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EPIGRAFE

Slow down, you crazy child

You're so ambitious for a juvenile
But then if you're so smart

Tell me why are you still so afraid?

Where's the fire?

What's the hurry about?

You better cool it off before you burn it out

You got so much to do and only so many hours in a day

(..)

Slow down, you're doing fine
You can't be everything you wanna be before your time

Vienna — Billy Joel



PREFACIO

E com grande satisfagdo que apresentamos este estudo, que traz resultados em
busca de respostas para um importante desafio médico: a Pré-eclampsia (PE). Esta
condi¢do obstétrica representa um sério risco a saude das gestantes e requer esforcos
continuos na busca por novas abordagens terapéuticas.

O trabalho esté dividido em dois capitulos. O Capitulo 1 aborda o artigo publicado
na revista Cells, intitulado "Nebivolol increases nitric oxide synthase via 3 adrenergic
receptor in endothelial cells following exposure to plasma from preeclamptic patients."
Neste estudo, o foco foi avaliar como o nebivolol pode afetar a produgdo de 6xido nitrico
em células endoteliais quando expostas ao plasma de pacientes com PE.

No Capitulo 2, apresentamos um artigo inédito intitulado "Shear Stress and
nebivolol in Preeclampsia: Modulating the NO pathway." Neste estudo, o objetivo foi
investigar como a tensdo de cisalhamento (shear stress) e o nebivolol podem influenciar
a via do 6xido nitrico; produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS); expressdo de
moléculas de adesdo e a atividade antioxidante.

Este trabalho ¢ um importante passo rumo ao entendimento mais profundo da PE
e suas implica¢des. Esperamos que este estudo contribua para avangos significativos no

tratamento e manejo dessa condi¢ao, trazendo beneficios concretos para as gestantes.
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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) ¢ marcada por disfuncao endotelial significativa, onde uma redugao
na biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide) é particularmente
significativa. Nesse contexto, esta dissertacdo estd dividida em dois capitulos que
abordam as repercussoes da doenca em modelo in vitro de PE. O Capitulo 1 apresenta o
artigo publicado na revista Cells, intitulado "Nebivolol increases nitric oxide synthase via
p3 adrenergic receptor in endothelial cells following exposure to plasma from
preeclamptic patients." Neste estudo, exploramos a acdo do farmaco nebivolol em
reestabelecer os niveis de NO em células endoteliais (CEs) expostas ao plasma de
pacientes com PE. Encontramos que, as CEs incubadas com plasma de mulheres com PE
apresentam menores niveis de NO em comparagdo com o grupo de células que recebeu o
plasma de gestantes saudaveis. Entretanto, o tratamento com nebivolol reestabelece estes
niveis, e essa agdo esta relacionada parcialmente pela ativacao dos receptores do tipo B3
adrenérgicos e pela NO sintase endotelial (eNOS). Nossos resultados sugerem que o
nebivolol atua na sintese de NO através da ativacdo da eNOS e dos receptores 3
adrenérgicos no endotélio. No entanto, mais estudos serdo necessarios para compreender
esta molécula. No Capitulo 2, apresentamos um artigo inédito intitulado "Shear Stress
and nebivolol in Preeclampsia: Modulating the NO pathway." Neste estudo, o objetivo
foi investigar como a tensao de cisalhamento (shear stress) e o nebivolol podem
influenciar a via do NO; produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS); expressao de
moléculas de adesdo e a atividade antioxidante. Encontramos que, o plasma de PE
aumenta a fosforilagdo da enzima eNOS no residuo Serinall77, e o tratamento com
nebivolol resulta em uma elevagao adicional dessa fosforilagdo comparado ao grupo de
CEs incubadas apenas com plasma de PE. As CEs tratadas com plasma de PE também
demonstram maior capacidade antioxidante e niveis reduzidos de ROS em comparagao
com as CEs tratados com plasma de gestante saudaveis. Além disso, o plasma de PE
diminui a expressao das moléculas de adesao ICAM-1 e VCAM-1, que desempenham
papéis essenciais na adesao celular. A intervencao do nebivolol influencia a via do NO e
a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), ao mesmo tempo que regula
positivamente os marcadores de adesdo. O estudo ressalta o potencial do plasma de PE
em modular a funcdo endotelial e destaca o nebivolol como uma possivel acao
farmacologica. Em conjunto, os dois estudos apresentam resultados importantes em
relacdo a disfuncdo endotelial na PE e lancam luz sobre um novo farmaco capaz de

