” (n = 20), outro grupo sem pré —eclampsia

denominado "normais" (n = 20).

Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletadas amostras de 10 mL de sangue dos sujeitos de
pesquisa. Para coleta de sangue, estabilizagdo e transporte das amostras foi
realizada com o kit PAXgene Sangue RNA Tubos (Qiagen, NL), segundo o
protocolo da empresa fabricante.

O processamento das amostras sanguineas para extracdo do soro foi
realizado com a manutencao destas por 20 minutos em temperatura ambiente
(18 a 24° C, média de 22° C) e posterior centrifugagdo por 10 minutos a 3000

rom. O soro separado foi distribuido em criotubos, que foram congelados e
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estocados em freezer a -70° C, para dosagem em um mesmo momento de

todas as variaveis séricas

Analise lipidémica

Uma abordagem metabolémica alvo foi aplicada utilizando o ensaio
lipidico foram analisadaspelo laboratério Biocrates Life Science AG (Innsbruck,
Austria), de acordo com o protocolo padrdo interno.As classes lipidicas foram
analisadas quantitativamente em 40 amostras de soro humano.Para determinar
os metabdlitos lipidicos, as amostras (soro) foram centrifugadas e o
sobrenadante foi usado para analise.A preparacdo da amostra do volume da
amostra de 20uL foi seguida porprotocolo de extragao cloroférmio-metanol /
liquido / liquido (extragcéo folch) com uma mistura dea proporgéo 2: 1 (v / v)
(Folch;  Stanley, 1957). Os compostos biologicamente abundantes de
esfingolipidios, isto €, esfingomielinas, foram analisados quantitativamente
através da metodologia de injegdo de fluxo de ionizagdo ionosférica
espectrometria de massa em tandem (FIA-ESI-MS / MS). A detecgdo de
monitoramento de reagbes multiplas (MRM) em forma positiva e negativa foi
realizada utilizando equipamento SCIEX 4000 QTRAP® (SCIEX, Darmstadt,
Alemanha). Os registros lipidicos descritos representam a soma do sinal de
todos os lipidos isobaricos com o mesmo peso molecular (intervalo de + 0,5

Da) dentro do mesma classe lipidica

Cinco padrées internos foram utilizados para compensar os efeitos da
matriz e 43 padrdes para a calibragdo multiponto. A precisdo das medigdes
estava no intervalo normal para os métodos (desvios do alvo 20%) para todos
os analitos. As concentracbes de cada metabolito da amostra foram
determinadas em uma unica analise e valores de concentracdo sao dadas em
MM. A analise quantitativa dos dados foi realizada utilizando o software interno

MetIDQ ™, permitindo a corregao isotopica
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Analise estatistica

As variaveis quantitativas sdo apresentadas como média e desvio
padrao, o teste t foi utilizado para identificar as diferencgas significativas entre os
grupos e o coeficiente de Pearson (r) para avaliar a correlagédo entre as
variaveis, com valores de p <0,05 considerado estatisticamente significativo.

Os programas estatisticos STATA 12.0 e SAS 9.4 foram utilizados. Para
analisar os dados lipidémicos, o software in-house MetldQTM da Biocrates Life
Sciences AG foi usado para examinar os dados brutos e avaliar e exportar os
dados. Os dados foram processados e analisados estatisticamente usando R
(Versao 3.2.3). Os dados brutos foram limpos para excluir os analitos com
valores de concentracao faltando ou abaixo do limite de detec¢céo (LOD). Os
dados foram posteriormente transformados em log2. A dobra (FC) foi calculada
pela razdo entre as médias dos metabolitos gestantes com Pre eclampsia
(caso) e gestantes “normais” (controle) (FC = Caso / Controle). A taxa de
descoberta falsa (FDR) foi calculada usando o teste de Benjamini-Hoochberg
(BH) também foi calculada. As diferengas foram consideradas notaveis quando
a variancia analitica foi maior que 25% entre os grupos; isto €, FC > 1,15 ou FC
< 0,85, de modo que foi considerado como uma concentragao alterada na Pre

Eclampsia em relacéo as normais. '

RESULTADOS

Foram avaliadas 40 gestantes (Grupo Controle, n=20 e Grupo PE,
n=20). Em ambos os grupos prevaleceram, respectivamente, gestantes com:
19 a 34 anos casada ou em unido estavel. Quanto a cor da pele, no Grupo
Controle prevaleceram negras e no Grupo PE, mulheres parda ou mulatas. Em
ambos 0s grupos as gestantes apresentaram 12 anos ou mais de estudo, ndo
possuiam emprego. Ja em relagao a renda, o Grupo Controle despontou renda
superior a um salario minimo e no Grupo PE, indicaram em maior propor¢ao

nao possuirem renda prépria, p > 0,05 (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados socioecondmicos entre gestantes (Grupos Controle e

Pré-Eclampsia). Sdo Luis, Maranhao, Brasil, 2019.

