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1. RESUMO

A enzima mieloperoxidase (MPO) é caracterizada por produzir substancias altamente
reativas e é reconhecida por desencadear estresse oxidativo e disfuncdo endotelial mediada,
em parte, pela interferéncia com o vasodilatador 6xido nitrico. Neste estudo, nés
investigamos a relacdo entre o Oxido nitrico e a MPO in vitro incubando o plasma de
gestantes saudaveis, hipertensas e com pré-eclampsia com células endoteliais (HUVEC).
Foram observados maiores niveis de MPO no sobrenadante de células incubadas com o
plasma de pacientes com pré-eclampsia comparado ao de células incubadas com plasma
de gestantes saudaveis, e que a inibicdo da atividade enzimatica aumentou a disponibilidade
de 6xido nitrico. Posteriormente, nés avaliamos a concentracdo e atividade da MPO no
plasma de 219 gestantes saudaveis, 130 hipertensas gestacionais (com e sem terapia anti-
hipertensiva) e 143 gestantes com pré-eclampsia (com e sem terapia anti-hipertensiva). Nos
observamos que pacientes com sindromes hipertensivas e sob tratamento anti-hipertensivo
apresentaram menores niveis e atividade desta enzima e, curiosamente, pacientes que
tiveram o plasma coletado antes do tratamento anti-hipertensivo apresentaram niveis
elevados de MPO. Nossos resultados indicam um elevado risco cardiovascular em gestantes
com sindromes hipertensivas e que a MPO ativa pode ter um papel na disfuncédo endotelial
nestas sindromes pelo comprometimento da disponibilidade do 6xido nitrico. Além disso, o
uso de drogas anti-hipertensivas parece reduzir os niveis e a atividade enzimatica, sugerindo

um Novo mecanismo protetor para estas drogas.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; Hipertensdo gestacional; Mieloperoxidase; Oxido nitrico;
Drogas anti-hipertensivas.



2. ABSTRACT

Myeloperoxidase is characterized by production of highly reactive substances and
recognized to trigger oxidative stress and endothelial dysfunction meditated in part by nitric
oxide impairment. In this study, we investigated the relation between nitric oxide and MPO in
vitro incubating plasma from healthy, gestational hypertensive and preeclampsia with
endothelial cells. We found higher levels of myeloperoxidase in cultures incubated with
plasma from preeclampsia group compared to healthy pregnant, and the inhibition of MPO
activity improved nitric oxide bioavailability. Further, we measured plasma concentration and
activity of myeloperoxidase in 219 healthy pregnant women, 130 gestational hypertension
(on antihypertensive therapy or not) and 143 preeclampsia patients (on antihypertensive
therapy or not). We found that patients with hypertensive disorders and on antihypertensive
treatment showed lower levels and activity of this enzyme and interestingly patients who the
plasma was collected before antihypertensive treatment showed elevated levels of MPO. Our
results indicate a higher cardiovascular risk in pregnant with hypertensive disorders, and that
active myeloperoxidase may play a role in the endothelial dysfunction in this conditions by
impairment of nitric oxide availability. Besides, the use of antihypertensive drugs seems to

decrease enzyme levels and activity suggesting a new protective mechanism for these drugs.

Keywords: Preeclampsia; Gestational hypertension; Myeloperoxidase; Nitric oxide;
Antihypertensive drugs.



3. INTRODUCAO

3.1Sindromes hipertensivas da gestacao

A gestacédo € um periodo relacionado a grandes mudancas do organismo materno para
gue este possa ser capaz de suprir as demandas do feto em desenvolvimento. Algumas
destas mudancas estédo relacionadas ao sistema circulatério como o aumento do volume
sanguineo, maior producédo de substancias vasodilatadoras, como o 6xido nitrico (NO), e de
eritrocitos e leucécitos (principalmente neutréfilos) (ZUGAIB, 2012).