modular marcadores presentes na doenca, como o NO.
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ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is characterized by significant endothelial dysfunction, where a
reduction in the bioavailability of nitric oxide (NO) is particularly significant. In this
context, this dissertation is divided into two chapters that address the implications of the
disease in an in vitro model of PE. Chapter 1 presents the article published in the journal
Cells, titled "Nebivolol increases nitric oxide synthase via 3 adrenergic receptor in
endothelial cells following exposure to plasma from preeclamptic patients." In this study,
we explore the action of the drug nebivolol in reestablishing NO levels in endothelial cells
(ECs) exposed to plasma from PE patients. We found that ECs incubated with plasma
from women with PE have lower NO levels compared to the group of cells that received
plasma from healthy pregnant women. However, treatment with nebivolol restores these
levels, and this action is partially related to the activation of B3 adrenergic receptors and
endothelial nitric oxide synthase (eNOS). Our results suggest that nebivolol acts on NO
synthesis through the activation of eNOS and B3 adrenergic receptors in the endothelium.
However, further studies will be necessary to understand this molecule. In Chapter 2, we
present an unpublished article titled "Shear Stress and nebivolol in Preeclampsia:
Modulating the NO pathway." In this study, the objective was to investigate how shear
stress and nebivolol can influence the NO pathway, production of reactive oxygen species
(ROS), expression of adhesion molecules, and antioxidant activity. We found that PE
plasma increases the phosphorylation of the eNOS enzyme at Serine1177, and treatment
with nebivolol results in additional elevation of this phosphorylation compared to the
group of ECs incubated only with PE plasma. ECs treated with PE plasma also
demonstrate greater antioxidant capacity and reduced levels of reactive oxygen species
(ROS) compared to ECs treated with plasma from healthy pregnant women. Furthermore,
PE plasma decreases the expression of adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1, which
play essential roles in cell adhesion. Nebivolol intervention influences the NO pathway
and the release of ROS while positively regulating adhesion markers. The study highlights
the potential of PE plasma in modulating endothelial function and underscores nebivolol
as a potential pharmacological intervention. Taken together, the two studies present
important results regarding endothelial dysfunction in PE and shed light on a new drug

capable of modulating markers present in the disease, such as NO.
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INTRODUCAO

1. Mortalidade materna: uma perspectiva global e o cenario brasileiro

Em todo o mundo, estima-se que ocorreram cerca de 287 mil mortes maternas em
2020, a maioria delas em paises de baixa e média renda e de causas evitaveis (SAY et al.,
2014). A definicdo de mortalidade materna abrange especificamente a morte de uma
mulher durante a gestacdo ou até 42 dias apds o parto, devido a causas relacionadas ou
agravadas pela propria gravidez ou seu manejo, excluindo obitos acidentais ou incidentais
(WHO, 2015). Essa definicdo permite uma identificacdo precisa das mortes maternas,
levando em consideracdo suas causas diretas ou indiretas (WHO, 2015). A razdo de
mortalidade materna (RMM), um dos indicadores globais mais importantes em saude, é
calculada como o nlimero de mortes por causas relacionadas a gestacao, parto e puerpério
(até¢ 42 dias apds o parto) a cada 100 mil nascidos vivos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019).