Grupo
Variaveis Controle Pré-eclampsia  Total P
n % n %
Faixa etaria (anos)
<18 1 5,0 2 10,5 3
19-34 18 90,0 15 73,7 33 0,448
235 1 5,0 3 15,8 4
Estado civil
Casada / Unido estavel 17 85,0 18 89,5 35 0,632
Solteira 3 15,0 2 10,5 5
Cor
Branca 6 30,0 4 211 10
Negra 8 40,0 3 15,8 11 0,072
Parda/Mulata 6 30,0 13 63,1 19
Escolaridade (anos)
Nenhuma 0 0,0 1 5,0 1
1a7 1 5,0 4 20,1 5
0,070
8a11 3 15,0 7 34,7 10
12 ou mais 16 80,0 8 40,2 24

Trabalho
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Nao 11 55,0 12 59,8 23
0,749
Sim 9 450 8 40,2 17
Renda Familiar (R$)
< 1 salario minimo 5 25,0 5 251 10
2 1 salario minimo 13 65,0 7 34,7 20 0,067
Sem renda 2 10,0 8 40,2 10
Total 20 50,0 20 50,0 40

Os metabolitos significativamente alterados foram classes de

metabdlitos das acilcarnitinas, e lisofosfatidilcolinas. A identificacdo dos

diferentes lipidios encontrados foi realizada atraves do Lipid Database Search

(http://www.lipidmaps.orq).

Observa-se que dentre as acilcarnitinas, 06 metabolitos apresentaram
valores significativos (p <0,05): CO, C14.1, C14.2, C3, C4 e C5. Depois de
corregdo de multiplos testes aplicando o procedimento de Benjamini-Hochberg

(BH), 03 metabolitos foram encontrados estatisticamente significantes, C0, C3

e C5 (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados de concentragao das Acilcarnitinas entre gestantes

(Grupos Controle e Pré-Eclampsia). Sao Luis, Maranhao, Brasil, 2019.

Metabolito Pvalor* Pvalor* ( BH')
Co 0,0010 0,0249*
c10 0,0599 0,2457
C14.1 0,0458 0,2099
C14.2 0,0138 0,0874
C16 0,0934 0,2823
o c18 0,2552 0,4784
E C18.1 0,0883 0,2823
% C18.2 0,0516 0,2221
< C2 0,6266 0,7353
C3 0,0048 0,0483*
C3.DC..C4.0H. 0,3368 0,5536
c4 0,0107 0,0844
C5 0,0027 0,0320*

" Benjamini-Hochberg
*0<0.05

Destaca-se que as lisofosfatidilcolinas lysoPC.a.C20:4 e a
lysoPC.a.C28:1 aparecem inicialmente dentre o0s metabdlitos que
apresentaram diferencas estatisticamente significantes, mas apo6s a corregéao
de multiplos testes aplicando (BH) essa significancia ndo se manteve. Porem
destaca-se que as lysoPC.a.C 16.1; 18.1; 20:4 e a 28:1 apresentaram

concentragdes aumentadas no grupos pre eclampsia ( Tabela 3).
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Tabela 3: Valores de alteragdo da dobra (FC), referentes a diferenga entre
as concentracoes de lipidios entre gestantes (Grupos Controle e Pré-
Eclampsia). Sao Luis, Maranhao, Brasil, 2019.

