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Impacto Potencial desta Pesquisa

A pré-eclampsia (PE) ¢ um disttrbio hipertensivo gestacional associado a proteintria, lesdo
hepatica e alteragdes da coagulagdo, representando importante causa de morbimortalidade
materno-fetal e um relevante problema de satide publica, especialmente por suas complicagdes
clinicas. A limitada resposta de parte das gestantes a terapia anti-hipertensiva refor¢a a necessidade de
compreender os mecanismos envolvidos na disfungdo endotelial e na responsividade terapéutica.

Nesse contexto, a identificacdo de biomarcadores por meio da protedmica pode contribuir
para estratégias de medicina personalizada e para o desenvolvimento de abordagens biotecnologicas
aplicadas ao diagnostico e prevencao da doenga. Entretanto, nenhum trabalho avaliou o proteoma de
pacientes com PE levando em considerag@o os subtipos responsivo € ndo responsivo a terapia anti-
hipertensiva.

Assim, os objetivos deste estudo sdo analisar o perfil proteico na PE; investigar proteinas
diferencialmente expressas entre pacientes que respondem e n3o respondem ao tratamento; e
investigar as vias de sinaliza¢do associadas a essas proteinas, bem como sua possivel relagdo com
inflamacgdo, antiangiogénese e estresse oxidativo, por meio de ferramentas de bioinformatica.

Adicionalmente, abordagens complementares de quinomica foram empregadas para
aprofundar a analise das vias de sinalizacdo, ampliando a compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na desordem hipertensiva. Os achados podem contribuir para a identificagdo de novos
alvos farmacoldgicos e para o aprimoramento da assisténcia obstétrica, com potencial para reduzir

complicagdes materno-fetais.



Potential Impact of this Research

Preeclampsia (PE) is a gestational hypertensive disorder associated with proteinuria, liver
injury, and coagulation abnormalities, representing a major cause of maternal and fetal morbidity and
mortality, as well as a relevant public health problem, particularly due to its clinical complications.
The limited response of a subset of pregnant women to antihypertensive therapy highlights the need to
better understand the mechanisms underlying endothelial dysfunction and therapeutic responsiveness.

In this context, the identification of biomarkers through proteomics may contribute to
personalized medicine strategies and to the development of biotechnological approaches applied to
disease diagnosis and prevention. However, no study has evaluated the proteome of PE patients
considering the subtypes responsive and non-responsive to antihypertensive therapy.

Thus, the objectives of this study are to analyze the proteomic profile in PE; to investigate
differentially expressed proteins between patients who respond and do not respond to treatment; and
to explore the signaling pathways associated with these proteins, as well as their possible relationship
with inflammation, anti-angiogenesis, and oxidative stress, using bioinformatics tools.

Additionally, complementary chemomics approaches were employed to further investigate
signaling pathways, enhancing the understanding of the molecular mechanisms involved in this
hypertensive disorder. The findings may contribute to the identification of new pharmacological
targets and to the improvement of obstetric care, with potential to reduce maternal and fetal

complications.
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Resumo do Trabalho

A pré-eclampsia (PE) ¢ uma desordem hipertensiva da gestacdo associada a disfunc¢ao
endotelial e a inflamacdo sistémica, além de apresentar maior risco cardiovascular materno.
Apesar das opgOes terapéuticas disponiveis, parte das gestantes ndo responde adequadamente
ao tratamento anti-hipertensivo, o que se relaciona a piores desfechos clinicos.

Esta Tese teve como objetivo investigar mecanismos moleculares da PE por meio da
identificacdo de biomarcadores circulantes associados a resposta terapéutica e a gravidade da
doenga, utilizando abordagens protedmicas em amostras de plasma de gestantes responsivas,
ndo responsivas e controles saudaveis. Adicionalmente, foi empregada uma abordagem de
quindmica em um modelo experimental de redugdo da perfusdo uteroplacentaria (RUPP),
para avaliar modificag¢des na sinalizacdao de quinases placentarias.

Os resultados protedmicos demonstraram proteinas diferencialmente expressas
envolvidas em processos inflamatdrios, imunolédgicos, de coagulagdo e de remodelamento
vascular, incluindo componentes do sistema complemento, proteinas da matriz extracelular e
apolipoproteinas, cuja expressdao esteve associada a heterogeneidade clinica e a
responsividade farmacoldgica da PE. No modelo RUPP, observou-se aumento da atividade de
receptores tirosina-quinase e de vias relacionadas & angiogénese e a inflamacdo, com
destaque para FGFRs, PDGFRB, MST1R (RON), SRC e VEGFR3, além de modulagdes em
alvos como RON, CD3Z, ANXA1, CTNNBI1, MAPK3 e MAPK7.

Em conjunto, os achados indicam que a PE envolve uma rede complexa de altera¢des
protedmicas sistémicas e de sinalizagdo quinase placentaria, contribuindo para a disfuncdo
vascular e a variabilidade clinica desta desordem hipertensiva. A integracdo dessas
abordagens permitiu identificar potenciais biomarcadores e alvos moleculares associados a

sua fisiopatologia, com relevancia para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas futuras.



Work Abstract

Preeclampsia (PE) is a hypertensive disorder of pregnancy associated with endothelial
dysfunction and systemic inflammation, in addition to increased maternal cardiovascular risk.
Despite available therapies, some pregnant women do not adequately respond to
antihypertensive treatment, which is associated with poorer clinical outcomes.