As desigualdades no acesso a servicos de saude de qualidade sdo evidenciadas
pelo alto nimero de mortes maternas em determinadas regidoes do mundo, ressaltando a
disparidade entre os paises ricos e pobres. Em 2020, a RMM em paises de baixa renda foi
de 430 por 100 mil nascidos vivos, em contraste com apenas 12 por 100 mil nascidos
vivos em paises de alta renda. Essa diferenga alarmante ¢ ainda mais evidente quando
observamos o Indice de Estados Frageis (FSI, do inglés Fragile States Index), que
classifica nove paises em "alerta muito alto" ou "alerta alto", com taxas de mortalidade
materna variando de 30 (Republica Arabe da Siria) a 1223 (Sudéo do Sul). Além disso,
as mulheres em paises de baixa renda enfrentam um risco maior de morte materna ao
longo da vida. Essas discrepancias reforcam a necessidade urgente de abordar as barreiras
socioecondmicas que impedem o acesso equitativo aos cuidados de saude materna e
implementar estratégias eficazes para reduzir a mortalidade materna em todo o mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

No Brasil, andlises feitas pelo Observatdorio Obstétrico Brasileiro (OOBr) com
base em dados do Ministério da Satide revelaram um aumento significativo nos obitos de
gestantes em 2021, quase dobrando em relagdo a 2019 (OOBR, 2022). No ano de 2021,
a taxa de mortalidade materna foi de 110 mortes a cada 100 mil nascidos vivos, o que €
equivalente a mesma taxa registrada em 1998 (OOBR, 2022). Em comparagao, em 2019
a taxa foi de 57,9 mortes por 100 mil nascidos vivos e em 2020 foi de 71,9 mortes (OOBR,

2022). O Brasil estabeleceu como meta, em conjunto com as Nag¢des Unidas, a reducao
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da taxa de mortalidade materna para 30 mortes por 100 mil nascidos vivos até¢ 2030
(OOBR, 2022). Em paises desenvolvidos, essa taxa varia em torno de 10 mortes por 100
mil nascidos vivos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Esses numeros
destacam a urgéncia de medidas e investimentos para melhorar a sailde materna no pais
e alcangar as metas estabelecidas.

As mulheres em todo o mundo enfrentam riscos de complicagdes durante e apos
a gravidez e o parto, algumas das quais podem ser fatais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019). A maioria dessas complicacdes ocorre durante a gravidez e
muitas delas sdo evitaveis ou tratdveis com intervencdes adequadas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019). Entre as complicacdes mais prevalentes, que contribuem para
aproximadamente 75% de todas as mortes maternas, estdo: hemorragia (principalmente
apods o parto); infecgdes (geralmente pds-parto); hipertensdo arterial durante a gravidez
(pré-eclampsia e eclampsia); complicacdes do parto e aborto inseguro (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019).

A ONU enfatiza a importancia de garantir que todas as mulheres tenham acesso a
cuidados de satide de qualidade durante a gravidez, no momento do parto e no pos-parto
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). A saude materna e a saide do recém-
nascido estdo intrinsecamente ligadas, e € crucial que todos os partos sejam realizados
por profissionais de saude qualificados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). A
gestdo adequada e o tratamento oportuno podem fazer a diferenga entre a vida e a morte

para as mulheres e seus recém-nascidos.

2. Pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) afeta cerca de 5-7% das mulheres gravidas globalmente,
resultando em mais de 70 mil mortes maternas e 500 mil mortes fetais a cada ano (RANA
et al., 2019). No Brasil, a incidéncia da PE ¢ de 1,5% e 0,6% para a eclampsia, quadro
mais grave da doengca (RAMOS; SASS; COSTA, 2017). A PE ¢ definida, pelo Colégio
Americano de Obstetras e Ginecologistas (ACOG, do inglés American College of
Obstetrics and Gynecology), por um novo inicio de hipertensao (pressao arterial sistolica
>140 mmHg e/ou pressdo arterial diastdlica 290 mmHg) em duas medi¢des com 4h de
intervalo em repouso, e frequentemente acompanhada por proteiniria e
comprometimento de 6rgaos-alvo como cérebro e figado (ACOG, 2020).

