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RESUMO

Objetivo: Comparar os marcadores de desequilibrio redox e inflamatorios entre
placentas saudaveis e com pré-eclampsia (PE) e avaliar a relagdo destes
marcadores com os resultados perinatais em gestagcbes com PE. Métodos: Estudo
transversal realizado na maternidade de um hospital universitario de Maceio-
Alagoas, Brasil, em 2017, incluindo mulheres diagnosticadas com PE e gestantes
saudaveis e seus conceptos. Apds a triagem, foram aplicados questionarios
padronizados contendo dados socioecondmicos, clinicos, obstétricos e
antropométricos. Apdés o parto, amostras placentarias foram coletadas para
quantificacdo de biomarcadores de desequilibrio redox (catalase - CAT;
malondialdeido - MDA; peréxido de hidrogénio - H2O2; superéxido dismutase - SOD;
glutationa reduzida - GSH; glutationa oxidada - GSSG,; e sua razédo - GSH / GSSG) e
inflamagédo (mieloperoxidase - MPO; interleucina (IL) -6; IL-8; IL-10; e fator de
necrose tumoral alfa - TNF-a). Todos os biomarcadores foram avaliados via analise
de regressdo linear com medidas de peso, comprimento ao nascer, perimetro
cefalico (PC), perimetro toracico (PT) e idade gestacional dos recém-nascidos, com
ajustes de variaveis, considerando p <0,05 como significativo. Resultados: Foram
estudadas 100 gestantes com PE e 50 gestantes saudaveis. Niveis placentarios
mais elevados de catalase (p = 0,018), SOD (p = 0,031), razdo GSH / GSSG (p =
0,019) e IL-6 (p = 0,010) e GSSG mais baixo (p = 0,001) foram observados em
gestantes com PE do que no grupo controle. Foram identificadas associagdes
positivas entre os niveis de GSH na placenta e peso ao nascer, PC, PT e idade
gestacional ao nascimento (p<0,05). Conclusao: As placentas derivadas de
gestantes com PE apresentaram altas concentragdes de antioxidantes (SOD e
CAT), além da razdo GSH/GSSG e, também, maior concentracdo de IL-6, como
marcador de inflamacéo, o que pode ser um mecanismo de compensacéo contra o
estresse oxidativo e um processo inflamatorio. Os niveis de GSH na placenta foram
0S unicos biomarcadores, entre os estudados, relacionados positivamente com
resultados perinatais, sugerindo que esse antioxidante endégeno desempenha um
papel importante na manuteng¢ao da saude do concepto e das mulheres com PE.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Antioxidante; Glutationa reduzida; Cuidados
perinatais; Gravidez.



ABSTRACT

Objective: To compare redox and inflammatory markers between normal and Pre-
Eclampsia (PE)-derived placentas and to evaluate the relationship between placental
redox imbalance markers and perinatal outcomes in pregnancies with PE. Methods:
This was a cross-sectional study conducted at the maternity hospital of a university
hospital in Maceio-Alagoas, Brazil, in 2017, including women diagnosed with PE and
healthy pregnant women and their conceptuses. After screening, standardized
questionnaires containing socioeconomic, clinical, obstetric and anthropometric data
were applied. After delivery, placental samples were collected for quantification of
biomarkers of redox imbalance (catalase — CAT; malondialdehyde — MDA; hydrogen
peroxide — H2Oz2; superoxide dismutase — SOD; reduced glutathione — GSH; oxidized
GSSG; and their ratio — GSH/GSSG) and inflammation
(myeloperoxidase — MPO,; interleukin (IL)-6; IL-8; IL-10; and tumor necrosis factor-

glutathione

alpha — TNF-a). All biomarkers were evaluated via linear regression with adjustments
of variables with measures of weight, length, head circumference (HC), chest
circumference (CC) and gestational age of newborns at birth, considering p <0.05 as
significant. Results: A total of 100 pregnant women with PE and 50 healthy pregnant
women were studied. Higher placental levels of catalase (p = 0.018), SOD (p =
0.031), the GSH/GSSG ratio (p = 0.019) and IL-6 (p = 0.010) and lower GSSG (p =
0.001) were observed in pregnant women with PE than in the control group. Positive
associations between placental GSH levels and body weight, HC, CC and gestational
age at birth (p <0.05) were identified. Conclusion: PE-derived placentas had higher
concentrations of antioxidants (SOD and CAT), in addition to the GSH / GSSG ratio
and also a higher concentration of IL-6 as a marker of inflammation, which can be a
compensation mechanism against oxidative stress and an inflammatory process.
Placental GSH levels were the only biomarker, among the studied ones, related
positively with beneficial perinatal outcomes, suggesting that this endogenous
antioxidant plays an important role in maintaining the health of the conceptus and
women with PE.

Keywords: Oxidative stress; Antioxidant; Reduced glutathione; Perinatal care;
Pregnancy.
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APRESENTAGAO

Este estudo é um recorte do projeto intitulado “Caracterizacdo de
biomarcadores inflamatérios e de desequilibrio redox em gestantes com pré-
eclampsia: relagcdo com o estado nutricional e com as repercussbes maternas e
fetais” financiado pelo Programa de Pesquisa para o Sistema Unico de Salde
(PPSUS/FAPEAL), sob processo de n° 35743614.1.0000.5013 e aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) (processo
de n°® 35743614.1.0000.5013) e desenvolvido no Hospital Universitario Alberto
Antunes localizado na cidade de Macei6-AL.

A presente tese encontra-se estruturada com as seguintes segdes:
Introducdo, na qual uma revisdo de literatura aborda as principais questbes
referentes a definicdo, epidemiologia, fatores de risco, diagndstico, classificagao da
pré-eclampsia e o papel do estresse oxidativo, inflamacéo e disfungdo endotelial na
pré-eclampsia; Hipotese; Objetivos; Materiais e Meétodos; Resultados;
Consideracdes Finais; Referéncias e Apéndices.

A secdao de resultados esta apresentada na forma de artigos cientificos.

O primeiro artigo foi intitulado “Biomarkers of placental redox imbalance in
pregnancies with preeclampsia and consequent perinatal outcomes”. Teve como
objetivo avaliar os biomarcadores de desbalanco redox (catalase (CAT),
malondialdeido (MDA), superoxido dismutase (SOD), GSH (glutationa reduzida),
GSSG (glutationa oxidada) e razdo GSH/GSSG), bem como de inflamagao
(mieloperoxidase (MPO), interleucina (IL)-6, IL-8, IL-10 e do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a)), em placentas de gestagées com pré-eclampsia e gestantes
saudaveis e relaciona-los com os resultados perinatais. O artigo foi submetido a
Revista Archives of Biochemistry and Biophysics (A2) e se encontra em fase de

revisao por pares.

O segundo artigo intitulado Oxidative stress markers in preeclamptic
placentas: a systematic review with meta-analysis foi submetido a revista Placenta
(A1).



No terceiro artigo foi elaborada uma revisdo sistematica intitulada “Pre-
eclampsia is associated with later kidney chronic disease and end-stage renal
disease: systematic review and meta-analysis of observational studies” foi submetida
para a Revista Hypertension Research (A2) e se encontra em fase de revisao por
pares.

Ademais, foi produzido um capitulo do livro intitulado “Pré-eclampsia: estresse
oxidativo, inflamacado e efeitos dos principais compostos antioxidantes e anti-

inflamatorios” (Artmed Panamericana Editora Ltda).

As referéncias da tese obedecem ao formato proposto pela Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Ja as referéncias dos artigos estédo

formatadas conforme orientagdo das revistas previamente definidas pelos autores.
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1.  INTRODUGAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome multissistémica, caracterizada por
episodio de hipertensdo apos a 20 semana de gestacdo acompanhada de
proteinuria e/ou evidéncia de injuria renal aguda materna, disfungdo hepatica,
neurologica, hemdélise ou trombocitopenia ou restricdo de crescimento fetal (BROWN
et al., 2018).

Apesar dos avangos no manejo dessa doenga, a PE ainda é considerada uma
das principais causas de mortalidade materna e fetal, acometendo de 3-12% das
gestantes em todo mundo (BELAY; WUDAD, 2019; FOX et al., 2019; ABALOS et al.,
2013;). No Brasil, no ano de 2016, a prevaléncia de 6bito materno decorrente da PE
foi de 6,9% (DATA SUS, 2016). Ressalta-se que a diminuicdo da mortalidade
materna global permanece como uma das metas dos objetivos de Desenvolvimento
do Milénio. No caso do Brasil, a meta para 2030 € reduzir a taxa de mortalidade
materna global para menos de 70 mortes por 100.000 nascidos vivos
(CONFEDERACAO NACIONAL DE MUNICIPIOS, 2016).

Considerando que a PE contribui para a elevada taxa de mortalidade
materna, enfatiza-se a importancia de se conhecer os mecanismos fisiopatoldgicos
que estdo relacionados com o desencadeamento ou a progressao da doenga, tendo
em vista que sua etiologia ainda ndo esta totalmente elucidada.

Sabe-se que multiplos fatores estdo envolvidos na sua fisiopatologia,
incluindo inflamagao; placentacdo defeituosa; estresse carbonilico; inadaptacao
cardiovascular a gravidez; mau funcionamento genético, imunolégico, hormonal,
mecanismos angiogénicos; e estresse oxidativo (BURTON et al., 2019; MIRKOVIC
et al., 2018; BOUCAS et al., 2017; WU et al., 2015; YANG et al., 2014; SANCHEZ-
ARANGUREN, 2014; GUEDES-MARTINS et al., 2013; UZAN et al., 2011). Contudo,
nao ha evidéncias inequivocas, se esse ultimo é resultante de dano celular oxidativo,
causado pela doencga ja estabelecida, ou se antecede a sua manifestacio clinica,
bem como a relagdo deste com a inflamagéo e o surgimento da PE (TURPIN et al.,
2015; HSIEH et al., 2012).

Sabe-se que a placenta constitui o substrato anatdémico etiopatogénico
principal para a doenga e desempenha um papel fundamental na compreensao dos
desfechos fetais adversos (SALAVATI et al., 2019; TUROWSKI et al., 2018;
PTACEK et al., 2014). A placentagdo defeituosa € decorrente do defeito no
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remodelamento da artéria espiral uterina, que induz a hipoxia no tecido placentario
(TORRES-CUEVAS et al., 2017; SHAH et al., 2015). A placenta isquémica libera
citocinas e espécies reativas de oxigénio (ERO) que induzem a disfungao endotelial
materna sistémica e a resposta inflamatoria excessiva. Ja que a placenta é o 6rgao
responsavel pelo provimento da demanda metabdlica para o adequado
desenvolvimento e crescimento do feto, alteragcées presentes nesse 6rgdo podem
estar associadas a desfechos maternos e fetais desfavoraveis (AOUACHE et al.,
2018; TORRES-CUEVAS et al., 2017; ROBERTS et al., 2012).

A literatura cientifica aponta que esse quadro de hipoxia/reperfusdo tem
gerado estresse oxidativo em gestantes com PE, caracterizado por elevagdo das
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONSs). Por sua vez, as defesas
antioxidantes enzimaticas tais como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx), podem estar aumentadas ou diminuidas em
decorréncia do desbalanco redox, a depender da resposta organica (JUAN-REYES
et al., 2020; KARACAY et al., 2010). O estresse oxidativo culmina na producao de
citocinas inflamatdrias, o que favorece a progressdo e manutengdo do dano
oxidativo e inflamatério da doenca (MANNAERTS et al., 2018; WILLIAMSON et al.,
2017).

Sobre o processo inflamatorio na PE, nota-se que ha um desequilibrio
placentario na concentracdo de citocinas pré e anti-inflamatérias, havendo um
aumento das inflamatérias, o que resulta no aumento da apoptose de
sinciciotrofoblasto, retardo de crescimento intra-uterino, podendo culminar em
trabalho de parto prematuro (AGGARWAL et al., 2019; RAGHUPATHY et al., 2013).

Além disso, em gestantes com PE € comum o aparecimento de resultados
adversos a gestagcdo, como restricdo do crescimento intrauterino (RCIU), ruptura
placentaria, parto prematuro, recém-nascidos pequenos para idade gestacional
(P1G), morte fetal, apgar <7 no 5° minuto, entre outras (SHEN et al., 2017; TURPIN
et al, 2015, CHAIWORAPONGSA et al, 2014). Sugere-se que essas
consequéncias estao relacionadas com processos oxidativos e inflamatérios, apesar
de na literatura a associagao entre elas e a presencga dos desfechos ainda ndo estar
definitivamente elucidada (POON et al., 2019).

Considerando o exposto, o objetivo do presente estudo é avaliar os
marcadores de desbalanco redox e inflamagao, em placentas de gestantes com PE,

em comparagdo com placentas de gestantes normais e relaciona-los com resultados
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perinatais. Considerando que a etiologia da PE ainda n&o esta totalmente
esclarecida, existe a necessidade de compreender, em nivel fundamental, as
alteragdes fisiopatoldgicas, de modo a trazer subsidios para nortear condutas
clinicas e nutricionais visando um bom controle metabdlico dessas alteragdes, com
consequente contribuicdo para a redugao das complicagdes oriundas da doenca e

da incidéncia de resultados perinatais adversos.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 PRE-ECLAMPSIA

2.1.1 Definigao e epidemiologia

A PE é uma desordem multissistémica, que ocorre apenas durante a gravidez
e esta associada a disturbios neurologicos, alteragbes hematologicas, disfungéo
hepatica e alteracao renal (POON et al., 2019).

E definida por hipertensdo (= 140 mmHg sistélica/ = 90 mmHg) e/ou
proteinuria (> 300 mg de proteinuria / 24 horas ou mais que uma cruz na fita
urinaria), apos a 20? semana de gestagao. Na auséncia de proteinuria, o diagnéstico
pode ser feito pela presenga de hipertensdo, em conjunto com evidéncias da PE
grave, como: pressdo arterial sistélica acima de 160 mmHg ou diastdlica acima de
110 mmHg; trombocitopenia; disfungdo hepatica; desenvolvimento de insuficiéncia
renal; edema pulmonar; restricdo de crescimento fetal; disturbios cerebrais ou
visuais de inicio recente (BROWN el al., 2018; COLEGIO AMERICANO DE
GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2013).

Ressalta-se a importancia do diagnodstico precoce e preciso da PE, pois a
doenca aumenta o risco de resultados adversos para a mae e o feto. Se nao for
tratada, a PE pode resultar na eclampsia, caracterizada por episodios repetidos de
convulsdes, e na sindrome HELLP (“hemolysis, elevated liver enzymes e low platelet
count”) que s&o importantes indicadores de alteragbes orgénicas adicionais e de
mortalidade (JAMEIL et al., 2014).

Em termos epidemioldgicos, os disturbios hipertensivos constituem uma das
principais causas de mortalidade materna e perinatal, sendo responsaveis por cerca
de 18% das mesmas no mundo. Dentre estes, a PE e a eclampsia sdo as mais

frequentemente encontradas, sendo que a PE afeta aproximadamente 2 a 8% das
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mulheres gravidas (BELAY; WUDAD, 2019; FENG et al., 2016; YUNG et al 2014;
WHO, 2011).

A Sociedade Internacional para o Estudo da Hipertensdo na Gravidez
(2018) estima que a PE seja anualmente responsavel direta por 70.000 mortes
maternas e por mais de 500.000 mortes infantis em todo o mundo. Na América
Latina, um quarto das mortes maternas esta associado as desordens hipertensivas
da gestacdo, comparado a um décimo destas na Asia e Africa (OMS, 2011).

Nesse contexto, a Tabela 1 apresenta valores de prevaléncias/ incidéncia

de doencgas hipertensivas gestacionais em estudos nacionais e internacionais.

Tabela 1: Prevaléncial/incidéncia de doencgas hipertensivas gestacionais em

estudos nacionais e internacionais.

Autor (ano)

Estudo

Prevaléncia/lncidéncia

Musa et al. (2018)

Hoffman et al. (2017)

Wagnew et al. (2016)

Rezende et al. (2016)

Gonzalez et al. (2016)

Estudo tipo coorte de
gestantes atendidas na
clinica pré-natal do Hospital
Universitario de Jos, Nigéria.

Com mulheres nuliparas em
sete locais na Africa
subsaariana, sul da Asia e
América Latina. Pacientes
com PE grave e eclampsia.

Estudo retrospectivo na
Etidpia, revisou os registros
meédicos de cinco anos
(2009 a 2013).

Estudo transversal com
gestantes atendidas na
maternidade Escola da
Universidade Federal do Rio
de Janeiro, com o objetivo
de avaliar a prevaléncia de
PE, de acordo com o parto
antes de 34, 37 e 42
semanas

Com gestantes atendidas no
Hospital Regional Santa
Teresa, Comayagua,

A incidéncia de PE foi
8,8%.

2,4% das mulheres
foram diagnosticadas
com PE e/ ou eclampsia.

A proporgao meédia de
cinco anos de PE/
eclampsia foi de 4,2%. A
proporgcao de mulheres
com PE foi de 2,2% em
2009 e aumentou para
5,58% em 2013.

PE foi diagnosticado em
6,64%; A prevaléncia de
PE foi de 0,78%; 1,92%
e 6,74% segundo os
partos antes de 34, 37 e
42 semanas.

Prevaléncia de PE foi de
65,1%, sendo este o
disturbio hipertensivo
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Honduras. mais frequente entre as
gestantes.
A prevaléncia de
transtornos
hipertensivos foi de
5,9%.
Ministério da Saude Dados oriundos do Sistema A frequéncia de mortes
(2019) de informacao de maternas por doenga
Mortalidade (SIM) coletados  hipertensiva com
no Departamento de proteinuria significativa
Informatica do Sistema no Brasil, em 2016, foi
Unico de Saude (DATASUS. de 116 mortes de um
Acessado em: 10 de total de 1670 obitos, o
dezembro de 2019 que representa 6,94%

http://datasus.saude.gov.br/). dos obitos maternos.

Oliveira e Graciliano Com mulheres atendidas em Prevaléncia de sindrome
(2015) uma maternidade publica de hipertensiva da gravidez
Maceio, capital do estado de foi de 18,4%.
Alagoas, Brasil.

Giordano et al. (2014) Analise secundaria de um Nas areas mais
estudo multicéntrico, desenvolvidas, a
transversal, incluindo 27 prevaléncia de
centros de todas as regides  eclampsia foi estimada
geograficas do Brasil. em 0,2%, com indice de

morte materna de 0,8%,
enquanto em regides
menos favorecidas esta
prevaléncia se eleva

para 8,1%.
Abalos et al. (2013) Revis&o sistematica Geral: Incidéncia de
envolvendo 40 paises com 4,6% para PE e 1,4%
39 milhdées de mulheres. para eclampsia. No

Brasil: Incidéncia de
1,5% para PE e 0,6%
para eclampsia

2.1.2 Etiologia e Fatores de risco

A etiologia da PE permanece debatida, varias hipoteses explicam a sua
causa sendo considerada uma doenca multifatorial. Varios fatores de risco para a
PE tém sido identificados, como: cor da pele negra, baixa escolaridade, baixa renda
familiar, atividade profissional fora do domicilio, idade nos extremos da fase

reprodutiva, primigestas, gestacdes multiplas, dietas hipoprotéicas e hipersddicas,
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grupo sanguineo AB, obesidade, resisténcia a insulina, diabetes, nutricdo
inadequada, infec¢do, nefropatias, historia familiar ou pessoal de PE ou eclampsia,
patologias que desenvolvem aumento da massa trofoblastica como hidropsia fetal e
mola hidatiforme e neoplasia trofoblastica (JUAN-REYES et al.,2020; PERACOLI et
al.,2019; SHEN et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2015; REYES et al., 2012).

Ademais, o Ministério da Saude do Brasil ressalta que a PE acomete mais
as primigestas, gestagcdo gemelar e mulheres com histéria pessoal e/ou familiar de
PE e/ou eclampsia, com doencga cardiovascular pré-existente, nefropatia, lupus e
diabetes, o que corresponde aos principais fatores de risco para a doenca (LOPEZ-
JARAMILLO et al.,, 2005). As diretrizes do Instituto Nacional de Exceléncia em
Saude e Cuidados de 2019 classificam uma mulher com alto risco de PE se houver
histérico de doenga hipertensiva durante uma gravidez anterior ou uma doenga
materna, incluindo doenga renal crbnica, doengas auto-imunes e diabetes. As
mulheres tém risco moderado se forem nuliparas, com idade 13-18 anos ou 240
anos, antecedentes familiares de PE, gravidez multifetal ou intervalo de gravidez
superior a 10 anos.

A Figura 1 sumariza os fatores de risco envolvidos na PE e os mecanismos

envolvidos na sua fisiopatologia.
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Figura 1: Fatores envolvidos na etiologia da PE e os mecanismos envolvidos
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na sua fisiopatologia.

Legenda: A ocorréncia de uma invasdo trofoblastica anormal acarreta em remodelamento
inadequado das artérias espiraladas uterinas, resultando em um processo de
isquemia/reperfusédo placentaria. Tal alteragdo, quando associada a fatores de risco individuais,
pré-existentes, podem conduzir a diversas alteragdes placentarias, em especial, ao aumento do
estresse oxidativo. Considerando que apds um periodo de isquemia/ reperfusdo, na presenga de
oxigénio, diversas espécies reativas sdo produzidas, como os radicais superéxido e hidroxila,
peréxido de hidrogénio e peroxinitrito, que por sua vez, irdo demandar maior produgéo da defesa
antioxidante enzimatica, através das enzimas superoxido dismutase e catalase, bem como da
nao enzimatica, através da acao da glutationa. O aumento do estresse oxidativo acarreta em um
processo inflamatério como também o inverso pode ocorrer, através de maior produgcido de
citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez, sdo capazes de conduzir a formagdo de compostos
anti-angiogénicos, como a endoglina soluvel e a tirosina quinase solluvel, resultando em

disfungao endotelial vascular.
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LEGENDA

Células do | Mitocdndria | Nucleo
sistema celular
imune

Vaso -
sanguineo | Citocinas pré-
inflamatérias

Adaptado de: Sanchéz-Araguren et al. (2014); Chiarello et al. (2018); Aouache et al. (2018)

Dentre os

fatores de risco citados, alguns sao descritos mais

detalhadamente no Quadro 1:

Quadro 1: Principais fatores de risco para pré-eclampsia.

Fatores de risco

Descricao

Etnia

As mulheres negras tém um risco de PE 2x > do que
mulheres brancas, além de serem mais propensas a ter
hipertensdo, independente da gravidez (OLIVEIRA et al.
2016; TROGSTAD et al., 2011). Uma das explicagbes para
essa situagcdo € que pessoas negras parecem possuir um
defeito hereditario na captacédo celular e no transporte de
calcio e sddio, o que pode estar relacionado a um gene
economizador de sédio que acarreta o influxo celular de
sédio e efluxo de calcio, favorecendo o aparecimento da
hipertensao arterial (TROGSTAD et al., 2011).

Condigoes

socioeconOmicas

As gestantes com menor poder aquisitivo tém maiores
chances de ter PE, isso porque tal situagcdo pode predispor
ao estresse e a um estado nutricional desfavoravel
(MOURA et al., 2010).

Idade Materna

A probabilidade preditiva de PE aumenta quando a idade
materna é maior que 35 anos e a probabilidade aumenta
ainda mais rapidamente quando a idade materna é superior
a 40 anos (KHALIL et al., 2013). Os dados dos EUA
sugerem que o risco de PE aumenta em 30% para cada
ano adicional em mulheres acima de 34,9 anos (WALLIS et
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al., 2008). O estudo de Duckitt et al. (2005) relata que idade
maior que 40 anos aumenta o risco (RR: 1,96; IC 95%:
1,34-2,87), assim como a historia prévia de PE (RR: 7,19;
95% IC: 5,85-8,83), obesidade pré-gestacional (RR: 2,47; IC
95%: 1,66-3,67) e mulheres que engravidam de ovulos

doados, doagao de embrides ou inseminag¢ao de doadores.

Alta altitude

O aumento da incidéncia de PE em altas altitudes tem sido
atribuido a uma maior hipoxia placentaria e a um menor
didmetro deste 6rgdo. Os achados tém mostrado que em
gestantes com PE residentes em alta altitude, os
marcadores de desbalangco redox e inflamacdo estdo
aumentados. (BASHIR et al., 2018; BASHIR et al., 2015).

Gestagao multipla

O risco aumenta conforme o numero de fetos. No estudo de
Grum et al. (2017), primigesta (OR: 2,68; 1C95%: 1,38-
5,22); histéria de PE em gestacdo anterior (OR: 4,28;
IC95%: 1,61-11,43); e gravidez multipla (OR: 8,22; 1C95%:
2,97-2,78) foram associados com a PE. De acordo com Day
et al. (2005), a incidéncia de sindromes hipertensivas é
maior nas gestagdes trigemelares (20%) e gemelares
(12,7%) em relagao as unicas (6,5%, p<0,001).

Paridade

Em uma metanalise que objetivou avaliar os efeitos e
mecanismos de primiparidade sobre o risco de PE, dos 26
estudos analisados, encontrou-se um risco de 2,42 (1C95%:
2,16-2,71) de PE em primiparas em comparagdo com
mulheres multiparas (LUO et al., 2007). Outro estudo afirma
que as taxas de PE variaram de 3 a 7% em mulheres
nuliparas e de 1 a 3% em mulheres multiparas
(HERNANDEZ-DIAZ et al., 2010).

Tempo entre

gestacoes

O risco de PE aumenta com o intervalo de tempo entre as
gestacgdes. Quando o intervalo é superior a 10 anos, o risco
iguala o de uma mulher nulipara; ou seja, quanto maior o
intervalo entre as gestagdes, maior o risco de PE (MIGNINI
et al., 2016;CONDE-AGUDELO et al., 2007).
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Histoéria prévia ou

familiar de PE

As mulheres que tém PE na primeira gravidez tém 7x o
risco de PE em uma segunda gestagdo (HERNANDEZ-
DIAZ et al., 2009; DUKLER, 2001). Lin et al (2014), relatam
que as mulheres que sofreram PE, tém uma chance de 16%
de PE recorrente na proxima gravidez. Este risco é
aumentado para 25%, se a gravidez foi complicada por PE
grave, sindrome de HELLP ou eclampsia. Por sua vez,
mulheres com histéria familiar de PE também apresentam
risco aumentado de desenvolver a doenca. No estudo de
Musa et al. (2018), a historia prévia de PE (RR = 5,1,
IC95%: 2,2-12,1) foi associado com a PE, em gravidez
subsequente.

Disbiose

A alteragdo na composicdo da microbiota materna
(disbiose) pode estar envolvida na patogénese da PE
(CHEN et al., 2020; DUNN et al., 2019). A disbiose como
fator causal da PE tem sido uma abordagem recente da
investigacéo cientifica, uma vez  que esses
microorganismos e seus derivados produzem antigenos e
outros fatores que podem desencadear infeccbes e
respostas inflamatorias (AHMADIAN et al., 2020). Assim,
observa-se que alteragbes na comunidade bacteriana da
mae na cavidade oral, intestino, vagina, colo uterino,
juntamente com a microbiota da placenta e do liquido
amniotico, pode estar envolvida no desenvolvimento de PE.
Por outro lado, a ingestdo de probidticos parece ser
benéfico na diminuicdo da incidéncia de PE, pois podem
melhorar a inflamagdo (BRANTSAETER et al., 2011).

Obesidade

A obesidade é um importante fator de predisposicéo para a
PE. O indice de massa corporal (IMC) elevado tem sido
consistentemente associado ao aumento do risco de PE em
mulheres obesas, comparadas aquelas com peso normal
(HOGAN et al.,, 2012). Os mecanismos envolvidos para
explicar a relagcdo da PE com a obesidade ainda tém sido
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investigados, porém tem sido evidenciado o aumento do
processo inflamatério nas gestantes obesas, devido a
liberacdo de citocinas inflamatérias pelos adipdcitos,
acarretando na inibigdo da enzima oOxido nitrico sintase, o
que leva a vasoconstriccdo por meio da diminuicdo da
disponibilidade do 6xido nitrico (NO), ja que na presenca de
inflamacéo, este pode reagir com o radical superoxido para
formar o peroxinitrito (GREGOR e HOTAMISLIGIL, 2011).

Presenca de

outras doencgas

Condicdes pré-existentes, como diabetes insulino-
dependente, obesidade, lupus, infeccdo e doenca renal
estdo associadas com um risco aumentado para o
desenvolvimento de PE (CHEN et al., 2019; BARTSCH et
al., 2016; ENGELAND et al., 2011; GDEGA°RD et al., 2000;
SIBAl et al,.1991).