Classe Metabolito P valor P valor (BH) FC caso/Controle
lysoPC.a.C16.0  0,5877 0,7197 1,08
lysoPC.a.C16.1  0,5879 0,7197 1,18
lysoPC.a.C17.0  0,6667 0,7697 1,10
lysoPC.a.C18.0  0,5694 0,7197 1,09
lysoPC.a.C18.1  0,2440 0,4745 1,20

3 lysoPC.a.C18.2  0,7723 0,8501 0,98

o

o

j>., lysoPC.a.C20.3  0,3598 0,5741 1,11
lysoPC.a.C20.4 0,0371* 0,1884 1,42
lysoPC.a.C26.0  0,7549 0,8375 1,00
lysoPC.a.C26.1 0,5488 0,7197 1,00
lysoPC.a.C28.0  0,0442* 0,2092 1,27
lysoPC.a.C28.1 0,2969 0,5205 1,08

FC =Foldchange
* p<0.05
DISCUSSAO

Neste estudo, gestantes com pré-eclampsia prevaleceram: com
companheiros, possuiam cor da pele parda ou mulata, 12 anos ou mais de

estudo, viviam sem emprego ou renda prépria.
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Oliveira et al.?, ao avaliarem os fatores maternos e os resultados
perinatais adversos em uma coorte de gestantes com pré-eclampsia da rede
publica de saude de Macei6 (Alagoas, Brasil), em estudo de coorte prospectivo
com 90 gestantes com pré-eclampsia, observaram resultados semelhantes
quanto a idade materna, escolaridade, estado civil: onde 73,3% das gestantes
avaliadas, tiveram entre 20 e 34 anos, 56,7% tiveram 4 anos ou mais de
estudo, 57,8% possuiam um companheiro e 70% recebiam um salario minimo
ou mais. Diferentemente dos dados desta pesquisa, os autores relataram que
apenas 16,7% eram negras.

Novos estudos devem garantir o impacto destas variaveis
conjuntamente a analise lipiddmica de gestantes, pois esta variavel, ndo deve
ser vista de forma isolada e sim, como uma sinergia de fatores associados.

Novos conhecimentos surgiram utilizando novas metodologias, em
especial estudos de metabolémica, estes estudos forneceram informacgdes
sobre metabdlitos chave envolvidos no DMG e Pre- eclampsia (aminoacidos,
lisofosfatidilcolina e acilcarnitinas.'®®

A carnitina desempenha um papel indispensavel no metabolismo de
acidos graxos, sendo essencial para o transporte de acidos gordurosos sobre
as membranas mitocondriais interna e externa para a mitocéndria, onde ocorre
a B-oxidacdo. Além disso, possui um papel na remocao de metabolitos toxicos
em excesso, por exemplo, grupos acilo, que sdo excretados como acilcarnitinas
pelos rins."’

No plasma, a maioria da carnitina esterificada esta presente como
acetilcarnitina. O numero total de ésteres de carnitina no plasma é referido
como acilcarnitina.®

A analise de carnitina plasmatica é uma importante ferramenta de
diagnostico para reconhecer deficiéncias na oxidagdo de acidos graxos.
Estudos demonstram que as concentracdes plasmaticas de carnitina diminuem
durante a gravidez normal. A importancia da carnitina na oxidagao de acidos
gordos durante a deplecéo de energia de tecido, combinada com as menores
concentragdes plasmaticas de carnitina durante a gravidez, sugere que o
metabolismo anormal dos acidos graxos na pré-eclampsia esta associada a um

aumento da concentracdo plasmatica de carnitina.®%°
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No estudo de Thiele; Niezen-Koning; Van Gennip; Aarnoudse, '®encontrou
que, no grupo pré-eclampsia, as concentragbes plasmaticas de carnitina
aumentaram aproximadamente 50% em comparagao com o grupo controle.

Neste estudo ao serem avaliadas as concentracbes dos metabdlitos
lipidicos identificados pela lipiddmica, foi observado um aumento significativo
na concentragdo plasmatica de Acilcarnitina CO, C3 e C5 nas pacientes do
grupo PE.

Estudos em gestagdes normais mostram uma diminui¢do na carnitina
livre (CO) do plasma e nos niveis totais de carnitina, sendo a queda mais
acentuada durante a primeira metade da gravidez. No momento da
administracdo, os niveis plasmaticos de carnitina plasmatica séo
aproximadamente metade dos observados em mulheres néo gré\vidas.e"18

Por outro lado, ja se sabe que no soro de gestantes com pré-eclampsia,
bem como dos seus filhos, encontrava-se elevada a concentragdo plasmatica
de carnitina e as acilcarnitinas, respectivamente, e que a fungdo mitocondrial
placentaria estd prejudicada e associa-se a fisiopatologia da hemodlise,
elevagado das enzimas hepaticas e baixa contagem de plaquetas, além da pré-
eclampsia.?’