Nesse contexto, os fatores determinantes da sindrome incluem historico familiar,

predisposicao genética, nimero de gestagdes, idade materna, uso de fertilizacdo in vitro
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e condigdes médicas maternas, como hipertensdo pré-existente, diabetes, doenga renal
cronica (DRC) e obesidade (BARTSCH et al.,, 2016; HUTCHEON; LISONKOVA;
JOSEPH, 2011). Existem condi¢des que estdo associadas ao aumento da massa
placentaria, como gestagdes multifetais e mola hidatiforme, as quais também aumentam
orisco de PE (KARUMANCHI, 2016). Individuos que foram frutos de gestacoes afetadas
pela PE possuem um risco maior de vivenciarem ou serem pais com uma gravidez
complicada pela PE, e esse risco persiste mesmo apos suas primeiras gestacdes (ESPLIN
et al., 2001; SKJAERVEN et al., 2005). Estudos indicam que cerca de 55% da doenga
apresentam base hereditdria, com as contribuicdes genéticas maternas e fetais
correspondendo a aproximadamente 30-35% e 20% do risco, respectivamente (GRAY;
SAXENA; KARUMANCHI, 2018).

A fisiopatologia da PE se apresenta como uma sindrome de dois estagios
(ROBERTS; HUBEL, 2009). O primeiro estagio ¢ descrito como a reducao da perfusio
placentaria, considerada a origem da doenga e este se traduz, em algumas, mas ndo em
todas as mulheres, no segundo estagio, a sindrome materna multissistémica (REDMAN;
SACKS; SARGENT, 1999; ROBERTS; GAMMILL, 2005). O primeiro estdgio ocorre
devido a remodelagdo incompleta das artérias espiraladas uterinas, que sao responsaveis
pelo suprimento do espaco interviloso. Dessa forma, a chegada de sangue a placenta fica
comprometida, levando a isquemia placentaria (ROBERTS et al., 1989). Além disso, em
uma gestacdo saudavel, o didmetro luminal vascular ¢ aumentado em quatro vezes, e a
parede do vaso ¢ modificada devido a perda de musculo liso e da lamina eléstica interna
(ROBERTS; GAMMILL, 2005). No entanto, na PE, essa remodelacdo vascular nio
ocorre de forma completa, restringindo-se as porgdes superficiais do vaso, encontradas
na decidua (ROBERTS; GAMMILL, 2005). Logo, o segundo estagio ¢ estabelecido, no
qual ocorre a liberacdo, pela placenta, de diversas moléculas, incluindo fatores anti-
angiogénicos, na corrente sanguinea materna, levando a disfungdo endotelial
generalizada, hipertensao e lesdo de o6rgdos-alvo (KARUMANCHI, 2016; MAYNARD;
KARUMANCHI, 2011).

Diante do diagnostico e dos possiveis desdobramentos negativos da doenga, o
controle clinico da paciente ¢ sindnimo de prevencdo da mortalidade materna e perinatal
(RAMOS; SASS; COSTA, 2017). Por isso, entre as orientagdes para o gerenciamento da
PE, destaca-se os tratamentos farmacologicos e ndo farmacologicos (REGITZ-
ZAGROSEK etal.,2011). As abordagens ndo farmacoldgicas incluem repouso hospitalar

ou domiciliar e acompanhamento laboratorial (ACOG, 2020). Por sua vez, a abordagem
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farmacologica faz uso dos anti-hipertensivos para controlar os valores de pressao arterial
e a presenca ou ndo de sinais e sintomas relacionados aos niveis pressoricos (ACOG,
2020). As classes de agentes anti-hipertensivos mais utilizados sdo os simpatoliticos de
acdo central, o2-agonistas (metildopa e clonidina); bloqueadores de canais de calcio
(nifedipino e anlodipino); vasodilatores periféricos, recomendados em associagdo com
medicamentos para controle pressorico (hidralazina) e antagonistas de adrenoreceptores
B (metoprolol e carvedilol) (LEFEVRE; KRUMM, 2019; PODYMOW; AUGUST, 2008;
WEBSTER et al., 2017). Apesar da diversidade de intervengdes disponiveis, todas elas
sdao apenas paliativas, destinadas a aliviar as consequéncias da doenca. O tratamento,

contudo, s6 ¢ alcangado por meio do parto (IVES et al., 2020).