Predisposicao

genética

Existem varios estudos que descrevem associagcdes entre
polimorfismos genéticos e o desenvolvimento da PE (GRAY
et al., 2018). Dos genes avaliados, os mais relevantes
foram: polimorfismos em genes que codificam proteinas do
sistema imunologico (Fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucina-6);Polimorfismo MTHFR (metilenotetraidrofolato
redutase) - ocorre em genes que regulam a pressao arterial;
polimorfismo em eNOS - ocorre em genes que geram o NO*
e regulam a fungdo vascular; polimorfismo GSTP1
(Glutationa S transferase P) - ocorre em genes que regulam
o estresse oxidativo. Adicionalmente, a literatura tem
mostrado o papel dos genes maternos no desenvolvimento
da PE, tais como mutagbes genéticas na glut298Asp da
enzima oxido nitrico sintetase levando ao aumento da
resisténcia vascular periférica e no fator V de Leiden
(mutagc&do genética humana do fator V) relacionado com o
sistema de coagulacdo sanguinea (WILLIAMS et al., 2011),
entretanto os achados quanto a etiologia genética na PE

ainda permanecem inconclusivos. Na revisdo de Giannakou
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et al. (2018), dos fatores de risco genéticos estatisticamente
significantes (p<0,05) para PE, apenas o polimorfismo PAI-1
4G / 5G (modelo recessivo) foi apoiado por fortes
evidéncias de uma contribuicdo para a patogénese da PE).
O PAI-1 é o principal inibidor dos ativadores do
plasminogénio. Sendo expresso em trofoblastos intersticiais
extravilosos e trofoblastos vasculares. Durante a
implantacdo e a placentagdo, o PAI-1 é responsavel por
inibir a degradagao da matriz extracelular (MEC), causando

assim uma inibicdo da invasao de trofoblastos.

Infecgao

As mulheres que adquirem infecgdo urinaria durante a
gravidez, mas nao as que tém infecgéo respiratéria, ttm um
risco aumentado de PE. As prescricdes de antibidticos
maternos também estdo associadas a um risco aumentado
(MINASSIAN et al.,, 2013). O estudo de Shimos et al.
(2018), mostra associagdao da infeccdo com a PE. Varias
infecgdes, como doenca periodontal, infecgcdes do trato
urinario (RUSTVELD et al.2008) e Helicobacter pylori s&o
consideradas como fator de risco para PE
(NOUROLLAHPOUR et al., 2019; BELLOS et al., 2018).

Nutricao

A nutricdo adequada € de extrema importancia para a
prevencdo da PE. Na literatura € visto que deficiéncias
nutricionais séo fatores de risco para PE. A deficiéncia de
iodo (BUSINGE et al., 2019), folato (SINGH et al., 2015),
calcio, vitamina D, vitamina C (KLEMMENSEN et al., 2009)
e fibras podem ser fatores de risco independentes da PE,
estando associada a proliferagdo e migracao defeituosa de
trofoblasto (CHEN et al., 2015). O baixo consumo de fibra
alimentar é associado a risco de PE (FREDERICK et al.,
2005).

2.1.3 Diagnéstico e Classificagado da PE
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De acordo com o Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas
(ACOG), a PE é diagnosticada quando a PAS > ou igual a 140 mmHg ou PAD> ou
igual a 90 mmHg e proteinuria maior ou igual a 300 mg em urina de 24 h. A
proteinuria € definida pela excregdo de proteinas na urina = 300 mg/24 h ou uma
razao de proteinuria/creatinuria = 0,3. Nos casos em que ndo seja possivel obter
uma amostra de urina de 24 h, deve considerar-se como significativa uma
proteinuria = 30 mg/dL (resultado 1+ em tira de urina) obtida em 2 amostras de urina
colhidas com intervalo de 4-6 h. Na auséncia de proteinuria, considera-se o
surgimento de hipertensdo associado ao surgimento de um dos seguintes itens:
plaquetopenia, insuficiéncia renal, lesdo hepatica, edema pulmonar e sintomas
neurolégicos ou visuais (COLEGIO AMERICANO DE GINECOLOGIA E
OBSTETRICIA, 2013).

A Sociedade Internacional para o Estudo da Hipertensdo na Gravidez
(ISSHP), em 2018, traz que a proteinuria ndo é obrigatdria para o diagndstico de PE.
O diagostico € feito pela presenga da hipertensdo apos 20 semanas de gestacéo
acompanhada de proteinuria e / ou evidéncia de lesdo renal aguda materna,
disfungdo hepatica, caracteristicas neurologicas, hemdlise ou trombocitopenia ou
restricdo no crescimento fetal (BROWN et al.,2018).

O fato da PE ser considerada como uma sindrome levou ao surgimento de
diferentes classificagbes da doenca, tais como: com base na gravidade (PE
moderada; PE grave) e no inicio de sintomas (PE precoce, antes de 32 semanas;
PE tardia, = 32 semanas) (MAYRINK et al., 2018; VON DADELSZEN et al., 2003).

A PE pode ser classificada como moderada, onde ha pouco envolvimento
sistémico, ou grave, quando ocorre dano a diversos orgaos, conforme pode ser
observado no Quadro 2.

A outra forma de classificagdo € baseada no aparecimento das
manifestagbes sintomatolégicas definidas como: precoce (manifestagdes ocorrem
antes da 322 semana de gestagao) ou tardia (manifestacbes ocorrem apos a 322
semana de gestacdo) (VON DADELSZEN et al., 2003), sendo esta ultima
responsavel pela maioria dos casos (cerca de 80%), e o tipo de inicio precoce que

atinge entre 5% a 20% das acometidas pela PE.



Quadro 2: Classificagao da pré-eclampsia.
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Pré-eclampsia moderada Pré-eclampsia grave
Presséo Arterial <160 mmHg 2160 mmHg
Sistdlica
Presséo Arterial <110 mmHg 2110 mmHg
Diastdlica
Proteinuria = 300 mg/24h >5000 mg/24h
Contagem de Normal ou ligeiramente diminuida <100.000/ul
Plaquetas (>100.000/ul)
<50.000/ul
Creatinemia Normal ou ligeiramente >1,2 mg/dL
aumentando
(<1,1mg/dL)
Acido drico Normal ou ligeiramente elevado >6 mg/dL
Transaminases Normal ou ligeiramente Aumento do dobro dos valores
aumentado normais
Lactato desidrogenase Normal ou ligeiramente >600 U/L
aumentado
(<600 U/L)
Dores abdominais Néo Sim
persistentes
Cefaleias e tonturas Nao Sim
Convulsoes Nao Sim
Oliguria Né&o <500mL/24horas
Restrigao no crescimento Nao Sim
fetal
Oligo-hidramnio Nao Sim

Fonte: Adaptado de ACOG (2013)

No entanto, o tipo de inicio precoce é responsavel pela maior parte das
taxas de morbidade e mortalidade perinatal e complicagées maternas (MYATT et al.,
2015; MAYRINK et al., 2018).

A principal caracteristica patologica da PE de inicio precoce € a incompleta
transformacao das artérias espiraladas maternas, resultando em hipoperfusdo da
placenta e reducédo do suprimento de nutrientes para o feto. Isso resulta em sinais
de restricdo do crescimento fetal (BURTON et al., 2019). Por outro lado, no tipo
tardio, as artérias espiraladas séo ligeiramente alteradas em didmetro e ndo ha
sinais de restricdo no crescimento fetal, estando mais relacionada com a
predisposi¢cao a disfungado endotelial e presenca de fatores de risco semelhantes aos
das doencgas cardiovasculares, diabetes e
hipertensdo (MYATT et al., 2015; FISHER, 2015). As diferengas basicas entre esses

dois tipos de PE estédo descritas no Quadro 3.

como obesidade, dislipidemia,



Quadro 3: Diferencas basicas entre a pré-eclampsia precoce e tardia.
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Pré-eclampsia de inicio precoce (< 32
semanas de gestacgao)

Pré-eclampsia de inicio tardio (2 32

semanas de gestagao)

Doencgas fetais tipicamente associadas
a disfungéo da placenta

Transtorno materno devido a fatores

constitucionais maternais subjacentes

Reducédo do volume placentario

Volume placentario normal

RCIU

Crescimento fetal normal

Avaliagdo anormal da artéria uterina e

umbilical por Doppler

Avaliagdo normal da artéria uterina e

umbilical por Doppler

Resultados maternos e fetais adversos

Resultados maternos e neonatais

favoraveis

Baixo peso ao nascer

Peso normal ao nascer

Adaptado de: Mirkovi¢ Lj, et al. (2018).

Legenda: RCIU: restricdo de crescimento intrauterino.

2.1.4 Fisiopatologia da PE
2.1.4.1 Papel da placenta

A placenta humana a termo é discoide, pesa cerca de 470 a 600 g, mede de
15 a 25 cm de didmetro e possui cerca de 1,5 a 3 cm de espessura. A placenta &

dividida em duas faces: a face materna derivada do endométrio, onde sao

encontrados de 15 a 20 cotilédones-vilos coridnicos recobertos por uma camada
delgada de decidua basal e separados por septos deciduais, e a face fetal originaria
do saco coridnico, regido basal da placenta denominada de placa coribnica e
recoberta pelo amnio (MAYO, 2018; BENIRSCHKE, 2012). Esta regido apresenta

artérias e veias, que permitem a entrada e saida do sangue materno, estabelecendo

a circulacdo uteroplacentaria e a inser¢do do corddo umbilical (Figura 2) (MAYO,

2018; DOCKERY et al.,2000).
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[ Inser¢do do corddo umbilical ]

/

|
[ Face fetal (Cérion) ] [ Face materna (Decidua) ]

Figura 2: Placenta - Face fetal e Face materna
Fonte: Autor

A placenta € um o6rgao temporario formado durante a gestagcdo e
multifuncional, tendo como uma das suas principais fungdes, a transferéncia de
nutrientes da méae para o feto para o crescimento e desenvolvimento fetal, além de
ser responsavel pela tolerédncia imunoldgica e recebimento e produ¢ao de horménios
regulatorios, tais como progesterona e estrogénio que sao essenciais para
manuten¢dao da gravidez. Atua como uma barreira para proteger o feto contra
toxinas e patogenos infecciosos (WECKMAN et al 2019; ROBERTS, GREEN,
SCHULZ, 2016), bem como tem mostrado papel neurocomportamental, ja que a
placenta libera o 5-HT - precursor da serotonina - que pode induzir efeitos
autocrinos/ paracrinos, mas as interrupgdes nessa via de sinalizacao podem levar a
alteragbes patologicas da placenta e aumentar o risco de doengas fetais, incluindo
transtorno do espectro autista, assim ressalta-se a importancia de uma placentagao
adequada (ROSENFELD, 2019; SATO, 2013).

A placentagao ocorre entre as 62 e 182 semanas da gravidez, quando as
artérias espiraladas sao transformadas em grandes estruturas, sendo caracterizadas
por infiltragdo difusa do endométrio e do tergo interno do miométrio por células
trofoblasticas extravilosas (um dos principais tipos de células da placenta), as quais
romperam os vasos endometriais. A placenta € classificada ainda como sendo do
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tipo hemocorial, com o trofoblasto fetal sendo banhado diretamente pelo sangue da
mae (MAYO, 2018; FISHER et al., 2015).

As células trofoblasticas sdo as primeiras que se diferenciam do évulo
fertilizado e, finalmente, permitem a implantacdo do embrido no utero. Essas células
formam a membrana externa da placenta e sdo responsaveis pela troca de
nutrientes e oxigénio entre mae e feto. A invasao trofoblastica possibilita a fixagdo da
placenta ao utero e a transformacgao de artérias espiraladas de baixa resisténcia,
favorecendo assim o seu remodelamento (BURTON et al., 2009).

Apos esse processo de invasao pelas células trofoblasticas, o
desenvolvimento vascular fetoplacentario e o remodelamento vascular materno sao
eventos-chave para a formacdo da placenta hemocorial em humanos. Os
trofoblastos placentarios fazem contato direto com o sangue materno para mediar a
troca eficiente de gases e nutrientes entre a mée e o feto (FITZGERALD et al.,
2010).

Indiscutivelmente, o episddio mais importante no comeco da placentacéo
normal é o estabelecimento da circulagdo materna efetiva, processo que esta
relacionado a conversao fisiologica das estreitas e tortuosas artérias espiraladas
maternas em um ducto sinoidal e flacido, com diminuida resisténcia, que permite o
suprimento sanguineo necessario ao desenvolvimento da placenta (MOSER et
al.,2018; FISHER et al.,2015).

Durante a gestacdo normal, a invasdo comega no primeiro trimestre e
prossegue até o segundo semestre (por volta da 15 semana), especificamente na
102 semana, as células trofoblasticas invadem as arteriolas espiraladas, substituindo
as células endoteliais, mimetizando um novo endotélio e destruindo a musculatura
da camada média dessas artérias. Essas modificagbes fazem com que a artéria
aumente seu calibre, obtenha baixa resisténcia e alta capacidade uteroplacentaria,
permitindo um maior aporte de sangue para a placenta. Na PE, essa invasdo nao vai
ocorrer de maneira completa, fazendo com que as artérias tenham um calibre
reduzido, o que, por sua vez, resulta em vasoconstricdo, e consequentemente baixa
perfusdo sanguinea da placenta (FISHER et al., 2015; BROSENS et al., 2011).

Na PE, as células trofoblasticas tém suas propriedades invasivas alteradas:
nao produzem gelatinase B, mantém a expressdo de o531 e ndo expressam a
integrina a1B1. A literatura atual aponta duas hipoteses principais para a deficiente

implantagéo trofoblastica: ma adaptagcdo imunoldgica e incompatibilidade genética.
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Essa invasao trofoblastica prejudicada no inicio da gravidez estimula o estresse
oxidativo e uma resposta inflamatéria sistémica sustentada, além de desfechos
perinatais desfavoraveis como retardo do crescimento intrauterino e mortalidade
fetal (FISHER, 2015).

Dessa forma, ja que a placenta € o érgao responsavel pelo provimento da
demanda metabdlica para o adequado desenvolvimento e crescimento fetal
(MALTEPE et al.,, 2010), torna-se importante a avaliagdo de marcadores do
desenvolvimento placentario, a fim de se investigar alteracbes morfolégicas e
histoloégicas presentes nesse 06rgdo que possam estar associadas ao

comprometimento do desenvolvimento fetal.

2.1.4.2 Alteragdes histoldgicas da placenta na PE

O exame histologico das placentas de gestantes com PE revela alteragdes
predominantes e caracteristicas, como aumento de nds sinciciais, infarto, e
vilosidades pequenas e aglomeradas com pouco espago interviloso, caracterizando
a hipoplasia de vilos distais (Figura 3), além do aumento de depdsito de fibrina
(FALCO et al., 2017; ORABONA et al., 2016; GUIMARAES et al., 2009).

rzy: OS5 e 2 — >
A < = ;;A“ =

Figura 3: Histologia da placenta (aumento de 10x).
Legenda: VI: vilosidades; VS: vaso sanguineo infartado; El: espaco interviloso; seta: n6 sincicial.
Fonte: Foto cedida pelo professor Alexandre Borbely

Os nés sinciciais sao conceituados como aglomerados de cinco ou mais

nucleos com projecdes periféricas dos vilos que nao estavam em contato com outro
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vilo adjacente (SANKAR et al., 2012). O aumento do numero de nos sinciciais esta
associado a necrose das vilosidades, depdsito de fibrina e focos de calcificagao, que
fazem parte do quadro de envelhecimento fisiolégico da placenta, incrementado por
situagbes como em sindrome hipertensiva. De acordo com Corréa et al. (2008), o
aumento de nos sinciciais € observado em placentas a termo e em gestagdes
prematuras, mostrando correlagdo positiva com a gravidade da hipertensao arterial.
Heazell et al (2007) observaram um aumento do numero de nds sinciciais nas
placentas de gestagdes complicadas por PE in vitro quando expostas a hipdxia e as
EROs, apoiando seu envolvimento nessas condigdes patogénicas.

O infarto viloso foi definido como a regido isquémica das vilosidades,
envolvida por sangue coagulado, resultado de um baixo fluxo sanguineo que chega
a placenta (SOUZA et al,, 2011), sendo comum em placentas de gestantes
portadoras de PE grave (MATEUS et al., 2008). O depdsito de fibrina periviloso &
identificado pelo acumulo de material fibrindide ao redor das vilosidades, sendo
considerado um produto da coagulagdo sanguinea materna e sua formagéo ocorre
pela degeneracao sinciciotrofoblastica devido a hipoxia resultante do mau
suprimento sanguineo (AKHLAQ et al.2012). Ekinci et al. (2018) e Sikkema et al.
(2002) observaram aumento do depdsito de fibrina em gestantes portadoras de PE.
A hipoplasia ocorre quando os vilos se apresentam pequenos para a idade
gestacional. Akhlaq et al. (2012) encontraram maior percentagem de placentas com
hipoplasia dos vilos distais nas gestantes com PE precoce, quando comparadas as
normotensas. Tais caracteristicas refletem as alteragdes fisiopatoldgicas da doenca.

2.1.4.3 Fisiopatologia e o papel do estresse oxidativo

A gravidez é caracterizada por muitas alteragdes fisioldégicas, como por
exemplo, o aumento do suprimento sanguineo (MANNAERTS et al., 2018).
Hematologicamente, durante a gravidez, os neutrofilos estdo aumentados devido a
elevacdo do estresse fisiolégico, bem como a apoptose neutrofilica prejudicada,
enquanto os linfécitos sdo conhecidos por estarem reduzidos no periodo
gestacional, seguido de um aumento destes ultimos, durante o terceiro trimestre.
Assim, considerando que o parto é uma situagao altamente estressante que acarreta
rapida leucocitose (CHANDRA et al., 2012).

Considerando o exposto no paragrafo acima, a geragdo da resposta
inflamatoria sistémica na gestacdo resulta em grandes quantidades de EROs
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circulantes, produzidas por células sanguineas ativadas pelo 6érgéo central, que
regula a gravidez, a placenta, que constitui uma importante fonte de EROs
(BURTON et al., 2011).

Durante a gestagdo normal, o desbalango redox placentario esta presente
durante os trés trimestres e € necessario para se obter a funcido celular normal,
incluindo a ativagao de fatores de transcricdo sensiveis ao status redox e proteinas
quinases, pois foi demonstrado que espécies oxidativas adequadamente
controladas, servem como mensageiros de sinal celular indispensaveis, regulando a
expressdo de genes. Ressalta-se que a geracdo de espécies reativas constitui, por
exceléncia, um processo continuo e fisioldégico, cumprindo fungdes biologicas
relevantes, sendo assim, necessario para o desenvolvimento fetal (MANNAERTS et
al., 2018; WU et al., 2015; SANCHEZ-ARANGUREN et al., 2014).

A circulacdo sanguinea materno-fetal representa claramente um desafio
oxidativo a placenta humana. Mesmo em gestagdes normais, ocorre uma exploséo
de estresse oxidativo na placenta entre 10% e 122 semanas de gestagéo, que se
resolve a medida que os tecidos placentarios se adaptam ao novo ambiente
oxigenado. Essa adaptacdo envolve um aumento na expressédo e atividade das
principais enzimas antioxidantes, como SOD e CAT (JAUNIAUX et al., 2000).

Durante a gravidez, a placenta € um local de metabolismo ativo de oxigénio,
que gera continuamente o desbalango redox. Portanto, a unidade feto-placentaria
gera antioxidantes abundantes para manter o sistema operacional sob controle.
Estudos indicam que a atividade enzimatica da CAT aumenta cerca de trés vezes no
periodo entre a 6% e a 172 semanas, atingindo seu aumento maximo durante as
semanas 122 a 172, o que sincroniza com o rapido aumento do estresse oxidativo,
apos o estabelecimento de circulagdo fetal (WU et al., 2015). Embora o estresse
oxidativo seja uma caracteristica comum e necessaria da gravidez normal, o
estresse oxidativo aumentado pode dar origem a diferentes estados de doenca,
como € o caso da PE (SULTANA et al., 2017; KURLAK et al., 2014).

Na PE, em decorréncia da falha de invaséao trofoblastica, ocorre uma perfuséo
sanguinea inadequada, levando a episédios de isquemia e reperfusdo que
aumentam a geragao de EROs, gerando um desequilibrio entre a produgao dessas
espécies e a atividade antioxidante enddgena, sendo que tal desequilibrio € o
responsavel por provocar ativagao de neutrofilos e leucécitos. Na PE, a invasao das
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artérias espiraladas do utero é limitada, sendo que apenas entre 30 e 50% das
artérias sofrem a invas&o do trofoblasto (POON et al. 2019; HUNG et al. 2006).

A maior producdo de EROs em decorréncia do processo de hipoxia/
reperfusdo pode se originar de duas fontes principais. A primeira consiste no
vazamento de elétrons da cadeira respiratéria nas mitocéndrias e a xantina
desidrogenase/xantina oxidase (XDH/XO). Considerando que as enzimas
mitocondriais ndo estao funcionando normalmente, determinado numero de elétrons
vazara e, em contato com o oxigénio, ira formar radicais como o radical anion
superoxido. Ressalta-se que durante a hipoxia ha pouco ou nenhum oxigénio
molecular disponivel e, portanto, os elétrons se acumulam na cadeia respiratoria.
Paralelamente, esse acumulo leva também a uma maior produgao de radical &nion
superoxido, pois havera maior vazamento de elétrons para reagir com moléculas de
oxigénio molecular que porventura se aproximem. Contudo, se o oxigénio for
reintroduzido antes que a fungao celular seja totalmente comprometida, havera uma
producdo exacerbada do radical, ja que havera mais oxigénio disponivel para
interagir com os elétrons previamente acumulados na cadeia respiratéria (HUNG et
al. 2006; YILDRIM et al. 2004; MANY et al. 2000).

A fonte de EROs subsequente € através da transformacdo de XDH em XO,
sendo que em condi¢gdes normais esta presente a haloenzima XDH/XO, onde XDH é
capaz de converter purinas em acido urico com a reducido da nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) para NAD reduzido (NADH), enquanto XO metaboliza xantina e
hipoxantina em acido urico, usando oxigénio como receptor de elétrons, o que
conduz a formacdo de radical anion superoxido. Na presenca de hipoxia e como
resposta as citocinas, a sintese de XDH/XO aumenta, e consequentemente a
conversdo da enzima em XO também. Por sua vez, a hipoxantina se acumula em
decorréncia da quebra do ATP. Assim, na reintrodugédo do oxigénio é gerada grande
quantidade de superoxido (HUNG et al., 2006; YILDRIM et al., 2004;SILVA et al.,
2002).

A média do didametro das artérias espiraladas de gestantes com PE é metade
daquela observada na gravidez normal. Essa faléncia do remodelamento vascular
impede uma resposta adequada ao aumento da demanda do fluxo sanguineo que
ocorre durante a gestagdo, diminuindo a perfusdo utero-placentaria e provocando
isquemia da placenta, o que leva a producdo de EROs. A mais comum das EROs é

o radical anion superéxido (O2*), gerado nas células pela NADPH oxidase, xantina
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oxidase e enzimas da cadeia transportadora de elétrons, como comentado acima
(TORRES-CUEVAS et al., 2017).

O equilibrio entre as EROs, tais como O2* e *OH, e a defesa antioxidante &
essencial para a fertilizagdo, embriogénese, implantagdo embrionaria e crescimento
e diferenciagdo placentaria. Entretanto, a producdo excessiva de EROs danifica as
estruturas celulares, incluindo lipideos, proteinas e DNA (TAYSI et al., 2019).

Resumidamente, a hipoxia/ reoxigenagdo que ocorre na PE € um estimulo
potente para a ativagdo da xantina oxidase, uma importante fonte de geracdo de
superoxido, que € abundantemente expressa em citotrofoblastos, sinciciotrofoblasto
e células estromais vilosas.

As NADPH oxidases (NOX) sao fontes importantes de superoxido em
neutrofilos e células endoteliais vasculares e também foram relatadas em trofoblasto
humano. A NOX é uma familia de isoenzimas composta por hemoproteinas
transmembranares e transportadores de elétrons. Sua funcéo € catalisar a redugao
do oxigénio molecular a O2*" (HERNANDEZ et al., 2019). A familia NOX é constituida
por 7 diferentes membros de subunidades cataliticas, que incluem as NOX1, NOX2
(também chamada gp91°P"°*), NOX3, NOX4, NOX5 e a dual oxidases 1-2. A NOX2 é
o prototipo da subunidade da NADPH oxidase da membrana plasmatica e a maior
parte do conhecimento sobre essa enzima é baseada em estudos sobre essa
isoforma catalitica, sendo a isoforma mais descrita e expressa nas células
fagociticas (SUMIMOTO, 2008). A NOX foi descrita em varios tipos de células,
especialmente nos neutrofilos, onde a produgao de O>* esta envolvida na fagocitose,
mas poucos estudos exploraram a isoforma do NOX na placenta humana (MANES,
2000). A isoforma placentaria de NOX identificada parece ser diferente da isoforma
de neutrdfilos, sendo constituida pelas subunidades de 58 kDa e 33 kDa.
(HERNANDEZ et al., 2019).

O Oz é também formado a partir da adicdo de um elétron ao oxigénio
molecular, € gerado por vazamento de elétrons do complexo | e |l da cadeia
transportadora de elétrons, ndo somente é proveniente da ativacdo do complexo
NADPH oxidase (Equacg&o 1), mas também da reacdo envolvendo a xantina oxidase
presente na membrana celular (TAYSI et al., 2019; TORRES-CUEVAS et al., 2017).
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Além disso, as mitocdndrias sdo importantes fontes de O2* e, como a
presenca deste anion-radical pode causar sérios prejuizos, elas sdo ricas em SOD
que o converte em H202 (SIES, 2017).

Equacgao 1: Reacgéo da formagao do anion-radical superoxido.

NADPH + 2 O2 — NADP* + 2 O + H* (1)

O peroxido de hidrogénio (H202) é pouco reativo frente as moléculas
organicas na auséncia de metais de transicdo. No entanto, exerce papel importante
no estresse oxidativo, por ser capaz de transpor as membranas celulares facilmente
e gerar o radical hidroxila, na presengca de metais de transicdo, como o ion ferroso
(Fe?*). E facilmente convertido no radical HO® por meio da reagdo de Fenton ou de
Haber-Weiss, de acordo com as equacgdes 1-3 (ZENG et al., 2019; SIES, 2017).

Equacgao 2: Reagao de Fenton (I, Il) e Haber-Weiss (lll).

1. Fe?* + H,O, — Fe®* + OH + HO"

2. Fe* + 02~ — Fe®* + OH + HO®

3. 02"+ H202— Oz + HO'+ OH- (2)

O H20. também pode favorecer a formagdo do acido hipocloroso (HOCI)
através da reagdo com ions cloreto (CI), pela acdo da mieloperoxidase (MPO),
liberada por neutréfilos e mondcitos ativados, como pode ser observado na Equacéao
3. O HOCI é um potente agente oxidante que reage rapidamente e de maneira
inespecifica com acidos graxos poli-insaturados, tidis, nucleotideos, aminoacidos
aromaticos e alifaticos, e compostos nitrogenados, causando dano oxidativo as
biomoléculas, principalmente a bicamada fosfolipidica da membrana e induzindo
efeito citotoxico (HO et al., 2013).

Equacao 3: Reacdo da formacao do HOCI.
H202 + CIF — HOCI + HO- (3)

O radical HO® é uma espécie altamente reativa e deletéria ao organismo, pois
devido a sua meia-vida muito curta e a sua rapida taxa de difusdo (107-10'° M-'s™),
dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais frequentemente atacam as
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moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adigdo a insaturagbes e favorece a
oxidagao indiscriminada de proteinas e lipidios (SIES et al., 2017).
A Tabela 2 sumariza as principais espécies reativas relacionadas com a PE e

suas principais fungdes.



Tabela 2: Espécies reativas relacionadas com a PE e suas principais fungoes

ESPECIE REATIVA

FUNCAO

Anion-radical
superoéxido (02™)

Gerado continuamente por diversos processos celulares
(cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, no
microssomo, por meio de enzimas como xantina oxidase e
NADPH oxidase), ou pela reducdo monoeletronica de Oo.
Desempenha um papel central, uma vez que induz a
producdo de outros intermediarios reativos. Rapidamente
desaparece em solugao aquosa por reacao de dismutacgao:
027+ O™+ 2H" = H202 + O2

Em solucdo aquosa €& um agente redutor forte. Sua
habilidade em reduzir Fe®* a Fe?*, pode acelerar a reagdo
de Fenton:

O~ + Fe¥* = Fe?* + O3

Em solucédo aquosa é um oxidante fraco, porém pode formar
espécie reativa de nitrogénio: O2~ + NO* - ONOO~

E permeavel a membranas. Em fagdcitos, como neutréfilos
e macrofagos, € um dos microbicidas mais importantes.

Peréxido de
hidrogénio (H20>)

Intermediario formado pela reacdo de dismutacdo de O
catalisada pela enzima SOD, pela redug¢ao de dois elétrons
na molécula de O, e pela acdo de diversas enzimas
oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas. E muito
difusivel dentro e entre as células in vivo. Constitui um
agente oxidante fraco e um agente redutor, também fraco,
reagindo lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre
reduzidos, com proteinas heme e peroxidases para iniciar
reacoes radicalares e peroxidagdes lipidicas.

Radical hidroxila
("OH)

E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o
qual, uma vez formado, o organismo humano nao dispde de
mecanismo de defesa. Capaz de reagir com uma série de
endobiodticos, causa modificagdo no DNA (com modificagao
das bases e quebras das fitas), danos nas proteinas e
inativacdo enzimatica, peroxidacéo lipidica. Contudo, possui
ambito limitado de acdo (poucos diametros moleculares).