Obido et al*? , avaliaram 41 pacientes com pré-eclampsia e 41 gestantes
sempré-eclampsia, observaram aumento dos metabolitos
hydroxyisovalerylcarnitine e hydroxyhexanoylcarnitine (C50H e C60H), nas
pacientes com pré-eclampsia.

Koster et al.>, ao expandir o estudo dos biomarcadores lipidomicos da
PE através da analise de acilcarnitinas em plasma materno, em estudo caso-
controle com gestantes entre 8 e 14 semanas de idade gestacional, refor¢ca que
a estearoilcarnitina pode ser considerado um novo biomarcador metabolémico
para pré-eclampsia precoce ou tardia, mesmo que ainda ndo sejam adequados
para implementacdo clinica devido a seus altos custos. O consideravel
aumento das concentragdes plasmaticas de carnitina, em associacdo com o
acumulo de lipidios, alicercam o papel do metabolismo lipidico anormal na
fisiopatologia da pré-eclampsia, sugerindo que metabdlitos tdxicos resultantes
da oxidagdo anormal de acidos graxos na placenta, podem contribuir para a

disfuncdo endotelial na pré-eclampsia.
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Os achados deste estudo somam-se aos de outros estudos, associando
as anormalidades do metabolismo lipidico, incluindo o metabolismo dos acidos
graxos, e a carnitina, a fisiopatologia da PE.

De acordo com Baig et al**

, 0 nivel de lisofosfatidilcolinas proporciona
um meétodo simples, preciso € minimamente invasivo para detectar a pré-
eclampsia precocemente em gravidezes. Geralmente, os métodos da invengao
compreendem a obtencdo de um espécime de uma paciente gravida,
ensaiando a amostra para determinar o nivel de compostos de glicerofosfatidilo
(GPX), dlicerofosfatidilcolina (GPC), lisofosfolipidos (LPX) e / ou
lisofosfatidilcolina (LPC) na amostra, e comparando o nivel medido com niveis
normais de pacientes sem pré-eclampsia. Niveis inferiores ao normal de GPX,
GPC, LPX e / ou LPC sinalizam a existéncia de uma condicdo para a
ocorréncia da pré-eclampsia no paciente. Dependendo do tipo de espécime e
procedimento de preparagdo empregado, o nivel particular de GPX, GPC, LPX
e / ou LPC indicativo de pré-eclampsia pode variar.

Em estudo realizado por Anand et al* encontrou-se, os niveis mais
elevados desses marcadores em casos de pré-eclamsia, isso pode ser
explicado devido ao fato da isquemia placentaria e a apoptose serem
frequentemente relatadas na pré-eclampsia, resultando em lise celular com
liberacdo de componentes da membrana, incluindo provaveis fosfatidilcolinas,
na circulagao.

Numa forma de realizacdo alternativa da presente invengdo, um
individuo é testado repetidamente ao longo do tempo para monitorizar
quaisquer alteragdes significativas. Uma mudanga significativa, como uma
diminuicdo das concentracbées GPX, GPC, LPX ou LPC em comparagdo com
0s niveis anteriores em uma amostra do paciente, pode sinalizar o inicio da
pré-eclampsia ou a deterioragdo da condicdo pré-eclitica. Em contraste, os
aumentos nos niveis de GPX, GPC, LPX ou LPC mais proximos dos niveis
normais podem indicar uma melhoria na condigéo.”.

Assim, a expressao lipidica diferenciada na pré-eclampsia encontrada
neste estudo, pode implicar em modulagdo negativa da resposta imune,
coagulagio, estresse oxidativo e apoptose.?

Por outro lado, Korkes et al.?, ao caracterizar o perfil lipidico na placenta

e no plasma de gestantes com pré-eclampsia, observaram que o lipideo mais
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prevalente presente no plasma das gestantes com pré-eclampsia foi a classe
Glicerofosfoserinas-GP03 (PS) com 52,30% da composigao lipidica total e
Glicerofosfoetanolaminas-GP02 (PEt) com 24,03%. Comparativamente ao
grupo controle, amostras de plasma do Grupo Pré-eclampsia demonstraram
aumento da PS (p<0,0001) e PC (p<0,0001).

Anand et al.®, também ressaltam que biomarcadores lipiddmicos séricos
parecem ser capazes de identificar boa parte das gestantes com risco de pré-
eclampsia em uma gravidez por volta da 122 e 14% semanas gestacionais.