This thesis aimed to investigate the molecular mechanisms of PE through the
identification of circulating biomarkers associated with therapeutic response and disease
severity, using proteomic approaches in plasma samples from treatment-responsive and
non-responsive pregnant women and healthy controls. Additionally, a kinomic approach was
employed in an experimental model of reduced uteroplacental perfusion (RUPP) to assess
changes in placental kinase signaling.

The proteomic results demonstrated differentially expressed proteins involved in
inflammatory, immune, coagulation, and vascular remodeling processes, including
complement system components, extracellular matrix proteins, and apolipoproteins, whose
expression was associated with clinical heterogeneity and pharmacological responsiveness in
PE. In the RUPP model, increased activity of tyrosine kinase receptors and pathways related
to angiogenesis and inflammation was observed, with emphasis on FGFRs, PDGFRB,
MSTIR (RON), SRC, and VEGFR3, as well as modulation of targets such as RON, CD3Z,
ANXA1, CTNNBI1, MAPK3, and MAPK?7.

Taken together, these findings indicate that PE involves a complex network of
systemic proteomic alterations and placental kinase signaling, contributing to vascular
dysfunction and clinical variability in this hypertensive disorder. Integrating these approaches
enabled the identification of potential biomarkers and molecular targets associated with its

pathophysiology, relevant to future therapeutic strategies.
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PROLOGO

Esta Tese aborda a pré-eclampsia, doenca hipertensiva da gestagdo, explorando
aspectos de sua fisiopatologia, o modelo experimental de redugcdo da perfusao
uteroplacentaria (RUPP) e métodos moleculares empregados como ferramentas de
investigacdo. A introdugdo apresenta conceitos fundamentais de protedmica e quindmica,
detalha as metodologias utilizadas e destaca a relevancia dessas analises para a identificagao
de biomarcadores e potenciais alvos terapéuticos.

Na sequéncia, sdo apresentados trés manuscritos relacionados ao projeto de pesquisa.
Os dois primeiros foram publicados: o primeiro, no International Journal of Molecular
Sciences (2024), aborda a responsividade terapéutica; o segundo, na Revista Brasileira de
Ginecologia e Obstetricia (2025), aborda subtipos relacionados a gravidade da doenga. O
terceiro manuscrito encontra-se em preparacdo para submissdo a American Physiological
Society (APS) — Genomics.

Dessa forma, este trabalho oferece uma perspectiva integrativa sobre a pré-eclampsia,
reunindo diferentes estratégias para ampliar a sua compreensdo e contribuir para o

desenvolvimento de futuras estratégias terap€uticas.
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INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) ¢ uma condigdo hipertensiva que se manifesta apds a 20* semana de
gestacdo, caracterizando-se principalmente pelos seguintes sinais: proteinuria, lesdo hepatica e
alteracdes na coagulagdo, além de outras formas de disfun¢do organica materna e/ou uteroplacentaria
(AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS, 2020; BROWN et al.,
2018; NUNES; PALEIL; SANDRIM, 2025). Estima-se que a doenca afete entre 3% e 8% das gestacdes
globalmente, com variagdes regionais importantes, sendo mais prevalente em paises de baixa renda e
menos incidente na Europa e Oceania (BAYOUMI et al., 2026; GUIDA et al., 2022; VERA-PONCE
et al., 2025). A PE associa-se a um risco aumentado de complicac¢des cardiovasculares a longo prazo
(PAAUW; LELY, 2018; PALMIERO et al., 2025), contribuindo para elevadas taxas de morbidade e
mortalidade materno-fetal em nivel mundial (DIMITRIADIS et al., 2023).

Sabe-se que a ma adaptagdo imunoldgica, predisposicdo genética, idade materna avangada
(acima de 35 anos), obesidade e doencas vasculares pré-existentes, como diabetes mellitus e
hipertensao cronica sdao considerados fatores de risco para o desenvolvimento da PE (JACQUEMYN;
ZEMTSOVA, 2010; JUNG et al., 2022; NUNES; PALEI; SANDRIM, 2025). Diversos achados
clinicos relacionados ao feto tém sido descritos, incluindo restricdo do crescimento intrauterino,
reducdo do liquido amnidtico e oxigenagdo inadequada, o que pode resultar em partos prematuros e
baixo peso ao nascer (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS,
2021). Além disso, essa condi¢do hipertensiva envolve um remodelamento inadequado das artérias
espiraladas, o que diminui o fluxo sanguineo uteroplacentario (AMERICAN COLLEGE OF

OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS, 2021; REDMAN et al., 2022).

Figura 1. Desordens especificas da gravidez. Ilustragdo feita por Piet Michiels, Leuven, Belgium. Fonte:

(PAAUW; LELY, 2018).



Fisiopatologia da Pré-eclampsia

Essa ma perfusdo placentaria cria um ambiente hipdxico, que favorece o estresse oxidativo, a
inflamagao e a disfungdo endotelial (RANA et al., 2019). Como consequéncia, citocinas inflamatdrias,
como a interleucina-6 ¢ o fator de necrose tumoral, sdo liberadas (AGGARWAL et al., 2019),
acompanhadas por um desequilibrio angiogénico, definido pelo aumento de fatores antiangiogénicos,
como a tirosina quinase 1 semelhante a fms soluvel (sFlt-1) e a endoglina soluvel, e pela reducao de
fatores pro-angiogénicos, como o fator de crescimento placentario (PIGF) e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). Em conjunto, essas alteragdes favorecem a transi¢do para a fase materna
da doenca, marcada por manifestagdes sist€micas (IVES et al., 2020; MAYNARD et al., 2003;
RANA; BURKE; KARUMANCHI, 2022; SANDRIM et al., 2008).