Peroxinitrito
(ONOO")

Intermediario formado pela reagao:

02+ NO* = ONOO~

Instavel, tempo de vida -curto, oxidante potente,
propriedades semelhantes as do radical hidroxila. Causa
danos a muitas moléculas bioldgicas, inclusive a grupos S-H
das proteinas, provoca hidroxilagdo e nitracdo de
compostos aromaticos. Forma °‘OH independente da
presenca de metal de transicao.

ONOO" + H* 2 "OH + NO2. Apo6s protonagédo, rearranja-se
para nitrato e interage com bicarbonato (CO2/HCOs3), com
alteragao de sua reatividade

ONOOH = ['NO2 "OH] NOs3"

Em presenca de CO2, o peroxinitrito forma o
peroxicarboxilato nitroso, que se decompde, segundo as
etapas 1 e 2. O CO2 estd presente em elevada
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concentracdo no compartimento intra e extracelular, o que

favorece a formagao do COs*~, em presenca de ONOO-.

ONOO~ + CO2 > ONOOCO—2 > NO20OCO~,

(1) NO2OCO2~ > NO3+CO2 (65%)

(2) NO2OCO2~ = 'NO2 +CO3*~ (35%)

O anion radical carbonato formado € mediador de diversas

reacdes de oxidagao e nitragao.

Oxido nitrico Consiste um marcador de espécies reativas de nitrogénio,
(NO-) capaz de ser metabolizado rapidamente em produtos

estaveis, ou seja, nitrito e nitrato, na maior parte dos fluidos

corporais, incluindo o plasma.

Fonte: Adaptado de Barreiros et al. (2006); Vasconcelos et al. (2007); Sies et al. (2017).

2.1.5 Principais biomarcadores e enzimas antioxidantes relacionados a PE

2.1.5.1 Definigao de biomarcadores

Os biomarcadores sao caracteristicas que podem ser objetivamente medidas
e avaliadas como um indicador de processos biolégicos e patogénicos normais ou
respostas farmacoldgicas a uma intervengdo terapéutica. Diferentes técnicas
laboratoriais sdo usadas para detectar ERO/ ERN in vitro, como a ressonancia de
spin eletrbnico com ou sem reagentes de spin-trapping ou quimiluminescéncia. ERO/
ERN podem ser medidos diretamente nas células/ tecidos ou fluidos corporais
(TAYSI et al., 2019; SIES et al.,2017).

2.1.5.2 Malondialdeido (MDA)

O malondialdeido (MDA) € um subproduto da peroxidacéo lipidica, derivado
da B-ruptura de endociclizagdo de acidos graxos polinsaturados com mais de duas
duplas ligagdes, tais como acido araquiddnico, docosaexandico e linoleico, ou seja,
o MDA é o produto final da degradacdo ndo enzimatica dos acidos graxos poli-
insaturados decorrentes do ataque das EROs (DA COSTA SILVA et al., 2011).

As EROs, quando presentes em excesso, sdo capazes de gerar o estresse
oxidativo que, por sua vez, ira acarretar, consequentemente, na peroxidagao lipidica,
bem como na formagao de seus subprodutos, incluindo-se o MDA. Tais processos
tém sido considerados como sendo o0s responsaveis pela ocorréncia de baixa
perfusdo placentaria, o que conduz a adesao de plaquetas e leucdcitos ao endotélio
vascular causando vasoconstricdo e aumento da resisténcia vascular periférica (WU
et al., 2019; TAYSI et al.,2019).
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O MDA pode induzir a disfungdo endotelial, danificar as membranas celulares
diretamente, além de reduzir o vasorrelaxamento endotelial. Tem sido sugerido na
literatura que niveis sanguineos mais altos de MDA se correlacionam a gravidade da
PE, bem como que no periodo entre 20? -23% semanas de gestagcdo, em mulheres
com PE, os niveis de MDA estdo mais elevados em comparagdo a gestantes
saudaveis (AL-KURAISHY et al., 2018).

2.1.5.3 Superdéxido Dismutase (SOD)

As superoxidos dismutases sao metaloenzimas que protegem os alvos do
ataque do anion superoxido em até 97%. Elas s&o a primeira e mais importante linha
do sistema de defesa enzimatico. Catalisam a dismutagdo de anion superoxido em
H202 e Oz (LITTLE; HOOPKINS, 2019). Estdo presentes essencialmente em todas
as células do corpo e atualmente existem em trés isoformas: a citoplasmatica,
Cu/ZnSOD (ou SOD1), a mitocondrial, MnSOD (ou SOD2) e a extracelular,
Cu/ZnSOD (ou SOD3) (PERRY et al., 2010). Todas as isoformas da SOD agem por
um mecanismo comum de dismutagdo do radical anion superdxido, produzindo o
peréxido de hidrogénio, que é menos potente (LITTLE; HOOPKINS, 2019;
VASCONCELOS et al., 2007).

2.1.5.4 Catalase (CAT)

A CAT é uma enzima antioxidante que se localiza predominantemente nos
peroxissomos celulares e converte o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. A
CAT apresenta uma das mais altas taxas de rotatividade para todas as enzimas,
sendo que uma molécula de catalase pode converter aproximadamente 6 milhdes de
moléculas de perdxido de hidrogénio a cada minuto (VALKO et al., 2007). E mais
eficaz quando ha concentragdes elevadas de H2O2. Em baixas concentragbes desse
composto ou outros peroxidos, o sistema de defesa da glutationa entra em acéo
(TAYSI et al., 2019). A atividades e concentragdes de CAT placentaria variam a
medida que a gestagdo progride podendo aumentar em aproximadamente trés
vezes no periodo entre as 6% e 172 semanas, atingindo seu aumento maximo nas
122 a 172 semanas, o0 que sincroniza com o rapido aumento do estresse oxidativo
placentario apds o estabelecimento da circulagdo materno-fetal (WATSON et al.,
1998).
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2.1.5.5 Glutationa (GSH)

A glutationa é considerada a molécula mais abundante entre os antioxidantes
endogenos. A glutationa € um tripeptideo que possui grupo sulfidrila na sua estrutura
e pode ser encontrado em sua forma reduzida de tiol (GSH) ou oxidada, glutationa
dissulfeto (GSSG), na qual dois tripeptideos (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) s&o
ligados por uma ponte dissulfeto (FORMAN et al., 2008).

A enzima responsavel pela redu¢cdo de GSSG a GSH é a glutationa redutase,
uma flavoproteina que utiliza NADPH como fonte de elétrons e prétons para a
reacao de reducdo (LU, 2009). A enzima responsavel pela oxidagao € a glutationa
peroxidase (GPx), que exerce papel importante na detoxicacdo de substancias
geradas pelos xenobioticos, como peroxido de hidrogénio ou peroxidos organicos,
cofatores para formagéo de GSSG (SIES et al., 2017).

Ressalta-se a importéncia da razdo GSH/GSSG que é normalmente utilizada
para estimar o estado de oxidorreducédo (referente a toxicidade) dos sistemas
biolégicos, sendo crucial na manutencdo da homeostase intracelular (HUBER et
al.2008). Em condigdes de estresse oxidativo, a GSH converte-se em GSSG, o que
leva a uma diminuicdo da razdo GSH/GSSG. Na célula, cerca de 90% da glutationa
esta localizada no citoplasma, 10% na mitocéndria e uma pequena porcentagem no
reticulo endoplasmatico (BACHHAWAT; YADAV, 2018). Aproximadamente 85% da
glutationa celular total esta livre, enquanto o restante esta ligado as proteinas (SIES
et al., 2017).

A GSH reage diretamente com varias espécies e oxidantes como o H20,
numa reagao catalisada pela GPx, onde é convertida a sua forma oxidada (GSSG).
Além disso, pode reduzir o acido desidroascoérbico que € formado na conversao do
radical a-tocoferoxila em a-tocoferol, um antioxidante lipofilico que interage com os
grupos acila poli-insaturados de lipidios, estabiliza as membranas e estimula varias
EROs e radicais oxi lipidicos. Como antioxidante, reage com EROs e ERNs
produzidas em associacdo com transporte de elétrons, metabolismo xenobidtico e
respostas inflamatorias. Essas ag¢des sao atribuidas ao seu grupo sulfidrila (-SH),
que apresenta boa polaridade e capacidade de doar elétrons, tornando a GSH um
excelente agente redutor (COUTO et al., 2016).

2.5.5.6 Perdxido de hidrogénio (H202)
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O H20., apesar de ser uma espécie pouco reativa, é capaz de inativar
enzimas, principalmente pelas oxidagbes de grupos tiois essenciais. Seu maior
potencial oxidante & exercido, entretanto, pela forma indireta, por meio da geragao
do radical *OH, produzido via reagcdo de Fenton. O peroxido de hidrogénio, nestas
condi¢cbes, torna-se um bom oxidante, pois em concentracbes adequadas e
combinado ao ferro pode aumentar sua toxicidade de 10 até 100 vezes, desta forma,
sendo prejudicial as estruturas celulares. O H2O. tem vida longa, € capaz de
atravessar camadas lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitaria e com
proteinas ligadas ao Fe?* (SCHNEIDER; CUERVO, 2013).

Na Tabela 3, estdo apresentados dados de trabalhos que avaliaram
biomarcadores de estresse oxidativo e antioxidantes em gestantes com PE. Como
pode ser visto a analise dos biomarcadores de estresse oxidativo e antioxidantes
ocorre no sangue, placenta e corddo, na maioria dos estudos é observado estresse
oxidativo, havendo aumento de MDA e proteinas carboniladas e diminuicdo de
antioxidantes tais como CAT, SOD e glutationa nas gestantes com PE.



Tabela 3: Perfil dos marcadores de estresse oxidativo e antioxidantes em gestantes com pré-eclampsia.

Biomarcadores de Parametro avaliado
estresse oxidativo e

antioxidantes

Tamanho da amostra

Tipo de estudo (local)

Referéncia

MDA A Sangue
A Sangue

A Sangue do cordao

APlacenta e plasma

A Placenta
<>  Sangue
Sangue

A Sangue
APlacenta e sangue

ASangue do cordéo

A Placenta

<>  Sangue

40 PE; 28 normais
49 PE;50 normais
71 PE; 72 normais
34 PE;33 normotensas
25 PE; 35 normotensas
50 PE; 50 normais
280 PE; 290 normais
12 PE;12 normais
18 PE; 23 normais
63 PE; 148 normais
30 PE;30 normotensas
19 PE; 19 normais

Caso controle, Iraque
Transversal, Nigéria
Coorte, india
Transversal, Turquia
Transversal, india
Caso controle, Brasil
Experimental, india
Caso controle, Virginia
Transversal, Coreia
Longitudinal, india
Transversal, india

Prospectivo, Londres

Al-Kuraishy et al. (2018)
Ekun et al. (2018)
Bharadwat et al. (2018)
Madazli et al. (2002)
Sahay et al. (2015)
Costa e Silva et al. (2013)
Katri (2013)
Takacs et al. (2001)
Kim et al. (2006)
D’Souza (2016)
Rani et al. (2010)
Morris et al. (1998)
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Proteina carbonilada

Catalase

SOD

<>  Sangue
A Sangue
A Sangue
A Sangue
A Placenta e sangue

N Placenta
A Sangue
N Sangue
N Sangue
N Sangue

A Sangue
¢Sangue do cordao

A Sangue

N Sangue
N Sangue
N Placenta

J/Placenta e sangue

80 PE;78 normais
35 PE;35 normotensas
17 PE; 14 normais
47 PE; 45 normais
60 PE; 50 normais

25 PE; 35 normotensas
21 PE;19 normais
47 PE;48 normais
28 PE;30 normais
49 PE;50 normais

100 PE;100 normotensas
63 PE; 148 normais
32 PE; 60 normais

280 PE; 290 normais

35 PE e 35 normotensas
20 PE; 18 normais
70 PE; 10 normais

Tranversal, Romania
Caso controle, Brasil
Japao
Nimega

Tranversal, Turquia

Transversal, india
Prospectivo, Turquia
Transversal, Turquia

Brasil
Transversal, Nigéria

Caso-controle, Ira
Longitudinal, india
Prospectivo, Sérvia
Experimental, india
Caso controle, Brasil
Australia

Transversal, Turquia

Mihu et al. (2015)
Bernardi et al. (2008)
Tsukimori et al (2008)

Zusterzeel et al. (2000)
Serdar (2003)

Sahay et al. (2015)
Noyan et al. (2006)
Kolusari et al. (2008)
Lucca et al. (2016)
Ekun et al. (2018)

Keshavarz et al. (2017)
D’Souza (2016)
Nikolic et al. (2016)
Katri (2013)
Bernardi et al. (2008)
Vanderlelie et al. (2005)
Mutlu-Torkogiu et al. (1998)
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GSH e GPX

A Placenta (GPX)
N Sangue (GPX)
J Placenta (GPX)
J Placenta (GSH)
J Sangue (GSH)
J Sangue (GSH)
N Placenta (GSH e
GSSG)

25 PE; 35 normotensas
50 PE; 50 normais
20 PE; 18 normais

30 PE; 30 normotensas
40 PE; 80 normais
49 PE; 50 normais
9 PE; 17 normais

Transversal, india
Prospectivo, india
Transversal, Australia
Transversal, india
Caso controle, Arabia
Tranversal, Nigeria

Tranversal

Sahay et al. (2015)
Sharma et al. (2006)
Vanderlelie et al. (2005)
Rani et al. (2000)
Siddiqui et al. (2013)
Oloruntoba et al.(2018)
Neves et al (1997)

Legenda: A\ - aumento no grupo de gestantes com PE; \L dimunuicdo no grupo de gestantes com PE; <> : semelhantes entre os grupos de gestantes com

PE e saudaveis .
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2.1.6 PE e o papel da Inflamagao

A gravidez normal é caracterizada por uma resposta inflamatéria sistémica
leve e se desenvolve a medida que a gravidez avanga, sendo amplamente aceito
que uma inflamacéo controlada é fundamental para uma reproducéao feminina bem-
sucedida, devido a sua participacdo em cada etapa da fertilidade, desde o ciclo
menstrual até a gravidez precoce, e ainda durante o parto (CHIARELLO et al., 2018;
NADEAU-VALLEE et al.2016).

A literatura aponta que na gestagdo normal, ha um predominio da reacgéo
inflamatéria do tipo 2, por ser responsavel pela estimulacdo da invasao dos
trofoblastos, ja que a reacdo inflamatéria do tipo 1 bloqueia essa invaséo.
Entretanto, em gestantes com PE, ha uma estimulagdo exacerbada da reagao
inflamatoria do tipo 1, dificultando a invas&o trofoblastica e repercutindo na ma
placentacdo, sendo essa uma das hipoteses da origem das alteragbes que
desencadeiam a PE (PRINS et al., 2009). A hipdxia placentaria decorrente dessa
invaséo trofoblastica prejudicada aumenta a resposta imune Th1 caracterizada pela
producdo de interferon gama (IFN-y), fator necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-2
gquando comparado para a atividade Th2, que € caracterizada pela produgao de IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (PERUCCI et al., 2017; CATARINO et al., 2012).

Outra hipotese para essa resposta inflamatoria € a apoptose das células da
placenta com liberagdo na corrente sanguinea de microfragmentos de
sinciciotrofoblasto, denominados de “debris placentarios”, que podem causar dano
endotelial e podem ter também acgao pré-inflamatéria (REDMAN; STAFF, 2015).
Esses “debris”, que estdo aumentados na gestagdo normal e muito aumentados na
PE, estimulariam a reagado inflamatéria materna. Segundo a hipo6tese dos “debris
placentarios”, a invasao trofoblastica deficiente e as doencas maternas com
acometimento vascular levariam a perfusdo placentaria reduzida, que, entao,
promoveria um aumento da destruigdo celular (BORZYCHOWSKI et al., 2006).

Assim, considera-se que o desenvolvimento anormal da placenta esta
associado com a resposta inflamatoria desregulada na PE, sendo encontrada uma
elevagdo notoria de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6 em gestantes
com PE (LAU et al., 2013).

Ressalta-se que outros fatores como as EROs podem favorecer ainda mais a
resposta inflamatoria, ja que essas espécies podem ativar o fator nuclear-kB (NF-xB)

que promove a transcrigdio de genes envolvidos no processo inflamatorio
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(BERNARDI et al.,, 2012). O NF-xB é um fator de transcricdo heterodimérico,
composto por cinco subunidades, destacando as subunidades p50/p65 presente no
citoplasma em sua forma inativa ligado a uma proteina inibitoria (IxB). Quando a
célula é ativada, ocorre a fosforilacdo de kB, permitindo a translocacdo de p50/p65
até o nucleo para transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatérias. O NF-«B
controla muitas respostas imunes e inflamatorias e € ativado por hipdxia e estresse
oxidativo, condi¢des caracteristicas da PE (VAUGHAN; WALSH, 2012; STRIZ et al.,
2011).

Além das EROs, os produtos finais de glicagdo avancada (AGEs), resultantes
da glicagdo de proteinas ou outras biomoléculas, interagem com seus receptores
(RAGEsSs), que estao localizados em uma grande variedade de tecidos. Por sua vez,
estes podem favorecer a ativacdo do NF-«B. Essa interacdo € responsavel por
desencadear a ativagao de varias vias de sinalizagao, culminando com a ativagao do
NF-xB, levando a um processo inflamatério. Na PE, considerando o processo
inflamatorio ja instalado, o aumento na expressédo de AGEs / RAGE culmina com
uma maior produgao de EROs, por meio da atividade da NADPH oxidase, aumento
da estimulacdo de NF-kB, com consequente liberacdo de O2" e seu efeito sobre
*NO, resultando na formacdo de ONOO-, o que piora ainda mais o estresse oxidativo
existente (GUEDES-MARTINS et al., 2013; SARGENT et al., 2003).

Assim, o processo oxidativo e inflamatorio estdo intrinsicamente ligados e
ambos sdo reconhecidos como mediadores deletérios, propagando a patogénese e
responsaveis pelas alteragdes fisioldgicas observadas na PE (BORZYCHOWSKI et
al., 2006).

O processo inflamatério pode estar associado a ativagdo imune crénica, que
leva a uma produgdo aumentada de citocinas inflamatérias pelas células T proé-
inflamatorias e a uma diminuigdo nas citocinas regulatérias e anti-inflamatérias, o
que promove um estado inflamatério na PE (WU et al., 2019). Durante a doenca,
TNF-a e IL-6 aumentados estdo presentes na circulagcdo e nas células trofoblasticas
da placenta, enquanto IL-10 e IL-4 estdo diminuidas (AGGARWAL et al., 2019;
PEIXOTO et al., 2016; KIM et al., 2006). Na placenta, as citocinas estdo envolvidas
com a modulagao de processos fundamentais como: a) estado imunoloégico materno
placentario; b) invasao e diferenciacdo do trofoblasto; c) crescimento placentario,
proliferagdo e apoptose e d) homeostase metabdlica e endodcrina da placenta
(BOWEN et al., 2002).
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A gestante com PE, por apresentar resposta excessivamente inflamatoria
apresenta elevado risco de doencga renal materna, doengas autoimunes e sindromes
metabdlicas, podendo conduzir a resultados adversos da gravidez, incluindo parto
prematuro ou abortos espontaneos (NADEAU-VALLEE et al., 2016).
2.1.6.1 Principais citocinas envolvidas na PE
2.1.6.1.1 1L-1

A familia de citocinas IL-1 é constituida por onze proteinas, entre elas IL-1a e
IL-1B, codificadas por onze genes diferentes (FIELDS et al., 2019), sendo as mais
estudadas na gravidez. Ambas sdo expressas e secretadas pela placenta in vitro em
resposta a hipdxia. Mondcitos e macréfagos representam a principal fonte de IL-1 no
organismo (NETEA et al., 2010); porém células endoteliais (MOORLAG et al., 2018),
epiteliais e fibroblastos (HOLZBERG et al., 2003) também podem produzir IL-1a e IL-
18. A principal fungdo de citocinas tipo IL-1 é controlar a resposta inflamatéria
decorrente de uma lesao tecidual causada por infecgdes virais, bacterianas, fungicas
e parasitarias ou por inflamagao crénica (MANTOVANI et al., 2019).

A IL-1B atua simultaneamente em varios tipos de células, regulando
positivamente a produgéo de ciclooxigenase-2 e prostaglandina E2, os dois agentes
mais eficientes na dilatagdo cervical (BELOUSOVA et al., 2019). Hertelendy et al.
mostraram que IL-1B e TNF-a estimulam a produgdo miometrial de acido
araquidoénico, ativam o metabolismo fosfolipidico e promovem a produgdo de
prostaglandinas (HERTELENDY et al.,, 2002).Tais efeitos da IL-13 nas células
miometriais sdo semelhantes a agdo da ocitocina, que juntamente com a
prostaglandina E2 pode elevar os niveis de calcio nas células miometriais
necessarias para a contragdo uterina. A IL-1a regula a expressdo e a atividade
funcional da citocina proé-inflamatoria (IL-13). A produgao desequilibrada de IL-183 e
IL-1a resulta em resposta inflamatodria prolongada associada a danos nos tecidos e
orgaos (BELOUSOVA et al., 2019).
2.1.6.1.21L-6

A IL-6, uma citocina multifuncional, sendo sintetizada por mondécitos, células
endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a microrganismos, mas
também €& estimulada por outras citocinas, principalmente IL-1 e TNF-a que
desempenha uma gama de fungdes nos efeitos imunes celulares e humorais
relacionados a inflamacédo, defesa do hospedeiro e injuria tecidual (NAGASHIMA;
ISHII, 2018). A IL-6 medeia uma resposta imune protetora contra infecgdes
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microbianas, a expressao reduzida de |IL-6 observada na placenta pode predispor a
infeccdo, impedindo uma resposta imune inata apropriada aos microrganismos
(KONWAR et al., 2019). A citocina esta envolvida na modulagdo da implantagao
embrionaria e no desenvolvimento da placenta (PRINS et al., 2012).

Os niveis de IL-6 aumentam moderadamente na placenta, sendo que um
aumento significativo no liquido amniotico e no liquido cervicovaginal € considerado
um fator de risco para trabalho de parto prematuro e morbidade neonatal, incluindo
paralisia cerebral (YOON et al., 2000) e displasia broncopulmonar (HEEP et
al.,2003). A IL-6 parece estar entre os indicadores mais sensiveis e especificos do
trabalho de parto prematuro associado a infeccédo (SYKES et al., 2012).

Alguns estudos mostram marcadores inflamatérios, como IL-6 e proteina c
reativa, atuando diretamente na diminuigdo da disponibilidade do NO®, promovendo
uma reducdo da vasodilatacdo dependente do endotélio, aumentando com isso o
processo de disfungdo endotelial através da diminuicdo da concentracdo de NO*® e
do aumento de endotelina (TEIXEIRA et al., 2014; LAMARCA, 2012). Além disso, a
IL-6 € conhecida por ativar células endoteliais e induzir a producdo de debris
trofoblasticos necréticos da placenta, podendo ser importante na patogénese da PE
(CHEN et al., 2015).

2.1.6.1.3IL-8

A IL-8 foi primeiramente descoberta como um fator quimiotatico, secretado
por mondcitos ativos e macréfagos que promovem a migracdo coordenada e
direcional de células do sistema imunitario como neutroéfilos, baséfilos e linfécitos T.
A citocina tem propriedades pro-inflamatorias e funciona através da ligacéo a seus
receptores CXC2. Varios estimulos favorecem a expressdo de IL-8, tais como
hipdxia, producado de EROs e secrecao de fatores pro-inflamatérios como por IL-1(3,
TNFa ou infiltragdo de macréfagos (SUN et al., 2016) e, no contexto da gravidez,
acredita-se que atraia leucdcitos para os tecidos gestacionais e o colo do utero no
inicio do trabalho de parto prematuro (SYKES et al., 2012). Em se tratando da PE
Ellis et al. (2001) relataram que os niveis de IL-8 foram maiores em PE grave
comparado a PE moderado, assim a IL-8 parece ter um papel fundamental na
gravidade da PE. Luppi e Deloia (2006) observaram um numero maior de monaocitos
do sangue periférico positivo para IL-8, em casos de PE. Estudos encontraram
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niveis aumentados de IL-8 sérica na PE, que apoiou a papel da IL-8 nas respostas
inflamatoérias na PE (VELZING-AARTS et al., 2002; SUN et al., 2016).

2.1.6.1.4 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), também chamado de caquexina ou
caquetina, é uma citocina inflamatdria pleiotropica, desempenhando papel principal
na cascata das citocinas e estimulando a sintese de outras citocinas (LIN et al.,
2019). Foi primeiramente isolada em 1975 e identificada como um fator citotoxico
responsavel por necrose e hemorragia tumoral (CARSWELL et al., 1975).

A proteina TNF-a é primeiramente produzida como wuma proteina
transmembrana contendo 212 aminoacidos (VARFOLOMEEV; VUCIC, 2018). A
principal fonte de TNF-a é o fagocito mononuclear ativado por moléculas de
lipopolissacarideos (LPS), liberado em grande quantidade em infec¢cdes por
bactérias gram-negativas (KIKUCHI-UEDA et al., 2017), embora linfécitos T
estimulados por antigenos, células NK ativadas, e mastocitos ativados possam
também secretar esta citocina.

O TNF-a esta envolvido com a inflamagdo, sendo responsavel por ativar
macrofagos, regular a produgéo de citocinas inflamatérias, aumentar a producao de
mediadores lipidicos como prostaglandinas e fator ativador de plaquetas, induzir a
apoptose do tecido trofoblastico (LIN et al., 2019), reduz a sensibilidade de varias
células aos radicais livres, além de estar envolvido com o processo de aterosclerose
e osteoclastogénese (CHENG et al.,, 2014). Na gravidez, Sidelnikova e Sukhikh
(2010) demonstraram que os niveis séricos de TNF-a estavam aproximadamente 9
vezes mais elevados no terceiro trimestre em gestantes com risco de parto
prematuro quando comparado com gravidez normal. Além disso, no inicio da
gravidez, quantidades elevadas de TNF-a suprimem a migracédo de trofoblastos e
iniciam a apoptose celular na placenta.

O TNF-a suprime a producéao de fatores vasodilatadores, como o 6xido nitrico
diminuindo a expressao de eNOS nas células endoteliais, resultando na diminuigéo
da formacao de NO* e/ou aumentando a producio de radical anion superoxido via
ativacdo de NAD(P)H oxidase, no qual NOe pode reagir com radical anion
superoxido para formar peroxinitrito (ONOOQ-e). Além disso, o TNF-a pode induzir a
formagdo de vasoconstritores, como tromboxano e endotelina-1, que sé&o

aumentados em pacientes com PE. O TNF-a também pode favorecer alteracdes
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mitocondriais, resultando em maior producdo de EROs. Ademais, o TNF-a aumenta
a expressao de moléculas de adesdo pelo endotélio como ICAM-1 (Molécula de
adesao intercelular 1), e induz a expresséo do fator pré-coagulante tecidual. Todas
essas alteragdes podem levar a um estado proé-inflamatério e pré-coagulante
semelhante ao descrito em mulheres com PE (WEEL et al., 2016; CACKOVIC et al.,
2008).

A literatura mostra o grande envolvimento do TNF-a na PE, onde foi
detectada uma elevacéo dos niveis de TNF-a no soro materno, no corddo umbilical
(TOSUM et al., 2010; PERACOLI et al.,, 2007) e na placenta (KIM et al., 2006)
quando comparado as gestantes normotensas. Na vasculatura, tanto o TNF-a
quanto a IL-6 aumentam, contribuindo para a disfungcdo endotelial, caracterizada
pelo aumento das moléculas de ades&o e da permeabilidade das células endoteliais,
caracteristica marcante da PE (ZARATE et al.,2014).

2.1.6.1.5 Interferon-gama (IFN-y)

Conhecida como citocina Th1 pré-inflamatoéria, o IFN-y pode ser produzido
espontaneamente por células natural killer (NK) isoladas de deciduas humanas no
inicio da gravidez (LIDSTROM et al.,, 2003), sendo necessario inclusive para a
remodelagdo dos vasos sanguineos durante a gestagao (WEISSENBACHER et al.,
2014). Evidéncias demonstram que o IFN-y pode inibir a migragdo e invasao de
citotrofoblastos, bem como desencadear modificacdo artéria espiral, que pode estar
relacionada a etiologia do PE (MONK et al., 2005). Na metanalise realizada por
Yang et al. (2014), os autores sugerem que niveis elevados de IFN-y podem estar

associados com o aparecimento da PE.

2.1.6.1.6 IL-11

A IL-11 é uma citocina pleiotropica que regula o ciclo celular, invasédo e
migracdo de diferentes tipos de células, desempenhando papel critico no
desenvolvimento placentario. Exerce, por sua vez, diversas fung¢des biologicas e é
responsavel por mediar inUmeros processos pré e anti-inflamatoérios. Além disso,

facilita a decidualizacdo e parece exercer uma funcdo essencial na implantacdo do
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embrido (WINSHIP et al.,, 2015; BASAR et al.,, 2010; ZOURBAS et al., 2001),
mediando a migragao e invasao de trofoblastos humanos (PAIVA et al., 2009).

