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Resumo

A pré-eclampsia (PE), uma das principais sindromes hipertensivas da gravidez, est4 associada a elevados niveis de
morbidade e mortalidade materna-fetal, e sua causa permanece desconhecida. A disfungdo endotelial (DE) materna, esta
associada a fatores circulantes libertados pela placenta isquémica na circulagdo, mas a sua avaliacdo depende da
recapitulacdo de forcas fisicas tais como diferentes padrfes de stress de cisalhamento (SS, do inglés shear stress) que
afetam a funcdo e disfuncdo do endotélio. Estudos prévios avaliaram a incubacéo in vitro de células endoteliais com
plasma de pacientes com PE, mas sem ter em conta os diferentes padrdes de SS. Para preencher esta lacuna da literatura,
desenvolvemos um estudo para avaliar os efeitos do plasma de pacientes com PE, hipertensdo gestacional (GH) e do
plasma de gestantes saudaveis (HP) sobre a fungdo das células endoteliais sob shear stress laminar (LSS) e oscilatorio
(OSS). Nés avaliamos as alteracOes nas vias celulares enriquecidas na analise global do perfil de expresséo genica destas
células expostas as amostras de plasma de PE, GH e HP sob as duas condi¢Bes SS, em comparagdo com um grupo
controle sem tratamento com plasma (CT). Os nossos dados indicaram que existe uma dependéncia dos padrdes de SS
nos efeitos causados pelos trés tratamentos de plasma na modulacdo das vias celulares avaliadas pelo transcriptoma
global em células endoteliais coronarias humanas (HCAECs). Sob LSS, todos os tratamentos diferem, e observamos a
diferenca entre os grupos de PE e GH. Houve também diferencas entre os grupos associados & hipertenséo e HP. Sob
0SS, o transcriptoma da células tratadas com plasma de PE e GH apresentam um perfil muito semelhante com relagéo
ao tratamento com plasma de HP. Sob LSS, a exposi¢do ao PE plasmatico resultou principalmente na ativagédo de genes
associados a resposta inflamatoria, stress do reticulo endoplasmatico e transi¢do endotelial para mesenquimal (EndMT).
Sob 0SS, as HCAEC expostas aos trés tratamentos plasmaticos tinham um perfil de expressdo de genes muito
semelhante com algumas ocorréncias raras que poderiam indicar que os plasmas de PE e GH poderiam ter um nivel de
DE aumentado, como niveis aumentados de expressdo de IL1B. As vias associadas a DE também apresentaram valores
de p ajustados e odds ratio mais elevados do que os outros dois tratamentos de plasma para EndMT e TNF-a sinalizagdo
através de NF- kB, indicando que 0 plasma de PE poderia exacerbar estes processos mais do que os outros dois
tratamentos no OSS. Em geral, os nossos dados salientam a importancia das vias dependentes de SS na génese e

manutencdo da DE, com efeitos particularmente pronunciados nos HCAECs tratados com plasma de PE.

Palavras-chave: disfuncdo endotelial; pré-eclampsia; hipertensdo gestacional; shear stress.



Abstract

Preeclampsia (PE) is one of the main pregnancy-specific hypertensive disorders, it is associated with high maternal
morbidity and mortality, but whose causes remain unknown. Endothelial dysfunction (ED), associated with circulating
factors released by the ischemic placenta, is a potential pathogenic mechanism, but its assessment depends on the
recapitulation of physical forces such as different patterns of shear stress (SS) that affect circulation differently. There
is evidence from studies that evaluated the in vitro incubation of endothelial cells with plasma from patients with PE,
but without taking into account the different patterns of SS. Therefore, we developed a study to evaluate the effects of
PE, gestational hypertension (GH) and healthy pregnant (HP) patients’ plasma on endothelial cell function under laminar
(LSS) and oscillatory (OSS) shear stress, respectively. We deduced the changes in cellular pathways enriched in these
responses from the global analysis of the gene expression profile of these cells exposed to the PE and GH plasma samples
under the two SS conditions compared to a control group without plasma treatment (CT). Our data indicated that there
is a dependence of SS patterns on the effects caused by the three plasma treatments on the modulation of cellular
pathways evaluated by the global transcriptome in human coronary endothelial cells (HCAECSs). Under LSS, all
treatments differ, and we observed the greatest difference between the PE and GH groups. There were also differences
between the groups associated with hypertension disorders of pregnancy and HP. Under OSS, PE and GH transcriptomes
had a much similar profile, but still kept their differences from HP transcriptome. Under LSS, exposure to plasma PE
resulted mainly in the activation of genes associated with inflammatory response, endoplasmic reticulum stress and
endothelial to mesenchymal transition (EndMT). Under OSS, HCAECs exposed to all three plasma treatments had a
very similar gene expression profile with some rare occurrences that might indicate that PE and GH might have an
increased ED level, like increased levels of IL1B expression. ED associated pathways had higher adjusted p values and
odds ratio than the other two plasma treatments for EndMT and TNF-a signaling via NF- kB, indicating that this plasma
treatment might exacerbate these processes more than the other two plasma treatments in OSS. Overall, our data
highlights the importance of SS-dependent pathways in the genesis and maintenance of ED, with particularly
pronounced effects in PE plasma-treated HCAECs.

Keywords: endothelial dysfunction; preeclampsia; gestational hypertension; shear stress.
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Introducao

Indices de Mortalidade Materna no Mundo e no Brasil

A razdo de mortalidade materna RMM é determinada pelo nimero de mortes maternas para cada 100.000
nascidos-vivos durante um determinado periodo. Sendo consideradas mortes maternas aquelas que tém causa
relacionada ou agravada pela gestacao ou seu tratamento, salva a excecao de causas acidentais, durante estado gravidico
(gravidez, parto ou puerpério). Um nascido-vivo conta como a separa¢do completa do recém-nascido da méae
acompanhado de respiracdo ou qualquer outra evidéncia de vida, como batimentos cardiacos ou movimento definitivo
dos musculos voluntérios. O célculo de RMM é obtido dividindo o nimero de mortes maternas registradas (ou
estimadas) pelo total de nascidos-vivos registrados (ou estimados) no mesmo periodo de tempo, multiplicando por
100.000 (“Maternal mortality ratio (per 100 000 live births™))

A morte materna pode acontecer por causas diretas, quando as complicacdes se desenvolvem durante a gravidez,
ou indiretas, com o agravamento de condicdes pré-existentes. Atualmente, as principais causas de mortalidade materna
(~75%) no mundo incluem, em ordem de incidéncia: (1) quadro de hemorragia severa; (2) sindormes hipertensivas da
gestacdo (S1Gs); (3) infeccdo e/ou sepse; (4) complicacBes durante o parto; (5) aborto ilegal (SAY et al., 2014).