Como resultado, observa-se uma disfungcdo endotelial caracterizada pelo aumento de
substancias vasoconstritoras, como a endotelina-1 ¢ a angiotensina II, e pela redugdo de substancias
vasodilatadoras, como a prostaciclina e o 6xido nitrico (NO) (POSSOMATO-VIEIRA; KHALIL,
2016). A diminui¢do na produgdo de NO pode, por sua vez, intensificar o estresse oxidativo, elevando
os niveis de interleucinas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (FORSTERMANN, 2010).

Além das vias angiogénicas e inflamatdrias, componentes da matriz extracelular também
participam da fisiopatologia dessa sindrome hipertensiva. Entre eles, destaca-se a fibronectina (FN1),
glicoproteina envolvida na adesdo celular, migracao e organizacao tecidual, cujos niveis circulantes se
mostraram alterados em condigdes associadas a PE (DANE et al., 2009; HUHN et al., 2020;
MORADI et al.,, 2020). Neste contexto, a hipoxia placentaria pode amplificar sua expressao,
interferindo nos processos essenciais a adaptacdo hemodindmica materna (ALAHARI et al., 2021).
Adicionalmente, associagdes entre essa glicoproteina e marcadores de lesdo endotelial sustentam seu
papel tanto na fisiopatologia quanto no potencial diagnostico da doenca (BRUBAKER; ROSS;
MARINOFF, 1992; LEEFLANG et al., 2007). Assim, a FN1 emerge como mediadora do

remodelamento tecidual e possivel biomarcador da PE.



As repercussoes clinicas desses mecanismos podem ser observadas em diferentes 6rgdos-alvo,
incluindo lesdo renal (proteinuria por aumento da permeabilidade glomerular), neurolégica (cefaleia,
disturbios visuais, convulsdes e eclampsia) e hepatica (hemolise, elevagdo de enzimas hepaticas e
trombocitopenia), configurando a sindrome HELLP (NUNES; PALEI; SANDRIM, 2025). Esta
sequéncia de mudancgas fisiopatologicas pode ser sintetizada no modelo de dois estagios da PE, no

qual eventos placentarios iniciais desencadeiam uma resposta sist€émica materna (Figura 2).
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Figura 2. A pré-eclampsia (PE) ¢ uma sindrome hipertensiva da gestacdo associada a graves consequéncias
maternas e fetais. O modelo de dois estagios propde uma fase inicial placentaria, na qual a invasdo inadequada dos
trofoblastos extravilosos ¢ o remodelamento insuficiente das artérias espirais levam a isquemia placentaria. Essa
hipoperfusdo desencadeia a liberagdo de fatores antiangiogénicos, pro-inflamatorios e oxidativos na circulagdo materna. A
etapa subsequente ¢ marcada por disfuncdo endotelial sistémica, inflamacdo e hipertensdo. Fatores genéticos e ambientais

influenciam a progressdo entre esses estagios e a gravidade clinica da PE (NUNES; PALEI; SANDRIM, 2025).

Fenotipos da Pré-eclampsia

De acordo com o quadro clinico, as pacientes com PE podem ser classificadas em diferentes
subgrupos, como a PE de inicio precoce (early-onset, EOPE), que se desenvolve antes de 34 semanas
de gestagdo, e a de inicio tardio (late-onset, LOPE), que ocorre a partir desse periodo. Essas formas
diferem quanto a gravidade e ao comprometimento materno-fetal, sendo a EOPE geralmente
associada a manifestacdes mais severas e maior lesdo de 6rgaos-alvo (AMERICAN COLLEGE OF

OBSTETRICIANS, 2020; PERACOLI et al., 2019).



Somado a isso, a estratificacdo clinica pode considerar a intensidade do acometimento
sistémico e a resposta a terapia anti-hipertensiva, refletindo a variabilidade na evolugéo e no controle
da doenca.

Uma revisdo da literatura analisou os critérios necessarios para uma classificacdo
clinicamente relevante das diferentes formas dessa condi¢do. Um agrupamento eficaz deve: (1) estar
associado a uma via fisiopatologica especifica; (2) refletir de forma clara os desfechos maternos e
fetais; (3) ser identificavel em tempo oportuno para aplicagdo clinica; e (4) apresentar
reprodutibilidade e validade externa em distintos contextos e niveis de recursos (ROBERTS et al.,
2021). Os autores propdem que a PE seja compreendida como um conjunto de fendtipos em vez de
um unico modelo fisiopatoldgico. A definigdo desses fendtipos e a elucidagdo de seus mecanismos
especificos podem viabilizar o desenvolvimento de estratégias direcionadas de prevenc¢ao, diagndstico
e tratamento, favorecendo uma abordagem mais personalizada do cuidado (ROBERTS et al., 2021).

Nosso grupo de pesquisa, liderado pela Dra. Valéria Cristina Sandrim, investiga a PE a partir
de uma abordagem fenotipica bidimensional, incluindo a defini¢do da responsividade ao tratamento
anti-hipertensivo (LUIZON et al., 2022; LUIZON et al., 2023; PEREIRA et al., 2021; SANDRIM et
al., 2015). Nesse sentido, essa classificagdo constitui um eixo de caracterizacdo emergente,
desenvolvido em colaboragdo com o Dr. Ricardo Cavalli, para a investigagdo da doenga. Os critérios
utilizados estdo ilustrados na Figura 3. De forma complementar, a avaliacdo da presenca de sinais de
gravidade também ¢ considerada em nossos estudos (BERTOZZI-MATHEUS et al., 2021; KAIHARA
et al., 2024), cujos parametros sdo apresentados na Tabela 1.