Estudos in vitro com células humanas tém demonstrado que a IL-11 pode
impedir a invaséo trofoblastica, contudo estudos in vivo ainda ndo terem confirmado
tal acdo (SONDEREGGER et al., 2011;PAIVA et al., 2009). Em ratos, foi observado
por Winship et al. (2015) que IL-11 aumentada contribui para a invasao trofoblastica
e remodelamento da artéria espiralada uterina prejudicadas, conduzindo ao
surgimento de caracteristicas semelhantes as observadas na PE, incluindo a
elevacao da presséo arterial sistélica, proteinuria, além de RCIU.

A quatificacdo de IL-11 sérica durante o primeiro trimestre de gestacéo,
independente de a mulher desenvolver PE ou ndo no decorrer da gravidez, revelou
aumento signifcativo deste marcador naquelas que desenvolveram PE
subsequentemente, implicando um potencial papel causador de IL-11 em relacéo a
PE. Contudo, mais estudos em humanos precisam ser conduzidos para elucidar a
real atividade da IL-11 nessa doenga (WINSHIP et al., 2018; WINSHIP et al., 2015).

2.1.6.1.7 IL-33

IL-33 constitui um dos membros da familia da IL-1, atuando como um potente
condutor da resposta imune Th2. Esta presente em células endoteliais e epiteliais de
tecidos humanos, agindo como um mediador de inflamag&o e apresenta-se como
uma citocina pro-inflamatéria (BENEVENTI et al., 2019; CHEN et al., 2018).

Em gestagcdes normais as concentragdes de IL-33 sdo inalteradas, enquanto
as concentragcbes de seu receptor aumentam no terceiro trimestre tanto em
gestagcdes nomais, quanto na PE. Tem sido sugerido que o aumento nos niveis do
receptor de IL-33 na PE pode representar uma tentativa de regulagdo nos niveis da
citocina, conduzindo ao aumento do padrdo de resposta imune Th1, com
caracteristica pré-inflamatéria (BENEVENTI et al., 2019;ROMERO et al.,, 2018;
GOKDEMIR et al., 2016).

Estudos realizados em mulheres com PE em comparagdo aos controles
mostram resultados controversos, onde Granne et al. (2011) observaram elevados
niveis dos receptores de IL-33 no sangue daquelas mulheres com a doenga, e por

outro lado, Gokdemir et al. (2016) encontraram menores niveis da citocina em
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mulheres com PE. Por sua vez, Chen et al. (2018) avaliaram a atividade de IL-33 em
tecidos placentarios de mulheres com PE e comparou com o papel da citocina in
vitro. Os achados demonstraram reducdo na producdo de IL-33 associada a
diminuigdo da capacidade funcional das células trofoblasticas, induzindo assim a

insuficiéncia placentaria relacionada ao desenvolvimento da PE.

2.1.6.1.8 IL-13

IL-13 é uma citocina pleiotropica e constitui um potente medidador da
inflamacdo com resposta imune do tipo Th2, sendo capaz de exercer fungdes
celulares distintas (MARONE et al., 2019). E observado que esta citocina pode
modular respostas de outras citocinas como a IL-13 e o TNF-a. Tem ac&o anti-
inflamatéria e potencial como terapia anti-inflamatéria para prevenir o parto
prematuro, sendo produzida por trofoblasto, decidua e amnion, além de
desempenhar papel essencial na gravidez. Contudo, ressalta-se que o
conhecimento acerca do papel biolégico de IL-13 em tecidos relacionados a
gestacgédo é limitado (BRYANT et al., 2017).

2.1.6.1.91L4

A IL-4 € uma glicoproteina com propriedades anti-inflamatoérias e produzida
por linfocitos-T-CD4, mastocitos, eosinofilos e baséfilos. A IL-4 por ser uma IL
secretada por células que apresentam atividade Th2, possui, portanto, um papel
colaborador no bom desenvolvimento da gravidez (CHATTERJEE et al., 2014). No
estudo de Davena et al. (2016) gestantes com PE grave houve redugdo da
concentracao de citocinas IL-4 e IL-10.

2.1.6.1.10 IL-10

A IL-10 foi caracterizada como um composto capaz de inibir a producao de
interferon (IFN) pelas células T (PESTKA et al., 2004). A IL-10 possui propriedades
anti-inflamatdrias, cuja principal fungéo é a regulacéo do sistema imune, pois inibe
de maneira potente a expressao e/ou a producdo de citocinas pro-inflamatorias
(VOLP, 2008). E secretada por Tregs, mas a citocina também estimula a produgao
de Tregs a partir de células T virgens. A IL-10 medeia a inibicdo de citocinas
inflamatdrias secretadas Th1 e fornece um equilibrio importante para a inflamacéao
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na interface materno-fetal (CHENG et al., 2015; MOBINI et al., 2016). A IL-10 tem
trés importantes papéis benéficos na gravidez normal como uma das principais
citocinas na resposta celular Th2: promover placentagdo bem-sucedida, controlar a
inflamacéo e regular a fungéo vascular (CHENG et al., 2015).

A producéo placentaria de IL-10 é elevada no primeiro e segundo trimestre de
gestacdo, quando comparada com a gestagao a termo. A produgédo uterina de IL-10
e de seu receptor € regulada positivamente quando comparada com a produgao pelo
utero ndo gravidico (CHATTERJEE et al., 2014). Durante a PE, niveis reduzidos de
IL-10 foram observados na placenta (WEEL et al., 2016). O aumento na produgéo de
IL-10 tem sido associado com sucesso gestacional, enquanto baixos niveis tém sido
encontrados em gestantes com PE (HARMON et al., 2016).

Por fim, a atividade inflamatéria conduz para a disfungdo endotelial, por
aumentar a expressao das moléculas de adesao e a permeabilidade vascular. Além
disso, o TNF-a estimula a expressdao génica de endotelina, um potente
vasoconstrictor, além de ativar células endoteliais e diminuir a sintese de NO°.
Adicionalmente, o estresse oxidativo placentario, em um ciclo metabdlico (estresse
oxidativo-inflamagéo-estresse oxidativo), também contribui com a inflamagéo
vascular através da producdo de IL-6 e TNF-a, favorecendo o recrutamento de
células do sistema imune, o que agrava a disfungcdo endotelial ja estabelecida como
descrito na Figura 1 (HARMON et al., 2016).

Na Tabela 4 estdo apresentados alguns trabalhos avaliando as principais
citocinas envolvidas nas gestantes com PE. Como pode ser visto a analise das
citocinas ocorreu na placenta e corddo sendo que na maioria dos estudos é
observado um aumento de citocinas com propriedades pro-inflamatorias e

diminuic&o de citocinas anti-inflamatorias em gestantes com PE.

2.1.6.1.11 Mieloperoxidase (MPO)

A MPO é uma hemoproteina produzida e liberada por neutréfilos e mondécitos
ativados, e o aumento da MPO é considerado importante na fisiopatologia das
doengas cardiovasculares (HUNG et al., 2012). Tradicionalmente tem sido vista
como uma enzima microbicida, a MPO também induz oxidagao de lipoproteinas de
baixa densidade, ativa metaloproteinases e consome oxidativamente o NO derivado

do endotélio. No estudo de Shukla e Walsh (2015) demonstrou que gestantes
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obesas e com PE tiveram maior presenca de MPO na vasculatura sistémica como
resultado da infiltragdo de neutrofilos. Gandley et al (2008) concluem que os niveis
de MPO aumentam significativamente na circulagdo e na placenta de mulheres com
PE. Especula-se que a MPO possa contribuir para o dano oxidativo relatado no
endotélio e na placenta de mulheres com PE.



Tabela 4: Perfil das citocinas em gestantes com pré-eclampsia.

Citocinas Parametro avaliado

Tamanho da amostra

Tipo de estudo

Referéncia

IL1 A Sangue

TSangue, sangue do cord&o umbilical

45 PE; 30 normais
60 PE; 30 normais

Prospectivo, Turquia
China

Kogyigit et al. (2004)
Dong; Yin (2014)

e placenta
<> Sangue 32 PE; 32 normais Turquia Alanbay et al. (2012)
TSangue 30 PE; 30 normais Caso controle, Grécia Kalinderis et al. (2011)
<> Sangue 20 PE; 20 normais Venezuela Casart et al. (2007)
IL4 J Sangue 50 PE; 50 normais Macedoénia Daneva et al. (2016)
<> Sangue 33 PE; 32 normais Sudao Bakheit et al. (2009)
A Sangue 25 PE; 25 normais Kuwait Omu et al. (1995)
IL6 A Placenta e sangue 33 PE; 33 normais Brasil Bernardi et al. (2012)
A Sangue 50 PE; 50 normais Caso controle, Brasil Silva et al. (2013)

<>Placenta e corddo
1 Placenta
1 Placenta
TSangue
J Sangue

50 PE; 50 normais
55 PE; 139 normais
10 PE; 10 normais
20 PE; 36 normais
20 PE; 36 normais

Prospectivo, Kuwait
india

Estados Unidos
Turquia

Turquia

Othman et al. (2001)
Aggarwal et al. (2019)
Lockwood et al. (2008)
Kara et al. (2019)
Artunc-Ulkumen et al
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IL8

IL10

IL11
TNF-alfa

IFN-gama

IL33

TPlacenta e sangue
A Sangue
A Sangue
A Sangue
\k Placenta
J Sangue
N Placenta
|, Placenta
T Placenta
A Sangue
A Placenta e sangue
A Sangue
A Sangue
A Sangue
<>Sangue
T Sangue
JSangue

160 PE; 140 normais
41 PE; 80 normais
45 PE; 20 normais
50 PE; 50 normais
16 PE; 30 normais
41 PE; 80 normais
11PE; 12 normais
10 PE; 14 normais
9 PE; 8 normais
45 PE; 45 normais
18 PE; 23 normais
50 PE; 50 normais
61 PE; 62 normais
17 PE; 15 normais
82 PE; 56 normais
20 PE; 20 normais
41 PE; 41 normais

China

Caso controle, Turquia
Suécia

Caso controle, Brasil
Brasil

Caso controle, Turquia
Australia

Australia

Taiwan

Transversal, New Haven
Transversal, Coreia
Caso controle, Brasil
Caso controle, Pitsburgo
Caso controle, México
Caso controle, Turquia

Caso controle, Turquia

(2015)

Sun et al. (2016)
Sahin et al. (2014)
Ellis et al. (2001)

Silva et al. (2013)
Peixoto et al. (2016)
Sahin et al. (2014)
Hennessy et al. (2003)
Hennessy et al. (1999)
Basar et al. (2010)
Cackovic et al. (2008)
Kim et al. (2006)

Silva et al. (2013)
Founds et al. (2008)
Arriaga et al. (2005)
Arikan et al. (2012)
Granne et al. (2011)
Gokdemir et al. (2016)

gestantes com PE e saudaveis

Legenda: A - aumento no grupo de gestantes com PE; ¢ - dimunuigéo no grupo de gestantes com PE; <> : semelhantes entre os grupos de
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2.1.7 PE e disfungao endotelial

A disfuncdo endotelial refere-se a um desequilibrio na producdo de
mediadores endoteliais que regulam o ténus vascular, a coagulagdo, a agregacgao
plaquetaria e a fibrindlise, sendo o tbnus vascular o aspecto mais estudado. A
disfuncado endotelial também ¢é frequentemente referida como piora no relaxamento
dependente do endotélio, causada, entre outros aspectos, pela perda da
biodisponibilidade do NO*. A disfungao endotelial € uma caracteristica fundamental
da PE e pode ser causada por uma variedade de fatores, incluindo espécies reativas
de oxigénio, hipoxia ou citocinas, como TNF-a ou angiotensina || (WARRINGTON et
al., 2013).

Durante o periodo gestacional, ocorre um aumento fisiolégico da angiogénese
para que ocorra o fenbmeno da placentagdo. Alteracdes no balanco entre fatores
pré-angiogénicos e anti-angiogénicos parecem estar envolvidas na patogénese da
PE. Alguns fatores angiogénicos envolvidos, dentre outros, sdo o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF-2), o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e o fator de crescimento placentario (PIGF). O VEGF é fundamental no
processo de crescimento de novos vasos sanguineos, promove angiogénese, induz
células endoteliais para a produgdo de NO* (vasodilatador) e prostaciclina, e pode
ser importante no regulamento do ténus vascular. O VEGF esta envolvido na
manutengao endotelial de 6rgaos como cérebro, rins e figado, sinalizando através de
dois receptores, Flt-1 (tirosina quinase) e FIK (do inglés fetal liver kinase-1) (SEZER
et al., 2013).

Na PE, a deficiente invasao trofoblastica impede a remodelacédo das artérias
espiraladas e compromete a angiogénese, resultando no aumento dos fatores
antiangiogénicos e diminuicdo dos fatores pro-angiogénicos (VEGF e PIGF)
(MALSHE; SIBAI, 2017).

Dentre os fatores antiangiogénicos, pode-se citar o sFlt-1 (tirosina quinase
soluvel, do inglés soluble fms-like tyrosine) e as sEndoglina (do inglés soluble
endoglin). O sFlt-1 parece ser um mediador chave no desenvolvimento de PE, onde
encontra-se elevado em gestantes com PE e esta relacionado com a disfungao
endotelial. Dessa forma, o sFlt-1 se liga as moléculas de VEGF e PIGF circulantes e

impede com que esses fatores angiogénicos se liguem aos seus receptores comuns
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na membrana celular (WIDMER et al., 2007; CERDEIRA et al., 2018; CUI et al.,
2018).

sFlt é produzido por varios 6rgaos, incluindo a placenta, figado, pulmao, utero
e rim. Estudos recentes mostraram expressao de sFIt1 placentaria elevada e niveis
aumentados de sFlt1 no liquido amnidtico de mulheres com PE (YONEKURA et al.,
2019; NIKUEI et al., 2015). Além disso, Romero e colaboradores (2008) examinaram
niveis circulantes de VEGF e sFIt1 e sugeriram que diminuiram os niveis de VEGF
resultantes da elevagao sFlt1, que pode ser uma causa potencial na patogénese da
PE. Além disso, dados mostram que a administracdo de sFlt-1 a ratas gravidas
causa hipertensdo, proteinuria e endoteliose glomerular (ZHOU et al., 2007).

Por sua vez, a sEndoglina resulta de uma reacdo proteolitica sobre a
endoglina, comprometendo a capacidade angiogénica dos tecidos. Nos quadros de
PE, a sEndoglina esta aumentada causando aumento da permeabilidade vascular e
hipertensdo. Esta elevagdo € maior quanto mais precoce for a instalacdo da PE
(VENKATESHA et al., 2006).

O aumento nos niveis circulantes de substéncias anti-angiogénicas,
associado intimamente a uma desregulagdo no sistema renina-angiotensina,
comprometem a atividade da NOS, causando lesdo endotelial. A NOS é um grupo
de isoenzimas que pode ser classificado em induzivel (iNOS) e constitutivas:
endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) (SHAHEEN et al., 2020). A NOS esta
envolvida com a sintese do NO, a partir do aminoacido ndo essencial L-arginina. A
alteragao na regulacéo ou fungdo da eNOS pode ser um fator contribuinte adicional
para a disfungdo endotelial, podendo causar perfusdo anormal na placenta, devido a
diminuicdo na produgdo de NO, o que € evidenciado na PE (BEM et al.,, 2015;
MUKOSERA et al., 2020). Além disso, evidéncias indicam que o estresse oxidativo
persistente causa disfungdo da eNOS, que desacoplada, deixa de gerar NO e passa
a produzir espécies reativas de oxigénio, como o radical anion superoxido
(CINDROVA-DAVIES, 2009).

Além destas evidéncias, alguns trabalhos demonstram alteragdes nos
mecanismos regulatorios da atividade da eNOS em gestantes com PE, devido ao
aumento do inibidor endogeno da eNOS, a dimetil-L-arginina assimétrica — ADMA,
ou via uma atividade aumentada de arginase, que reduz a disponibilidade do
substrato L-arginina ou uma menor biodisponibilidade do co-fator BH4 (5,6,7,8-tetra-
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hidro-L-biopterina), que é altamente sensivel ao estresse oxidativo (SHAHEEN et al.,
2020; TAYSI et al., 2019; LASKOWSKA et al., 2015).

Por fim, os fatores antiangiogénicos aqui descritos, sFlt-1 e sEndoglina tém
sua producdo placentaria aumentada, em decorréncia da elevagcdo do estresse
oxidativo que acomete a PE (LIU et al., 2016), favorecendo assim a ocorréncia de
alteracbes placentarias, bem como consequéncias adversas para a saude do

bindbmio mae-filho.

2.1.8 Consequéncias da PE

Estudos comprovam que a PE se configura mundialmente como uma das
mais significativas causas de desfechos materno-fetais desfavoraveis, que incluem,
para as maes, eclampsia, faléncia renal e ruptura hepatica, além de maior risco de
doencas futuras como problemas renais, doengas cardiovasculares e sindrome
metabolica (UDENZE, 2016; PAAUW et al., 2016). Para os conceptos, restricdo de
crescimento intrauterino, parto prematuro, asfixia neonatal, desregulagao
neurocognitiva, apgar baixo no 1° e 5° minutos e nascimento de criangas pequenas
para idade gestacional (NOMURA et al., 2017; MOL et al., 2016; CRUZ et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2010).

Resultados de estudos mostraram que criangas a termo expostas a PE
tiveram um risco aumentado para doengas enddcrinas, nutricionais, metabdlicas e
sanguineas (taxa de incidéncia: 1,6; intervalo de confianga de 95%: 1,5—-1,7). Quanto
as criangas pré-termo, foi observado padrdo semelhante de hospitalizagdo quando
comparado as que foram de gestagbes normotensas, mesmo tendo diminuido o
risco de paralisia cerebral (taxa de incidéncia: 0,7; intervalo de confianga de 95%:
0,6-0,9) (WU et al., 2009).

Apesar dos agravos relacionados ao bindbmio mae-filho citados, os estudos
limitam-se em pesquisar a relacdo da inflamacdo e do desbalango redox na PE
associado aos resultados perinatais adversos. Nessa condigdo, as pesquisas
buscam evidéncias de que o aumento do estresse oxidativo e a diminui¢do do status
antioxidante em casos de PE sido as possiveis causas dos desfechos adversos,
onde ocorrem alteracbes em nivel de circulacido fetal que podem ser responsaveis

pelas diferentes complicagbes de recém-nascidos (HOWLADER et al., 2009).
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Ademais, em estudo realizado em hospital de alta complexidade no sul da
india observou-se que neonatos de m&es com PE tiveram maior restricio de
crescimento intra-uterino, prematuridade, maior incidéncia de morbidades e
deficiéncia no desenvolvimento motor, associados ao estresse oxidativo
(BHARADWAJ et al., 2018).

No estudo de coorte prospectivo de Oliveira et al. (2016), na rede publica de
saude do municipio de Maceid-AL, onde foram estudadas 90 gestantes com PE e 90
gestantes sem PE, a histéria prévia de PE (razdo de prevaléncia [RP] = 1,57,
intervalo de confianga de 95% [IC 95%] 1,47-1,67, p = 0,000) e cor da pele negra
(RP=1,15, IC 95% 1,00-1,33, p = 0,040) estiveram associadas a ocorréncia de PE.
Entre os recém-nascidos das gestantes com PE e gestantes sem PE, 12,5% e
13,1%, respectivamente, eram pequenos para a idade gestacional (p=0,907) e
25,0% e 23,2%, respectivamente, eram grandes para a idade gestacional (p=0,994),
nao havendo diferenga entre os grupos para as referidas variaveis. A via de parto
cesariana foi a mais frequente em ambos os grupos (58,0% e 53,9%,
respectivamente).

Roy et al. (2015) verificaram maiores niveis de MDA plasmatico materno,
SOD eritrocitaria e GPx em mulheres com histérico de PE quando comparadas aos
controles. Além disso, criancas nascidas de maes com PE apresentaram baixo
crescimento e desenvolvimento nos parametros antropométricos avaliados.

Assim, a literatura carece de estudos com o propdsito de fortalecer as
evidéncias cientificas associando os resultados perinatais com a inflamacédo e o
desbalango redox, em casos de PE, tendo em vista o desenvolvimento de
programas de saude publica voltadas para este grupo, a fim de diminuir a

morbimortalidade materna e infantil.

2.1.9 Tratamento da PE e perspectivas

Atualmente, ndo existe na literatura um consenso acerca das melhores
estratégias de prevencédo e tratamento da PE, especialmente no que se refere a
nutricdo. Em relagdo ao tratamento medicamentoso, a intervengcdo é baseada no
controle dos sinais e sintomas da doencga ja estabelecida, como o controle dos niveis
pressoricos, da proteinuria, entre outros. Contudo, apesar dos resultados ainda

serem controversos, estudos vém sendo realizados, considerando a suplementacao
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de compostos antioxidantes, bem como de compostos anti-inflamatérios, visando
minimizar o estresse oxidativo e a inflamagao, que sao descritas na literatura como
sendo interligadas na doenca, apesar da necessidade urgente de novas pesquisas
para elucidar essa relagao (ACHAMRAH; DITISHEIM, 2018; CORREA et al., 2016).

A metandlise realizada pelo nosso grupo de pesquisa (TENORIO et al.
(2018) avaliou a eficacia dos compostos antioxidantes na prevencgao e tratamento da
PE e nao foi observado efeito na prevencdo, porém foi visto efeito benéfico em
relagéo a restricdo de crescimento intrauterino (RCIU), no tratamento da doenga. Por
sua vez, em relagdo aos compostos anti-inflamatorios, ha incertezas clinicas quanto
a eficacia de sua suplementacdo. O composto mais utilizado € o acido graxo -3,
contudo os resultados sao controversos (BURCHAKOQV et al., 2017; SACCONE et
al., 2016).

Nesse contexto, o papel dos antioxidantes e anti-inflamatérios durante a
gravidez e sua possivel acdo na reducao do risco de PE, bem como na melhora da
progressao da doenca, necessitam de mais ensaios clinicos randomizados, em
maior escala, que avaliem a eficacia de tais compostos sobre a PE. Logo, ainda nao
foram estabelecidas recomendacgdes especificas para sua ingestdo, no que diz
respeito a referida patologia (PHANG et al., 2018; ACHAMRAH; DITISHEIM, 2018).

Por sua vez, o tratamento conservador da PE inclui a restricao dietética de
sal e a utilizagdo de farmacos anti-hipertensivos. Os objetivos do tratamento sao
prevenir a eclampsia, controlar a pressao sanguinea materna e favorecer o
nascimento do feto. Quando o parto néo € possivel, pacientes com PE leve recebem
sulfato de magnésio como profilaxia para convulsées. No entanto, mulheres com
pressao arterial maior ou igual a 160 x 110 mmHg sdo tratadas com agentes
hipotensores, a hidralazina e a nifedipina sdo utilizadas como tratamento da crise
hipertensiva. Quando ha necessidade de tratamento de manutengao, o farmaco de
escolha é a metildopa, usada por via oral (LUIZON et al., 2017). Em casos mais
graves, pode ser necessaria ainda a internacdo hospitalar, para que haja um
monitoramento adequado da situacdo de satde da mulher e do feto (TENORIO et
al., 2018; MOL et al., 2016; MALACHIAS et al., 2016; SMUTS et al., 2003; OLSEN et
al., 2000).

O unico tratamento definitivo para a PE consiste na interrup¢ao da gravidez
e a retirada da placenta. Muitas vezes esta medida € tomada prematuramente,
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visando garantir a vida da mé&e, do recém-nascido ou de ambos. Todas as outras
modalidades terapéuticas destinam-se a manter estavel o quadro clinico materno e
conseguir a vitalidade fetal e materna. Varios estudos randomizados tém sido
desenvolvidos visando a obtencdo de uma alternativa terapéutica para a PE,
incluindo o uso de aspirina, heparina, concentrado de antitrombina, agentes
antiplaquetarios, calcio, L-arginina, oleo de peixe, vitaminas e outros antioxidantes.
No entanto, todos estes estudos apresentam limitagcoes, especialmente em relacao
ao numero de gestantes avaliadas e os resultados mostram pouco ou nenhum
beneficio (MUJAWAR et al., 2016;HLADUNEWIC et al., 2006).

Atualmente, a aspirina € a unica terapia com evidéncias robustas que
apoiam seu uso para reduzir o risco de PE em mulheres de alto risco (GIL-VILLA et
al., 2020). O uso de aspirina é baseado principalmente em sua atividade anti-
trombadtica e inibidora de tromboxanos (HYBIAK et al., 2020), embora evidéncias
mais recentes sugiram que a aspirina possa mediar a patogénese da PE,
influenciando diretamente a atividade de trofoblastos, como modular a produgao de
citocinas, favorecendo a diminuigdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8 e
TNF-alfa, por exemplo), bem como o fator de crescimento placentario da proteina
pré-angiogénica (PLGF), inibindo a apoptose e impedindo a diferenciagdo prematura
(GIL-VILLA et al.,, 2020; KHANABDALI et al., 2018; ROLNIK et al., 2017). As
recomendagdes atuais sugerem a administracdo de aspirina em baixa dose (75-150
mg) como profilaxia desde as 12 semanas de gestagdo até o parto. Quando
administrada antes das 16 semanas de gestacéo, a dose baixa de aspirina tem um
efeito modesto, mas consistente, estimado para reduzir o risco de PE em
aproximadamente 10% sugerindo que a aspirina influencia a placentagdo precoce,
além de reduzir a chance de recém-nascidos pequenos para a idade gestacional
(PIG) em 24% (MEHER et al., 2017).

Assim, a identificagao de fatores especificos e vias de sinalizagdo envolvidas
na patogénese da PE irdo facilitar o desenvolvimento de terapias mais especificas e
eficazes baseadas em mecanismos estratégicos para a doenga, a partir de
evidéncias cientificas, o que ira ser capaz de minimizar as consequéncias negativas

a saude materna e fetal.
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3. HIPOTESE

O desbalanco redox e a inflamacdo em placentas de gestantes com preé-

eclampsia estao relacionados aos resultados perinatais adversos.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
- Avaliar o desbalango redox e a inflamagcao em placentas de gestagcées com pré-
eclampsia e relaciona-los aos resultados perinatais adversos.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Caracterizar o perfil socioeconémico, clinico, de estilo de vida e nutricional de
gestantes com PE;
- Comparar os marcadores de desbalanco redox e de inflamacdo na placenta de
com PE e sem PE;

-Descrever os principais resultados perinatais de gesta¢cdes com PE.

5. MATERIAIS E METODOS
Trata-se de um estudo transversal, que foi desenvolvido na maternidade do
hospital universitario do municipio de Maceidé-AL, referéncia em gestagdes de alto
risco no ano de 2017.
5.1 POPULACAO DE ESTUDO
O presente estudo incluiu 100 gestantes com diagndstico de PE e 50
gestantes saudaveis (sem PE) e seus conceptos. Este estudo faz parte de um
projeto maior de pesquisa intitulado “Caracterizagdo de biomarcadores inflamatorios
e de desequilibrio redox em gestantes com pré-eclampsia: relagdo com o estado
nutricional e com as repercussdes maternas e fetais” financiado pelo Programa de
Pesquisa para o Sistema Unico de Saude (PPSUS), processo n°
35743614.1.0000.5013 e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) (processo n° 35743614.1.0000.5013).
Foram excluidas gestantes que estavam em estado geral grave, de acordo
com as informagdes colhidas no prontuario, tabagistas, sem condicbes de
locomogédo, portadoras de gestagdes multiplas ou que apresentassem outras
comorbidades que pudessem influenciar nos desfechos da gestacgéo.
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5.2DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal. Para a realizagdo da pesquisa foi feita
uma triagem com as gestantes na maternidade do hospital universitario para verificar
as que preenchiam os requisitos previamente definidos para o grupo controle e para
o grupo de gestantes com PE. A PE foi confirmada a partir de informagdes contidas
nos prontuarios das gestantes (inseridas por profissionais da instituicdo): idade
gestacional superior a 20 semanas, pressao arterial sistolica maior ou igual a 140
mmHg ou pressédo arterial diastolica maior ou igual a 90 mmHg e proteina urinaria
em 24 h maior que 300 mg ou labistix positivo para proteina (=+/4+) (marca
biotécnica), com base nas recomendac¢des do Colégio Americano de Ginecologia e
Obstetricia (ACOG, 2013), com os critérios ajustados de acordo com Brown et al.
(2018). Em caso de auséncia de proteinuria, a medida era feita pela equipe da
pesquisa por meio de fita reativa (tira urinaria) (JACINTO et al., 2012).

Toda gestante selecionada foi devidamente esclarecida e convidada a
participar da pesquisa. Para isso, foi entregue e explicado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Em seguida, foi aplicado o questionario padronizado (Apéndice B), incluindo:
dados sociodemograficos e econbmicos, pessoais, clinicos, estilo de vida e
avaliacao do estado nutricional.

Posteriormente, apds o parto foi coletada imediatamente (até 20 minutos pos
parto) uma amostra da placenta de cada participante tanto das gestantes com PE
como de gestantes controle, para realizacdo das analises dos marcadores de
desbalanco redox e inflamatodrio, além da coleta em prontuario e declaracdo de

nascidos vivos de informagdes sobre o recém-nascido e o pds-parto.