A diferenca entre a divergéncia de resultados com a literatura pode
implicar que outros fatores podem estar envolvidos na patogénese da Pré-
Eclampsia, pois o agravo é multifatorial e heterogéneo, com muitos fatores
envolvidos, sendo a formagdo da placenta prejudicada, bem como
remodelamento vascular e a adaptacao imunolégica23. Além disso, outras
condicionantes podem estar envolvidas, como variaveis socioecondOmicas,
biolégicas, idade gestacional, estado nutricional pré-gravidico, estado

psicossomaticas, entre outras'’.
CONCLUSAO

Apesar de uma amostra limitada, este estudo utilizou-se de testes
estatisticos apropriados e obteve parcialmente resultados semelhantes aos ja
descritos na literatura.

Gestantes com pré-eclampsia demonstraram perfil lipidomico com elevagao
das Acilcarnitinas CO, C3 e C5. Destaca-se que as lysoPC.a.C 16.1; 18.1; 20:4
e a 28:1 apresentaram probabilidades aumentadas no grupos pre eclampsia, o
que pode estar associado ao processo de instalacdo da pré-eclampsia. Este
estudo detectou alteracbes lipidicas, especialmente em acilcarnitinas em
gestantes com pre -eclampsia, bem como correlagbes com as
lisofosfatidilcolinas, que poderéo no futuro ser uteis na investigagdo de doengas

associadas a pre eclampsia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A pré-eclampsia € uma importante complicagao obstétrica durante a
gravidez e uma das principais causas de morbidade e mortalidade materna e
fetal. E dificil prever o desfecho clinico devido & auséncia de marcadores
bioquimicos precoces, sensiveis e especificos.

Apesar de uma amostra limitada, este estudo utilizou-se de testes
estatisticos apropriados e obteve parcialmente resultados semelhantes aos ja
descritos na literatura, na analise geral das caracteristicas das participantes
observou-se que estas apresentavam diferencas significativas em marcadores
lipidicos. Este estudo revelou trés esfingolipidos, SM C18: 0, SM C18: 1 e SM
C26.0, que foram aumentados em mulheres gravidas com pré-eclampsia, que
no futuro, podem servir como biomarcadores de PE. Observou-se ainda que
gestantes com pré-eclampsia demonstraram perfil lipidomico com elevagéo das
Acilcarnitinas CO, C3 e C5. Destaca-se que as lysoPC.a.C 16.1; 18.1; 20:4 e a
28:1 apresentaram probabilidades aumentadas no grupos pre eclampsia, o que
pode estar associado ao processo de instalagcdo da pré-eclampsia.

Este estudo detectou alteracdes lipidicas, especialmente em
esfingomielinas e acilcarnitinas em gestantes com pre -eclampsia, bem como
correlagdes com as lisofosfatidilcolinas, que poderao no futuro ser uteis na
investigacdo de doencas associadas & pre eclampsia.E necessario a realizagéo

de novos estudos necessarios para a confirmacao desses dados.
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legilagies pertnentzs,
Registro Ensaio Clinico Nenhum
Sugestdo de consultores Nenhum
P Ao s A e e eh Hosetticmcaodtae S
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO DO PROJETO: BIOMARCADORES LIPIDICOS SERICOS PREDITIVOS
PARA PRE-ECLAMPSIA

EQUIPE EXECUTORA: Prof. Dr. José Albuquerque de Figueiredo Neto; Lorena
Lauren Chaves Queiroz

Vocé esta sendo convidada a participar como voluntaria em uma pesquisa.
Vocé sera esclarecida sobre algumas informagdes a seguir, e caso aceite fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias (uma para vocé e
outra para o pesquisador responsavel). Em caso de recusa, vocé ndo sera penalizada
de forma alguma. Caso tenha duvidas, peca ajuda ao entrevistador (pesquisador).

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo que tem como
objetivo avaliar alteragcbes em exames especificos que serao realizados apos coleta de
sangue. Os avangos na area da saude ocorrem através de estudos como este e sua
participacdo é importante como portadora de Doenca Hipertensiva Especifica da
Gestacgao (DHEG). Este estudo é importante para ampliar o conhecimento sobre a
DHEG, permitindo melhorar o tratamento, detectar lesdes precocemente e permitir
maior sobrevida para a mae e o bebé.