Somente no ano de 2017, mais de 295 000 mulheres perderam suas vidas durante ou apés a gestagdo. A RMM
mundial é inadmissivelmente elevada e ocorre, em grande maioria (94%), em areas de poucos recursos econdmicos,
sendo que a maioria dessas mortes sdo evitaveis. Com isso em mente, desde 2015, foi estabelecido, dentro da lista de
17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), a meta de reducdo da RMM global para menos de 70 mortes para
cada 100.000 nascidos vivos até 2030. Essa, na verdade, é uma extensdo do prazo dos Objetivos de Desenvolvimento
do Milénio (ODM), que teve seu inicio no ano 2000 e tinha prazo final para 0 ano de 2015 (UNFPA et al., 2019).

No Brasil, segundo o boletim epidemioldgico n° 20 do Ministério da Saude, houve redugdo da RMM desde 1990
até 2018 (Figura 1). No entanto, em 2018 foram registradas 59.1 mortes para cada 100.000 nascidos-vivos. Esse niUmero
ainda é considerado acima para meta proposta nos ODM e, para ficar dentro da meta da ODS, o pais precisa reduzir a
mortalidade em 46.6% até 2030 tomando uma série de medidas (MOTTA; MOREIRA, 2021). Investigando mais a
fundo, quando tratamos das causas de mortes obstétricas diretas no Brasil, as SIGs sdo responsaveis pelo maior nimero
de oObitos no intervalo do estudo, sendo seguida por hemorragia, infeccdo puerperal e aborto ilegal. Ademais, quando
investigadas as causas clinicas indiretas, as doengas do aparelho circulatorio lideram, mais uma vez, como causa de

morte mais frequente.
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Epidemiologico N° 20. Volume 51. maio/2020.

Alteracoes Fisioldgicas do Sistema Cardiovascular Durante a Gestacao

Desde o inicio da gestacdo até o puerpério, o corpo materno passa por diversas adaptagdes anatémicas,
fisiologicas e metabdlicas regidas, em grande parte, por alteracbes hormonais. Essas adaptacdes sdo profundas e
contemplam praticamente todos os sistemas do corpo materno de forma a garantir a manutencdo da gestagéo, sendo a
maioria delas completamente revertida nas semanas que seguem o fim da gestagdo. Tendo isso em mente, a compreensao
de tais mudangas é fundamental para diferenciar as alteracoes fisiologicas de processos patol6gicos, sendo importante

para guiar o manejo clinico das mulheres, bem como para direcionar a pesquisa de base nessa area.

O sistema cardiovascular € um dos mais extensamente afetados por essas alteracdes fisiologicas devido ao
aumento da demanda de oxigénio para suprir as necessidades da mae e do feto. Tais mudancas tém inicio logo apds a
implantacdo da célula-ovo no endométrio, com as adaptac@es na vasculatura que decorrem do processo de placentacgdo,
algumas seguem até mesmo ap0s terminada gestacdo (HUPPERTZ; PEETERS, 2005; KOLOVETSIOU-KREINER et
al., 2018). A incapacidade do organismo materno de se adequar as alteracdes decorrentes dessas novas demandas pode
trazer a tona doencas cardiovasculares, como as SIGs, tendo como consequéncia 0 aumento da morbimortalidade

materno-fetal.
Dentre essas adaptacGes podemos citar:

a) O aumento da volemia, com aproximadamente ~ 45% a mais do volume sanguineo pré-gestacional. Neste caso, 0
volume de plasma é proporcionalmente maior em relacdo aos eritrocitos, o que resulta na chamada "anemia
fisioldgica" por hemodiluigdo (SANGHAVI; RUTHERFORD, 2014; VRICELLA, 2017);

b) O aumento do débito cardiaco (DC), o qual é definido como o produto do volume sist6lico (VS.) e a frequéncia
cardiaca (FC) (DC = FC x VS.) e apresenta aumento de 30% a 50% em relacdo aos niveis pré-gravidicos. No inicio
da gestacdo o aumento do débito cardiaco é associado ao aumento do volume sistdlico, enquanto mais ao final da
gestacdo, 0 aumento é atribuido ao aumento da frequéncia cardiaca (ROVINSKY; JAFFIN, 1966; SANGHAVI;
RUTHERFORD, 2014);



c) Também ocorre em gestantes a hipertrofia cardiaca excéntrica, caracterizada por uma parede cardiaca delgada e
aumento do didmetro do ventriculo esquerdo. Esse tipo de hipertrofia € diferente de uma hipertrofia patoldgica e, se
precisdssemos compara-la, podemos dizer que se assemelha a hipertrofia cardiaca adaptativa em resposta ao
exercicio fisico. Ela estd associada a necessidade de acomodar o aumento fisioldgico do volume sanguineo e permite
que o coracdo da gestante funcione de forma mais eficiente frente as novas demandas fisioldgicas (CHUNG;
LEINWAND, 2014);

d) As alteracBGes previamente citadas ocorrem sem que haja aumento da pressdo arterial porque, a partir do primeiro
trimestre de gestacBes saudaveis, ocorre a diminuicdo substancial da resisténcia vascular periférica (com
decréscimo de ~35% a 40% com relacdo a niveis ndo gravidicos) promovida pelo aumento da vasodilatacdo e
reducdo da resposta aos vasoconstritores (CHESLEY et al., 1965; SANGHAVI; RUTHERFORD, 2014);

e) Uma parcela da diminui¢do da resisténcia vascular periférica estd associada ao aumento do remodelamento da
vasculatura uterina e a vasculogénese placentaria. De forma geral, a vasculatura em adultos encontra-se
quiescente, as excegdes ndo patologicas sdo a gestacéo e o ciclo menstrual (OSOL; MANDALA, 2009; RIZOV;
ANDREEVA; DIMOVA, 2017).

Sindromes Hipertensivas da Gestacao (SIGs)

Em algumas mulheres, a gravidez ndo é acompanhada por estes mecanismos adaptativos do sistema
cardiovascular, o que pode levar ao surgimento das SIGs (KALAFAT; THILAGANATHAN, 2017). A American
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) identifica quatro categorias de SIGs, sdo elas: a) Hipertensédo
gestacional (GH, do inglés Gestational Hypertension); b) a Pré-eclampsia (PE); c) Hipertensdo cronica; e d) a PE
sobreposta a hipertensdo cronica (YING; CATOV; OUYANG, 2018).