Historicamente, a PE costumava ser classificada em formas leve e grave. Entretanto,
diretrizes recentes da [International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy (ISSHP)
propdem que a avaliagdo clinica seja fundamentada na presenca de indicadores maternos e/ou fetais

de gravidade, os quais orientam o manejo clinico (MAGEE et al., 2022).
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Figura 3. Caracterizacdo do fenotipo clinico de pacientes com pré-eclampsia ndo responsivas a terapia

anti-hipertensiva. Fonte: (LUIZON et al., 2023). Comparadas ao grupo responsivo, as pacientes apresentaram maior pressao

arterial, niveis mais elevados de creatinina, proteinuria, alanina aminotransferase e sFlt-1, além de menor idade gestacional

ao parto e menor peso ao nascer. sFlt-1, quinase-1 semelhante a tirosina fims solivel; VEGF, fator de crescimento endotelial

vascular.

Tabela 1. Critérios clinicos e laboratoriais para pré-eclampsia sem e com caracteristicas de gravidade.

Critérios

Pré-eclampsia

Pré-eclaimpsia com sinais de gravidade

Pressao Arterial

Proteinuria

Funcao Renal

Plaquetas
Func¢ao Hepatica

Outras Caracteristicas
Graves

v

140/90 mmHg apds 20 semanas

v

300 mg/24 h ou proteina/creatinina > 0,3

Creatinina = normal

Normal ou leve diminuigdo

Normal ou leve aumento

>160/110 mmHg em 2 ocasides

Nao ¢ exigido para determinar a gravidade,
porém ¢ utilizado para o diagnostico

Creatinina sérica > 1,1 mg/dL ou aumento para o
dobro do valor basal

<100 x 10°/L
AST/ALT > 2x o limite superior da normalidade

Edema pulmonar, sintomas neurolégicos ou
visuais

Fonte: adaptado de (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS, 2020;
MAGEE et al., 2022). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase.



Como os fendmenos celulares e moleculares relacionados a PE necessitam de mais
investigacdes, modelos pré-clinicos em animais foram desenvolvidos para estudar sua fisiopatologia e
testar possiveis tratamentos (BAKRANIA; GEORGE; GRANGER, 2022; GATFORD et al., 2020).
Aqueles mais utilizados reproduzem caracteristicas-chave da desordem em humanos, como
hipertensdo materna, proteinuria (ou outros sinais de disfungdo organica) e alteragdes
uteroplacentarias (GATFORD et al., 2020). Neste trabalho, especificamente no Artigo 3, optamos por
explorar o modelo RUPP (redug@o da pressdo de perfusdo uterina), que simula o comprometimento do
fluxo sanguineo placentario (BAKRANIA; GEORGE; GRANGER, 2022; PALEI et al., 2021).

Ele se destaca por sua reprodutibilidade e robustez e € reconhecido na literatura como
padrao-ouro para compreender a PE, sendo particularmente 1til para elucidar mudangas fisioldgicas e
avaliar intervencdes terap€uticas em estudos translacionais (ARANY; HILFIKER-KLEINER;
KARUMANCHI, 2022; LAISLA et al., 2023; PALEI et al., 2021), consoante ilustrado na Figura 4.
Informagdes adicionais sobre a metodologia encontram-se no referido manuscrito. A partir do
entendimento dos processos fisiopatologicos evidenciados por métodos tais quais o RUPP, torna-se

relevante considerar a conduta farmacoldgica da PE no contexto clinico.
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Figura 4. O modelo de redu¢do do fluxo sanguineo uterino (RUPP) constitui uma abordagem robusta para o
estudo da pré-eclampsia. Ele reproduz a principal causa da doenga (isquemia placentaria) (1); reflete as principais
manifestacdes clinicas (disfungdo endotelial e lesdes em oOrgdos) (2); espelha alteragdes moleculares e inflamatdrias
(anti-angiogénese e estresse oxidativo) (3); possibilita o estudo de vias de sinalizagdo vascular e quinases (4); e apresenta
alta reprodutibilidade (resultados consistentes, valida¢do consolidada e viabilidade para testes de intervengdes terapéuticas)

(5). Eonte: (ARANY; HILFIKER-KLEINER; KARUMANCH]I, 2022).




Tratamento (conduta farmacoldgica)

Embora a PE represente um importante problema de saide global, as condutas com os
farmacos ainda sdo limitadas. Na assisténcia a gestante, a terapia anti-hipertensiva geralmente inclui a
metildopa (um inibidor adrenérgico de agdo central), nifedipina (um bloqueador dos canais de calcio)
e hidralazina (um vasodilatador periférico), conforme as diretrizes estabelecidas pelo Relatério do
Grupo de Trabalho do Programa Nacional de Educacio sobre Pressdo Alta na Gravidez (NHBPEP)
(AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS, 2020), consoante detalhado nas Tabelas 2 e 3.

No entanto, cerca de 40% das mulheres gravidas com PE ndo respondem ao tratamento
anti-hipertensivo, e esse subgrupo de pacientes tende a apresentar os piores desfechos clinicos
(AMARAL et al., 2021; LUIZON et al., 2016, 2017).

Tabela 2. Anti-hipertensivos indicados para uso na gestagao.