Caso vocé concorde em participar, devera responder a uma entrevista contendo dados
de identificagdo, habitagdo, econémicos, sociais, antropométricos (peso, altura, etc.),
habitos de vida e uso de medicamentos. Sua pressao arterial sera medida. Sera feita
uma coleta de sangue e vocé devera estar em jejum por 12 horas antes da coleta.

Vocé nao tera gastos com esta pesquisa. Todos os procedimentos serdo
realizados por profissionais capacitados e os materiais utilizados para a coleta de
sangue sao esterilizados e serdo abertos, utilizados e descartados em sua presenga.
Sendo assim, o risco de infecgdo € muito pequeno, mas vocé podera sentir um leve
desconforto devido a picada da agulha.

Sempre que vocé desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre as
etapas do estudo. A qualquer momento, vocé podera recusar-se a continuar
participando do estudo, podendo retirar seu consentimento sem sofrer qualquer
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penalidade ou prejuizo. Sua identificagdo e as informacgdes obtidas pela sua
participacao serdo mantidas em sigilo. Somente os pesquisadores envolvidos neste
estudo terdo acesso a esses dados.

Os resultados da pesquisa serao divulgados entre profissionais estudiosos
do assunto, mas nenhum participante sera identificado em nenhuma publicacdo que
possa resultar deste estudo.

Em caso de duvidas, esclarecimentos ou reclamagdes entre em contato
com:

Pesquisador Responsavel: José Albuquerque de Figueiredo Neto
Rua Barao de Itapary, 227, 4° andar, Centro. Sdo Luis — MA. CEP: 65020-070
Telefone para contato: (98) 2109-1000

Para questdes éticas relacionadas & pesquisa entre em contato com: Comité de Etica
em pesquisa do Hospital Universitario Presidente Dutra

Rua Barao de Itapary, 227, 4° andar, Centro. Sao Luis — MA. CEP: 65020-070
Telefone para contato: (98) 2109-1250

DADOS DA PARTICIPANTE:

Nome:

Assinatura:

Endereco: Telefone:

José Albuquerque de Figueiredo Neto (CRM-MA 2758) - Pesquisador Responsavel
Sao Luis — MA, / /




APENDICE B - QUESTIONARIO
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FICHA-PROTOCOLO N° Data da entrevista: / /
PRONTUARIO N°

I. IDENTIFICAGAO

Nome: Iniciais:

Endereco: Telefone:

Data de Nascimento: __ /| |/

Idade: (1) <15 anos  (2) 15-39 anos

(3) 40 ou mais anos

Il. DADOS SOCIOECONOMICOS

1. Cor da pele auto-referida:
(1) Branca

(2) Preta

(3) Amarela

(4) Parda

(6) Indigena

2. Estado Civil:

(1) Solteira

(2) Casada/ Uniao consensual
(3)Desquitada ou separada judicialmente
(4) Divorciada

(5) Viava

3. Escolaridade

(1) Sem instrucdo e menos de 1 ano de
estudo

(2) Ensino fundamental incompleto

(3) Ensino fundamental completo

(4) Ensino Médio incompleto
(5) Ensino Médio completo
(6)Ensino Superior incompleto

(7) Ensino Superior completo

4.0cupacao:

(1) Empregado

(2) Conta prépria

(3) Trabalhador doméstico

(4) Trabalhadores na produgao para o

(5) Nao remunerado
(6) Empregadores
(7) Trabalhadores na construgao para o

proprio uso
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proprio consumo

5. Renda mensal domiciliar per capita 6. Classe econdmica (ABEP)

(1) Sem rendimento a 74

(2) Mais de Yaa V2 (1) A/B

(3)%2a1 (2)C

4)1a2 (3) D/E

(5)2a3

(6)3ab

(7) mais de 5

7. Numero de membros residentes

(1) Sozinha (3) 4 a 6 pessoas

(2) 1 a 3 pessoas (4) 7 pessoas ou mais.

ll. HABITOS DE VIDA

13. Tabagismo

(1) fuma durante a gravidez (2) ndo fuma (3) parou antes da gravidez

14. Etilista?

(1) bebe durante a gravidez (2) ndo bebe (3) parou antes da gravidez

15. Se SIM, qual freqiiéncia?

(1) 4 a7 vezes por semana (diariamente ou quase)
(2) Até 3 vezes por semana (fins de semana)