Ainda segundo a ACOG, a hipertensdo cronica ¢ caracterizada pela elevacdo da PA (>140/90 mm Hg) antes da
202 semana de gestagdo ou persisténcia do aumento da PA além de 12 semanas pos-parto. Ja a GH é definida como
elevacdo da PA (>140/90 mm Hg) a partir da 20? semana gestacional sem a presenga de outras disfun¢des de outros
sistemas do organismo da gestante. Por sua vez, a PE é definida pelo aumento da PA (>140/90 mm Hg), também a partir
da 20% semana, associada a proteindria e/ou dano de 6rgdos finais (figado, rins, cérebro). PE sobreposta a hipertensdo
crbnica é caracterizada pelo aumento da PA (>140/90 mm Hg), previamente observado, que a partir da 20* semana
gestacional passa a ser acompanhado de proteinuria e/ou dano de 6rgéos vitais. Além dessas, existem duas complicagoes
graves da PE, sdo elas: a) a sindrome HELLP (do inglés hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count) na qual
a gestante desenvolve hemolise, niveis elevados de enzimas hepéticas e baixa contagem de plaquetas; e b) a eclampsia
guando a gestante passa a ter convuls@es ou entra em coma (OPICHKA et al., 2021; YING; CATOV; OUYANG, 2018).
A Figura 2, elaborada por Opichka et al., representa um esquema que indica a cronologia de desenvolvimento das SIGs

durante a gestacdo junto ao grau de gravidade da doenca e sua incidéncia

| Gestational Hypertension 6-7% |
| Preeclampsia 5-7% |

[0 weeks 20 weeks 40 weeks
Increasing
Chronic Hypertension 1-5% | Superimposed Preeclampsia 0.2-1% | > Severity
| HELLP Syndrome 0.4% |



Figura 2 — Esquema de Opichka et al. indicando as SIGs de acordo com sua cronologia, grau de gravidade e incidéncia. A GH é
definida pelo aumento da PA (>140/90 mmHg) apds a 20? semanas de gestacdo, enquanto que a PE, além do aumento da PA, é
acompanhada de proteinria e disfuncdo dos érgdos vitais A hipertensdo cronica consiste no aumento da PA antes da 20% semana
de gestacdo ou quando o0 aumento continua 12 semanas apds o parto e pode ocorrer em sobreposi¢do com a PE. A sindrome HELLP,
caracterizada pela hemolise, niveis elevados de enzimas hepéticas e baixa contagem de plaquetas, e a eclampsia, caracterizada por
convulsbes e coma, classificadas como complicacfes da PE.

Pré-Eclampsia

O conhecimento da PE data de ~400 a.C quando Hipdcrates, apesar do conhecimento e tecnologia limitados,
indicou que a dores de cabeca acompanhadas de convulsdes durante a gravidez eram consideradas como uma
complicacdo/“algo ruim”. No entanto, o termo (pré)-eclampsia surgiu apenas em 1619 no Tratado de Ginecologia de
Varandaeus, e desde entdo tem sido associado a diversas etiologias, e, apesar de termos evoluido muito nesse aspecto,
atualmente ainda ndo se sabe a causa especifica e nem a “cura” da PE (BELL, 2010). As Unicas solugdes atuais sdo o
tratamento com farmacos anti-hipertensivos seguros para ao periodo gestacional, combinados ao acompanhamento
médico, ou, em casos graves, a inducdo do parto (AMARAL et al., 2017).

Fatores de risco e fisiopatologia

Atualmente, ha consenso na literatura de que a etiologia da PE seja multifatorial e os principais fatores de risco
incluem histérico de PE, hipertensdo cronica, diabetes mellitus pré-gestacional, gravidez gemelar, sindrome anti-
fosfolipide, e obesidade, além de outros fatores como lUpus eritematoso, idade materna avancada, nuliparidade, histérico
de doenca renal crénica, e utilizagdo de tecnologias de reproducéo assistida. Por fim, alguns outros fatores de riscos
2019).

Independentemente de um mecanismo especifico, desenvolveu-se o modelo de dois estagios da doenga, apontando-se a

mais raros incluem o histérico familiar de PE e fetos com trissomia do cromossomo 13 (RANA et al.,

isquemia placentaria como fator incipiente para seu desenvolvimento (Figura 3) (BELL, 2010; HLADUNEWICH,;
KARUMANCHI; LAFAYETTE, 2007; RANA et al., 2019; ROBERTS; HUBEL, 2009).

Placenia-derived faclors

A Trophoblast cell B
e . oISEnge
e

toxLDL

et . b tsFit-1
i v eNOS activation Iy 2

Placental Ischemia/

G — ey T " ——

S Athesion D

IVEGTTGF Pignaling] *375"

Hypoxia \
Oxidative \ molecules 30
(Inflammation, f \ I Encothelial BT ICytokines |
cytokine release, | | = ‘m?% | dynsluncién :Ij \
__hypertension) | \ o d 4 Superoxide < ANGID
o ALipid peroxides ). = A®_
~~_ [Endotheiiai / Endothelial cell
“ldysfunction =i
- o auoﬁ
¥ Proangiogenic fact tors AAnhangogemc factors e
YVEGF ‘ E T >
s ng i
YPIGF Vascular smooth muscle cell————
B = —
{ Poor Placematigg,.r—-"‘f;' 4
5 tory stre: \ :
/ ammatory stress \ \ Vascular endothelial
) Abnormal e 8
cytotrophoblast < Hypoxia A~

invasion

@® Roduccd placental perfusion
\(ER stress & Oxidative stress) / Obesity of PE

Ap ,-' Age A
o Shallow placentation 2 Hypertension rr_
e ) v 8=
T~ i Pre-existing risk b | ?
5 i A faclors AN ' \ w
enetic
| nological —_— r = =3
factors (AT‘II-c/?A ) factors Clinical manifestations of PE

Pre-eclampsia

A family his'L"Y Maternal circulation

AsFit1 YVEGE sCytokines = «
4sEng vP|G;:.,

.-

i ,:*/ ;

Increased blood

pressure
Proteinuria



Figura 3 — Fisiopatologia da pré-eclampsia, por Ahmadian et al: A) causas multifatoriais, como fatores genéticos, ambientais e
imunologicos levam ao desenvolvimento da PE, que tem como primeiro estagio da doenca, a remodelacéo deficiente da arteriolas
espiraladas uterinas, resultando em isquemia/hip6xia placentaria e inflamacéo. (B) Com isso, a placenta passa a liberar fatores anti-
angiogénicos (sFlt-1, sEng) que reduzem os niveis de fatores pré-angiogénicos circulantes (VEGF, PIGF), alem de fatores pro-
inflamatorios e ROS, culminando na disfun¢do endotelial. Essa disfuncdo endotelial é caracterizada principalmente pela reducdo da
producéo e biodisponibilidade de NO, bem como aumento da expressao de moléculas de adesdo de células inflamatérias, 0 aumento
da atividade do tromboxano A2 (TxA2) e da endotelina (ET-1) resultando em maior constricdo vascular. As consequéncias dessa
disfuncédo endotelial sistémica levam as manifestacGes clinicas da PE que envolvem orgdos como cérebro, rins, figado e, a longo
prazo, o coragdo. ET-1: endotelina 1, TxA2: tromboxano A2; oxLDL.: lipoproteina de baixa densidade oxidada; ROS: espécies
reativas de oxigénio; LDL: lipoproteina de baixa densidade; sFlt-1: tirosina quinase-1 soltvel; sEng: endoglina soluvel; VEGF:
fator de crescimento endotelial vascular; PIGF: fator de crescimento placentario; NO: 6xido nitrico; TGF-p: fator de transformagéo
do crescimento beta (AHMADIAN et al., 2020).