5.3DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E ECONOMICOS
Foram coletados dados sobre idade, escolaridade, ocupacao, renda familiar,
numero de filhos, saneamento basico, tipo de construcdo do domicilio,

abastecimento e tratamento de agua para consumo na regido onde a familia reside.

5.4DADOS CLINICOS E OBSTETRICOS
Foram obtidas informagdes sobre idade gestacional, realizagdo de pré-natal,

intercorréncias durante a gestagéo, gestacgdes anteriores, entre outros.
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5.5 DADOS DE ESTILO DE VIDA
Foram obtidas informacdes referentes ao consumo de alcool antes e/ ou

durante a gestagéo.

5.6 AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

Foi realizada avaliagdo antropométrica materna através da coleta das medidas
de peso (kg) e altura (m) para determinagao do IMC (kg/m?), utilizando-se pontos de
corte estabelecidos por Atalah Samur et al., (1997) para sua categorizagdo, sendo

classificados em baixo peso, peso adequado ou excesso de peso. Foram-coletadas

adolescentes (OMS,—2007). A balanga utilizada foi digital com capacidade de

pesagem de até 200 kg e estadidmetro com 2 metros de comprimento e precisédo de

0,1 cm.

5.7COLETA DE AMOSTRAS DE PLACENTA

Imediatamente apdés o parto, foi coletada uma amostra da placenta da
gestante, por um participante da pesquisa devidamente capacitado para esta
atividade. Os cortes foram realizados proximo da placa basal materna, onde as
vilosidades terminais sdo mais abundantes (Figura 4). Apds coletadas, as amostras
foram acondicionadas em caixa térmica com gelo para serem transportadas ao
laboratdrio de eletroquimica e estresse oxidativo da UFAL, onde foram devidamente
armazenadas em -80°C até o momento das analises dos marcadores de estresse

oxidativo e inflamatorios.
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Figura 4: Face materna da placenta, regido onde foram realizados os cortes
para a coleta de amostras.

Fonte: Banco de dados do proprio autor. Baseado em: Borbely et al. 2014.

5.8 PREPARACAO DOS EXTRATOS DO TECIDO

Para o homogenato foi utilizado o tampao Radioimmunoprecipitation assay buffer
(RIPA) obtido da Cell Signaling® com pH de 7,4 com proporgédo de 1:9 (um
comprimido para 50 mL de tamp&o RIPA). Além disso, usou-se o inibidor de
protease obtido da Roche® (Alemanha), com o intuito de inibir a acdo de proteases
e preservar a integridade das proteinas e outros componentes celulares. Apds, a
centrifugagéo a 4 °C, 12000 rpm, por 10 minutos, o sobrenadante foi aliquotado e o

extrato da placenta foi conservado a -80 °C, para futuras analises.

5.9DOSAGEM DE PROTEINAS TECIDUAIS

Baseia-se no método proposto por Bradford (1976), utilizando tampao fosfato
(PBS) pH 7,4. Em seguida, a solugao preparada foi agitada e homogeneizada com o
auxilio de vortex. Apds, 20 pL da amostra/padrées da curva (BSA) (1 a 5 mg dL ™)
foram pipetados, em duplicata, nos pogos da microplaca (visivel), seguida da adigao
de 200 uL de reagente de Bradford, aguardando 5 min (protegido da luz). Por fim, os

resultados foram lidos em espectrofotémetro em comprimento de onda de 595 nm.

5.10 ANALISES DE MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO
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Foram dosadas as enzimas antioxidantes: superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) e a ndo enzimatica, glutationa reduzida (GSH) e o marcador de
peroxidacao lipidica - Malondialdeido (MDA), seguindo as técnicas padronizadas
conforme pode ser observado na Figura 5.

- - - -

| Amostrasde placentas |
| de gestantescompré- |
l ecldmpsia e controles

| Preparo de extratos I
placentarios, |
posteriormente |

I

armazenados2-80°C \ = ————— 1
----- - ' ‘ L Andlises|aboratoriais |
Biomarcadoresde Biomarcadores

deshalanco redox inflamatorios

\

Pro-
inflamatorias

o inflamatoria

Figura 5: Fluxograma de obtencdo e analise de biomarcadores de
desbalancgo redox e inflamatorios analisados.

Fonte: Autor

5.10.1 Dosagem de Catalase (CAT)

Realizada segundo meétodo colorimétrico de Paton et al. (2009), descrito
previamente por Aebi (1984). A mensuracdo da atividade de CAT foi realizada em
microplaca, onde foram adicionados 7,5 yL do extrato placentario (diluicdo de 1:30,
com tampao PBS 20 mM, pH 7,0). Em seguida, fez-se a leitura no espectrofotdmetro
em microplaca, no comprimento de onda 240 nm, a cada 15 segundos, durante 5
minutos, sendo o resultado considerado o branco. Para o inicio da reagao, foram
adicionados 5 pL de H2O> (concentragdo final = 1 pmol/L), sendo realizado
novamente a leitura. Os resultados foram expressos em U de CAT.mg. Uma unidade
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de CAT foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para decompor 1
pgmol/min de H20-, a 37 °C.
Calculo para a concentracdo de catalase:

2,361 x 0,67 x (ABSi — ABSf)
ABSi x mg de proteina

Catalase U/mg proteina =

ABSi = Absorvancia inicial;

ABSf = Absorvancia final;

2,361= constante;

0,67 = fator de corregcao do método da cubeta em relacéo a placa, caminho 6ptico;
mg de proteina = quantidade de proteina (em mg) pipetada no poco.

5.10.2 Dosagem de superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi determinada no extrato placentario, em
microplaca (Nunc®, Dinamarca), através da utilizagédo de Kit SOD Assay — WST (sal
monosodico de  2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)-  2H-tetrazolio)
(#19160, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), conforme instru¢cdes do fabricante, e
quantificado espectrofotometricamente, no comprimento de onda de 450 nm (Leitora
para microplacas Thermoplate®). O método € baseado na utilizagdo de um sal
soluvel em agua, o WST-1 (o sal monossodico de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-disulfofenil)-2H tetrazolio), que é reduzido pelo anion radical superéxido (O2™). O
produto desta reacdo € o cromogeno formazan. A taxa de redugdo € linearmente
relacionada a atividade da enzima xantina oxidase (XO) que, por sua vez, é inibida
pela SOD. A atividade da SOD é entdo expressa como porcentagem de inibicao da
XO pela SOD. Os dados sao normalizados pelo conteudo protéico tecidual
(BRADFORD, 1976). A atividade da SOD foi expressa como percentual (%) de taxa
de inibigdo.mg proteina™.

5.10.3 Dosagem de glutationa reduzida (GSH)

O conteudo de GSH total foi avaliado a partir da técnica descrita por Tipple &
Rogers (2012), com algumas modificagées. Inicialmente, a proteina total foi
precipitada, apos centrifugagdo de 40 yL do homogeneizado placentario com 80 pL
de acido metafosforico 5% (m/v) e 80 yL tampao de ensaio (PBS 0,1 M + EDTA 5
mM, pH 7,4) na proporgédo de 1:2,5 (80:80:40) (1.400 rpm por 10 min a 4 °C). Na

sequéncia, a GSH total foi medida. Para obter GSH total, o sobrenadante do
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homogenato sem proteinas foi diluido (1:5) em tampao de ensaio. Em seguida, 30
uL foram transferidos para a microplaca de leitura. A reacdo foi entdo iniciada,
adicionando-se 50 pL da mistura de reagéo 1 (5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) —
DTNB — 10 mM e GR — 4,2 U mL") e 50 uL da mistura de reagdo 2 (NADPH 1%
m/v). A absorvancia foi medida em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de
412 nm, em uma cinética de 3 min, com leituras a cada 30 s. As concentragdes
foram entdo obtidas apds comparagdo dos resultados obtidos com curva de
calibragdo padrao com concentragées conhecidas de GSSG (1 nM a 10 nM). Para
determinacao da GSH, utilizou-se o seguinte calculo: GSH = GSH total — (2 x GSSG)
(TIPPLE; ROGERS, 2012). Os resultados foram expressos em pmol.mg proteina™.

Para mensurar GSSG, o sobrenadante foi diluido (1:2) em tamp&o de ensaio,
contendo N-etilmaleimida (NEM), e centrifugado (12.000 rpom/ 20 min a 4°C). Essa
solucao foi incubada por 50 min, para completar a complexac¢ao e remog¢ao de GSH.
Para excluir NEM, esse sobrenadante com tampao de ensaio foi eluido através dos
cartuchos Sep-pak® Classic C18 (200uL). Depois disso, o eluente foi transferido
para a microplaca e foram adicionadas 50uL da reagdo de mistura. Em ambas as
analises, a absorvancia foi mensurada ao longo de 3 min a 412 nm, com intervalos
de 30 s.

5.10.4 Medidor da peroxidagao lipidica: Malondialdeido (MDA)

O MDA ¢é frequentemente utilizado como biomarcador padrao da peroxidacéo
lipidica in vivo. Diversos métodos foram desenvolvidos para determinagédo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do MDA, em amostras bioldgicas.
Neste estudo, foi adaptado o método descrito por Vickie et al. (1990) (VICKIE;
CHANGCHIT; CHOW, 1990). Primeiramente foi realizada a curva padréo para MDA,
utilizando como substrato o 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP). O TMP, em meio
acido, origina MDA, com o percentual aproximado de conversdo de 98,4%. Para
realizagao das analises de MDA, faz-se necessario a preparagcdo de uma solucéo de
butil-hidroxitolueno (BHT). Para isso, 4,0 mg de BHT s&o diluidos em 2 mL de etanol
96%, sendo entdo armazenados, sob refrigeragao, por no maximo 7 dias.

Inicialmente, 50 uL do extrato da placenta centrifugado previamente foram
transferidos para eppendorf previamente preparado com 400 uL de tampé&o Trizma-

Base (pH 7,4) e 40 uL de solugdo antioxidante de BHT. Em seguida, foram
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adicionados 440 uL de acetonitrila para realizacdo de HPLC. A solugao formada foi
entdo centrifugada a 4 °C e 3500 rpm, por 10 min. O sobrenadante foi aspirado e
filtrado através de unidade filtrante com membrana Durapore de 0,22 um de poro e
homogeneizado com auxilio de vortex.

O volume de 20 pL do filtrado foi injetado no HPLC e a leitura realizada a 270
nm, com duragao da leitura de 6 min, onde o tempo de retengcdo do MDA é em torno
de 2 minutos e 48 s. Os valores de MDA foram avaliados a partir da curva padréo,
utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP), que € um composto precursor de MDA.
Os valores de MDA no tecido foram expressos em micromolar (uM) e corrigidos para
o peso em miligrama (mg) do tecido analisado, obedecendo ao fator de correcéo de
acordo com a formulagao:

MDA encontrado (uM)x 1000
Peso do tecido (mg)

MDA tecidual real =

5.10.5 Dosagem de peroéxido de hidrogénio (H202)

O peroxido de hidrogénio foi mensurado de acordo com Pick and Keisari
(1980). O principio da técnica consiste na oxidagao do vermelho de fenol pelo H20z,
mediada pela peroxidase de rabanete. A concentracdo de H>O2 foi expressa em
nmol mg de proteina’, de acordo com a curva de calibragdo previamente
estabelecida. Inicialmente, os homogenatos foram adicionados em microtubos
contendo tamp&o de ensaio (tamp&o fosfato, dextrose e NaCl (1:25) (pH 7,0). Em
seguida, foram adicionados 5 uL de vermelho de fenol, 4,25 yL de peroxidase de
rabanete. Apos incubacgao (37 °C por 30 min), 25 mL de hidréxido de s6dio (NaOH)
1 M foram adicionados. As amostras foram lidas em 610 nm.

5.11 DETERMINACAO DA ATIVIDADE INFLAMATORIA
5.11.1 Mieloperoxidase (MPO)

A mensuragao da atividade da MPO foi realizada por meio da adaptacédo do
meétodo proposto por Bradley et al. (1982). Resumidamente, 25 mg do tecido
placentario foram homogeneizados, utilizando tampao de ensaio (tamp&o de fosfato
de potassio - 50 mM, 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamobnio e EDTA - 5 mM,
pH 6,0). Em seguida, as solugbes foram centrifugadas a 4.000 rpm, por 15 min, a 4
°C. Apés essa etapa, o sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente a 12.000
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rom, por 15 min, a 4 °C. Posteriormente, 50 yL do sobrenadante foram transferidos
em duplicada para uma microplaca e adicionados 50 pL de solucdo de orto-
dianisidina (0,68 mg/mL). A microplaca foi incubada a 37 °C por 15 min e em
seguida, foram adicionados 50 pL de solugao de H202 (0,3%). Uma nova incubagao
foi realizada (37 °C) e ap6s 10 min, a leitura foi feita em espectrofotometro, em
comprimento de onda de 460 nm. Uma unidade de MPO foi definida como a
quantidade de H202 (em pmol) decomposta por minuto. Os resultados foram
expressos em U de MPO mg de proteina' (BRADLEY; CHRISTENSEN;
ROTHSTEIN, 1982).

5.11.2 Marcadores inflamatérios

As dosagens das interleucinas (IL), IL-6, IL-8, IL-10 e do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) foram analisadas por ELISA. O extrato placentario foi diluido
inicialmente (1:1) com tamp&o PBS 50 mM, pH 7,4. Os niveis das citocinas foram
dosados por ELISA, com kit da PeproTech® (PeproTech Brasil FUNPEC, Ribeirao
Preto, SP, BR.), conforme as instru¢cdes do fabricante. As citocinas foram
quantificadas através da leitura da absorvancia a 450 nm, em leitor de placa de

ELISA e os resultados foram expressos em pg mg de proteina™.

5.12 DADOS DO RECEM-NASCIDO E POS-PARTO

Apos o parto, foram coletados dados em prontuario sobre o recém-nascido e
o parto. Sao eles: peso e comprimento ao nascer, idade gestacional no momento do
parto, via de parto, indices de Apgar nos 1% e 5° minutos de vida, sexo da crianga,

além de possiveis intercorréncias no pos-parto.

5.12.1 Peso e comprimento ao nascer

Os dados de peso e comprimento ao nascer dos conceptos foram
classificados de acordo com as curvas propostas por Villar et al. (2014). Foram
considerados os pontos de corte em percentis de acordo com os padrdes
internacionais, onde aqueles com peso abaixo do percentil 10 foram classificados
como pequenos para a idade gestacional (PIG), entre os percentis 10 e 90
classificados como adequados para a idade gestacional (AlG) e os com peso
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superior ao percentil 90, grandes para a idade gestacional (GIG), bem como para a

classificagcdo de comprimento ao nascer.

5.12.2 Perimetro cefalico e toracico

O perimetro cefalico associado ao perimetro toracico avalia o estado
nutricional e estes devem ter proporcao idéntica (PT/PC=1) até os 6 meses de vida
(DAL BOSCO, 2010).

5.12.3 Idade gestacional no momento do parto

A idade gestacional foi classificada de acordo com os critérios propostos pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS, 1967), onde: recém-nascidos pré-termo- I1G <
37 semanas, recém-nascidos a termo - IG entre 37 e 40 semanas, e recém-nascidos

pos- termo - IG > 40 semanas.

5.12.4 indices de Apgar nos 1° e 5° minutos de vida

A finalidade do indice de apgar (Aparéncia, Pulso, Grimace (careta),
Atividade, Respiracédo) € determinar a situacdo de saude do recém-nascido até o
nascimento, sendo caracterizado como risco para o nascimento quando os valores
do apgar s&o menores que 7, para ambos os minutos (AMERICAN ACADEMIC OF
PEDIATRICS, 2006).

5.13 ANALISE DE DADOS

As analises dos dados foram realizadas com o auxilio do programa estatistico
SPSS (Statistical Package for Social Science) versao 20.0 e do GraphPad®Prism
versao 5.0 para Windows (San Diego, CA, EUA), adotando um a = 5%. A
normalidade da distribuicido foi avaliada pela aplicagdo do teste de Lilliefors e a
homogeneidade das variéncias pelo teste de Levene. A partir desses procedimentos,
foram utilizados métodos paramétricos como o teste t. O teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney foi utilizado para avaliar as variaveis n&o-parameétricas. Os resultados foram
apresentados como meédia + erro padrdo. Os resultados dos marcadores de
desequilibrio redox e inflamagao foram relacionados as variaveis de resultado
perinatal (peso, comprimento, CC, CC e idade gestacional ao nascer), via regressao

linear, com ajustes das variaveis por idade gestacional, escolaridade, familia renda,
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peso ao nascer, peso atual, IMC gestacional, raga negra e tipo de parto. Adotou-se

um nivel de significancia de 5%.
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Abstract
Objective: To compare redox and inflammatory markers between normal and PE-

derived placentas and to evaluate the relationship between placental redox
imbalance markers and perinatal outcomes in pregnancies with PE. Methods: This
was a cross-sectional study conducted at the maternity hospital of a university
hospital in Maceio-Alagoas, Brazil, in 2017, including women diagnosed with PE and
healthy pregnant women and their conceptuses. After screening, standardized
questionnaires containing socioeconomic, clinical, obstetric and anthropometric data
were applied. After delivery, placental samples were collected for quantification of
biomarkers of redox imbalance (catalase — CAT; malondialdehyde — MDA; hydrogen
peroxide — H2O32; superoxide dismutase — SOD; reduced glutathione — GSH; oxidized
glutathione - GSSG; and their ratio — GSH/GSSG) and inflammation
(myeloperoxidase — MPO,; interleukin (IL)-6; IL-8; IL-10; and tumor necrosis factor-
alpha — TNF-a). All biomarkers were evaluated via linear regression with adjustments
of variables with measures of weight, length, head circumference (HC), chest
circumference (CC) and gestational age of newborns at birth, considering p <0.05 as

significant. Results: A total of 100 pregnant women with PE and 50 healthy pregnant

women were studied. Higher placental levels of catalase (p = 0.018), SOD (p
0.031), the GSH/GSSG ratio (p = 0.019) and IL-6 (p = 0.010) and lower GSSG (p
0.001) were observed in pregnant women with PE than in the control group. Positive

associations between placental GSH levels and body weight, HC, CC and gestational
age at birth (p <0.05) were identified. Conclusion: PE-derived placentas had high
concentrations of some antioxidants (enzymes and thiols), which might be a
compensation mechanism against oxidative stress. Placental GSH levels were the
only biomarker, among the studied ones, related positively with beneficial perinatal
outcomes, suggesting that this endogenous antioxidant plays an important role in
maintaining the health of the conceptus and women with PE.

Keywords: Oxidative stress; Antioxidant; Reduced glutathione; Perinatal care;
Pregnancy.

Introduction
Despite advances in the management of preeclampsia (PE), it is still

considered one of the main causes of maternal and fetal mortality, affecting 5-8% of

pregnancies worldwide, and is more prevalent in developing countries [1].
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The genesis of the disease includes defective placentation; cardiovascular
dysfunction in pregnancy; and immunological, hormonal and angiogenic alterations,
which lead to local inflammation and oxidative stress [2-7]. Such events are key to
understanding poor invasion and inefficient uterine spiral artery remodeling by
extravillous  trophoblast cells aggravated by hypoxia [8-10]. This
hypoxia/reoxygenation process compromises the supply of oxygenated blood to the
fetus-placental unit and could lead to adverse perinatal outcomes, such as
intrauterine growth restriction (IUGR), placental rupture, premature labor, low birth
weight newborn, small for gestational age (SGA), maternal and fetal/neonatal death,
among others [11-13].

In this context, aiming to better understand the pathogenesis of PE,
inflammatory and redox imbalance markers have been investigated [14-18]. On the
other hand, despite knowing the importance of the placenta in fetal nutrition and its
relationship with perinatal outcomes, to our knowledge, there is a dearth of studies
that correlate inflammation and redox imbalance biomarkers in preeclamptic
placentas with perinatal outcomes [19].

The present study was carried out on the placenta, so this study is able to
provide a real and comprehensive view of the local biochemical activity at the time of
delivery, and the possible changes in the placental structure and function may
directly affect the newborn and its development. Thus, the aims of the present study
were to compare the biomarkers of redox imbalance and inflammation in the
placentas of pregnant women with and without PE and to investigate the relationship
between redox imbalance and perinatal outcomes in PE pregnancies.

Material and methods

Chemicals

The SOD Assay kit was from Sigma — WST ®. Cytokine kits were obtained
from PeproTech® (PeproTech Brasil FUNPEC, Ribeirdo Preto, SP, BR), protease
inhibitor cocktail tablets were obtained from Roche® (Germany), and
radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer was obtained from Cell Signaling®. All
other chemicals and enzymes were purchased from Sigma-Aldrich® (St. Louis,
USA).

Equipment
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The high-performance liquid chromatography — HPLC (LC-20 AT-Prominence-
Shimadzu). Coupled to UV detection (Shimadzu, Serial no. L201550), the freezer
was a VIP Series by Sanyo, the spectrofluorometer was manufactured by Thermo
Scientific® (Multiskan) and a Filizola® digital balance with a capacity of 150 kg and
100 g accuracy and a stadiometer with 2 m in length and 0.1 cm precision were
used.

Study design

This is a cross-sectional study conducted at the maternity hospital of the
University Hospital Alberto Antunes of Maceio-Alagoas, Brazil, in 2017, and was part
of a larger research project supported by the Research Program for the Brazilian
Unified Health System (SUS) and approved by the Ethics and Research Committee
(process number 35743614.1.0000.5013).

Study group

Pregnant women diagnosed with PE were included and identified through
medical records, based on the recommendations of the American College of
Gynecology and Obstetrics (ACOG, 2013) [20], with the requirements adjusted
according to Brown et al., 2018 [21]. More specifically, PE was diagnosed by the
presence of hypertension after 20 weeks’ gestation, accompanied by proteinuria
and/or evidence of maternal acute kidney injury (AKIl), liver dysfunction, neurological
features, hemolysis or thrombocytopenia, or fetal growth restriction. Those women
with HELLP syndrome (H- hemolysis, EL- elevated liver and LP- low platelet count),
eclampsia, in severe general conditions, according to medical records, smokers, with
a deficiency in mobility, with twin pregnancies or other comorbidities that could
influence gestational outcomes, such as gestational diabetes, cardiovascular,
autoimmune, and infectious diseases, among others, were not included. For the
control group, we selected healthy pregnant women, also meeting the exclusion
criteria, being excluded pregnant women who smoke, with mobility difficulties, with
multiple pregnancies or with other comorbidities, which could influence pregnancy
outcomes. The present study included 100 pregnant women diagnosed with PE and
50 healthy pregnant women (without PE), as well as their conceptuses.

The medical record and the live birth statement of newborn information for
each patient and information such as the values of birth weight and length,
gestational age at delivery, type of delivery, Apgar score values at the 1%t and 5™
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minutes of life, sex of the child, head circumference (HC) and chest circumference
(CC) were collected. Initially, screening was performed at the hospital’s maternity
ward through an electronic medical record to check pregnant women who met the
previously defined requirements. Afterwards, properly trained researchers went to the
maternal beds and, after invitation and acceptance by the pregnant woman to
participate in the research, a standardized questionnaire was applied, including
socioeconomic data (maternal age, maternal education and monthly family income)
and obstetric data (gestational age, complications during pregnancy, previous
pregnancies, among others).

According to the socioeconomic data, pregnant women were stratified into
maternal age (<19 years: adolescent; 20 to 34 years: average age; and > 35 years:
advanced age) [22], education (<4 years; 24 years of schooling) [23], and monthly
family income (<1 minimum wage; 21 minimum wage) and self-declared black race
(yes or no).

Placental samples

After delivery, samples from placentas were collected immediately or just after
20 minutes of delivery, kept refrigerated until arrival at the Laboratory of
Electrochemistry and immediately transferred to a biofreezer, at -80 °C. The samples
were prepared and assayed for redox imbalance and inflammation biomarker
quantification, following validated protocols [24-26]. The placenta samples were
collected near the maternal basal plate where terminal villi are more abundant,
excluding stem villi. Figure 1 represents the flow chart used in the preparation and
analyses of samples. After transportation, samples were stored in a freezer at -80°C.
In sequence, the homogenates, from the crude initial material, were prepared using
RIPA and protease inhibitor (pH 7.4) (approximately 100 mg of tissue with the
volume of RIPA 9x the weight of the tissue). After centrifugation, the supernatant was
collected, placental extracts were stored in appropriate volumes for sequential
analysis. This protocol was used for the majority of analyses (A), except for MDA and
MPO (B) (Figure 1). The time between collection and analyses was maximum of 6
months.

FIGURE 1: HEREABOUTS

Oxidative stress biomarkers
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The following biomarkers of redox imbalance were analyzed: superoxide
dismutase (SOD), using the SOD Assay kit (Nunc®, Denmark), according to the
manufacturer’s information and read at 450 nm in spectrophotometer, expressed in
mg protein~'; hydrogen peroxide (H20-), according to Pick and Keisari (1980) [27]. ].
In summary, for H.O2, the technique is based on the oxidation of phenol red by H2Oo,
mediated by radish peroxidase. H202 concentration was expressed in nmol mg
protein”' and measured according to a previously built calibration curve. First, the
extracts were added in microtubes containing assay buffer (phosphate buffer,
dextrose and NaCl (1:25) (pH 7.0), then 5 pL phenol red, 4.25 pyL of radish
peroxidase. After incubation (37 °C for 30 min), sodium hydroxide (NaOH, 1 M) was
added. The samples were read at 610 nm.

Catalase (CAT), according to the colorimetric method of Paton et al. (2009)
[28], previously described by Aebi (1984) [29] was measured as the decomposition
rate of H202, and was monitored at 240 nm. One unit of CAT was considered the
amount of enzyme required to degrade 1 mmol min-' H2O-. It was expressed in IU mg
protein-'; reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) were
determined according to Tipple and Rogers [30], using assay buffer and
metaphosphoric acid, with slight modifications, and their ratio (GSH/GSSG) was
calculated (Total glutathione = GSH — (2 x GSSG). GSH and GSSH levels were
expressed in nM mg protein.

All biomarkers were measured using spectrofluorometry, with wavelengths
specified for each method and normalized by placental protein levels determined by
the Bradford assay [31].

Malondialdehyde (MDA) was measured by HPLC, according to Vickie et al.
(1990) [32], through peak height measurement. The conditions of the HPLC system
were column C18, 259 mm long and 4.6 mm internal diameter, the mobile phase
comprising acetonitrile and Trizma buffer (pH 7.4) (1:9). Placental tissues were
homogenized with Trizma buffer, butyl-hydroxytoluene (BHT) and acetonitrile (see
Figure 1, protocol B). Finally, the homogenates were centrifuged at 3500 rpm/10 min
at 4 °C and the supernatant was filtered with an HPLC filter (0.22 mm). The flow rate
was 1.0 mL min~" and MDA was calculated from the standard curve generated using
1,1,3,3-tetramethoxypropane and expressed as nmol MDA mg tissue™. The retention
time was approximately 2 min and 48s and the UV detector was set at 270 nm.
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Inflammation biomarkers

IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a were evaluated by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) with a PeproTech® kit (PeproTech Brasil FUNPEC, Ribeirdo Preto,
SP, BR.), according to the manufacturer's instructions. Cytokines levels were
expressed in pg mg ptn~' (Figure 1, protocol A).

MPO activity was obtained by adapting the method proposed by Bradley et al.
(1982) [33], evaluated by ELISA, with a PeproTech® kit (PeproTech Brasil FUNPEC,
Ribeirdo Preto, SP, BR.), according to the manufacturer’s instructions [34]. Placental
tissues were prepared following protocol B (Figure 1). They were homogenized using
assay buffer pH 6.0 and centrifuged at 4000 rpm/15 min (4°C). The supernatant was
collected and centrifuged at 12,000 rpm/15 min (4°C). Samples were transferred (in
duplicate) to the microplate and an ortho-dianisidine solution (0.8 mg mL™") was
added. After incubation (37 °C/15 min), a solution of H202 (0.3%) was added. A new
incubation was performed (37 °C/10 min) and read at 460 nm. MPO levels were
expressed in U.mg protein'. One unit of MPO was defined as the amount that
decomposes 1 umol H20o.

Characterization of newborns

For the characterization of newborns, weight and length variables at birth were
classified, according to Villar et al. (2014) [34], considering the percentile cut-off
points, where those weighing below the 10" percentile were classified as SGA,
between the 10" and 90" percentiles as suitable for gestational age (SUGA), and
those weighing more than 90" percentile as large for gestational age (LGA). The
same framework was used for classification of birth length. CC was associated with
HC generating the CC/HC ratio, aiming to assess the nutritional status of the
newborn, where they should have an identical proportion (CC/HC = 1) up to 6
months of age [35]. Additionally, the condition of the newborn at birth was assessed
using the Apgar Index at the 15t and 5" minute of life in which values < 7, for both
minutes, characterize low vitality for the newborn [36].

Maternal nutritional status

To assess maternal nutritional status, measurements of weight and height of
the pregnant women were collected and used to calculate body mass index (BMI=
weight/height?), considering the cut-off points established by Atalah et al., 1997 [37].