Dentre as complicagdes mais comuns da gestacdo e uma das principais causas de
morbimortalidade  materno-fetal estdo as sindromes hipertensivas, afetando
aproximadamente 10% das gestacbes no mundo(ACOG, 2013). Estas alteracbes
hipertensivas podem ser classificadas em:

e Hipertensdo cronica/pré-existente — hipertenséo (sistélica=140 ou diastolica=290mmHg)
diagnosticada antes da gestacao ou anterior a 202 semana gestacional, ou diagnosticada
durante a gestacao e que nao regride apés o parto;

e Hipertensdo croénica/pré-existente sobreposta por pré-eclampsia — mulheres com
hipertensdo crbnica que desenvolvem proteindria ou outras alteracfes sistémicas
caracteristicas da pré-eclampsia;

e Hipertensao gestacional — hipertensao diagnosticada apds a 202 semana gestacional sem
presenca de proteindria ou complicacdes sistémicas caracteristicas da pré-eclampsia,
regressao do quadro hipertensivo em até 12 semanas apoés o parto;

e Pré-eclampsia — hipertensao (sistélica=140 ou diastolica290mmHg) diagnosticada apés
20 semana de gestagcdo com presencga de proteinuria (20,3g/24h) ou complicagbes
hematolégicas, hepaticas, neurolégicas(ACOG, 2013; NHBPEP, 2000).

A pré-eclampsia € uma das sindromes hipertensivas gestacionais que apresenta
contribuicdo mais significativa para mortalidade materna no mundo(STEEGERS et al., 2010)
e historico familiar, pré-eclampsia em gestacdo anterior, assim como a presenca de
condicdes patoldgicas (hipertensao, doencas autoimunes, diabetes, obesidade, etc.) estao
entre os principais fatores de risco para o desenvolvimento da doenca(HUTCHEON;
LISONKOVA; JOSEPH, 2011). Apesar da grande importancia da pré-eclampsia sobre o
bem-estar materno/fetal, sua fisiopatologia ainda ndo esta completamente esclarecida e o
unico tratamento definitivo € o parto. Entretanto, o tratamento com drogas anti-hipertensivas

pode ser aplicado de forma a prolongar a gestacao e reduzir os riscos para mae e feto. Os



farmacos anti-hipertensivos mais comumente utilizados no Brasil sdo a metildopa, nifedipina
e hidralazina, respectivamente(NETO; SOUZA; AMORIM, 2010).

Apesar das diferentes teorias sobre a fisiopatologia desta sindrome, existe um
consenso de que a placentacdo anormal seja um ponto essencial no desenvolvimento desta
condicdo, uma vez que os sintomas desaparecem apos o parto(NALJAYAN; KARUMANCHI,
2013). Em condi¢cbes normais, por volta do inicio do segundo trimestre de gestacdo, as
células do citotrofoblasto migram em direcdo as arteriolas espiraladas no miométrio onde
adquirem fenotipo endotelial, levando a um remodelamento destes vasos e degradacéo do
musculo liso, resultando em uma maior vasodilatacdo destas arteriolas (Figura 1). Na preé-
eclampsia este processo esta prejudicado, fazendo com que o remodelamento das artérias
uterinas ocorra de forma incompleta resultando em um quadro de isquemia
placentaria(NALJAYAN; KARUMANCHI, 2013; ROBERTS; BELL, 2013). O quadro
isquémico da placenta resultaria entdo na liberacdo de diversos fatores bioativos, como
fatores anti-angiogénicos (ex. soluble fms-like tyrosine kinase-1 [sFlt-1], soluble endoglin
[sEnd]), pro-inflamatorios (ex. fator de necrose tumoral-a [TNFa]), espécies reativas (ex.
superoxido e peroxido de hidrogénio), na circulacdo materna levando a disfuncéo endotelial
e favorecendo assim a vasoconstricAo(POSSOMATO-VIEIRA; KHALIL, 2016; SHAH;
KHALIL, 2015).
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Figura 1. Diferencas no diametro das arteriolas uterinas em mulheres ndo gravidas (painel
a esquerda), gravidas saudaveis com remodelamento efetivo atingindo o miométrio (painel
a direita) e gestantes com pré-eclampsia com remodelamento ineficiente (painel central). O
remodelamento ocorre com a invasao pelos trofoblastos extravilosos que adquirem ent&o
fendtipo endotelial (trofoblastos endovasculares)(Reproduzido e adaptado de PARHAM,
2004).

A disfuncdo endotelial é caracterizada por alteragbes na funcdo vascular
desencadeada pelo desequilibrio de fatores vasoativos, principalmente do vasodilatador
oxido nitrico (NO, do inglés nitric oxide), e é tida como uma caracteristica central na pré-
eclampsia, além de ser um indicador para doencas do  sistema
cardiovascular(GOULOPOULOU; DAVIDGE, 2015).

3.2 Mieloperoxidase

Membro da familia das heme-peroxidases e parte da resposta imune inata, a
mieloperoxidase (MPO) é uma enzima altamente catibnica envolvida na destruicdo de
patdgenos, condi¢des inflamatdrias e também no estresse oxidativo(NAUSEEF, 2014).