A. Primeiro estdgio isquemia/hipoxia placentdria:

No inicio do primeiro trimestre da gestacdo, entre a 182 e a 20* semanas, instala-se o processo referido como
pseudovasculogénese. Esse processo é caracterizado pela migracéo dos citotrofoblastos do blastocisto para a decidua e
miométrio em direcdo as arteriolas uterinas espiraladas, seguida de diferenciagdo fenotipica do perfil fetal epitelial para
endotelial (JI et al., 2013; MCMASTER; ZHOU; FISHER, 2004; POLLHEIMER et al., 2018). Essa migracéo e
diferenciacdo dos citotrofoblastos ocorre em resposta a diversos mecanismos como, altera¢@es no perfil de expressédo de
citocinas, moléculas de adesdo, constituintes da matriz extracelular (MEC), metaloproteinases e o antigeno de
histocompatibilidade e tem como produto final 0 remodelamento das arteriolas, resultando no aumento de seu calibre
(Figura 4 A) (DAMSKY et al., 1994; DAMSKY; FITZGERALD; FISHER, 1992; FISHER; DAMSKY, 1993;
WALLACE et al., 2014). Esse processo € essencial para uma gestacdo saudavel e mulheres com PE apresentam
alteragdes, de forma que apenas ~30-50% das arteriolas espiraladas sofrem remodelamento, o que culmina na redugéo
da transferéncia de oxigénio entre a circulacdo materna e fetal e isquemia/hipdxia placentaria (KNOFLER;
POLLHEIMER, 2013; MCMASTER; ZHOU; FISHER, 2004). Os mecanismos ja identificados e propostos para essa
placentacdo inadequada, caracteristica da PE, tém sido aplamente estudados nos ultimos anos e foram revisados

rescentemente por Opichka et al. (Figura 4 B). No entanto a causa dessa disfun¢do permanece desconhecida.
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Figura 4 — Esquemas adaptados de Lam et al. e Opichka et al.. A) Processo de placentacdo normal vs. processo de placentacdo
disfuncional da PE: Durante o processo de invasdo vascular da decidua e miométrio, os citotrofoblastos diferenciam-se de um
fendtipo epitelial para um fenotipo endotelial, um processo referido como pseudovasculogénese (imagem a esquerda). Na PE, 0s
citotrofoblastos ndo conseguem diferenciar-se para o fendtipo endotelial invasivo. Com isso, a invasdo das arteriolas espiraladas
uterinas é superficial, e os vasos mantém calibre reduzido (imagem a direita). B) Mecanismos associados a placentacgéo disfuncional
da PE: indica alguns mecanismos moleculares associados a reducdo de processos como a proliferacdo, migracdo, invasdo e
angiogénese além do auamento da morte celular relacionados a disfungéo da placentacdo em PE. Siglas do inglés HIPK3: circular
RNA homeodomain interacting protein kinase 3; LAMADS: laminin subunit alpha-5; VEGFR2: vascular endothelial growth factor
receptor 2; pAKT, phosphorilated protein kinase B; pMTOR, phosphorylated mammalian target of rapamycin; TFPI-2: tissue factor
pathway inhibitor-2; MAPK: mitogen-activated protein kinase; ERK: extracellular-signal-regulated kinase; MMP: matrix
metalloproteinase; HIF-2a: hypoxia-induced factor-2a. 1 refere-se ao aumento e | a redugo.

B. Segundo estdgio ou sindrome materna:

Em 1989, Roberts e Taylor et al. propuseram pela primeira vez que a PE é causada pela liberacdo de fatores
desconhecidos pela placenta isquémica/hipoxica na circulagdo materna. Esses fatores circulantes somados aos efeitos
de fatores de risco constitutivos maternos, como fatores genéticos, comportamentais e ambientais contribuem para o
desenvolvimento do segundo estagio da doenca, conhecido como sindrome materna, e marcado por disfuncdo endotelial
sistémica (ROBERTS et al., 1989). Desde entdo, diversos fatores circulantes ja foram identificados e continuam sendo
descobertos. Alguns deles séo, o fator de necrose tumoral o (TNF-a, do inglés tumor necrosis factor-a), as interleucinas
IL-6, IL-1a e IL-1pB, o ligante Fas, espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species), lipidios
oxidados e autoanticorpos agonistas contra o receptor-1 de angiotensina (AT1-AAs) (CONRAD; MILES; BENYO,
1998; LAM; LIM; KARUMANCHI, 2005; WALLUKAT et al., 1999). No entanto, ndo existem evidéncias suficientes
de que estas moléculas estejam diretamente associadas a causa da sindrome materna. A descoberta mais recente e robusta
foi a dos fatores anti-angiogénicos em sua forma solGvel como a SENG (do inglés soluble endoglin) e o sFLT1 (do
inglés soluble fms-like tyrosine kinase 1), pelo grupo do Dr. Karumanchi em 2003 (MAYNARD et al., 2003; MUTTER,;
KARUMANCHI, 2008). O sFLT1 e a SENG séo responsaveis pelo sequestro de moléculas pré-angiogénicas como
VEGF (do inglés vascular endothelial growth factor), PIGF (do inglés placental growth fator) e TGF-1 (do inglés
transforming growth factor-$) na circulagdo (Figura 5). Além de estimular a angiogénese, o VEGF, quando ligado a
seu receptor VEGFR-2 do endotélio, também é capaz de ativar a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS, do inglés
endothelial nitric oxide synthase) pela via de sinalizacdo da fosfatidilinositol-3-quinase (P13K)/proteina quinase b
(AKT) o que resulta na producéo de oxido nitrico (NO, do inglés nitric oxide), um potente vasodilatador endogeno e
marcador de funcdo endotelial (GRUMMER et al., 2009; PANDEY et al., 2018). Por sua vez, o PIGF atua ligando-se
aos VEGFRs e é capaz de aumentar sua afinidade pelo VEGF além de potencializar sua cascata de sinalizago através
da trans fosforilacao do receptor (CHAU; HENNESSY; MAKRIS, 2017). O TGF- liga-se a ENG endotelial regulando
processos de diferenciacdo, migracao, e sobrevivéncia do endotélio (LEBRIN et al., 2005; MA et al., 2020).
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Figura 5 — Esquema de Powe et al., 2011. Disfun¢do endotelial causada por sFLT1 e SENG: durante a gestacdo 0s niveis normais
de sinalizagdo VEGF e TGF- B1 sdo fundamentais para a manutengdo da homeostase vascular. A secregdo placentaria de sFLT1 e
SENG (proteinas antiangiogénicas enddgenas circulantes) suprime a sinalizacdo de VEGF e TGF- B1 na vasculatura de mulheres
com PE. Como resultado, tem-se o desenvolvimento da disfungdo endotelial, com redugdo dos niveis de dxido nitrico.(RANA et
al., 2019)

Além da hipertensdo, a proteinuria, os problemas hepaticos, e as complicacfes, tais como edema cerebral
também sdo indicativos do papel central e multi-sistémico da disfungdo do endotélio nas formas graves da doenga (LAM,;
LIM; KARUMANCHI, 2005; LAMARCA, 2012; CIPOLLA, 2007; EUSER; CIPOLLA, 2007). Todos esses efeitos
deixam de existir apds o parto, no entanto, o histérico de PE tem sido associado ao risco elevado para aterosclerose e
outras doencas cardiovasculares ao longo da vida dessas mulheres, sendo referido como um “primeiro evento de doenga
vascular” e que, portanto, merece ser considerado para acompanhamento e prevengdo (DINIZ; PAES; DINIZ, 2020;

MUIJSERS et al., 2019).