Statistical analysis
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Data analysis was performed using the statistical software Stata version 13.0
and GraphPad® Prism version 5.0 for Windows (San Diego, CA, USA), adopting
0=0.05. For statistical analysis, parametric assumptions of normality (Lilliefors test)
and homogeneity of residual variances (Levene test) were considered. From these
procedures, the Wilcoxon-Mann-Whitney test and the t test were performed. The
results of the markers of redox imbalance and inflammation were related to the
perinatal outcome variables (weight, length, HC, CC and gestational age at birth) in
their continuous forms via linear regression with adjustments of the variables by
gestational age, education, family income, birth weight, current weight, gestational
BMI, black race and mode of delivery, considering p <0.05 as significant.

Results

We included 100 pregnant women with PE with a mean age of 24.20 + 6.53
years. Regarding the socioeconomic, obstetric and nutritional data of pregnant
women with PE and controls (Table 1), approximately half of them were at the
extremes of reproductive age (26% teenagers and 13.0% >35 years versus 32%
teenagers and 6% >35 years; 24.2% versus 26.7% were low income; 3% versus 4%
of them had low education; 8.3% versus 14% reported being black and half of them
versus 42% were primiparous and the majority (59.1%) versus 45.6% had excess
weight when comparing pregnant women with PE and healthy pregnant women. The
average gestational week of delivery was 37.9 + 1.77 weeks in PE group and the
average diagnosis of PE was at 34.6 + 4.53 weeks.

Regarding the characterization of newborns of pregnant women with PE
(Table 2), 70.4% of them were born by cesarean section, 22.4% were premature,
11.5% were classified as SGA versus 13.5% LGA, 8.6% had low vitality in the first
minute of life, and 73% had an inadequate CC/HC ratio.

Figures 2 and 3 correspond to the means and standard error of the mean of
the placental values of the markers of redox imbalance and inflammation,
respectively (Table 3). The preeclamptic placentas presented higher activities of the
antioxidant enzymes CAT and SOD and the GSH/GSSG ratio and a decrease in
GSSG (p <0.05) (Fig. 1), as well as higher levels of IL-6 (p = 0.010) (Fig. 2), when
compared to healthy pregnant women. The other results were not significantly
different.
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Table 4 shows the results regarding the associations between markers of
redox imbalance and inflammation in women with PE, with perinatal variables, where
suggested positive associations between placental GSH levels with weight (p =
0.04), CC (p<0.001), HC (p = 0.03) and gestational age at birth (p = 0.04) were
obtained.

Discussion

The present study provides an enlarged view of the oxidative status of the
placenta of pregnant women with PE, as it sought to examine a range of stress
markers of enzymatic and nonenzymatic nature, in addition to tissue damage, where
it was seen that pregnant women with PE had higher levels of placental antioxidant
enzymes, such as SOD and CAT, and the GSH/GSSG ratio, as well as a decrease in
GSSG, when compared with pregnant women without the disease.

In the literature, changes in placental development are observed due to a
defect in the remodeling of the uterine spiral arteries by extravillous trophoblasts,
leading to a decrease in placental perfusion. Consequently, intermittent arterial blood
flow generates repeated episodes of ischemia/reperfusion, creating an environment
favorable to the development of placental oxidative stress, reaffirming the importance
of adequate trophoblastic invasion for the complete remodeling of the uterine spiral
arteries, which consequently guarantees the supply of oxygenated blood to the
placental fetus unit [38,39]. In addition, a systemic inflammatory response occurs
through a higher production of proinflammatory cytokines, which are fundamental
characteristics in the pathogenesis of PE. Among the described changes related to
oxidative stress, studies have shown higher levels of MDA [24,26,40,41] and a
reduction in CAT [24] and SOD in the placenta of pregnant women with PE
[26,42,43].

It is worth mentioning that data available in the literature indicate that oxidative
stress has been widely studied in several other gestational diseases, such as
miscarriage [44], placenta accrete [45], gestational diabetes mellitus [46], in addition
to hypothyroidism [47], with findings that point to the presence of redox imbalance in
the above conditions in favor of oxidants, with simultaneous reduction of antioxidants
levels.

These findings differ from our results, since we observed an improvement in

antioxidant defense with increased enzymatic defense (SOD and CAT), as well as
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nonenzymatic defense (reduction in GSSG and increase in the GSH/GSSG ratio),
without identifying changes in the levels of H202 or cellular damage through MDA
measurement. Therefore, the assembly of these results suggests a placental
protective mechanism.

Regarding antioxidants, SOD is one of the main antioxidant enzymes
responsible for the dismutation of the superoxide radical anion (O2") to H20.. As
herein reported, an increase in SOD was observed in the placentas of pregnant
women with PE. However, it should be noted that the increase in SOD may not be a
positive fact, as its high concentrations may also indicate that a large quantity of O>"
was formed and as a result of its dismutation, H202 would be generated, which
consequently increased the SOD requirement.

Thus, SOD is needed in physiological or pathological situations, as is the case
of PE [17,41]. As such, its analysis per se should be regarded with caution. The
placenta consists of an active oxygen metabolic site that continuously generates
oxidative stress. In PE, the repeated hypoxia/reperfusion process would lead to an
increase in H202 [48,49]. In the present case, it did not occur, most likely due to the
antioxidant system, which is effective at neutralizing it.

Therefore, the increase in SOD is suggested to be an antioxidant response,
since our findings also identified the increase in CAT, one of the enzymes that
converts H20: into water, preventing its conversion to the harmful, lipid membrane
oxidant hydroxyl radical. However, when analyzing the damage to the membrane, we
observed that the levels of MDA were similar between PE and controls. Apparently,
there was no increase in nitro-oxidative damage.

Another possibility for maintaining normal H20- levels would be the increase in
GPx activity, an enzyme that is able to catalyze the reduction of H202 and organic
hydroperoxides to water and alcohols, respectively, with the generation of GSSG
[50]. Although not directly assessed, its requirement was probably not necessary,
since GSSG levels were not high in pregnant women with PE, as shown in Figure 2,
which culminated in a higher GSH/GSSG ratio. The increase in this ratio in favor of
GSH reinforces that the levels of reactive species in the placentas of pregnant
women with PE were not sufficient to modify the ratio of reduced/oxidized forms of
glutathione, with GSH at higher levels, providing endogenous antioxidant protection.
On the other hand, high levels of GSSG would reflect a greater need for
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neutralization of H2O- in the tissue, different from what was observed in the present
study [51].

A comparative study of antioxidant levels in the placenta of pregnant women
with PE and controls was performed. Some studies have evaluated placental SOD
levels, such as those by Vanderlelie et al. [42] and Mutlu-Torkogiu et al.[43] with
pregnant women from Australia and Turkey, respectively, who noted a placental
decrease in SOD levels in PE compared to normotensive pregnant women.
Regarding CAT levels in the placenta of pregnant women with PE, Wang et al.
(1996) [52] observed that the activity of CAT was significantly higher in PE than in
controls, corroborating our findings. In turn, Brahmarshi et al.[53], in India, reported
no change in the placental or serum levels of GSH in women with PE. Jim et al. [54]
reported that the low level of GSH and the high level of GSSG in placental tissues
are fundamental to the redox imbalance in favor of prooxidants and, therefore,
contribute to the development of PE.

It is worth mentioning that the redox imbalance (in favor of oxidants) can be
exacerbated by the presence of inflammation in the placenta of women with PE and
vice versa, and in this situation, the syncytium presents greater apoptosis/necrosis
activity, releasing a large amount of material syncytia, antiangiogenic factors and
debris into the maternal circulation. All these molecules cause activation of systemic
leukocytes, generating stimuli for greater platelet adhesion, vasoconstriction and
generalized inflammatory response. This inflammatory response is mainly mediated
by proinflammatory cytokines such as TNF-a and IL-6 [15,55].

It should also be noted that some studies show elevations in inflammatory
markers, such as IL-6. This multifunctional cytokine acts directly in reducing the
availability of NO* and promoting a reduction in endothelium-dependent vasodilation.
Therefore, it increases the process of endothelial dysfunction by decreasing the
concentration of NO* and increasing endothelin [56,57], as well as the cytokine that is
known to activate endothelial cells and induce the production of necrotic trophoblastic
debris from the placenta, which may be important in the pathogenesis of PE [58].

The present study, therefore, suggests a potential compensation mechanism
that protects the newborn of a mother with PE from the stress process experienced in
pregnancy, which seems to have an evolutionary advantage in protecting the fetus
exposed to oxidative damage during labor. Although not directly related to the
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placenta but indirectly related to the health of the fetus, the study by Silberstein et
al.[56] reported a significant decrease (approximately 20%) in lipid peroxidation
levels (MDA) in the colostrum of women who had PE compared with the control
group and an increase in polyphenol concentrations (approximately 33%), an
important antioxidant, highlighting a possible compensatory effect where the body
activates the defense system, which can be a physiological organic adaptation to
prioritize and protect the child.

In addition to the abovementioned results, it was proposed to identify whether
the analyzed biomarkers could positively or negatively influence perinatal results.

As observed in Table 4, the placental levels of the antioxidant GSH showed a
positive influence on the perinatal outcomes of PE pregnancies, such as birth weight,
HC and CC, suggesting better obstetric results related to these neonatal indicators.

It is interesting to note that the present investigation is the first in the literature
to make associations between the levels of GSH in the placenta of pregnant women
with PE and the perinatal results, providing a comprehensive view about the effect of
redox imbalance markers in placentas affected by PE and its possible repercussions
on fetal health.

Although the literature presents previous studies that found an association
between oxidative stress markers and perinatal results, these were observed in blood
and urine, as shown by Bharadwaj et al. [57], in India. They found that early neonatal
outcomes such as death, IUGR, respiratory distress syndrome and early onset
sepsis had a significant correlation with the protein carbonyl levels of pregnant
women with PE; however, they did not find a correlation of neonatal results with the
antioxidant status and MDA levels. Hsieh et al. [58], in Taiwan, observed significantly
higher 8-isoprostane levels in plasma (which is also an oxidative damage marker) in
women who developed PE (p =0.008) and small-for-gestational age infants
(p=0.002). Thus, although the markers evaluated in the mentioned studies were
different from those described herein, it is observed in the literature that a
relationship between redox imbalance markers and perinatal results may exist.

Thus, the role of GSH in perinatal results is highlighted, since this molecule is
an excellent nonenzymatic endogenous antioxidant [58,59] that is responsible for the
biotransformation and elimination of xenobiotics and in the defense of cells against
oxidative stress, which play central roles in PE pathology [60].
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Evidence suggests that GSH plays important roles in many different organs,
such as the lungs (defending the airspace epithelium from damage in response to
oxidants and inflammation) [61], liver (cellular signaling regulator) [60] and especially
in embryological development, during fertilization and implantation [62].

Additionally, the perinatal outcomes of low birth weight and prematurity,
indirectly assessed in this study by weight and gestational age at birth, are among
the main perinatal outcomes related to the presence of PE, where reduced placental
blood flow, hypoxia and increased ROS are pathognomonic and closely linked [63].
Positive associations between GSH and measurements of HC and CC at birth were
found in this study, where approximately 2/3 of the children evaluated presented an
altered CC/HC ratio at birth.

Thus, the present results reinforce the need for further studies in this direction
and, if confirmed, may prove the importance of the use of drugs, nutrients and/or
nutraceuticals able to increase GSH levels and hence improve fetal health at birth.

Therefore, the knowledge already established regarding the involvement of
GSH in various biological processes clearly demonstrates that the physiological and
therapeutic roles of GSH are not yet finalized. Advances in GSH analysis techniques
and compounds that increase its levels may reveal many opportunities for the
development of therapeutic interventions for the treatment of PE. However, we must
consider that other markers with more specific action need to be evaluated in future
studies, especially with regard to transcription factors such as NFkB (nuclear-factor
kappa-light chain of B cells) and Nrf2 (Nuclear factor erythroid derived 2-like 2),
which act in the regulation of several cellular functions and activation of genes
involved in the regulation of inflammatory and anti-inflammatory processes,
respectively [64,65].

It is also important to note that our study used placental samples only from the
maternal basal face, which can be a potential limitation, but this region was chosen
because it contains the terminal villi, where exchanges between mother and fetus
occur. Therefore, despite this limitation, it is not able to weaken the results thus far
observed.

Conclusions
The present study revealed that the placentas of pregnant women with PE, in

comparison with controls, had high concentrations of some antioxidant enzymes,
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which might be a compensation mechanism that protects the fetus from oxidative
stress processes.

As an additional highlight, it was found that placental GSH was the only
biomarker related positively with different perinatal outcomes, suggesting that this
endogenous antioxidant plays an important role in maintaining the health of the
conceptus and the women with PE.

Our findings highlight the importance of continuous research on the role of
GSH as a protector molecule for perinatal outcomes, and once established,
therapeutic interventions using drugs, nutrients and/or nutraceuticals able to increase

GSH levels can be proposed.
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STORAGE AT -80 °C

TISSUE HOMOGENATE — weigh / macerate - add :

RIPA (9:1) + protease inhibitor (1 tablet : 50mL)
CENTRIFUGATION: 12.000 rpm for 20 min at 4 °C.

THESE ANALYSES USE BUFFER, DIFFERENT FROM RIPA AND
SHOULD HAVE THEIR EXTRACTS PREPARED, CENTRIFUGATED
AND SUPERNATANT COLLECTED AT THE TIME OF THE

COLLECTION OF SUPERNATANT

ANALYSIS
PROTEIN  SOD CATALASE GSH/GSSG H,0, IL-6 IL-8 IL-10 TNF
(31) SOD Assay kit-Sigma® (28)(29] [30) (27) PepraTech® PeproTech® PeproTech® PeproTech®
mg/mL mg protein~? 1U mg protein'? nM-mg protein nmol.mg pg'mgprotein  pg-mgprotein  pg-mgprotein~  pgmg

protein? protein~!

Figure 1. Flowchart representing the steps of collection, preparation and analyses of
placentas.
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Figure 2: Comparison of redox imbalance markers’ levels in placenta of pregnancies
with preeclampsia and controls in a university hospital in in Maceio-AL, Brazil, 2017.
Legend: * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. Results expressed as mean + SE.
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Figure 3: Comparison of inflammatory markers’ levels in pregnant women with

preeclampsia and controls in a university hospital in Maceio-AL, Brazil, 2017.
Legend: * = p <0.05; ** = p <0.01; *** = p <0.001. Results expressed as mean + SE. *

= p <0.05.
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Table 1. Characterization of pregnancies with preeclampsia and controls in a
university hospital in Maceio-AL, Brazil 2017.

PE Control
Variable n=100 n=50 X2 OR IC95% p

Age

<19 years 26 16 0.595 0.747 0.355-  0.447
(26.0) (32.0) 1.570

20-35 years 61 31 0.052 1.084 0.542- 0.850
(61.1) (62.0) 2.168

>35 years 13 3 1.714  2.341 0.635- 0.265
(13.0) (6.0) 8.629

Black Race

Yes 8 7 1.333 0.534 0.182- 0.260
(8.3) (14) 1.568

No 88 43
(91.7) (86)

No 4 0

information

Education

<4 years 3 2 0.103 0.742 0.120- 0.999
(3.0) (4.0) 4.529

=4 years 97 48
(97.0) (96.0)

Income

<1 MW 23 12 0.098 0.878 0.391- 0.835
(24.2) (26.7) 1.976

21 MW 72 33
(75.8) (73.3)

No 5 5

information

Primigravid

Yes 50 21 0.856 1.381 0.696- 0.389
(50.0) (42.0) 2.739

No 50 29
(50.0) (58.0)

Gestational

BMI

Low weight 6 8 3.694 0.345 0.112- 0.074
(6.5) (17.4) 1.060

Eutrophy 32 17 0.014 0.957 0.461- 0.999
(34.4) (37.0) 1.985

Overweight 25 12 0.058 1.103 0.497- 0.843
(26.9) (26.1) 2.450

Obesity 30 9 2.887 2.063 0.886- 0.113
(32.2) (19.5) 5.989

No 7 4

information

OR: Odds ratio. x2: Chi-square test, p < 0,05 has significance. BMI: Body Mass
Index. MW: Minimum Wage. PE: Pre-eclampsia.
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Table 2: Characterization of newborns from pregnancies with preeclampsia in a
university hospital in Maceio-AL, Brazil, 2017.

Variables PE Variables PE
n=100 n=100
n % n %

Sex Length at

birth
Men 52 52.5 Low 8 9.0
Women 47 47.5 Adequate 67 75.3
No information 1 High 14 15.7
Mode of Delivery No 11

information
Cesarean 69 70.4 Apgar 1°

minute
Normal 29 29.6 <6 8 8.6
No information 2 27 85 914
Gestational age No 7
at birth information
Preterm 22 224 Apgar 5°
minute

Term 76 77.6 <6 1 1.1
Post term 0 0.0 >7 92 98.9
No information 2 No 7

information
Birth weight CC/HC

Ratio

SGA 11 11.5 Adequate 24 27.0
SUGA 72 75.0 Inadequate 65 73.0
LGA 13 13.5 No 11

information
No information 4

CC: chest circumference; HC: head circumference; LGA: large for gestational
age; SGA: small for gestational age; SUGA: suitable for gestational age.
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Table 3. Comparison of levels of redox and inflammatory imbalance markers in pregnancies with preeclampsia and controls in a
university hospital in Maceio-AL, Brazil, 2017.

Redox and PE Control p
inflammatory Concentration Concentration
imbalance (mean and SE) (mean and SE)
markers
MDA 25003.33+10549.45 24268.46+7981.56 0.649
(nmolMDAmMg
tissue™)
SOD 58.30+43.58 42.77+35.26 0.031
(mg.protein )
H20: 30.19 £ 22.40 24.62+16.87 0.126
(nmol.mg protein™)
CAT 1155.33+1333.44 686.54+721.37 0.018
(IU mg protein-")
GSH 6126.33 £ 7829.75 3583.99+8362.12 0.077
(nM-mg protein)
GSSG 73.19 £133.96 308.90+223.71 0.001
(nM-mg protein)
GSH/GSSG 576.92+1963.08 9.44+13.66 0.019
(nM mg
mg.protein ')
MPO 47.39 + 35.20 35.20+ 26.33 0.117
(IU.mg.protein)
IL-8 537.811£505.70 461.68+411.51 0.363

(pg. mg.protein )
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IL-6 174.82+217.48 104.12+107.01 0.010

(pg. mg.protein ')
TNF-a 353.02+298.53 330.02+208.02 0.644

(pg. mg.protein )
IL-10 5191.92+5647.64 5459.24+6048.43 0.798

(pg. mg.protein )
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Table 4. Association between placental markers of redox imbalance and inflammation, with perinatal outcomes of pregnancies with

preeclampsia in a university hospital in Maceio-AL, Brazil, 2017.

Redox and Birth weight(g) Length at birth (cm) Head circumference (cm) Thoracic perimeter (cm) Gestational age (weeks)
onflammatory - Ic p B Ic P B Ic p B Ic p B Ic p

MDA 0.01 -0.01-0.03 0.35 0.00 -0.00-0.00 0.97 -0.00 -0.00-0.00 0.87 0.00 -0.00-0.00 0.68 0.00 -0.00-0.00 0.79
SOD 4.11 -3.29-11.52 0.27 -0.00 -0.03-0.02 0.83 -0.00 -0.01-0.01 0.95 0.01 -0.01-0.03  0.34 0.00 -0.01-0.01 0.89
H20:2 4.81 -8.51-18.15 0.47 -0.01 -0.07-0.04 0.58 -0.02 -0.05-0.01 0.18 -0,01 -0.06-0.03  0.49 -0.00 -0.03-0.02 0.78
CAT -0.02 -0.42-0.37 0.90 -0.00 -0.00-0.00 0.19 -0.00 -0.00-0.00 0.28 -0,00 -0.00-0.00 0.46 -0.00 -0.00-0.00 0.31
GSH 0.05 0,00-0,10 0.04 0.00 -0.00-0.00 0.18 0.00 -0.00-0.00 0.03 0.00 0.00-0.00 0.00 0.00 -0.00-0.00 0.04
GSSG 0.79 -1.84-3.44 0.54 0.00 -0.00-0.00 0.92 -0.00 -0.00-0.00 0.23 -0.00 -0.01-0.00 0.88 0.00 -0.00-0.00 0.92
GSH/GSSG 0.07 -0.09-0.24 0.37 0.00 -0.00-0.00 0.37 0.00 -0.00-0.00 0.64 -0.00 -0.00-0.00 0.74 0.00 -0.00-0.00 0.57
MPO 2.47 -6.10-11.05 0.56 -0.00 -0.04-0.032 0.77  -0.00 -0.02-0.01 0.44 -0.00 -0.00-0.00 0.83 0.00 -0.01-0.02 0.70
IL-6 0.46 -0.77-1.70 0.46 -0.00 -0.00-0.00 0.92 -0.00 -0.00-0.00 0.24 -0.00 -0.00-0.00 0.60 0.00 0.00-0.00 0.37
TNF-a 0.18 -0.50-0.86 0.59 -0.00 -0.00-0.00 0.96 -0.00 -0.00-0.00 0.93 -0.00 -0.00-0.00 0.60 -0.00 -0.00-0.00 0.98
IL-8 0.05 -0.317-0.428 0.76 -0.00 -0.00-0.00 0.80 -0.00 -0.00-0.00 0.71 -0.00 -0.00-0.00 0.90 -0.00 -0.00-0.00 0.21
0.01 -0.00- 0.03 0.08 0.00 -3.21-0.00 0.05 0.00 -0.00-0.00 0.33 0.00 -0.00-0.00 0.28 0.00 -0.00-0.00 0.13

IL-10
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Legend: CAT: catalase; GSH: reduced glutathione; GSSG: oxidized glutathione;
H202: hydrogen peroxide; IL: interleukin; MDA: malondialdehyde; MPO:
myeloperoxidase; SOD: superoxide dismutase; TNF: tumor necrosis factor. Linear
regression, p <0.05. Adjusted for maternal variables of age, education, family
income, first birth, gestational body mass index (BMI), black race and mode of
delivery.
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Graphical abstract
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Legend: After a period of ischemia / reperfusion, in the presence of oxygen, several reactive species are
produced, such as the superoxide and hydroxyl radicals, hydrogen peroxide and peroxynitrite, which in turn
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demand greater production of the enzymatic antioxidant defense, represented by the enzymes superoxide
dismutase and catalase, as well as by non-enzymatic ones, through the action of glutathione. It was shown that
PE-derived placentas had higher concentrations of some antioxidants (enzymes and thiols), which might come
from a compensation mechanism against oxidative stress. Placental GSH levels related positively with beneficial

perinatal outcomes (body weight, head circumference, chest circumference and gestational age of newborns at
birth).
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Biomarkers of oxidative stress are related to RONS damage to macromolecules and
antioxidants.

Lower activity of SOD and GPx in preeclamptic placentas compared with normal ones.

MDA levels of preeclamptic placentas elevated compared to normal ones.

Lipid peroxide levels of preeclamptic placentas elevated compared to normal ones.
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ABSTRACT

Introduction: Oxidative stress (OS) is the basis of several diseases. Preeclampsia (PE) is a
multisystemic syndrome, considered one of the major causes of maternal and fetal mortality.
The placenta is considered the main anatomical pathogenetic substrate for the disease, being
the placental OS a likely critical pathway in the pathogenesis of PE. This meta-analysis aimed
to verify whether there is OS in the preeclamptic placenta and which markers are altered in
this condition. Methods: The search was conducted in the following databases: MEDLINE
(via PubMed), Lilacs and Scopus. Relevant studies were identified until May 2020. The
quality of the studies was evaluated according to the Newcastle-Ottawa scale. Results: From
the 3998 screened records, 43 were finally included in the systematic review, and 23 in the
meta-analysis. The biomarkers evaluated were related to cell and macromolecules’ damage,
such as malondialdehyde (MDA), 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OH-dG), lipid peroxides,
isoprostane, total oxidant status (TOS), carbonylated proteins and some of the reactive oxygen
and nitrogen species (RONS), like hydrogen peroxide and nitric oxide. It was also related to
antioxidant activity, both enzymatic, including superoxide dismutase (SOD), catalase,
glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-transferase and total antioxidant status, and non-
enzymatic, through quantification of reduced glutathione, vitamin C and E, zinc and copper.
Conclusion: It was observed that there was OS in the preeclamptic placentas, based on
results, like lower activity of some of the enzymes of the antioxidant system (SOD and GPx)
as well as the increase in oxidative damage markers (MDA and lipid peroxide), corroborating
literature data.

Keywords: Pregnant Women, Preeclampsia, Biomarkers.
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INTRODUCTION

Despite advances in the management of preeclampsia (PE), this disease is still
considered a major cause of maternal and fetal mortality, affecting 3-12% of pregnant women
worldwide. PE contributes to the high rate of maternal mortality; thus, it is relevant to know
the pathophysiological mechanisms related to the triggering or progression of the disease,
considering that its etiology is not yet fully understood [1-3].

Multiple factors are known to be involved in PE pathophysiology, including
inflammation, defective placentation, dysbiosis; advanced glycation end products;
cardiovascular maladaptation to pregnancy, genetic, immunological, hormonal malfunction,
angiogenic mechanisms, and increased redox imbalance [4-8].

The placenta is considered the main anatomical pathogenetic substrate for PE and
plays a crucial role in understanding adverse fetal outcomes [9,10]. Defective placentation is
due to a malfunction in the remodeling of the uterine spiral artery, which induces hypoxia in
the placental tissue releasing cytokines and reactive oxygen species (ROS) that induce
systemic maternal endothelial dysfunction and excessive inflammatory response [11,12].
There is some evidence that this hypoxia may generate an increase in reactive oxygen and
nitrogen species (RONS), which leads to oxidative stress (OS). OS is broadly referred to as an
imbalance, in favor of the oxidants, between the generation of RONS and their clearance by
antioxidants, leading to a disruption of redox signaling, control, and molecular damage. [13].

RONS can induce modifications in almost all of the biomolecules, occurring in the
body. Some of these modified macromolecules can behave as biomarkers of the disease [13].
A biomarker consists of an indicator of normal or pathogenic biological processes and can be
useful for establishing diagnosis and prognosis, the most suitable for each situation being the
one that presents a correlation with the pathophysiology of interest. Knowing that there is an
increase in OS in PE, the dosage of such markers can help in the appropriate management of
the disease. Therefore, an OS biomarker is a molecule that undergoes modification in its
structure and function from the action of RONS [14,15].

OS is managed mainly with antioxidants. As such, antioxidant enzymes are analyzed
as biomarkers of OS, such as catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx), which may be increased or decreased, depending on the organic response
[16,17]. Although there is a meta-analysis carried out in the literature by Taravati et al.
(2018) [18] who found, at the blood level, a reduction in antioxidant capacity and an increase

in the levels of OS products in PE, there is, hitherto, to the best of our knowledge, no study
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available that has systematically evaluated or carried out a meta-analysis with such markers at
the placental level. Furthermore, studies about this topic show conflicting results, reinforcing
the importance of the present investigation. Studies on the placenta are relevant once they
would provide a real and comprehensive view of the local biochemical activity, at the time of
delivery, and the possible changes in the placental structure and function, which may directly
affect the newborn and its development [11,16].

This systematic review aimed to determine whether there is OS in the preeclamptic
placenta, and which biomarkers are altered in this situation. Hence, it would help to clarify the
pathophysiology of PE at the placental level and to support the design of interventional

clinical trials contributing to the appropriate management of the disease.

MATERIALS AND METHODS

The present meta-analysis is reported following the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-analysis (PRISMA) Statement. The search, data extraction, and
assessment of methodological quality were conducted by two researchers independently. Any

disagreements were solved by consensus.

Search strategy and selection of studies

The search was conducted until May 12, 2020, in the following databases: MEDLINE
(via PubMed), Lilacs, and Scopus. The following keywords were used: ((pre eclampsia) OR
(preeclampsia) OR (pregnan* toxem*) OR (eph complex) OR (eph toxem*) OR
(preeclampsia eclampsia 1)) AND ((malondialdehyde OR peroxide OR hydroxyl OR
Peroxynitrite OR protein carbonyl OR nitric oxide OR uric acid OR oxidation OR oxidative
stress OR antioxidant OR antioxidant enzyme OR total antioxidant capacity OR catalase OR
glutathione peroxidase OR superoxide dismutase OR glutathione OR glutathione reductase
OR vitamin E OR vitamin C)). All records retrieved had their titles and abstracts evaluated.
Besides, no year of publication filter was used. Then, titles were evaluated for the removal of
duplicate papers.

The following eligibility criteria were used: a) studies measuring at least one
biomarker of OS or antioxidants in the placenta of preeclamptic and healthy pregnant women
and b) studies that provided sample size, means, and standard deviations for both groups.
Clinical trials with supplementation and studies published as reviews, conference abstracts,

case reports, and editorial letters were excluded.
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Later, abstracts were read, being excluded those in a language other than English,
Portuguese, or Spanish. Full-texts of potentially relevant papers were retrieved for further
assessment. Finally, included papers were divided according to the OS biomarkers and nature

of antioxidants.

Data extraction

The following data from the papers were extracted by two authors: type of study,
sample size, age of the pregnant women (mean and standard deviations), the concentrations of
antioxidants, and OS biomarkers in preeclamptic placentas and healthy placentas (mean and
standard deviations).