Classe do farmaco Farmaco Dosagem dos Posologia
comprimidos
Agentes de agdo central Metildopa 250 mg e 500 mg 750 a 2.000 mg/dia, 2 a 4x/dia
(simpaticoliticos, agonistas 02)
Agentes de agdo central Clonidina 0,1 mge 0,2 mg 0,2 a 0,6 mg/dia, 2 a 3x/dia
(simpaticoliticos, agonistas 02)
Bloqueadores dos canais de Nifedipina de 10 mg e 20 mg 20 a 120 mg/dia, 1 a 3x/dia
calcio liberagao
prolongada
Bloqueadores dos canais de Amlodipina 2,5 mg, 5mge 10 mg 5 a20 mg/dia, 1 a 2x/dia
calcio
Vasodilatador periférico Hidralazina 25 mge 50 mg 50 a 150 mg/dia
Betabloqueadores Metoprolol 25 mg, 50 mg e 100 mg 100 a 200 mg/dia, 1 a 2x/dia
Betabloqueadores Carvedilol 6,25 mge 12,5 mg 12,5 a 50 mg/dia, 1 a 2x/dia

(recomendado iniciar com 12,5
mg/dia por 2 dias e depois
aumentar a dose)

Fonte: adaptado de (PERACOLI et al., 2019). Todos os medicamentos listados atravessam a barreira
placentaria e apresentam perfil de seguranca aceitdvel durante a gestacdo. A escolha do farmaco adequado
depende da experiéncia do obstetra com a substincia e da via de administragdo mais apropriada para cada caso,

seja oral ou endovenosa.



Tabela 3. Critérios clinicos e laboratoriais para classificagdo da pré-eclampsia quanto & responsividade a terapia

anti-hipertensiva.

Critério Responsiva a terapia (R-PE) Nao responsiva (NR-PE)
Pressao arterial Controlada com metildopa e/ou PA persistentemente > 140/90 mmHg apesar do
nifedipina tratamento
Sintomas clinicos Auséncia ou resolugao Cefaleia, escotomas, dor epigastrica persistentes
Fungo renal Normal Creatinina > 1,2 mg/dL ou ureia elevada
Fungdo hepatica Normal AST>70 U/L e ALT > 60 U/L
Proteintria Estavel ou reduzida >2,0g/24h
Parametros fetais Sem sinais de sofrimento fetal RCIU, oligodramnio, CTG alterado, Doppler anormal
Necessidade terapéutica  Responde a metildopa =+ ajuste Necessidade de nifedipina/hidralazina e pior evolucdo
clinica

Fonte: adaptado de (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS, 2020) e de estudos
prévios do grupo de pesquisa (LUIZON et al., 2016; LUIZON et al., 2017; LUIZON et al., 2022; SANDRIM et al., 2009),
que descrevem a heterogeneidade da resposta ao tratamento anti-hipertensivo em desordens hipertensivas da gestagdo. R-PE:
pré-eclampsia responsiva; NR-PE: pré-eclampsia ndo responsiva; PA: pressdo arterial; AST: aspartato aminotransferase;

ALT: alanina aminotransferase; RCIU: restri¢do de crescimento intrauterino; CTG: cardiotocografia.

Portanto, entender os mecanismos pelos quais a disfun¢do endotelial ¢ induzida nesta doenga
¢ fundamental para o desenvolvimento de intervencdes mais eficazes. Nesse sentido, plataformas
Omicas tém sido amplamente empregadas na compreensdo dos processos envolvidos na PE, entre as
quais se destaca a protedmica, que realiza uma analise abrangente e objetiva das proteinas em

determinado sistema bioldgico.

Protedmica (surgimento e vantagens da estratégia)

O termo "proteoma" foi originalmente introduzido pelo geneticista Marc Wilkins e seu
orientador Keith Williams, sendo definido como o "complemento proteico expresso pelo genoma"
(WILKINS et al., 1996). Atualmente, essa defini¢do se refere ao conjunto de proteinas expressas por
uma célula, tecido ou organismo em um dado contexto, influenciado por fatores como ambiente,
patogenos, metais toxicos, medicamentos ou hormonios (BERG et al., 2014; SUHRE; MCCARTHY;

SCHWENK, 2021; ZHU; BILGIN; SNYDER, 2003), vide Figura 5.
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Figura 5. Analise do proteoma plasmatico frente a diversos cenarios: estilo de vida, doencas, tratamentos ou

outras mudangas importantes. Fonte: (GEYER et al., 2017).

Esse campo de estudo visa entender as propriedades funcionais, estruturais ¢ as interagdes
entre as proteinas, além dos eventos bioldgicos nos quais elas estdo envolvidas em nivel molecular.
Isso inclui a analise das caracteristicas de cada tipo celular e das mudangas que ocorrem quando as
células estdo em um estado patoldgico (ZHU; BILGIN; SNYDER, 2003). Dada essa dindmica, o
proteoma apresenta maior complexidade e diversidade do que o genoma, cuja sequéncia genética ¢
relativamente estavel, enquanto as proteinas se modificam em resposta a diferentes estimulos e
condigoes bioldgicas (BERG et al., 2014).

Existem aproximadamente 19.000-20.000 genes codificadores de proteinas no genoma
humano (AMARAL et al., 2023; EZKURDIA et al., 2014; GENCODE, 2026), enquanto o nimero de
proteoformas ¢ significativamente maior devido a ocorréncia de splicing alternativo e modificagdes
pos-traducionais, como glicosilagao e fosforilagdo, que ampliam a diversidade funcional do proteoma
(BERG et al., 2014; JENSEN, 2004; GEYER et al., 2017; SUHRE; MCCARTHY; SCHWENK,
2021).