Similaridades e diferencas com relacao a fisiopatologia da hipertensao gestacional

Até hoje nédo € claro se GH tem uma etiologia distinta da PE ou se ambas as condi¢des sdo parte de um fenémeno
comum (YING; CATOV; OUYANG, 2018). GH e PE apresentam fatores de risco semelhantes e compartilham uma
probabilidade proxima (de 39% e 32%, respectivamente) de desenvolvimento de hipertensdo apds aproximadamente
dois anos e meio do fim da gestacdo (comparado a 1% em HP) (VEERBEEK et al., 2015). Entretanto, o risco de
resultados adversos, como parto prematuro, é aproximadamente 3 vezes maior em PE em comparagdo a GH (SHEN et
al., 2017), e pode estar associado a diferencas com relacdo ao perfil de assinatura inflamatéria de cada condicdo, com
GH tendo um perfil compensatério mais efetivo em relagdo & PE (TANGERAS et al., 2015). Tendo em vista as
similaridades citadas, é possivel que, apesar de apresentarem resposta patoldgica distinta, a origem da hipertenséo na
gestacdo seja comum entre PE e GH. Reforgando essa ideia, um estudo indicou que fatores risco de pré-gestacionais séo
responsaveis por mais da metade dos casos de SIGs, além de estarem associados aos niveis de presso arterial, indice
de Massa Corporea (IMC), e lipidios plasmaticos (ROMUNDSTAD et al., 2010).



A (Dis)Funcao do Endotélio: além do 6xido nitrico

O endotélio consiste em uma monocamada de células endoteliais que revestem o limen de todos os leitos
vasculares desde artérias e veias, até capilares e vasos linfaticos. Por estar localizado entre o sangue e diversos tecidos
e 6rgdos, o endotélio apresenta papel fundamental e classico, integrando e coordenando a relacdo entre eles através do
controle da permeabilidade, da hemostasia e regulagdo do tonus vascular (LUSCHER; BARTON, 1997). Além disso,
estudos recentes também tém associado ao endotélio um papel muito mais amplo (Figura 6), incluindo a seu hall de
atividades, processos como a regulacdo do metabolismo, autorregulacdo da angiogénese e reparo de lesdes e
mecanotransducéo, associada as forcas hemodinamicas levando a regulagédo da transcri¢do génica (HASAN; FISCHER,
2021c; XU et al., 2021).
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Figura 6 — As funcdes do endotélio saudével, por Xu et al., 2021: 1) Barreira semipermeéavel: papel na regulacdo da troca e
transporte de substancias e células do sistema imune; 2) regulacdo do tdnus vascular: através do equilibrio da producdo de
vasodilatadores (NO, PGI2, H2S e EDHF) e vasoconstritores (ET-1 e Ang-I1); 3) mecanotransdugdo: através de mecanosensores
em resposta as forcas hemodindmicas levando a alteracfes do perfil de expressdo génica pela agdo de fatores de transcri¢do
(KLF2/KLF4/Nrf2) que por sua vez, promovem aumento da producdo de NO e H2S; 4) reparo de lesdo vascular: através da
reendotelizacdo e mediante o auxilio do VEGF, NO, e outros fatores de crescimento; 5) regulacdo da hemostasia: através da
secrecdo de moléculas antiplaquetérias e anticoagulantes tais como NO, o ativador do plasminogénio tecidual (t-PA), ativador do
plasminogénio do tipo u-PA, o TFPI, e a Thbd e PAI-1; 6) regulagdo da angiogénese: através de moléculas como o VEGF, NO,
MMP/TIMPs, que desencadeiam a proliferacdo e a migragdo endotelial levando a formag&o de tubos; 7) Metabolismo: atuagdo do
endotélio no metabolismo de glicose, lipidos, aminoacidos, acidos graxos, ATP, lactato, e acetil-CoA auxiliando na manutencao do
fornecimento de oxigénio e nutrientes para todos os tecidos do organismo. PGI2: prostaciclina; H2S : sulfeto de hidrogénio; EDHF:
fator hiperpolarizante derivado do endotélio; ET-1: endotelina-1; Ang-I1: angiotensina Il; KLF2/4: Kruppel Like Factor 2/4; Nrf2:
fator nuclear derivado de eritroide 2; t/u-PA: ativador de plasminogénio tecidual/do tipo uriquinase; TFPI : inibidor da via do factor
tecidual; Thbd trombomodulina; PAI-1: inibidor-1 do ativador do plasminogénio; MMP: metaloproteinases da matriz; TIMPs:
inibidores da MMPs.

O termo “disfun¢do endotelial” foi proposto por Gimbrone em meados da década de 80 e definido como a
reducdo da capacidade de vasodilatagdo observada em diversas patologias que envolviam o sistema cardiovascular
(POREDOS, 2002). Sua definic&o pode ser atribuida, de forma reducionista, & reducéo da vasodilatagdo, principalmente

associada a reducdo da producdo e biodisponibilidade de NO, ou a uma definicdo mais ampla e atual que engloba
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qualquer alteracdo que comprometa a homeostasia do endotélio (XU et al., 2021). Essa disfuncéo esta associada a uma
vasta gama de insultos que podem ter tanto caréter fisico quanto bioquimico, além de fen6tipos multiplos (Figura 7)
Alguns exemplos sdo a alteracdo de diferentes mediadores da vasodilatagdo e vasoconstricdo além do NO, a perda do
glicocdlix, aumento da permeabilidade, rigidez endotelial (vascular), inflamacéo, resposta endotelial pré-trombética e
comprometimento da fibrinélise (DAIBER; CHLOPICKI, 2020). E importante ressaltar que cada uma dessas alteracées
ndo ocorre individualmente e que, pelo contrario, 0 seu conjunto é o que leva a quadros patolégicos e as doencas

cardiovasculares.