(3) Eventualmente / raramente

16. Atividade fisica

(1) sim (2) ndo

17. Se SIM, qual frequéncia?

(1) 4 a7 vezes por semana

(2) Até 3 vezes por semana

(3) Eventualmente / raramente

Il. ANTECEDENTES FAMILIARES, CLINICOS E OBSTETRICOS

18. Antecedentes familiares de pré-eclampsia/eclampsia
(1) sim (2) ndo (3) se SIM, grau de parentesco
19. Paridade




107

(1) Nulipara (2) Primipara (3) Multipara

20. Gestagao gemelar

(1) sim (2) ndo

21. Idade Gestacional

(1) Menos de 28 semanas (2) 28 a 37 semanas (3) 38 semanas ou mais
22. Hipertensao arterial/ pré-eclampsia

(1) sim (2) ndo

23. Outras co-morbidades

(1) nefropatia, (2) lupus, (3)Diabetes mellitus

24. Infecgoes maternas (trato urinario, periodontal, por clamidia e pelo
citomegalovirus)

(1) sim (2) ndo (3) se sim, qual (is) ?

25. Doenga Reumatica

(1) sim (2) nado

26. Antecedente pessoal de pré-eclampsia/eclampsia (Recorréncia)
(1) sim (2) nado

27. Diagnostico atual

(1) Pré-eclampsia grave (2) Pré-eclampsia leve

28. Intervalo interpartal

(1)<2anos (2)2-<5anos (3)=5anos

29. Coabitacao sexual

(1)<2anos (2)2-<5anos (3)=5anos

30. Troca de parceiros sexuais

(1) sim (2) ndo (3) se sim, quantos?

MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

31.Estado nutricional pré-gravidico 32. Estado nutricional gestacional
Peso (kg): Altura (cm): Peso (kg): Altura (cm):
IMC (kg/ m?): IMC (kg/ m3):

(1)baixo peso (IMC<18,5kg/m2) (1)baixo peso (IMC<18,5kg/m2)
(2)eutrofia (IMC 18,5-24,9kg/m2) (2)eutrofia (IMC 18,5-24,9kg/m2)
(3)sobrepeso (IMC>25kg/m2) (3)sobrepeso (IMC>25kg/m2)

(4) obesidade (IMC>30kg/m2 (4) obesidade (IMC>30kg/m2)
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33. Obesidade em graus

(1) pré-obeso (IMC 25-29,9kg/m2)
(2) obesidade classe | (IMC 30,0-
34,9kg/m2

(3) obesidade classe Il (35,0-39,9kg/m2)
(4) obesidade classe Ill (IMC>40,0kg/m2).

34. Ganho de peso na gravidez (kg):
(1)12,5-18 (2)11-16 (3)7-11,5 (4) 5-9

35. Edema: (1) sim (2) néo

12 Circ. Quadril (cm):

22 Circ. Quadril (cm):

Média da Circ. Quadril (cm):
Razéao Circunferéncia Quadril: CA/Quadril
(1) <até 0,85- Normal (2) >0,85-Alterado

1?2 P.A.S (mmHg) sentada:
22 P.A S (mmHg) sentada:

Média P.A.S (sentada):
(1) <130mmHg (2) 2130mmHg

12 P.A.D (mmHg) sentada:
22 P.A.D (mmHg) sentada:

Média P.A.D (sentada):
(1) <80Hg (2) 280Hg

RESULTADOS EXAMES LABORATORIAS

Proteinuria (24 horas)

Hemoglobina glicada A1c

%

Glicemia Basal mg/ dL
Glicemia Pés- prandial mg/ dL
GTT mg/ dL
Colesterol Total mg/ dL
HDL Colesterol mg/ dL
LDL Colesterol mg/ dL
Triglicérides mg/ dL
Saédio mg/ dL
Progesterona mg/ dL
Uréia mg/ dL
androstenediona mg/ dL
Calcio mg/ dL
prolactina mg/ dL
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Potassio mg/ dL
testosterona mg/ dL
testosterona livre mg/ dL
Creatinina mg/ dL
insulina mg/ dL
TSH mg/ dL
Citocinas inflamatoérias mg/ dL
Hemoglobina glicosilada mg/ dL

Fonte: OMS (1998);Institute of Medicine (IOM-2009); VI DIRETRIZES BRASILEIRAS

DE HIPERTENSAO — DBH Hipertensdo em situacdes especiais (2010)