The software GetData Graph digitizer (GetData®; Germany) was used to extract data

from papers that presented the results only in graphics.

Assessment of methodological quality

The quality of the studies was evaluated according to the Newcastle-Ottawa Scale.
This scale is an easy-to-use tool for assessing the quality of non-randomized studies. The
evaluation consists of three broad domains: selection, comparability, and the determination of

the exposure or result of interest, depending on the type of study [19].

Statistical analysis

Meta-analysis was carried out among the included studies, pooling together those with
similar characteristics, concerning the type of biomarker assessed, as well as the units of
measurement used for quantification. Pooled standardized mean differences (SMD) between
groups were calculated for each outcome, using the inverse variance method and a random-
effects model of DerSimonian and Laird. SMD was used because the studies used different
scales to assess the outcomes. Heterogeneity was assessed using the Cochran Q test and the 12
statistic. All analysis was conducted using the metan package of Stata v 13.0 (StataCorp,
College Station, TX, USA).

RESULTS
Search results
From the 3998 screened records, 43 were finally included in the systematic review,

and 23 in the meta-analysis (Figure 1).
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Studies characteristics

Table 1 lists the main characteristics extracted from the included studies. Studies with
cross-sectional, case-control and cohort design were included. The sample size in these
studies varied between 7 and 148 individuals per group. The sample’s collection from the
placenta was taken from both the maternal and fetal region, peripheral and central, near or far

from the insertion of the umbilical cord.

The biomarkers evaluated in the studies were related to RONS-based oxidative
damage, such as malondialdehyde (MDA) (n=12), 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (8-OH-dG)
(n=2), lipid peroxides (n=7), isoprostanes (n=3), total oxidant status (TOS) (n=2) and
carbonyl protein (n=5) (Figure 2). They also used hydrogen peroxyde (H,O,) (n=5) and nitric
oxide (NO) (n=2), two of the RONS. Antioxidant activity was revealed by analysis of
enzymes, such as SOD (n=13), CAT (n=4), GPx (n=12), glutathione S- transferase (GST)
(n=5), glutathione reductase (n=1), thioredoxin reductase (n=2) and total antioxidant status
(TAS) (n=3), and non-enzymatic antioxidants, like reduced glutathione (GSH) (n=6), vitamin
C (n=3) and E (n=4), zinc (Zn) (n=2), copper (Cu) (n=2), among others. In addition, a
relationship between TAS and TOS, called the oxidative stress index (OSI) (n=1), was
evaluated (Figure 3). Table 2 shows the OS biomarkers evaluated by each study included in
the present analysis.

In general, the majority of studies evaluated more than one class of OS biomarkers, for
instance, the ones derived from oxidative damage and antioxidants. Among them, the most
widespread one was SOD, followed by MDA and GPx. In turn, those that were less reported
in the studies were 8-OH-dG, TOS, NO, Zn, and Cu. The surveys came from all continents,

with Turkey being the most frequently found country in the included studies.

Assessment of the methodological quality

Regarding the methodological quality, 31 (72.1%) of the included studies presented
good quality, while 12 (27.9%) were classified as poor quality. For the latter studies, the
categories regarding the selection domain showed inadequate quality, which compromised the
scores of the studies (Table 3).
Data Analysis
MDA. Nine studies were included in the analysis, with a total of 233 individuals with PE and

276 healthy individuals. Three studies were excluded due to incomplete or inconsistent data.
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MDA levels were significantly elevated in PE placenta compared to healthy ones (SMD: -
1.82,CI 95%: [-2.93; -0.70], P=0.001; I = 95.8% and P<0.01) (Figure 4).
Lipid peroxides. Five studies were included in the analysis, with a total of 103 individuals
with PE and 111 healthy individuals. Three studies were excluded due to incomplete or
inconsistent data. Overall, significant increase in lipid peroxides level was found in PE
placenta, compared to healthy pregnant women (SMD: -1.15, CI 95%: [-2.06; -0.24], P=
0.013; I> = 88.4% and P<0.01) (Figure 5).
H;O,. Four studies were included in the analysis, with a total of 59 individuals with PE and
60 healthy individuals. One study was excluded due to incomplete or inconsistent data. H,O,
levels were significantly elevated in PE placenta compared to healthy (SMD: -2392, CI 95%:
[-3326; -1459], P< 0.01; I = 93.1% and P<0.01). (Figure 6).
SOD. Twelve studies were included in the analysis, separated by units of measure, with a
total of 321 individuals with PE and 373 healthy individuals. Overall, significant reduction in
SOD level was found in PE placenta compared to healthy placenta (SMD: 1.25, CI 95%:
[0.57; 1.93],P<0.01; I =92.9% and P<0.01) (Figure 7).
CAT. Three studies were included in the analysis, with a total of 50 individuals with PE and
64 healthy individuals. No difference was found between groups (SMD: -0.49, CI 95%: [-
3.21;2.22],P=0.72; I> = 96.1% and P<0.01) (Figure 8).
GPx. Seven studies were included in the analysis, with a total of 128 individuals with PE and
121 healthy individuals. Four studies were excluded due to incomplete or inconsistent data.
Overall, significant reduction in GPx level was found in PE placentas compared to healthy
placentas (SMD: 3.98, C1 95%: [2.08; 5.87], P=0.72; I> = 95.5% and P<0.01) (Figure 9).
GST. Three studies were included in the analysis, with a total of 60 individuals with PE and
53 individuals in the control group. Two studies were excluded due to incomplete or
inconsistent data. No difference was found between groups (SMD: 0.13, CI 95%: [-0.24;
0.50], P=0.49; I> = 0.0% and P=0.53) (Figure 10).

No meta-analyses were carried out for NO and GSH because there was a limited

number of studies and very heterogeneous ways of reporting the data.

DISCUSSION
The present meta-analysis showed that PE placentas are characterized by lower levels
of enzymatic antioxidants (SOD and GPx) and higher levels of MDA and lipid peroxides, in

comparison to healthy placentas.
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This meta-analysis is the first carried out with studies that evaluated OS biomarkers at
the placental level. Such analysis is essential to investigate the most evaluated markers in the
placentas of women with PE and possibly establish the most consistent ones, along with the
alterations of their concentration in PE placentas. The analysis in the placenta is relevant since
it is a crucial organ for adequate fetal growth and development [11,16].

It is speculated in the literature that in PE, there is an imbalance in the placenta of the
antioxidant defense composed by the enzymatic (SOD, CAT, GST, and GPx) and non-
enzymatic (GSH, vitamins C and E, selenium (Se), Cu, and Zn) defense systems. Among the
enzymatic antioxidants, only SOD, CAT, GPx and GST were included in this meta-analysis,
where a reduction in SOD and GPx was found in placental PE. SOD is an essential line of the
enzymatic defense system. It catalyzes the dismutation of O,* in H,O, and O,[63]. In turn,
CAT and GPx are responsible for converting H,O, into water and O,. Such enzymes are
essential for the reduction of this reactive species, mainly when high levels of H,O, are found
[64-66].

Placental GST contributes to improving maternal and fetal detoxification capacity
[52,67]. Some studies [20,52,54,57,59] found lower levels of this enzyme in PE placenta,
when compared to those without the disease. Similarly, in the case of GPx, the studies
identified lower concentrations of this enzyme. However there are discrepancies. Some
studies detected increased concentrations in the placentas [26,37,54,60], and in others
decreased concentrations [20,23,24,26,30-32,36-38, 41,42, 46,52,55,57,59-61].

As for the non-enzymatic antioxidant defense system, the GSH, one of the main
antioxidants present in the human body, needs to be highlighted. It can be oxidized to GSSG,
which can be reduced back to two molecules of GSH, by the action of glutathione reductase
(GR). Therefore, the GSH/GSSG ratio is an excellent marker to assess redox imbalance,
where a lower GSH/GSSG ratio is related to OS [68]. Among the studies that evaluated the
placental GSH, when compared to the healthy control, in some studies, GSH levels were
reduced [31,42,46,57], and in others, it was increased [54,58] in the PE placenta.

Vitamins C and E are antioxidants that must be considered. Although they have not
been included in the meta-analysis, studies have shown that they play an effective role in
preventing damage caused by RONS, once they play an effective role in preventing free
radical damage, these antioxidants or their biochemical precursors and stimulators need to be
ingested in adequate amounts by the daily diet or supplemented. As such, the individual’s diet

plays an important role [13,69].
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Wang et al. (1996) [60] found that the tissue levels of vitamin E were significantly
lower in PE than in healthy placentas. Bowen et al. (2001) [50] reported that placental
concentration of vitamin C was not significantly different in PE, as compared with normal
pregnancy. In the meta-analysis performed by Taravati et al. (2018) [18], blood levels of
vitamins C and E were significantly lower in PE placentas compared to control placentas.
Vitamin C has been proposed as a first-line defense in the aqueous phase protecting
lipoproteins from peroxidation by a broad spectrum of free radicals. However, vitamin C in
high amounts may serve as pro-oxidant, and lipid peroxidation products may be increased in
this situation [70].

Oxidative-damage based biomarkers have also been assessed, and the clinical
relevance of such biomarkers has been examined in the placenta. Such biomarkers include
carbonyl proteins, lipid oxidation products as MDA and lipid peroxide, F2-isoprostanes,
DNA/RNA oxidation products, like 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OH-dG), H,O, and total
oxidant status (TOS). Additionally, reactive species such as H,O, and NO were evaluated by
these authors, but in two studies [25,48], the levels of NO were evaluated using nitrite, the
product of its oxidation, and also by measuring the enzyme NOS, responsible for the NO
synthesis.

Many authors have reported increased levels of OS indicators, including lipid
peroxidation markers such as MDA and lipid peroxide and an increased generation rates of
H,0,, F2-isoprostanes, protein carbonyls, 8-OHdG, and superoxide, in PE placentas. The
findings of the present meta-analysis indicate an increase of MDA and lipid peroxides in PE
placenta, corroborating what was observed in the analysis of Taravati et al. (2018) [18],
conducted in PE blood.

The lipid peroxidation is an event capable of triggering cell injuries in sequence,
leading to the formation of several substances in each of the three stages of the process,
including the radicals peroxyl (ROQO?®), alkoxyl (RO*®) and hydroxyl (HO®), in addition to non-
radical species, such as MDA and 4-hydroxinonenal (4-HNE). The latter are aldehydes and
have been considered to be responsible for the occurrence of low placental perfusion, which
leads to the adhesion of platelets and leukocytes to the vascular endothelium causing
vasoconstriction and increased peripheral vascular resistance [64,71].

MDA can induce endothelial dysfunction, damage cell membranes directly, and
reduce endothelial vasorelaxation. It has been suggested in the literature that higher blood

levels of MDA correlate with the severity of PE, as well as that in the period between 20-23
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weeks of gestation, in women with PE, the levels of MDA are higher compared to healthy
pregnant women [72]. Other studies [20,26,29,31,40,46] found increased placental levels of
MDA in the PE group when compared to the control group. On the other hand, Bowen et al.
(2001) [50] found that there was no significant difference between the groups in the MDA and
lipid peroxide levels of the placenta.

Regarding ROS, studies have evaluated H,O,. Despite being a less reactive species, it
can inactivate enzymes, mainly due to the oxidation of essential thiol groups. Its highest
oxidative potential is exercised, however, by the indirect form, through the generation of the
radical HO®, produced via the Fenton reaction. H,O,, in these conditions, becomes a strong
oxidizer, because when in adequate concentrations and combined with Fe (II), it can increase
its toxicity from 10 to 100 times, thus being harmful to cellular structures. Leblanc et al.
(2012) [28] findings highlight an increase in H,O, levels in maternal serum early at 10-15
weeks, at term, and in the PE placenta. Aris et al., (2009) [34] observed that the high
circulating H,O, was inversely correlated with a lowered NO production, which suggests that
OS observed in PE affects both maternal circulation and the placenta.

There were different location points of the placenta where the markers were measured.
In the literature, it is observed that levels of these OS markers may vary depending on the
region of the placenta in which they were analyzed, which may justify the high heterogeneity
found in the analyses.

Still about the location of the placenta, the Sahay’s study (2015) [26] evaluated
samples collected in four distinct regions of the placenta (central maternal, central fetal,
peripheral maternal, and peripheral fetal regions) and other studies collected only one location
ranging from decidua plate to central region of the placenta along with the placental mass,
from the basal to the chorionic surface. It is noteworthy that the cuts made near the maternal
basal plate and the terminal villi are more abundant. Sahay et al. (2015) [26] also show that
OS is higher in the peripheral than in the central region of a placenta. Although the placenta is
a discrete organ, its complex structure results in heterogeneous function in different areas. The
degree of vascularization differs across the organ resulting in differences in oxygen
availability in these regions. The OS in different placental regions, in turn, might influence the
structural organization and functions of the placenta and have a differential effect on
pregnancy outcome [73].

There are some limitations in the present study, especially concerning the

methodological differences used in the included studies, such as: (a) the use of divergent
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measurement units for the quantification of the same type of marker, as well as the method
used for this measurement; (b) different sites of collection of the placental sample; (c)
different diagnostic criteria for PE, which in this case, also occurred due to the advance of the
literature for the characterization of the disease as it passes over the years since there were
included studies, which were carried out in the 90s and (d) several studies could not be
included in the meta-analyses, as they contained inconsistent or incomplete data. Finally, it is
noteworthy that the results of the present meta-analysis were very heterogeneous, and they
may only be used to indicate a trend on the biomarkers values between groups, rather than to
point out the exact values, representative of each biomarker differences between groups.
Given the above, the findings of this study corroborate the scientific literature
concerning redox imbalance markers in PE. Such data can strengthen research related to
clarifying the pathogenesis and pathophysiology of PE, as well as assisting in the process of
its complete elucidation. Excessive production of ROS may occur in placental development
and pathologic pregnancies, such as those complicated by PE or intrauterine growth

restriction, overpowering antioxidant defenses with deleterious outcomes.

CONCLUSION

In this study, it was observed that there is OS in PE placentas, once the lower activity
of some of the antioxidant enzymes (SOD and GPx), and an increase in oxidative damage
markers (MDA and lipid peroxide) were observed, corroborating with the literature regarding
the redox imbalance. Such findings reveal the need to develop clinical strategies in order to
adapt the intake of antioxidants, as it seems to be an essential factor in the modulation of OS

caused by the PE.
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Figure 2: Scheme of cell damage markers evaluated in placentas according to the included

studies.
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Figure 3: Scheme of antioxidants evaluated in placentas according to the included studies.

Legend: CAT: catalase; Cu: copper; FRAP: ferric reducing antioxidant power;
GPx: glutathione peroxidase; GR: glutathione reductase; GSH: reduced
glutathione; GST: glutathione S-transferase; Mn: manganese; Se: selenium; SOD:
superoxide dismutase; TAS: total antioxidant capacity; TRAP: peroxyl radical
trapping capacity; Vit. C: vitamin C; Vit. E: vitamin E; XO: xanthine oxidase; Zn:
zinc.
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Figure 4: Forest plot showing MDA levels in preeclamptic placentas compared to healthy

Poranen et al 1996

placentas.
Study %
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Figure 5: Forest plot showing lipid peroxide levels in preeclamptic placentas compared to

healthy placentas
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Figure 7: Forest plot showing SOD levels in preeclamptic placentas compared to healthy

placentas

124



Study %

D SMD (95% Cl) Weight

Sahay et al 2015 D —— 0.85 (0.15, 1.55) 34.12
Biri et al 2007 ! —_— 1.54 (0.65, 2.42) 33,67
Wang et al 1996 _— 1 -4.04 (-5.37,271) 3221

Overall (I-squared = 96.1%, p = 0.000) <:> -0.49 (-3.21,2.22) 100.00

NOTE: Weights are from random effects analysis

T T
-5.37 0 5.37
CONTROL PE

Figure 8: Forest plot showing CAT levels in preeclamptic placentas compared to healthy

placentas
Study %
ID SMD (95% Cl) Weight
Al-Sheikh et al 2018 - 412(3.19,5.06) 16.48
Biri et al 2007 ——— 28.80 (20.62, 36.994.09
Atamer et al 2005 . 1 1.94 (1.33,2.56) 16.87
Mutlu-Tu?rkog?lu et al 1998 = l 0.00 (-0.78,0.78) 16.69
Poranen et al 1996 he ‘ 0.49 (-0.24,1.21) 16.75
Wang et al 1996 = 4.84(3.33,6.35) 15.48
Walsh et al 1993 ‘-*- 7.03 (4.70,9.37) 13.63
Overall (I-squared = 95.5%, p = 0.000) <> 3.98 (2.08,5.87) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis 3

T : T

-37 0 37
PE CONTROL

Figure 9: Forest plot showing GPx levels in preeclamptic placentas compared to healthy

placentas
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Study

Al-Sheikh et al2018

Mutlu-Tu?rkog?lu et al 1998

Poranen et al 1996

Overall (I-squared =0.0%, p = 0.538)

NOTE: Weights are from random effects analysis

SMD (95% Cl)

0.00 (-0.52, 0.53)

0.00 (-0.78, 0.78)

0.49 (-0.24,1.21)

0.13 (-0.24, 0.50)

%

Weight

50.79

22.84

26.37

100.00

T
-1.21

CONTROL

PE

Figure 10: Forest plot showing GST levels in preeclamptic placentas compared to healthy

placentas
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Table 1: Characteristics of the included studies that evaluated oxidative stress biomarkers in placentas of pregnant women with PE (PE
placentas), published until May 12, 2020.

Author/ Study design Sample Placental sample collection site Main outcomes
year (n)
Al-Sheikh Case-control PE: 28 Full-depth placental tissue was collected, | TOS markers (H202, O2*", MDA, protein carbonyls) > PE
et al. 2018 Control: 28 | and the decidua basalis and the chorionic
[20] plate were trimmed off. | antioxidants (GPx, GR, GST, CAT, SOD) > PE
Brien et al | Cross-sectional | PE:17 Manually sampled villi from each placenta | TF2-isoPs and free F2-isoP > PE
2017 [21] Control: 15 | at the peri-insertion (within 2.5 ¢cm from
the insertion of the umbilical cord), and
periphery (2.5 cm from the placental
margin)
Yoshida et | Case-control EO-PE: 17 | Placental tissue (1x1 cm) without infarcts | T8-OHdG - PE and normotensive FGR
al. 2017 LO-PE: 18 was collected near the attachment site of
[22] Normotensi | the umbilical cord
ve FGR: 14
Control: 21
Daglar et al. | Case-control EOS-PE: 25 | Quadrangular segment, from the central | TTOS and 4 TAS = EOS-PE and LOS-PE
2016 [23] LOS-PE: 26 | region of the placenta along with the
placental mass, from the basal to the | EOS-PE >LOS-PE
Control: 28 | chorionic surface
D’Souza et | Longitudinal PE: 64 Small pieces were randomly cut out from | T MDA and ¢ SOD > PE right from 16 to 20 weeks of
al. 2016 | and comparative | Control:148 | the placental cotyledons from decidua plate | gestation.
[24] study
Bernardi et | Case-control PE: 33 Maternal section of the placenta NO metabolism was altered only at the systemic level but
al. 2015 Control: 33 not in the placenta of PE patients.
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[25]

Sahay et al. | Cross-sectional | PE (at | Samples were collected from the central | T MDA - all regions of the placenta among the PE.
2015 [26] term): 11 maternal, central fetal, peripheral maternal,
PE and peripheral fetal regions of the placenta | 1 MDA central maternal region > central fetal region in the
(preterm): preterm PE group.
14
Control: 35 4 CAT in the peripheral maternal and fetal regions in the preterm
PE
T GPx in the peripheral maternal region > central fetal region in
the control group.
Can et al | Cross-sectional | PE: 32 Placental samples were taken from the | There was no significant difference between the groups in the
2014 [27] Control: 31 maternal side of the placenta TAS levels.
Leblanc Prospective PE: 20 Immediately after delivery, placental | T H,O; levels in maternal serum early at 1015 weeks, at term,
et al 2012 | Cohort Control:20 samples were collected, and the total length and in the placenta of women with PE.
[28] of processing time was less than 15 min. 3
biopsies (2 crnz) of the placenta were taken
(center, mid, and the edge of the placenta)
avoiding areas of infarcts and thrombosis.
Bernardi et | Case-control PE:33 Maternal section of the placenta T Oxidative damage (protein carbonyls and TBARS) - PE
al. 2012 Control: 33
[29]
Ozturk Prospectively PE: 34 Placental samples (4 g) were taken in full- | { TAS, T TOS and OSI = PE
et al. 2011 | controlled study | Control: 27 thickness after placental delivery.
[30]
Rani et al. | Case-control PE:30 Approximately, 40—60 g of placental tissue | T lipid peroxidation (MDA) and ¥ GSH - PE
2010 [31] Control: 30 were collected (10—15 g each from four
different areas)
Mistry et al | Cross-sectional | PE: 12 Samples  were collected from 3 || GPx > PE
2010 [32] Control: 12 standardized locations: 1 cm from the cord

insertion, 1 c¢cm from the periphery, and
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midway between the two.

Teran Cross-sectional | PE: 63 After delivery of the placenta, a 2-3-g | T NO - PE
et al 2009 Control: 60 | sample from the maternal side was
[33] obtained (any infracted area was
avoided)
Aris et al | Prospective Control: 20 Three biopsies (2 cm?) of the placenta | T H,0, > PE
2009 [34] cohort were taken (center, mid and edge of the
PE: 20 placenta) INO = PE
T H,0; was inversely correlated with a lowered NO production.
Wikstrom et | Case-control EO PE: 18 Collected 4-6 small pieces from separate | T8-iso-PGF,,, and PAI-1 to PAI-2 ratio> PE
al. 2009 LO PE: 18 cotyledons
[35] Early
Control: 12
Late
control: 18
Mistry Cross-sectional PE: 25 Full-depth placental tissue samples were | {GPx > PE
et al 2008 Control: 27 collected three standardized locations (1
[36] cm from the cord, I cm from the periphery, | Reduced GPx could be associated with increased generation of
and the middle of the two) toxic lipid peroxides contributing to endothelial dysfunction and
PE.
Biri et al | Cross-sectional | PE: 13 - 4SOD and CAT - PE
2007 [37] Control: 13
T GPx and XO > PE
Zamudio et | Cross-sectional | LA: 12 Placentas were collected immediately | {GPx, thioredoxin, and thioredoxin reductase activity > HA
al. 2007 [38] HA: 18 following delivery and washed in cold PBS

until the majority of blood was cleared.
Fresh tissue was sampled from multiple
sites within the villous core and flash-
frozen in liquid nitrogen

Decreased antioxidant activity was not associated with increased
OS: lipid peroxide content and protein carbonyl formation were
lower at HA.

Lowered placental concentrations of antioxidants may
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contribute to the susceptibility of women living at HA to the
development of PE.

Acikgoz Cross-sectional | PE:17 - T angiotensin-converting (ACE) enzyme activity and MDA >
et al 2006 Control:20 PE
[39]
4Zn and Cu > PE
There was a negative correlation between ACE activity and Zn
concentration.
Kim Cross-sectional | PE:18 - 7 lipid peroxide and { TRAP and ascorbic acid = PE
et al, 2006 Control:23
[40]
Vanderlelie Case-control PE:20 - 4SOD, thioredoxin reductase, thioredoxin and GPx > PE
et al. 2005 Control: 18
[41] 7 lipid peroxidation, protein carbonyls=> PE
Atamer et al. | Cross-sectional | PE: 32 2 to 3g sample of tissue was removed from | TMDA > PE
2005 [42] prospective Control:28 the center of the placenta.
| GPx and GSH - PE
Wiktor Cross-sectional | Severe  PE | All samples (approximately 1 g) were taken | T8-OH-dG > severe PE and IUGR.
et al. 2004 without from the mid-disc region of the chorionic
[43] IUGR: 17 plate The results indicate a positive correlation between the severity
Severe  PE of PE and the degree of OS and corroborate previous studies
%llléd IUGR: suggesting ROS is involved in the pathophysiology of PE.
Control: 18
Zeteroglu et | Cross-sectional | PE:20 - T™DA - PE
al. 2004 [44] Control:16
Serdar Cross-sectional | Mild PE: 30 | The placental bed knife technique was | { antioxidant vitamins = severe and mild PE
et al. 2003 Severe  PE: | performed for decidua basalis sampling.
[45] 30
Control: 50
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Madazli Cross-sectional | PE: 34 Placental tissue samples from multiple sites | Tlipid peroxides = PE
et al. 2002 Control: 33 were obtained
[46] | SOD and GSH - PE.
The magnitude of OS and antioxidant changes correlate well
with diastolic blood pressure.
Zusterzeel Case-control Severe  PE | - Tprotein carbonyls and + FRAP - PE with HELLP syndrome.
et al. 2001 without
[47] HELLP: 25
PE with
HELLP: 25
Control: 22
Shaamash et | Cross-sectional | PE: 31 Two tissue blocks of the whole placenta | TNOS and NO - PE and eclampsia than control; this increase
al. 2001 [48] Control:32 were cut from the lower third of the | was directly related to the severity of this disorder.
cotyledons of each placenta
Palan et al. | Cross-sectional | PE: 19 Placental tissue samples were full-thickness | { B-carotene, lycopene, and canthaxanthin = PE.
2001 [49] Control: 22 excluding amniotic membranes
Lower placental tissue and maternal serum carotenoid levels in
women with PE suggest that OS or a dietary antioxidant
influence might affect the pathophysiology of PE.
Bowen et al | Case-control PE: 21 - Placental concentrations of lipid peroxide, MDA, and ascorbic
2001 [50] Control: 29 acid were not different in PE as compared with normal
Eclampsia: 6 pregnancy.
Staff Case-control PE: 16 Placental samples were excised from the | Tfree 8-iso-PGFoa > PE
et al 1999 Control: 15 central parts of placenta, omitting the
[51] decidual layer of the placenta
Zusterzeel et | Case-control | PE: 22 - 4 GST > PE
al 1999 [52] Control: 21

Reduced levels of GST class pi in PE might indicate a decreased
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capacity of the GSH/GST detoxification system.

Gratacos Case-control PE: 34 - TLipid peroxides > PE
et al. 1999 Uncomplicat
[53] ed  chronic 4 vit. E > PE and superimposed PE, as compared to controls.
HAS: 20 T
Chronic HAS
complicated The group of uncomplicated chronic hypertension presented with
by . similar values of lipid peroxides and vit. E to controls.
superimposed
PE: 11
Control: 36
Knapen et al | Case-control PE: 14 One representative fragment of the placenta | T GSH and GPx > PE
1999 [54] Control: 17 (infarcted sites were avoided) and one
fragment of decidua was collected This result may be probably as a compensatory mechanism to
prevent further damage by peroxides, (oxygen) radicals or other
toxins in the placenta or the fetoplacental interface.
Wiktor et al | Case-control Severe PE: | - 4 SOD > PE
1998 [55] 24
Severe PE
and IUGR:
21
Control: 22
Bogges et al | Case-control PE: 10 Full-thickness tissue samples were taken | Placental EC-SOD distribution and activity is not different
1998 [56] Control: 7 | from within 3 cm of the insertion of the | between PE and normal women, suggesting that EC-SOD is
umbilical cord and from the outermost 3 | not involved in the vascular changes seen in PE.
cm of the placental disc margin. Areas
suggestive of infarction or abruption were
specifically avoided
Mutlu- Case-control | PE:17 - TTBARS - PE
Tiirkog lu Control:10
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et al 1998 4 GSH, vit.C, GPx, GST and SOD = PE
[57]

PE is associated with an imbalance between lipid peroxides and
the antioxidant system.

Neves et al | Case-control | PE: 9 - T GSH and GSSG = PE
1997 [58] Control: 17
The increased concentration of the two forms of GSH in PE
placentas may result from less use of GSH either by GPx or
other protective mechanisms against cell damage.

Poranen et | Case-control PE: 15 - There were no significant differences in the activity of GPx,
al. 1996 [59] GST, or vit.E level between the study groups.

Control: 15
TLipid peroxidation = PE

4 SOD > PE
Wang et al. | Case-control | PE: 12 - d CuZn-SOD, GPx, vit.E > PE
1996 [60] Control: 16 MCAT > PE
Walsh et al | Case-control PE: 11 Placental tissue was gently separated by | { GPx > PE
1993 [61] Control: 11 | sterile  dissection ~ from  different | Tlipid peroxide and thromboxane > PE

cotyledons, excluding chorionic and

basal plates, minced with scalpel blades | Inhibition of GPx activity in control placentas results in
significantly increased production rates of lipid peroxides
and thromboxane.