Multifactorial phenotype of endothelial dysfunction

Impaired NO Dysregulated other Glycocalyx Endothelial Endothelial Inflommation Thrombosis / Fibrinolysis

[STM I TPA |
[PAI-1}

signaling vasoactive mediators  disruption stittness permeability

Blood fiow
sheor stress

Vascular stiffness/calcification

Figura 7 — O fenétipo multifatorial da disfun¢do endotelial, por Daiber e Chlopicki., 2020: Os processos que contribuem para a
disfunc¢éo endotelial ndo se limitam a funcdo do NO e envolvem a desregulacdo de outros fatores vasoativos, perda do glicocalix,
aumento da rigidez endotelial, aumento da permeabilidade, inflamacéo, além de alteracdes dos mecanismos trombaticos.

Espécies reativas de oxigénio e macromoléculas oxidadas

ROS (superéxido O, peroxido de hidrogénio H,O,, anions e radicais hidroxil OH™) sdo moléculas
intermedidrias do oxigénio que atuam como segundos mensageiros importantes das células. No entanto, desequilibrio
entre agentes antioxidantes, como a superdxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase, e ROS, ou radicais livres,
pode levar ao dano celular pelo estado de estresse oxidativo (EGEA et al., 2017). Esse dano ocorre devido & oxidagdo
de macromoléculas fundamentais como as proteinas e lipidios, o que pode resultar em dano da membrana celular, além
de &cidos nucleicos, causando alteragdes na estrutura de DNA (XU et al., 2021). A maior parte das doencas
cardiovasculares esta associada ndo s ao aumento de ROS, mas também a formacao de espécies reativas de nitrogénio
(RNS, do inglés reactive nitrogen species) que inclui produtos derivados do NO e suas principais fontes sdo as NADPH
oxidases, a mitocondria e a enzima eNOS desacoplada (GRYGLEWSKI; PALMER; MONCADA, 1986; SCHULZ et
al., 2014). O dano causado pelas macromoléculas oxidadas estd relacionado ao desenvolvimento de um perfil
inflamatdrio, via expressdo de moléculas de adesdo da membrana (MCP-1, ICAM1, VCAM, SELE) alteracdes do
citoesqueleto, através da oxidacao de proteinas reguladoras da actina ou modificacdo de redes de sinalizacdo envolvidas
com a polimerizacdo do citoesqueleto de actina, e redugdo da vasodilatacdo pelo sequestro de NO e consequente
formacéo de peroxinitritro (MITTAL et al., 2014; NAVAB et al., 1991; SPRINGSTEAD et al., 2012). Além disso, 0
LDL oxidado (oxLDL), acumula-se no espagco subendotelial do endotélio disfuncional, onde é fagocitado por

macrofagos que passam a células espumosas, processo fundamental para o desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas
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(JOVINGE et al., 1996). Ademais, indo de acordo com seu papel na aterosclerose, um grupo demonstrou que o oxLDL,
junto a mieloperoxidase, é capaz de inibir a angiogénese in vitro através do aumento de miR-22 e heme-oxigenase 1
(HMOX1, do inglés Heme oxygenase) sugerindo que altos niveis de oxLDL prejudicam a capacidade do endotélio de
reparar danos, o que pode contribuir para o desenvolvimento e progresséo da formac&o de placa de ateroma (DAHER
etal., 2014).

Inflamagdo

A inflamacéo do endotélio tem sido amplamente investigada na literatura devido a sua correlagdo com o inicio,
a progressdo e o prognostico de doencas cardiovasculares (GONZALEZ; SELWYN, 2003; HAYBAR et al., 2019) . A
cascata de efeitos colaterais do estresse oxidativo culmina no inicio da inflamacéo crénica e na disfuncdo do endotélio,
como apontado no item anterior. Porém, essa condi¢do ainda pode ser exacerbada, em casos patoldgicos, pela atuagao
de mediadores pro-inflamatdrios como a IL-1B e 0 TNF-a que agem no endotélio induzindo a libera¢ao local de IL-6
que induz a producdo e secrecdo de fibrinogénio e proteina c-reativa levando ao aumento do quadro inflamatorio
(LIBBY, 2017).

Os fatores de transcricdo NF-kB (do inglés nuclear factor kappa B) e KLF2/KLF4 possuem papel fundamental
na inflamacdo vascular. O NF-kB regula o aumento da expressdo de genes pro inflamatérios IL6, IL15, CCL2 (MCP-
1), ICAM1, VCAML1 e e-selectina (SELE) enquanto KLF2 e KLF4 reduzem a CCL2 e VCAML1 (SUN et al., 2019). O
aumento dessas citocinas inflamatdrias e de moléculas de adesdo levam a migracéo e adesao de leucécitos iniciando o
processo de diapedese (para ou trans celular). Esse processo pode ser fisiolégico, e simplesmente levar o leucécito ao
sitio inflamatorio tecidual, ou pode ser o ponto chave para o inicio da formagéo da placa de ateroma ja que, uma vez na
intima, os leuctcitos passam a liberar mais citocinas, recrutando mais células do sistema inflamatério e colaborando
para a formacdo da neointima (BRAUNERSREUTHER; MACH, 2006; MULLER, 2013).

Shear Stress

As células endoteliais encontram-se sobre a agcdo constante das forcas de friccdo, provenientes do bombeamento
do sangue pelo coragdo, conhecidas como estresse de cisalhamento (SS, do inglés Shear Stress). O SS é afetado pelas
caracteristicas anatdmicas dos vasos sanguineos, sendo laminar (LSS) em regides lineares e turbilhonado ou oscilatério
(OSS) em regides curvas ou com bifurcagbes (Figura 8). As células endoteliais apresentam mecanosensores em sua
superficie que sdo capazes de detectar e traduzir esses estimulos mecanicos em respostas bioldgicas e fisiopatoldgicas
(URSCHEL et al., 2021). Alguns dos mecanosensores conhecidos sdo as proteinas integrinas, NOTCH1, o complexo
mecanosensor formado pelas proteinas PECAML1 (do inglés platelet endothelial cell adhesion molecule-1), VE-caderina
e VEGFR, o receptor de Angiotensina Tipo 1 (AT1R), o canal iénico Piezo 1, bem como componentes estruturais como
o0 glicocdlix e o citoesqueleto (BARAUNA et al., 2013; CURRY; ADAMSON, 2012; LI et al., 2014; MACK et al.,
2017; TZIMA et al., 2001). A partir desses mecanosensores 0 SS é capaz de regular a funcéo e disfungéo do endotélio,
com LSS protegendo o endotélio por sua acao anti-inflamatoria e vasodilatadora, além de promover a quiescéncia,
estabilidade da barreira e a homeostasia. O OSS, por sua vez, leva as células endoteliais ao perfil disfuncional,
caracterizado pela inflamacéo, vasoconstricdo, aumento na permeabilidade e proliferacdo, inducdo de apoptose e
aquisicdo de um fenétipo mesenquimal (EndMT, do inglés endothelial to mesenchymal transition) (DEMOS;
TAMARGO; JO, 2021).
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Figura 8 - Padrdes de SS ao longo dos vasos, por Urschel et al., 2021: Em segmentos retos dos vasos o LSS leva a um fen6tipo
endotelial homeostatico, quiescente, anti-inflamatorio, com capacidade vasodilatadora, integridade da barreira e da permeablidade.
Em locais de bifurcacéo, a separagéo do fluxo provoca o OSS, um fluxo turbulento e inverso. O OSS resulta em disfuncdo endotelial,
caracterizada pela inducdo de cascatas de sinalizacdo inflamatdria, vasoconstricdo, aumento da permeabilidade, proliferacdo,
apoptose e fen6tipo mesenquimal, o que culmina na formacédo da placa de ateroma nessas regides.