A protedmica compreende um conjunto diversificado de ferramentas analiticas voltadas ao
perfilamento global do proteoma, incluindo abordagens baseadas em espectrometria de massas (MS),
uma técnica altamente sensivel e informativa fundamentada na formagao de ions na fase gasosa e em

sua separagdo de acordo com a razao massa/carga (m/z).



Entre essas metodologias, compreendem-se a cromatografia liquida acoplada a analise em
tandem (LC-MS/MS) e diferentes estratégias de ionizagdo e deteccdo como MALDI-TOF/TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) € a ionizagdo por electrospray (ESI-MS), aplicadas na
identificagdo de peptideos e proteinas (BIRHANU, 2023; DOMON; AEBERSOLD, 2006). Em
paralelo, as eletroforeses unidimensional (SDS-PAGE) e bidimensional em gel de poliacrilamida
(2D-PAGE) permanecem amplamente utilizadas por sua robustez e aplicabilidade na separagdo e
analise de perfis proteicos em matrizes complexas (MAJEK et al., 2011; PINTO et al., 2021).

Neste trabalho, adotou-se a SDS-PAGE como etapa de fracionamento, seguida da andlises
destas fracdes por MS, permitindo a determinagdo dos componentes proteicos presentes nas amostras
(DOMON; AEBERSOLD, 2006). Empregou-se especificamente a ESI-MS, adequada a investigagao
de peptideos em solugdo e a caracterizagdo de sistemas heterogéneos, devido a sua elevada eficiéncia
e capacidade de deteccdo e discriminagdo molecular (CAPPIELLO et al., 2001; GRANDORI et al.,

2009).

Biomarcadores

Nesse cenario, a descoberta de biomarcadores na PE pode contribuir para um melhor
entendimento dos subtipos responsivos e nao responsivos da desordem, uma vez que estes indicadores
correspondem a caracteristicas mensuraveis que refletem processos bioldgicos normais ou
patologicos, além de sinalizar respostas a exposi¢des ou intervengdes (FDA-NIH BIOMARKER
WORKING GROUP, 2016).

Gracas a protedmica, foram constatados novos e eficazes biomarcadores, resultando em
diagndsticos precoces e em melhores estratégias terapéuticas (ALONSO et al., 2020; NGUYEN et al.,
2019; SHELBAYA et al., 2024; TARCA et al., 2019).

Por meio desse enfoque (vide Figura 08), foram encontradas proteinas envolvidas em fungdes
celulares e em vias afetadas por doencas (GARRISON et al., 2019; LINDOSO et al., 2016; QADRI et
al., 2024; VAN VUGT et al., 2024), bem como os mecanismos de a¢dao de firmacos e potenciais alvos

moleculares (XU et al., 2018; YANG et al., 2024).
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Na literatura cientifica, estudos comparativos do proteoma de individuos tém evidenciado
proteinas diferencialmente expressas que podem atuar como marcadores associados a complicagdes

cardiovasculares (BASAK et al., 2016; EDWARDS; WHITE; CORDWELL, 2008; SCHECHTER et

al., 2014).
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Figura 6. Implementagdo de dados protedmicos na pratica clinica. Fonte: (GEYER et al., 2017). Painéis com

multiplas proteinas, juntamente com dados de estudos prévios, sdo integrados por meio de algoritmos. Isso permitira ao
médico oferecer recomendagdes de tratamento mais assertivas, considerando também o histérico do paciente e outras

informagdes clinicas.

De forma semelhante, essas abordagens protedmicas também tém sido aplicadas a PE,
especialmente na deteccdo de assinaturas moleculares associadas a predi¢do da doenga e de seus
subtipos (BLANKLEY et al., 2013; TARCA et al., 2019), explorando a placenta (CAO; SAXENA,;
GRAY, 2024; JIN et al., 2017, MARY et al., 2017), as células trofoblasticas (MA et al., 2014) ¢
fluidos biologicos, como sangue e urina (LEAL et al., 2025; LIM et al., 2024; NAVAJAS et al., 2022;
STARODUBTSEVA et al., 2025). Alguns cientistas identificaram que as glicoproteinas especificas da
gravidez (PSGs), PSG5 ¢ PSG9, podem ser potenciais marcadores preditivos da PE (BLANKLEY et
al., 2013)

Tarca e colaboradores (2019) identificaram alteracdes no proteoma plasmatico materno
anteriores ao diagnostico da desordem hipertensiva, que permitem distinguir os fendtipos precoce
(EOPE) e tardio (LOPE). Entre elas, ressalta-se a menor abundancia do PIGF da isoforma 121 VEGF,
entre a 22* ¢ a 28 semana gestacional, cuja associacdo com a EOPE foi considerada relevante para

sua discriminagdo (TARCA et al., 2019).
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Além disso, pesquisadores encontraram 145 proteinas em tecidos placentarios com expressao
diferencial entre PE e controles (JIN et al., 2017). Os dados indicaram conexao principalmente com
eventos inflamatorios e regulagdo do estresse oxidativo. Destaca-se que a desregulagdo no
metabolismo da glutationa, importante antioxidante celular, pode contribuir para maior suscetibilidade
ao desenvolvimento da doenga (JIN et al., 2017).