2.1. Disfuncao endotelial e a importancia do 6xido nitrico

Entre as diversas manifesta¢des da disfungdo endotelial na PE, as espécies reativas
de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), como o 6xido nitrico (NO, do inglés nitric
oxide), superoxido (0O2"), peréxido de hidrogénio (H202) e peroxinitrito (ONOO")
desempenham papel fundamental como moléculas sinalizadoras e reguladoras dentro das
repercussdes da doenca (AOUACHE et al., 2018). A sinalizacdo de ROS e RNS sdo
controladas diretamente pela defesa antioxidante do organismo, que sequestra estas
moléculas oxidantes em condicdes fisiologicas (DI MEO et al., 2016). Na gestacao
saudavel, ¢ bem estabelecido que a producao de ROS ocorre em concentragdes elevadas
e ¢ necessaria para regulacdo da homeostase vascular (DUHIG; CHAPPELL;
SHENNAN, 2016). No entanto, um cenario completamente diferente se manifesta
quando ha o desequilibrio entre a capacidade antioxidante e as espécies pro-oxidantes,
resultando no estresse oxidativo observado na PE (HUBEL, 1999; MYATT; CUI, 2004).

A descoberta de um fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF, do inglés
endothelium-derived relaxing factor) que, posteriormente, foi identificado como 6xido
nitrico, revolucionou o conhecimento sobre diversos processos bioldgicos no organismo
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; IGNARRO et al., 1987). O NO ¢ uma molécula
multifacetada, protagonista de agdes vasodilatadoras, anti-plaquetarias e angiogénicas
(ALHEID; FROLICH; FORSTERMANN, 1987; FURCHGOTT et al., 1984; ZICHE et
al., 1994). Além disso, ¢ sintetizado pelo substrato L-arginina por uma familia de enzimas
dependentes de calcio (Ca?")/calmodulina (CaM), chamadas de 6xido nitrico sintase
(NOS, do inglés NO synthase EC 1.14.13.39); sendo a mais importante, nesse contexto,
a NOS endotelial (eNOS, do inglés endothelial NO synthase) (MURAD, 1994). E
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produzido, predominantemente pelo endotélio em resposta a estimulos mecanicos e
quimicos que incluem a tensdo de cisalhamento endotelial, o chamado shear stress, e a
ativacdo via receptores por agonistas, respectivamente (FULTON et al., 2008; TSAO et
al., 1995).

O shear stress ¢ uma forca mecanica que afeta as camadas adjacentes dos vasos
sanguineos, atuando em diferentes velocidades ou dire¢des (HOEFER; DEN ADEL;
DAEMEN, 2013). O shear stress laminar (unidirecional e constante) ¢ conhecido por
exercer um efeito protetivo contra lesdes ateroscleroticas, enquanto o shear stress
oscilatério (irregular e turbulento) estd associado a efeitos relacionados a aterosclerose
(DIMMELER et al., 1996; KU et al., 1985; LEVESQUE; NEREM; SPRAGUE, 1990;
MALEK; ALPER; IZUMO, 1999). O fluxo laminar aumenta a expressdo génica da
eNOS, além de elevar a capacidade das células endoteliais de liberar NO (UEMATSU et
al., 1995). Essa agao esta relacionada diretamente com a fosforilagao da eNOS no residuo
Serinal177 (Ser1177), o que resulta na ativagdo dessa enzima (FISSLTHALER et al.,
2000; GO et al., 1998). Da mesma maneira, a producdo de NO ¢ regulada pela acdo de
agonistas (FLEMING; BUSSE, 1999). Um agonista ¢ uma molécula capaz de se ligar e
ativar funcionalmente um receptor e neste caso aumentar a concentracio de Ca?" livre e
a associacdo do Ca?"/CaM resultando na liberagio de NO (ZHAO; VANHOUTTE;
LEUNG, 2015). Nesse contexto, o farmaco nebivolol se destaca pelos seus efeitos
agonistas no endotélio, através da ativagdo do adrenoreceptor do tipo B3. Esse processo
resulta na ativagdo da eNOS e consequentemente liberacdo de NO (BUENO-PEREIRA
et al., 2022; DESSY et al., 2005).