Os principais responsaveis pelo perfil inflamatério nas regides de OSS sdo NF-kB, e BMP4 aumentados, e 0
KLF2/KLF4, reduzidos (JIANG et al., 2014; MOHAN; MOHAN; SPRAGUE, 1997; PINHEIRO-DE-SOUSA et al.,
2022; VAN DER HEIDEN et al., 2010). Com relagdo a vasoconstri¢do, enquanto o LSS aumenta a expressao da eNOS,
0 OSS eleva a expressdo de NADPH oxidases e de xantinas oxidases e promove o desacoplamento da eNOS, levando
ao aumento ROS e reduzindo a disponibilidade do NO (LI et al., 2011). Além disso, estudos demonstraram que o0 OSS
é capaz de reverter o perfil quiescente do endotélio adulto saudavel atraves da ativagdo de HIF-o e do consequente
aumento do VEGF e da angiogénese (FENG et al., 2017), além de ativar a ERK1/2 e Akt enquanto inibe a cipl e a
AMPK (GUO; CHIEN; SHYY, 2007; LI et al., 2011). O aumento da proliferagdo do endotélio, associado ao OSS, pode
estar relacionado a formagdo de neovascularizagdo em placas de ateroma caracteristicas dessas regides (SLUIMER;
DAEMEN, 2009). Com relagdo a apoptose, a literatura indica que o LSS seja capaz de proteger as células endoteliais
contra a apoptose pelo aumento da expressdo de eNOS e de superdxido dismutase (DIMMELER et al., 1999). J4 0 OSS
apresenta perfil pro-apoptético por aumentar a expressdo de IL-1B nas células endoteliais que, por usa vez, exacerba o
estresse do reticulo endoplasmatico pela via de sinalizacdo IRAK2/CHOP (do inglés Interleukin-1 receptor-associated
kinase-like 2/ DNA Damage Inducible Transcript 3) (PAN et al., 2017).

A permeabilidade da barreira endotelial também ¢é afetada na condicdo de OSS pela fosforilagdo das proteinas
de juncdo PECAM1, VE-caderina e VEGFR e remodelamento do citoesqueleto levando a reducdo da ligacdo célula-
celula e favorecendo a ligacdo da célula endotelial & membrana basal (KOMAROVA et al., 2017). O aumento da
permeabilidade associado ao OSS também pode estar associado ao remodelamento da matriz, o que pode ocasionar seu
espessamento e endurecimento. Esse remodelamento deve-se a ativagdo das catepsinas K, L e S, diminuicéo da TIMP3
e consequente aumento de MMPs, desintegrinas e metaloproteinases (ADAMs) (PLATT et al., 2007; PLATT;
ANKENY:; JO, 2006).
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O fendmeno de EndMT implica na perda de contato célula-célula e afeta a polaridade fazendo com que as
células migrem para a intima (SOUILHOL et al., 2018). Esse processo se da a partir de uma série de mecanismos,
envolvendo as vias do TGF-p e Smad, que levam & perda de marcadores endoteliais e ao aumento de marcadores de
fibroblastos e células musculares lisas (MAHMOUD et al., 2017). O OSS induz esse fen6tipo em células endoteliais
diretamente pelo aumento da ERKS5 e HIF1a (MOONEN et al., 2015).

Além disso, recentemente demonstramos que o perfil biolégico derivado da analise do transcriptoma de células
endoteliais submetidas a fatores de risco para doencas cardiovasculares [hipoxia quimica (CoCly), lipidios oxidados
(OXPAPC), inflamacdo (IL-1B) e OSS] individualmente ndo recapitula os efeitos da combinacgéo desses fatores in vitro
(PINHEIRO-DE-SOUSA et al., 2022). Isso ressalta a importancia do uso de metodologias in vitro que contemplem o
uso de SS para a melhor compreensdo de doencas cardiovasculares e, principalmente em casos como a PE, em que
ainda ndo ha uma completa compreensdo da fisiopatologia, 0 uso do SS nos aproxima, ainda que de forma limitada, dos

reais efeitos que os fatores circulantes podem causar in vivo.
Modelos experimentais de Pré-eclampsia: vantagens e limitacdes

A caréncia de modelos animais espontaneos em PE limita o entendimento da doenga (BURTON et al., 2019;
CHAU et al., 2021). Outro fator limitante é a dificuldade de obtencdo de amostras biolégicas maternas, o que acaba
direcionando a maioria dos estudos na area para o tecido placentario (MARTINEZ-FIERRO et al., 2018). Como
alternativa, considerando a caracteristica fisiopatologica de fatores presentes na circulagdo materna, o uso do modelo in
vitro de incubacdo de células endoteliais ou modelo ex-vivo com o plasma/soro de pacientes com PE tem se mostrado
viavel para a compreensdo de diversos mecanismos relacionados a disfuncdo endotelial nessa sindrome. Uma das
caracteristicas mais comumente avaliada nesse modelo é a producdo de NO, medida de forma direta ou indireta
(dosagem dos metabdlitos nitrito e nitrato) e mediante a determinagdo da atividade da eNOS. Com relagdo a esse
marcador, ha discordancia nos efeitos do plasma sobre o endotélio in vitro, com estudos relatando aumento (DAVIDGE;
BAKER; ROBERTS, 1995), auséncia de alteracdo (SILVER et al., 1996) e, em estudos mais recentes do nosso grupo e
outros, utilizando técnicas de medidas indiretas tradicionais somadas a técnicas de deteccéo real time diretas, indicando
reducdo (CALDEIRA-DIAS et al., 2019, 2021; MURUGESAN et al., 2022; ROCHA-PENHA et al., 2017; VIANA-
MATTIOLI et al., 2020). E importante ressaltar que um estudo que avaliou os efeitos do plasma de PE em quatro tipos
celulares [células endoteliais de microvasculatura dérmica, células endoteliais de veia umbilical humana (HUVECS),
células endoteliais humanas primérias de microvasculatura da decidua e células endoteliais bovinas de microvasculatura
coronaria] indicou aumento de nitrito apenas em células endoteliais bovinas, associando o plasma de PE ao aumento de
NO in vitro (WELLINGS; BROCKELSBY; BAKER, 1998). Além disso, estudos demonstraram a reducdo do NO na
circulagdo materna de mulheres com PE em comparacdo com HP, o que reforga os resultados encontrados por nosso
grupo (AYDIN et al., 2004; BERNARDI et al., 2015; DIEJOMAOH et al., 2004; SANDRIM et al., 2008; TASHIE et
al., 2020).