Considerando essa mesma fonte biologica, outro estudo identificou 132 proteinas
mitocondriais diferencialmente expressas entre casos de EOPE e gestantes saudaveis (GS) (XU et al.,
2018). Parte dessas proteinas esta envolvida no transporte de elétrons e na producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio, sugerindo que esses eventos desempenham papel central na disfuncdo
mitocondrial e na fisiopatologia da condi¢cdo (XU et al., 2018). Também existem outros trabalhos
descritivos sobre variagdes na expressdo de proteinas entre a PE e GS (NAVAJAS et al., 2022;
SZABO et al., 2020; TU et al., 2020; YOUSSEF et al., 2021). Todavia, ressalta-se que a escolha do
tipo de amostra biolégica — soro ou plasma — pode influenciar significativamente o perfil
protedmico detectado.

Durante a formagdo do soro, o processo de coagulacdo leva ao consumo de componentes da
cascata, como fibrinogénio e fatores V e VIII, além da ativacdo plaquetaria, com liberagdo de
moléculas intracelulares e vesiculas extracelulares, o que modifica a abundancia relativa de analitos
circulantes e pode introduzir vieses analiticos na MS (LAN et al., 2018; ZHU, 2024). Em contraste, o
plasma preserva esses elementos em estado mais proximo ao fisioldgico, sendo considerado mais
adequado para quantificagdes reprodutiveis. A vista disso, as distintas caracteristicas entre matrizes
biologicas impactam diretamente a determinacdo de biomarcadores, reforcando a importancia do
desenho experimental em enfoques protedomicos (LIM et al., 2024; NAVAJAS et al., 2022;
STARODUBTSEVA et al., 2025).

Nesse sentido, uma revisdo sistematica que integrou 17 estudos envolvendo plasma e soro
relatou 561 proteinas diferencialmente expressas em gestantes com PE, evidenciando variagdes entre
subtipos clinicos e variedades metodoldgicas entre os trabalhos analisados (STARODUBTSEVA et

al., 2025).
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Em amostras séricas, Tu et al. (2020) constataram 70 proteinas diferencialmente expressas
entre GS e EOPE, e 24 entre GS ¢ LOPE. Essas proteinas associaram-se a alteragdes na cascata
hemostatica, no sistema complemento e no metabolismo lipidico, evidenciando o potencial da
abordagem computacional na caracterizagdo molecular dos subgrupos de PE. Outros autores
analisaram o perfil de exossomos — vesiculas extracelulares envolvidas na comunicagdo celular e no
transporte de biomoléculas — isolados do soro, visando a identificacdo de proteinas relacionadas a
disfuncdo endotelial ¢ a inflamacdo (NAVAJAS et al., 2022).

Estudos metodologicos adicionais demonstram que, mesmo fora do ambito das desordens
hipertensivas, a escolha entre plasma e soro influencia o perfil de expressdo proteica, refor¢cando a
importancia da padroniza¢ao das condigdes pré-analiticas (tipo de amostra, classe de anti coagulante
utilizada na obtengdo da fracdo plasmatica, tempo até o processamento e temperatura de coleta) e das
etapas de preparo ¢ armazenamento (centrifugacdo, purificacdo e conservagdo a —80 °C) para a
descoberta confiavel de biomarcadores (LAN et al., 2018; MURAOKA et al., 2022; ZHU, 2024).
Ademais, alteragdes funcionais das proteinas, incluindo modificagdes pos-traducionais ¢ mudangas na
atividade enzimatica, desempenham papel fundamental na fisiopatologia da PE.

Assim, abordagens como a quindmica, que avaliam globalmente a atividade das proteinas
quinases — enzimas essenciais na regulagdo de diversos processos celulares (CHEN et al., 2022) —,
podem revelar mecanismos moleculares desregulados e alvos terapéuticos ndo detectaveis por
métodos convencionais (HOU; LIU, 2023; OPPERMANN et al., 2009; WALKER et al., 2018),

complementando os achados obtidos por protedmica e analises bioinformaticas.
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Quinémica: analise da sinalizacfo por fosforilacdo

De modo geral, uma quinase é responsavel por catalisar a adigdo de um grupo fosfato (PO+")
a outra molécula, em um fendmeno denominado fosforilagdo. Esse mecanismo atua como um
“interruptor molecular” intracelular, possibilitando a ativag¢@o ou inativag@o de proteinas e o controle
dindmico de multiplas vias de sinalizacdo (CHEN et al., 2022; CIPAK, 2022). Em conjunto com a
desfosforilagdo, constitui um sistema regulatorio rapido e reversivel que modula a atividade da
maioria das proteinas. Assim, essas enzimas tém contribuicdo determinante na divisdo celular,
proliferagdo, metabolismo, transcri¢cao génica, diferenciagdo e apoptose, sendo imprescindiveis para a
homeostase celular. Sua desregulacdo esta associada ao desenvolvimento de diversas doengas,
incluindo complicagdes cardiovasculares (CHEN et al., 2022; CIPAK, 2022).

Desde a identificacdo da primeira proteina quinase, em 1959, foram descritos 518 membros
dessa familia enzimatica no genoma humano (CHEN et al., 2022). Essas enzimas podem ser
classificadas de acordo com o tipo de residuo de aminoacido fosforilado, compreendendo trés grupos
principais: quinases de serina/treonina (STKSs), que participam do controle de diversos eventos
celulares; quinases de tirosina (TKs), envolvidas em vias relacionadas ao crescimento celular e a
oncogénese; e quinases de dupla especificidade, capazes de atuar sobre diferentes residuos, ampliando
a complexidade ¢ a eficiéncia da sinalizagdo celular (CAUNT; KEISE, 2013; CHEN et al., 2022).
Nesse sentido, numerosos estudos tém investigado estratégias farmacoldgicas e génicas direcionadas
as proteinas quinases, refor¢ando seu potencial como alvos para a prevencdo e o tratamento de
afeccdes cardiovasculares (CHEN et al., 2022).