Nessa perspectiva, a diminui¢ao da biodisponibilidade de NO ¢ identificada como
um fator adicional relevante na disfuncdo endotelial caracteristica da PE (DAVIDGE;
STRANKO; ROBERTS, 1996; SANDRIM et al., 2008; SELIGMAN et al., 1994). Essa
redugdo acontece devido ao microambiente de estresse oxidativo, caracteristico da
doenca, que faz com que o NO gerado reaja com O> e forme ONOO", molécula
encontrada em altas concentragdes na vasculatura de mulheres pré-eclampticas
(BECKMAN; KOPPENOL, 1996; LOWE, 2000, ROGGENSACK; ZHANG;
DAVIDGE, 1999). Outro motivo dessa reducdo ¢ o aumento dos niveis de dimetilarginina
assimétrica (ADMA, do inglés asymmetric dimethylarginine), molécula produzida de
maneira enddgena e reconhecida por ser por ser inibidora competitiva da NOS quando
esta em altas concentragdes (CHEN; XIA; ZHAO, 1997; HOLDEN et al., 1998). Da

mesma maneira, a enzima arginase (EC 3.5.3.1) compete pelo mesmo substrato da NOS,
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L-arginina, para formar uréia e L-ornitina (ASH, 2004). Em altas concentragdes como as
observadas no plasma, plaquetas e vasculatura de mulheres com PE, a enzima se liga ao
substrato comum da NOS e consequentemente reduz os niveis de NO (JAE et al., 2009;

PIMENTEL et al., 2013; SANKARALINGAM; XU; DAVIDGE, 2010).

3. Justificativa

In suma, apesar dos inimeros estudos sobre a PE, incluindo a descoberta de novos
biomarcadores e possiveis novos tratamentos, a forma de intervencao farmacologica mais
utilizada ainda sao anti-hipertensivos (ACOG, 2020). Investigar os mecanismos pelos
quais a disfun¢o endotelial se desenvolve e como esse aspecto afeta as células endoteliais
em modelo in vitro é de suma importancia para propor tratamentos farmacoldgicos mais
efetivos. Inicialmente, incubamos as células endoteliais em condi¢des estaticas com
plasma de mulheres com PE, submetidas a intervengdo farmacoldgica do nebivolol. O
objetivo foi avaliar a dependéncia da ativacdo do receptor B3 na producdo intracelular de
oxido nitrico (NO) (Capitulo 1). No segundo momento, incubamos as células endotelias
em condi¢des de shear stress com plasma de mulheres com PE, submetidas a intervengao
farmacoldgica do nebivolol. O objetivo foi investigar a ativagdo da eNOS, em niveis de
fosforilagdo e de quantificacdo das concentracdes de nitrito/nitrato, além de avaliar o
papel do nebivolol em restabelecer os niveis de NO e ROS, em modular as moléculas de
adesdo endotelial e a atividade antioxidante, nesse contexto (Capitulo 2). Acreditamos
que os dados obtidos pelo modelo in vitro podem ser uma ferramenta valiosa para orientar
estudos clinicos com potenciais farmacos destinados ao tratamento da PE. E importante
ressaltar que, embora o conhecimento sobre a disfuncdo endotelial na doenga e os
mecanismos subjacentes estejam avancando, o desenvolvimento de medicamentos ainda
ndo acompanha esse progresso. A falta de investimentos das industrias farmacéuticas

nessa area provavelmente se deve ao elevado risco associado ao tratamento de gestantes.
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