Diversos estudos utilizando o modelo in vitro apontam alteragdes desde a expressao génica até a atividade de
proteinas, bem como modificages de processos bioldgicos (CALDEIRA-DIAS et al., 2018; CALICCHIO et al., 2013;
ENGLISH et al., 2013; FAAS et al., 2010; LIP, 2020; LUIZON et al., 2016; MURUGESAN et al., 2022; ROCHA-
PENHA etal., 2017; SANKARALINGAM; XU; DAVIDGE, 2010). No entanto, ainda séo raros os estudos que utilizam
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esse modelo combinado a técnicas exploratorias avangadas como as “6micas”. Com relagdo a técnica de transcriptoma,
um estudo relatou ndo ter encontrado alteracBes na expressdo génica de HUVECs e de células endoteliais de
microvasculatura glomerular incubadas com plasma de PE grave pela técnica de microarray (DONKER et al., 2016).
Em outro estudo, que avaliou a expressdo de HUVECs incubadas com plasma de mulheres com PE obtidos em dois
momentos diferentes (16 e 28 semanas), foi demonstrado aumento na expressdo do gene c-Fos (FOS) quando em
comparacdo a gestantes saudaveis (HP, do inglés Healthy Pregnant) utilizando as técnicas de microarray e gRT-PCR
(MACKENZIE et al., 2012). Por sua vez, Calicchio et al., que também utilizou a técnica de microarray, porém com
técnicas de analise mais avancadas, identificou 116 genes diferencialmente expressos (75 deles aumentados e 41
reduzidos em PE) em HUVECs incubadas com o plasma de gestantes com PE vs. o plasma de GH, sendo que alguns
deles estavam associados a vias biolégicas importantes como a homeostasia do endotélio, a regulacdo de processos
apoptoticos associados ao estresse do reticulo endoplasmatico, e a biossintese de &cidos graxos (CALICCHIO et al.,
2013). Dentre os genes encontrados por esse Ultimo grupo podemos citar como principais 0 EDN1 e o JDP2 (com fold
change de 1.88 e —2.67, respectivamente). O gene EDN1 codifica a endotelina 1, um potente fator vasoativo secretado
por células endoteliais que esta associado a diversas doencas cardiovasculares e 8 PE (SALEH et al., 2016; SCHIFFRIN,
2001). J& o gene JDP2, foi indicado como um importante fator de transcri¢do associado a regula¢do de um subgrupo de
genes que possuem sua expressdo regulada pelo plasma de PE nas HUVECSs (seu papel foi confirmado por inibi¢do por
SiRNA).

Vale a pena ressaltar, que, até o presente momento, apenas um estudo avaliou o efeito do SS no modelo de
incubacdo de células endoteliais em cultura com plasma de mulheres com PE, demonstrando reversao induzida pelo
fluxo laminar nos efeitos do plasma observados no modelo (BAKER et al., 1996). Porém, esse estudo restringiu-se a
avaliagdo de apenas trés pardmetros, sendo eles a producdo de NO por nitrito no sobrenadante de cultura, a producéo de
prostaciclina e de endotelina, limitando a melhor compreenséo dos processos subjacentes afetados pela exposi¢éo ao
plasma de paciente dom PE (BAKER et al., 1996). Apesar de ndo terem encontrado diferencas nos niveis de NO entre
as células endoteliais incubadas com os plasmas de PE e HP a conclusdo do estudo foi a de que o SS é capaz de alterar
os efeitos do plasma de PE em células endoteliais e que, talvez por esse motivo, muitos dos estudos in vitro ndo

retratassem o que é observado in vivo.

Justificativa para esta dissertacao

Apesar da grande influéncia da PE na morbidade e mortalidade materno-fetal, até hoje ndo se sabe a causa
especifica dos surgimento dos sintomas clinicos dessa doenca e poucas frentes de tratamento estdo disponiveis.
Conhecer os mecanismos pelos quais a disfuncao endotelial € promovida na PE € essencial para propor tratamentos mais
efetivos e desfechos mais favoraveis as gestantes e aos recém-nascidos acometidos. A auséncia de modelos animais
espontaneos em PE, a dificuldade de obtengdo de amostras bioldgicas maternas sem o uso de metodologias invasivas e
as limitagOes da comparacgéo da funcédo vascular do modelo in vitro com as alteragdes encontradas in vivo S&0 0s maiores
desafios para melhor compreenséo da doenca. Nesse contexto, a implementacdo de novas tecnologias que aproximem
0 modelo in vitro de disfuncdo endotelial associada & PE com o ambiente hemodindmico original do sistema
cardiovascular humano é de suma importancia. Ademais, considerando que o SS ativa diversas vias de
mecanotransducdo essenciais para a regulacdo do funcionamento, do fendtipo das células endoteliais e,

consequentemente, modula a manutencdo do tonus vascular, faz se necessario incluir simulagdes de fluxo sanguineo
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nos modelos de estudo in vitro de avaliacdo da funcdo endotelial em PE. Assim, com o presente projeto, exploramos 0s
efeitos do plasma de gestantes com PE, GH e HP em células endoteliais submetidas a dois padrdes de SS encontrados
na circulacédo, para identificagdo de vias celulares envolvidas com base na analise de expressdo génica global em células
endoteliais primarias humanas e sele¢do de potenciais alvos terapéuticos para a disfungdo endotelial associada as SIGs

e, em particular, a PE.
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Conclusoes Finais

76



Considerando os resultados obtidos em nosso estudo, este trabalho pode elucidar que o efeito de todos os plasmas é
influenciado pelo tipo de regime SS. Além disso o plasma de PE induz vias de disfuncéo endotelial no LSS, e
exacerba a disfuncéo endotelial no OSS em HCAECs. A partir de dados de transcriptoma, identificamos vias
moleculares envolvidas com a PE em pelo menos um dos dois regimes de SS, como as vias associadas a respostas
inflamatdrias, vias de estresse do reticulo endoplasmatico e EndMT. Dessa forma, esses resultados possibilitaram a
obtencdo de novas informacdes e melhor compreensao dos mecanismos moleculares e celulares que regulam a
disfuncao endotelial mediada por fatores circulantes no plasma de PE. Além disso, os dados apresentados poderao ser
Uteis para 0 desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas em pesquisas futuras e nosso estudo podera orientar
pesquisas futuras e melhorar a obtencao de resultados, aproximando modelos in vitro com plasma de PE do in vivo.
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