Nesse cendrio, a analise global das mesmas torna-se particularmente relevante para a
compreensdo de suas a¢des em condigdes fisiologicas e patologicas. O conjunto completo de quinases
presentes no genoma, denominado quinoma, compreende centenas de enzimas com multiplas
atuagdes. Mudancas em sua atividade podem revelar disfungdes em vias de sinalizagdo que néo sdao
detectaveis apenas por analises de expressdo proteica ou transcriptomica (HOU; LIU, 2023;
OPPERMANN et al.,, 2009). Nesse sentido, perspectivas quinomicas exploram assinaturas
moleculares e biomarcadores associados a estados patologicos, além da descoberta de vias

desajustadas e potenciais alvos terapéuticos.
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Essas estratégias também possibilitam a distingdo de fenotipos clinicos por meio de
investigacdes integradas de protedmica materna e transcriptomica placentaria (FENG et al., 2022;
MICHEEL et al., 2012; MUMCU et al., 2025). Embora a aplicagdo da quindémica na PE ainda seja
limitada, trabalhos em outros contextos anomalos, como o cancer, ja demonstraram sua capacidade de
apontar vias de sinalizagdo aberrantes e possiveis alvos de intervencdo (WALKER et al., 2018). Logo,
o emprego dessa metodologia em tecidos-alvo relevantes pode fornecer novas perspectivas sobre
fendmenos envolvidos na disfungdo vascular, na inflamacdo ¢ na ma adaptagdo placentaria,

complementando as ferramentas dmicas tradicionais.

JUSTIFICATIVA

Apesar dos avangos nas pesquisas sobre a PE, ainda persistem lacunas na compreensao de sua
heterogeneidade molecular, especialmente em relacdo a resposta ao tratamento anti-hipertensivo. Até
o momento, ndo ha estudos que avaliem o perfil protedmico de gestantes com PE estratificadas
conforme a responsividade terapéutica, o que limita a identificacdo de mecanismos associados as
diferentes apresentacdes clinicas da doenga.

Esta Tese buscou preencher essa lacuna ao investigar proteinas diferencialmente expressas
entre gestantes com PE responsivas ¢ ndo responsivas, com énfase em processos relacionados a
disfuncdo endotelial, inflamacdo e alteracdes vasculares. A caracterizacdo dessas assinaturas
protedmicas contribuiu para a compreensdo dos fendmenos envolvidos na heterogeneidade clinica
dessa desordem hipertensiva da gestacao.

De forma complementar, a abordagem quindmica em modelo RUPP permitiu a avalia¢do
global da atividade de quinases placentarias e de vias de sinalizagdo associadas a angiogénese e a
inflamacdo. A integracdo dessas estratégias possibilitou a analise conjunta de modificagdes
proteémicas sistémicas e de eventos de sinalizacdo intracelular.

Por fim, a identificagdo de proteinas e vias diferencialmente reguladas pode contribuir para a
descoberta de biomarcadores circulantes e potenciais alvos terapéuticos, com impacto na

estratificag@o de risco e no manejo da PE.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente Tese contribui para a compreensdo aprofundada da fisiopatologia da PE,
abordando diferentes dimensdes dessa desordem hipertensiva gestacional por meio de analises
protedmicas em amostras humanas e quindomicas em modelo experimental. Em conjunto, os resultados
evidenciam que a PE, mais do que uma condi¢do homogénea, representa um espectro de fendtipos
biologicos associados tanto a severidade clinica quanto a eficécia do tratamento anti-hipertensivo.

A identificacdo de assinaturas protedmicas distintas entre pacientes responsivas € ndo
responsivas evidencia a participagdo de mecanismos especificos na modulacdo da resposta
farmacologica. As proteinas diferencialmente expressas estdo relacionadas principalmente a vias
inflamatorias, imunolégicas e hemostaticas, sugerindo que desregulacdes nesses sistemas favorecem a
heterogeneidade terapéutica e a evolugdo clinica do quadro.

Paralelamente, a comparacdo entre gestantes com e sem sinais de gravidade demonstrou que
as formas mais graves apresentam um perfil caracterizado por alteracdes em proteinas ligadas a
coagulagdo, imunidade, metabolismo e remodelamento da matriz extracelular, reforgando a existéncia
de subfendtipos moleculares distintos.

De forma complementar, o modelo RUPP evidenciou que perturbagdes na sinalizacdo
placentaria mediada por quinases se associam ao comprometimento de vias relacionadas a
angiogénese e a inflamacdo, contribuindo ao desenvolvimento das manifestagdes maternas e fetais
caracteristicas dessa sindrome.

Em sintese, os dados obtidos indicam que a PE resulta da interagdo entre disfuncao
placentaria, resposta inflamatoria sistémica e comprometimento vascular materno, culminando em
perfis distintos associados a severidade e a resposta ao tratamento. Esses resultados ressaltam o
potencial da protedmica e da quindmica para ampliar a compreensdo dos mecanismos subjacentes a

condigdo, além de favorecer a identificacdo de biomarcadores e estratégias terap€uticas inovadoras.
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