Sua sintese se inicia com a pré-pro-MPO (~80kD) que, apés clivagem de um peptideo
e N-glicosilacéo, € transformada em apo-pro-MPO, esta se liga ao grupamento heme para
formar a pro-MPO (~90kD), que j& apresenta atividade enzimatica. Apos diversas clivagens
(de um pro-peptideo amino-terminal, um peptideo entre as cadeias leve e pesada e um
residuo de serina no terminal carboxila) é entdo formada a MPO madura (Figura 2). Em sua
forma madura é composta por dois monémeros ligados por uma ponte de dissulfeto, sendo
que cada mondmero € formado por uma cadeia leve (~14kD) e uma pesada (~58kD) e
apresenta um grupamento heme (ANDERSSON et al., 1998; FURTMULLER et al., 2006).
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Figura 2. Estrutura geral da mieloperoxidase madura (dimero). Cada subunidade é
composta por uma cadeia leve (azul), uma pesada (vermelha) e um grupamento heme
(verde) (Reproduzido de FURTMULLER et al., 2006).

A MPO é sintetizada principalmente no estagio promielocitico do desenvolvimento
neutrofilco e € armazenada nos granulos azurofilos ou primérios destas células,
correspondendo a aproximadamente 5% do peso seco destas (SCHULT, KAMINKER, 1962).
Também presente em menor quantidade em mondcitos, é sintetizada na fase de
promondcitos e  geralmente  desaparece durante a transformacdo em
macréfagos(KLEBANOFF, 2005), podendo ser mantida ou ter sua sintese re-induzida em
determinadas circunstancias, como tem sido observado na aterosclerose(SUGIYAMA et al.,
2001) e algumas doencas neurodegenerativas(LEFKOWITZ; LEFKOWITZ, 2008).

Durante a resposta inflamatdria, a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, como o
fator de necrose tumoral a (TNFa), levam a ativacédo dos neutréfilos e ao desencadeamento
do “burst respiratorio”, resultando na producéo de grandes quantidades de anion superoxido
e peroxido de hidrogénio(EL-BENNA et al., 2016). Com a ativacao celular, os granulos se
fundem ao fagossomo liberando a MPO(AMULIC et al., 2012) que, na presenca de peroxido
de hidrogénio e halogénios/pseudo-halogénios (principalmente CI, Br e SCN"), catalisa a
formacéo de haloacidos (ciclo de halogenacéo [Figura 3]) com grande potencial oxidativo e
bactericida(KLEBANOFF, 2005; NUSSBAUM et al., 2013; NAUSEEF, 2014). Além do ciclo

de halogenacéo, a MPO também catalisa diversas reacdes pelo ciclo de peroxidacao (Figura
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3), onde pode levar a oxidacdo de uma grande variedade de substratos orgéanicos e
inorganicos (EISERICH; BALDUS; BRENNAN, 2002; KATO, 2016; MEOTTI et al., 2011).

Além da degranulagdo nos fagossomos, a MPO também pode ser liberada no meio
extracelular podendo afetar diversas funcdes celulares como sinalizagdo e crescimento,
expressdo proteica e apoptose, isso devido aos diversos alvos passiveis de
oxidacao/cloracdo (proteinas de sinalizacdo intracelular, DNA, lipoproteinas, etc)
(KLEBANOFF, 2005; NUSSBAUM et al., 2013).

1
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Figura 3. Visdo geral da atividade catalitica da MPO. A MPO nativa reduz o H202 formando
composto |, que pode retornar a forma nativa através da transferéncia de 2 elétrons pelo ciclo de
halogenacao, onde gera acidos altamente reativos, ou através de duas transferéncias de 1 elétron,
formando o intermediario composto I, pelo ciclo de peroxidacdo. Fora do ciclo catalitico ainda ha
dois outros estados da molécula, a MPO-Fe Il, formada pela reacdo da forma nativa com radicais
formados no ciclo de peroxidagao, e o composto lll, formado pela reagédo: da forma nativa com
anion superoéxido, da MPO-Fe Il com oxigénio ou do composto Il com H202 (Reproduzido e
adaptado de NUSSBAUM et al., 2013).

@ Ciclo de halogenacéo
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3.2.1 Mieloperoxidase em quadros patoldgicos

Devido a influéncia da MPO e seus produtos sobre diversas moléculas e suas
repercussoes sobre a fungao celular, esta enzima tem sido relacionada a diversas condi¢oes
patolégicas como cancer, doengas renais, neurodegenerativas e principalmente doencas
cardiovasculares(VAN DER VEEN; DE WINTHER; HEERINGA, 2009). Nas doencas
cardiovasculares pode atuar por diversos mecanismos, entretanto, sua influéncia no
desenvolvimento da disfuncdo endotelial parece ser uma das principais formas de
contribuicdo para estas condicoes(ANATOLIOTAKIS et al., 2013).

Diversos estudos demonstraram que a mieloperoxidase tem a habilidade de reduzir,
direta e indiretamente, a biodisponibilidade de NO, seja utilizando-o diretamente como
substrato ou pela reacdo com as espécies reativas geradas pela enzima que podem oxidar
diretamente o NO(ABU-SOUD; HAZEN, 2000; EISERICH et al., 2002), reagir com a L-
arginina (precursor do NO)(YANG et al., 2006; ZHANG et al., 2001) ou induzir o
desacoplamento da enzima responsavel pela sintese do vasodilatador, a Oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS)(XU et al., 2006; ZOU; SHI; COHEN, 2002). Além da reducéo na
biodisponibilidade de NO, foi observado que a MPO também pode ocasionar uma diminuicéo
de bradicinina (vasodilatador) durante o processo de internalizacdo pela célula
endotelial ASTERN et al., 2007).

Estudos sobre os niveis de MPO em pacientes com sindromes hipertensivas da
gestacdo sao restritos a pré-eclampsia e sdo controversos(BOWEN et al., 2001; GANDLEY
et al., 2008; HUNG et al.,, 2012; KARACAY et al.,, 2010; KURDOGLU et al., 2012;
MELLEMBAKKEN et al., 2001; NOYAN et al., 2006). Porém, alguns autores tém apontado
a presenca de maiores niveis, plasmaticos e placentarios, da mieloperoxidase em paciente
com pré-eclampsia(GANDLEY et al., 2008; KURDOGLU et al., 2012; MELLEMBAKKEN et
al.,, 2001; NOYAN et al., 2006). Entretanto, nenhum destes estudos avaliou ambos
parametros da enzima, concentracao e atividade, em um grande namero de individuos nem
em pacientes com hipertenséo gestacional.

Desta forma, considerando as caracteristicas da MPO assim como as principais
caracteristicas das sindromes hipertensivas da gestacdo, nos hipotetizamos que a MPO
estaria elevada em gestantes com sindromes hipertensivas e que a MPO apresentaria um
papel importante na disfuncéo endotelial através do consumo de NO. Desta forma, este
estudo tem como objetivo investigar a concentracdo e atividade plasmatica da MPO em
gestantes saudaveis, hipertensas e pré-eclampticas, assim como comparar estes

parametros entre amostras coletadas em tubos com EDTA e heparina como anticoagulante
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para verificar influéncias pré-analiticas, e verificar se a inibicdo da atividade enzimatica da

MPO in vitro resultaria em uma modulacéo da disponibilidade de NO



52

5 CONCLUSAO GERAL

Em acordo com trabalhos anteriores, n0s encontramos maiores niveis de MPO
em pacientes com pré-eclampsia e, pela primeira vez, mostramos que pacientes com
hipertensdo gestacional apresentam maior atividade da MPO. Também
demonstramos que a inibicdo da atividade enzimética resultou em um aumento na
disponibilidade de nitrito, marcador do vasodilatador 6xido nitrico in vitro, abrindo
possibilidades para a utilizacdo de moduladores da MPO na tentativa de melhorar a
funcdo endotelial e assim reduzir o risco de complicacdes. De forma geral, os
resultados obtidos neste trabalho indicam um maior risco para o desenvolvimento
futuro de doencas cardiovasculares nos grupos de gestantes com sindromes
hipertensivas e apontam um possivel envolvimento da MPO na disfuncéo endotelial,
caracteristica nestas sindromes. Além disso, os resultados apontam uma possivel
influéncia do tratamento anti-hipertensivo sobre a MPO, o que pode estar relacionado
a modulacdo da resposta imune pela via simpatica, e sugerem que o tratamento anti-
hipertensivo nas sindromes hipertensivas gestacionais pode apresentar um papel
protetor contra os danos causados por esta enzima, uma vez que sua presenca estava
associada a uma reducédo dos niveis da MPO. Por fim, a reducao dos parametros da
MPO associada ao anticoagulante heparina reforca a necessidade de padronizacéo
de técnicas para analise desta enzima, de forma a assegurar a obtencéo de resultados

confiaveis.

52
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