Wang et al. | Case-control PE:8 - MLipid peroxides > PE
1992 [62] Control: 9

Legend: Cu: copper; CuZn-SOD: copper and zinc-dependent superoxide dismutase; EO: early onset; EOS: early onset severe; FGR: fetal growth
restriction; FRAP: ferric reducing antioxidant power; GPx: glutathione peroxidase; GR: glutathione reductase; GSH: reduced glutathione; GSSG:
oxidized glutathione; GST: glutathione S transferase; HAS: systemic arterial hypertension; HELLP: hemolysis, elevated liver enzymes and
thrombocytopenia; H2O»: hydrogen peroxide; HP: health pregnant; IQR: interquartile range; IUGR: intrauterine growth restriction; LO: late
onset; LOS: late onset severe; MDA: malondialdehyde; Mn: manganese; O°": radical anion superoxide; OS: oxidative stress; OSI: oxidative
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stress index; PE: preeclampsia; ROS: restive oxygen species; Se: selenium; SOD: superoxide dismutase; TAS: total antioxidant status; TBA:
tiobarbituric acid: TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances; TOS: total oxidant status; TRAP: peroxyl radical trapping capacity; Vit.C:
vitamin C; Vit.E: vitamin E; XO: xanthine oxidase; Zn: zinc; 8-iso-PGF2a: 8-iso-prostaglandin F2a.
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Table 2: Oxidative stress biomarkers evaluated by each study included in the present meta-analysis.
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Author

Oxidative stress biomarker

MDA

H202

OHdG

TBA
RS

Lipid
peroxi
de

Isopro
stane

TOS

Super
oxide

Carbo
nyl
protei

NO

SOD

CAT

GPx

GST

GR

TAS

X0

TR

GSH

GSSG

Vit.C

VitE

Zn

Cu

Se

Mn

Vit A

Al-Sheikh
etal. 2018
[20]

Brien et al
2017 [21]

Yoshida et al.
2017 [22]

Daglar et al.
2016 [23]

D’Souza et al.
2016 [24]

Bernardi et al.
2015 [25]

Sahay et al
2015 [26]

Can
et al. 2014
[27]

Leblanc
et al. 2012
[28]

Bernardi et al
2012 [29]

Ozturk
et al. 2011
[30]

Rani et al
2010 [31]

Mistry et al.
2010 [32]

Teran
et al. 2009
[33]

Aris et al
2009 [34]

Wikstrom et
al. 2009 [35]

Mistry
et al. 2008
[36]

Biri et al
2007 [37]

Zamudio et al.
2007 [38]

Agikgoz
et al 2006 [39]

Kim
et al., 2006
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[40]

Vanderlelie et
al. 2005 [41]

Atamer et al
2005 [42]

Wiktor
et al. 2004
[43]

Zeteroglu et
al. 2004 [44]

Serdar
et al. 2003
[45]

Madazli
et al. 2002
[46]

Zusterzeel
et al. 2001
[47]

Shaamash et
al. 2001 [48]

Palan et al
2001 [49]

Bowen et al
2001 [50]

Staff
et al. 1999
[51]

Zusterzeel et
al. 1999 [52]

Gratacoset al
1999 [53]

Knapen et al.
1999 [54]

Wiktor et al.
1998 [55]

Bogges et al.
1998 [56]

Mutlu-
Tiirkog™l et al
1998 [57]

Neves et al.
1997 [58]

Poranen et al.
1996 [59]

Wang et al
1996 [60]

Walsh et al
1993 [61]

X

Wang et al
1992 [62]

X

X

Legend: 8-OHdG: 8-hydroxy-2’ —deoxyguanosine; CAT: catalase; Cu: copper; GPx: glutathione peroxidase; GR: glutathione reductase; GSH:
reduced glutathione; GST: glutathione S-transferase; GSSG: oxidized glutathione; H2Oz: hydrogen peroxide; Mn: manganese; MDA:

137




malondialdehyde; Se: selenium; SOD: superoxide dismutase; TAS: total antioxidant status; TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances;
TOS: total antioxidant status; TR: thioredoxin reductase; Vit.A: vitamin A; Vit.C: vitamin C; Vit.E: vitamin E; XO: xanthine oxidase; Zn: zinc.
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Table 3: Evaluation of the quality of the evidence through the tool -Newcastle-Ottawa.

SOURCE / YEAR SCORE RESULT
Al-Sheikh et al. 2018 [20] 8 Good
Brien et al. 2017 [21] 8 Good
Yoshida et al. 2017 [22] 8 Good
Daglar et al. 2016 [23] 8 Good
D’Souza et al. 2016 [24] 8 Good
Bernardi et al 2015 [25] 7 Good
Sahay et al. 2015 [26] 8 Good
Can et al. 2014 [27] 8 Good
Leblanc et al. 2012 [28] 5 Poor
Bernardi et al. 2012 [29] 8 Good
Ozturk et al. 2011 [30] 8 Good
Rani et al. 2010 [31] 8 Good
Mistry et al. 2010 [32] 5 Poor
Teran et al. 2009 [33] 7 Good
Aris et al. 2009 [34] 8 Good
Wikstrom et al. 2009 [35] 8 Good
Mistry et al. 2008 [36] 5 Poor
Biri et al. 2007 [37] 3 Poor
Zamudio et al. 2007 [38] 3 Poor
Agikgoz et al. 2006 [39] 7 Good
Kim et al. 2006 [40] 8 Good
Vanderlelie et al. 2005 [41] 8 Good
Atamer et a.1 2005 [42] 8 Good
Wiktor et al. 2004 [43] 8 Good
Zeteroglu et al. 2004 [44] 8 Good
Serdar et al. 2003 [45] 8 Good
Madazli et al. 2002 [46] 8 Good
Zusterzeel et al. 2001 [47] 8 Good
Shaamash et al. 2001 [48] 8 Good
Palan et al. 2001 [49] 8 Good
Bowen et al. 2001 [50] 5 Poor
Staff et al. 1999 [51] 5 Poor
Zusterzeel et al. 1999 [52] 8 Good
Gratacos et al. 1999 [53] 8 Good
Knapen et al. 1999 [54] 8 Good
Wiktor et al. 1998 [55] 5 Poor
Bogges et al. 1998 [56] 8 Good
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Mutlu-TiirkogTu et al

1998

[57] 8 Good
Neves et al. 1997 [58] 5 Poor
Poranen et al. 1996 [59] 5 Poor
Wang et al. 1996 [60] 5 Poor
Walsh et al. 1993 [61] 8 Good

5 Poor

Wang et al. 1992 [62]
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Abstract

Objectives: To assess whether there is a risk of kidney disease during the postpartum period
of women who had preeclampsia (PE). Study design: Observational trials were searched in
the PubMed, Science Direct, Clinical trials, Cochrane, LILACS and Web of Science
databases. The data extracted from the studies were systematized, and the risk of bias was
evaluated for each of them. Meta-analyses were performed with studies that evaluated chronic
kidney disease (CKD) and end-stage renal disease (ESRD), pooling the natural logarithms of
the adjusted risk measures and the confidence intervals of each study in a random effects
model. Results: Of the 4149 studies evaluated, 35 articles were included in the review, of
which 3 of the CKD and 6 of the ESRD presented the necessary outcomes to compose the
meta-analysis. A formal registration protocol was included in the PROSPERO database
(number: CRD42019111821). There was a statistically significant difference between the
development of CKD (hazard ratio (HR): 1.82, confidence interval to 95% (95% CI): 1.27 -
2.62, P<0.01) and ESRD (HR: 3.01, confidence interval to 95% (95% CI): 1.92 -4.70,
P<0.01) in postpartum women affected by PE. Conclusions: PE was considered a risk factor
for the onset of CKD and ESRD in the postpartum period. Thus, more research is needed to
clarify the underlying mechanisms of this association, and to assist in determining the most

appropriate and effective clinical conduct to prevent and/or treat such complications.

Keywords: Pregnant women, kidney failure, proteinuria, kidney disease.
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INTRODUCTION

Preeclampsia (PE) is a specific pregnancy condition that affects 4 to 8% of all
pregnancies and has a significant impact on public health, accounting for approximately 14%
of maternal mortality in the world [1,2].

PE is a multisystemic disease whose pathophysiology has not yet been fully
elucidated, but the theory of poor placentation is the most accepted basis for the disease,
together with oxidative stress, a systemic inflammatory response and endothelial dysfunction
[3]. Its signs and symptoms appear from the 20th gestational week, and its diagnosis occurs
through elevated systolic/diastolic blood pressure (>140/90 mmHg) accompanied by
proteinuria or thrombocytopenia, renal failure, liver failure, pulmonary oedema, and cerebral
or visual disorders [4].

Studies have identified the relationship between PE and the onset of long-term
diseases[5,6], such as kidney disease [7,8,9,10,11,12,13]. Endothelial dysfunction,
characteristic of PE, can remain for long periods of time, affecting renal function and thus
compromising glomerular dynamics and barrier functions, a fact that would justify the
association of the disease with renal outcomes. In addition, several biochemical markers have
already been analysed and are associated with renal function and the occurrence of diseases in
the presence of PE.All of these facts corroborate the complexity of this disease and its role
among the main causes of maternal morbidity and mortality in the short and long term [14].

Previously, a similar systematic review was conducted by McDonald et al.[15], and
more recently, a meta-analysis conducted by Covella et al.[16] investigated the long-term
renal effects of PE and showed that only end-stage renal disease (ESRD), but not chronic
kidney disease (CKD), were associated with PE. However after the publication of this last
meta-analysis Kristensen et al.[7] published a cohort study with 1 072 330 women assessing
the development of CKD after PE, and found significant association between these
conditions, which justifies the conduction of an updated meta-analysis. In addition, Khashan
et al.[17] showed in their cohort study that the PE was significantly associated as an important
risk factor for subsequent ESRD. Considering that two large studies were published after the
meta-analysis of Covella et al.[16], a new literature search investigating the risk of renal
disease in women with a history of PE was needed to update and include these additional
findings in order to support the necessary evidence for decision-making for prevention and
early diagnosis in clinical practice.

In this context, the present systematic review and meta-analysis aims to assess whether

there is a risk of kidney disease during the postpartum period in women who had PE.
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METHODS

This meta-analysis was developed according to the guidelines of the preferred
reporting items for systematic reviews and meta-analyses (PRISMA). Database research, data
extraction, and risk of bias assessment were independently performed by two researchers.

Any disagreements were solved by consensus. A formal registration protocol was included in

the PROSPERO database (number: CRD42019111821).

Search strategy and selection of studies

The search was conducted until October 5, 2019 in the PubMed, Science Direct,
Cochrane, LILACS, Clinical trials and Web of Science databases, considering the following
keywords: chronic renal insufficiency OR nephritis OR nephrosis OR perinephritis OR
kidney insufficiency, chronic OR chronic kidney insufficiency OR chronic kidney disease OR
disease, chronic kidney disease OR chronic disease OR chronic renal disease OR renal
disease, chronic OR renal insufficiency OR kidney disease OR nephrotic syndrome OR (renal
failure) AND (preeclampsia OR pre-eclampsia OR preeclampsia OR pregnan * toxem * OR
eph complex OR eph toxem * OR preeclampsia eclampsia), having been considered for
analysis in all occurrences resulting from this search.

In addition, we did not use language filters or year of publication, being that the search
was conducted by two researchers independently. Next, the titles for exclusion of duplicate
papers were evaluated and discarded if they did not meet the following eligibility criteria: a)
studies that evaluated the development of renal disease in the postpartum period; b) articles on
humans; and c) studies performed with pregnant women with PE, regardless of age, risk
factors or associated comorbidities. The following articles were excluded: a) studies carried
out in vitro or with experimental animals; b) articles with twin pregnancy; c) clinical cases; d)
studies that performed any type of supplementation in the included women; f) studies with a
different outcome from acute renal disease (ARD) or CKD or ESRD, and g) reviews.

Subsequently, the abstracts of all of the articles of the initial search were read, and the
reports that went through this phase were read in full. Finally, the articles read in full that met
the inclusion criteria were considered for this review.

Data extraction

The following data were included in the articles: type of study, sample size, age of the

pregnant women, type of kidney disease, time of disease onset, duration of study for those of

prospective cohort, prevalence of renal disease and main clinical findings. The primary
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endpoint considered was the development of CKD or ARD or ESRD since, among the
outcomes evaluated by the included studies, they had a greater impact on the health of the
affected in addition to being the more homogeneous outcomes, thus making them comparable.
For the purpose of this meta-analysis, studies focusing on long-term ESRD, those evaluating
CKD (defined based on glomerular filtration rate [GFR] and the presence of proteinuria) were
separated, as ESRD is a later condition of CKD, being a consequence of the latter.
Assessment of risk of bias and quality of evidence

The quality evaluation of the articles was performed according to the Newecastle-
Ottawa Scale [18]. Two independent researchers evaluated the quality of the studies in three
different categories: selection, comparability and outcome. Each category was evaluated as
follows: good, fair and poor quality. Each study was then given a global rating for its quality.
Statistical analysis

The natural logarithms of the adjusted risk measures (risk ratio (RR), odds ratio
(OR)or hazard ratio (HR)) of developing PE and the confidence intervals of each study were
pooled together in a meta-analysis. Whenever a study did not describe the RR, OR or HR, it
was calculated. Considering the predicted high heterogeneity, the Der Simonian and Laird
random effects model was used, in conjunction with the Mantel-Haenszel model for
estimation of heterogeneity. Heterogeneity was considered important when 12 was >50%. If
necessary, a sensitivity analysis was performed by removing the studies one by one to
investigate the origin of the divergence. An alpha level of 5% was adopted. All analyses were

conducted using Stata v12.0 (StataCorp, College Station, TX).

RESULTS

Search Results

After the search, 35 articles met the inclusion criteria to compose the qualitative
analysis, where 9 evaluated only ARD; 3 microalbuminuria; 7 several parameters together
such as creatinine, urate, albumin, microalbuminuria, and GFR; 4 more general diseases such
as glomerular diseases, and diabetic nephropathy; 2 death from kidney disease and 1
hospitalization for CKD. Three articles that evaluated CKD and 6 articles that evaluated
ESRD were included in the meta-analysis, considering the similarity of the outcomes
analysed by each study. The flow diagram of the study selection is presented in Figure 1.

Study Characteristics
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Table 1 shows the main characteristics of the included studies in relation to the
development of some type of renal disease after a certain time of diagnosis of PE. The
included studies were retrospective or prospective cohort, prospective and case control type.
As for sample size, studies ranged from 22 to 1.072.330, including healthy pregnant women
with PE. The mean age of the women ranged from 24.1 years to 66.7 years at the end of the
follow-up study. Regarding the type of evaluated kidney disease, the development of CKD,
ESRD and ARD was observed in the analysed studies. The time of onset of kidney disease, as
well as the duration of the studies, ranged from the immediate postpartum period up to 40
years of follow-up of the women studied.

It is worth noting that the included studies, despite evaluating several outcomes,
present high heterogeneity in relation to the methodological parameters, which made it
difficult to perform meta-analyses including other evaluated outcomes. The incidence of
ESRD in women who had PE ranged from 1.85 to 14.5, and for CKD ranged from 0.8 to 5.2.
Assessment of risk of bias and quality of evidence

According to the Newcastle-Ottawa tool, 29 out of 35 articles were found to be of
good quality (Table 2).

Meta-analysis

Chronic Kidney Disease. CKD was evaluated in 3 studies, with a total of 1.090.392
individuals. The complete analysis is shown in Figure 2. There were 1.048.714 individuals in
the control groups and 41.678 individuals in the groups with PE (HR: 1.82, 95% CI: 1.27-
2.62, P<0.01), I* = 66.0%, P = 0.05).

End-stage Kidney Disease. ESRD was evaluated in 6 studies, with a total of 3.679.703
individuals. The complete analysis is shown in Figure 3. There were 3.513.437 individuals in
the control groups and 166.266 individuals in the groups with PE (HR: 3.01, 95% CI: 1.92-
4.70, P<0.01), I* =88.9%, P < 0.00).

Acute Renal Disease. It was not possible to perform a meta-analysis with the studies
evaluating ARD due to the large methodological differences in the included studies, which

compromised the extraction and analysis of the data of interest.

DISCUSSION

The renal repercussions after development of PE are variable and therefore difficult to
measure, since there are no practical criteria for identifying such conditions. Despite the high
heterogeneity in the analysis, which may be justified by the fact that the included studies

present many methodological differences, turning it difficult to combine the results of the
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studies, the present systematic review with meta-analysis showed a higher risk of developing
CKD and ESRD in postpartum women after being affected by PE.

Regarding the methodological diversity, in the studies that evaluated the CKD, one
can detect variation in the number of pregnant women evaluated in each study (10.314 to
1.072.330 women, being with PE 242 to 40.625) and the time of onset of CKD, which ranged
from 3.0 to 43.6 years after childbirth. This last variable causes difficulty in comparing the
studies, since some of them did not report the time of onset of renal disease in the postpartum
period. In the studies of Kristensen et al [7]; Ménnistod et al.[12]; and Ayansina et al.[41],
which were those included in our metanalysis, women who had Specific Hypertensive
Gestation Syndromes (SHGS) had a risk ranging from 1.27 to 2.62 times greater for
developing long-term CKD (ranging from 3 years to 43.6 years postpartum) compared to
those without SHGS. In the order hand, in Paauw et al.[45], the presence of hypertensive
gestational diseases did not significantly increase the incidence of CKD in the postpartum
period, however the study by Paauw et al.[45] was not included in the present meta-analysis,
because did not bring results direct to PE but to hypertensive disorders in pregnancy.

Regarding ESRD, there was also big variation in the number of pregnant women
evaluated in each study (554 to 1.358.543 women, being with PE 59 to 65.751) and the time
of onset of ESRD, which ranged from 3.9 to 45 years after childbirth. In the study by Vikse et
al.[29] among pregnant women who had PE and became pregnant three or more times, the
risk of developing ESRD was 6.3 times higher (95% CI, 4.1 to 9.9), and those who had two or
three pregnancies, the risk increased 15.5-fold (95% CI, 7.8 to 30.8); therefore, depending on
the number of pregnancies, this risk may vary.

As previously cited, Covella et al.[16] published a meta-analysis investigating the
long-term renal effects of PE and showed that only ESRD, but not CKD, were associated with
PE. We believe that our CKD meta-analysis enhances the analysis performed by Covella et
al.[16] on the association between PE and CKD, based on the following points:(A) Recently,
Kristensen et al.[7] published a new cohort study and showed an increased risk of CKD for
women diagnosed with PE; (B) Covella et al. [16] used only unadjusted values for risk ratio,
but most of the studies included in the meta-analysis reported an adjusted measure for risk
values, and its use may enhance the precision of the findings; (C) McDonald et al.[15], which
was included by Covella et al. [16] did not show adjusted values for risk and included only
women with dysglycemia, which may induce substantial heterogeneity in the analysis; and
(D) Wang et al.[11], also included by Covella et al.[16], does not show the isolated analysis of
PE and CKD, but only an analysis of hypertensive disorders of pregnancy and CKD, therefore
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these articles were not included in the present meta-analysis. Our new analysis indicates much
less heterogeneity (I>=66%) and significant effect size (pooled HR:1.82 [95% CI: 1.27-2.62,
P<0.01]), based only in cohort studies that reported an adjusted HR, enhancing confidence in
the findings.

Regarding ESRD in the present review, it was also observed that PE was a risk factor
for ESRD, corroborating the findings of Covella et al.[16], but some points should be
considered. In the present review, we included 4 more studies [13,17,26,29], presenting an
heterogeneity of I? = 88.9% while in Covella et al.[16] study, the I*> was 95%. Another aspect
that could be discussed in this review, which made it difficult to compare the included
research data, was the absence of a control group in some of the studies, making a better
comparison with the PE group impossible, as seen in the study by Van Balen et al.[8]. In
addition, considering the heterogeneity of the populations involved in the included studies, it
is possible that there are different risks for the incidence of kidney disease among them, as
highlighted by Wang et al. [11].

Regarding the evaluation of the quality of the evidence, 6 studies were classified as
being of low quality. This condition may be justified by the fact that the studies did not clarify
how the unexposed cohort was selected, the result of interest was not present at the beginning
of the study, the analysis was not controlled for possible confounders, the follow-up was not
sufficient for the outcomes to occur, and the loss of follow-up for a considerable portion of
the sample (> 80%) in each study was considered of low quality individually. Still stands out,
in the studies analyzed in the present review, most are retrospective cohort. The problems of
retrospective studies may be information bias and the inability to control confounding
variables (lack of information).

Regarding ARD, the analyses were compromised by the difficulty of collecting
information in the studies. Therefore, for a more complete approach, it is necessary to conduct
more research with a deepening of causal relation, as well as with similar objectives and
methods, in order to allow for the comparison of them.

In this context, studies by Deruelle et al.[21], Eswarappa et al. [9] and Huang et al.
[10] did not present the RR, HR or OR, and did not conduct multivariable analysis.
Furthermore, Eswarappa et al.[9] and Huang et al.[10] reported a low incidence of ARD in
their studies, being justified by the absence of patients with a history of renal disease in the
sample.

Hence, it is emphasized that the kidneys play a fundamental role in pregnancy

progression, including the ESRD. Under normal conditions, physiological changes, such as

107



glomerular hyperfiltration and a 40-60% increase in glomerular filtration rate, are due to
necessary haemodynamic changes and are related to multisystem interactions, such as the
release of nitric oxide by the placenta that prevents vasoconstriction through the action of
Angiotensin I and II receptors[46].

When there are changes that promote the incidence of gestational diseases, such as PE,
the imbalance in the serum concentrations of anti-angiogenic and pro-angiogenic factors
compromises the functioning of several organs, especially of the kidneys that have proteinuria
as one of the diagnostic criteria of PE, being characterized by >0.3 g of protein in a 24-hour
urine specimen or a urine dipstick result of >1+). Due to the hypoxic condition of the placenta
of pregnancy with PE, there is a greater expression and release of antiangiogenic factors, such
as soluble tyrosine kinase 1 and soluble endoglin, which bind to pro-angiogenic factors, such
as vascular endothelial growth and placental growth, and inhibit their expression by
preventing them from binding to their receptors present on the vascular endothelial cell
membrane [47].

The endothelial dysfunction caused by the above imbalance promotes changes in the
renal function, such as the podocyte lesion and glomerular endotheliosis, when there is an
increase in sFlt-1. The podocyte is a highly specialized cell that is important for selective
permeability because it is part of the glomerular filtration barrier. When damaged, it loses its
adhesion to the basal glomerular membrane, is excreted through the urine, and promotes
functional and morphological alteration of the kidney that favours the appearance of
glomerulosclerosis, a progressive disease that can lead to CKD [48].

In PE, there is a change in the glomerular barrier similar to that found in renal diseases
of other primary sources, leading to an increase in the excretion of proteins such as albumin
alone or in combination with other macromolecules. Several other markers, such as
proteinuria, microalbuminuria and glomerular filtration rate, are mentioned among the
alterations and renal damage caused by PE and corroborate the complexity of this disease and
its responsibility among the main causes of maternal morbidity and mortality, in the short and
long term [49].

In addition to the meta-analysis showing that PE in pregnancy was a risk factor for the
onset of CKD and ESRD in the postpartum period, that after a pregnancy complicated by the
disease, renal changes may persist, such as CKD, ESRD, ARD, and changes in renal injury
markers, such as microalbuminuria, a marker of renal endothelial injury, resulting from local

or systemic vascular damage.
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Such impairment can be explained by hyperfiltration, which is characterized by an
increase in glomerular capillary pressure and may induce progressive renal damage in the
long term [50]. Thus, these findings demonstrate the need for postpartum monitoring. Future
research is needed to better understand the mechanisms underlying the relationship between
PE and subsequent ARD, ESRD and CKD and to guide the optimal clinical follow-up of

women with a history of this disease during pregnancy.

Conclusion

PE was considered a risk factor for the onset of CKD and ESRD in the postpartum
period. Thus, more research is needed to determine which women are more likely to develop
kidney disease after PE, as well as to clarify the underlying mechanisms of this association
and to assist in determining the most appropriate and effective clinical approach to prevent

and/or treat such complications.
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Table 1. Main characteristics of the included studies in relation to the development of some type of renal disease after a certain time of diagnosis

of preeclampsia.

AUTHOR/ STUDY TOTAL N PREGNANTS | TYPE OF KIDNEY TIME OF DURATION OF | PREVALENCE OF MAIN
YEAR DESIGN YEAR DISEASE EVALUATION OF THE STUDY RENAL DISEASE OUTCOMES
(AVERAGE THE RENAL (prospective

AND DISEASE START cohort)
STANDARD
DEVIATION)
Bar et al. | Retrospective | 44 (Control) | 35 years + 8 | Microalbuminuria 2 to 4 months | - 58% (28)- 2 to 4| Women with a
1999 [19] Cohort 48 (PE) (Control) postpartum and months and history of PE had a
36 years + 5 (PE) 3 to 5 |years 42% (20)- 3 to 5 | higher occurrence of
postpartum years microalbuminuria.
0%- Control
Retrospective | 47 (PE) 27 years (PE) Renal function was | 10 years - 23% - PE Serum urea,
Shammas et | Cohort 54 (PIH) 32 years (PIH) reviewed by 16% - PIH creatinine and uric
al. 2000 46 (Control) | 31 years (Control) | measuring blood 3%- Control acid levels were not
[20] levels of urea, uric significantly
acid, affected (4.4 mmol/l
microalbuminuria, in  pre-eclampsia,
creatinine, calcium 4.7 mmol/l in

and albumin.

pregnancy induced
hypertension and 4.6
mmol/l in control
for urea, 76.0
mmol/l in PE, 74.0
mmol/l in PIH and
77.0 mmol/l in
control for
creatinine and 252.0
mmol/l in PE, 250.0
in PIH and 248
mmol/l in control
for uric acid).
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Deruelle et
al. 2006
[21]

Retrospective
Cohort

305 (PE)
20 (HELLP)
128 (PE +
HELLP)

28.9 years £5.9

AKD

Postpartum
Immediate

There were no cases
of AKD; There was
alteration of
creatinine, uric acid,
Aspartate
aminotransferase,
proteinuria and
hemolysis

Changes were
analysed during
hospitalization  for
delivery and the
postpartum  period.
The severity criteria
for PE or HELLP
syndrome combined
with caesarean
section increased the
risk of complication
during the post-
partum period.

Lampinen et
al. 2006
[22]

Retrospective
Cohort

30 (PE)
21 (Control)

31 years +7 (PE)
33 years =5 (PE)

30  years 4
(Control)

function:
urate,

Renal
creatinine,
albumin

5 to 6 years
postpartum

5-6 years

The similar renal
function in all
groups. There was
no difference in
vasodilation

between PE groups
and controls or
correlation between
degree of
proteinuria  during
index pregnancy and
present vasodilation.
So, the degree of
proteinuria  during
PE does not predict
vascular  dilatation
or renal function 5—
6 years after PE
pregnancy.

Vikse et al.
2006[23]

Retrospective
cohort

756.420
29.251 (PE)
726.581
(Other
conditions)

24.1 years £ 4.5
(at delivery)

40.8 years + 9.6
(at the biopsy
time)

Glomerular diseases

Postpartum

50,9% (among
pregnant women
who had PE)

Compared with
women without PE
and with offspring
with birth weight of
>2.5 kg, women
with no PE and with
offspring with birth
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weight of 1.5 to 2.5
kg had an RR for a
later kidney biopsy
of 1.7, women with
no PE and with
offspring with birth
weight of <1.5 kg
had an RR of 2.9,
women with PE and
with offspring with
a birth weight of
>2.5 kg had an RR
of 2.5, women with
PE and with
offspring with a
birth weight of 1.5
to 2.5 kg had an RR
of 4.5, and women
with PE and with
offspring with a
birth weight of <1.5
kg had an RR of 17.

Prakash et
al. 2006[24]

Prospective
Cohort

130  (Post
abortal)
16(Puerperal
sepsis)

33 (PE-
eclampsia)

6  (Uterine
hemorrhag-
APH)

5  (Uterine
hemorrhag-
PPH)

AKI

During pregnancy

20 years

PE was the cause of
obstetric AKI by 23%
(1982-1991) and
14.4%  (1992-1991)
of the cases in these
two periods.

AKI  related to
pregnancy,  which
remained high in the
initial period, has
declined in recent
years. This is
associated with a
downward AKI
post-abortion trend
and reduced
maternal mortality.
There was also a
significant decrease
(P <0.001) in the
incidence of cortical
necrosis in obstetric
AKI.
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Gordin et al. | Prospective 105 31.1 years + 5.2 | Diabetic Postpartum 11years Diabetic Women with
2007 [25] Cohort (Control) (Control) nephropathy nephropathy: previous PE
43 (PE) 28.3 years £ 4.0 | (characterized from 10.8%- Control presented a higher
32 (PIH) (PE) microalbuminuria, 61.9% - PE prevalence of
28.6 years £ 5.2 | macroalbuminuria or 27.3% - PIH diabetic
(PIH) ESKD) nephropathy in
relation to those
normotensive  and
had PIH.
Vikse et al. | Retrospective | After 1 | 1°child ESRD 10, 20, 30 or about 40 | - 0.007%, 0.015%, | The risk of ESRD
2008 [26] Cohort pregnancy: 23.5 years £4.3 years after the first, 0.051%, 0.10% and | was higher in cases
549.515 (No second or third parity. 0.18% of women | of more than one
PE) 2° child Average 17 years within 5, 10, 20, 30 | gestation with
20.918(PE) 26.9 years £4.3 after first pregnancy. and 38 years after | eclampsia. In total,
After 2 first birth, | 168 cases were due
pregnancies: | 3° child respectively. Overall | to
456.884 (No | 30.2 years +4.3 rate after first birth | glomerulonephritis,
PE) was 3.7 per 100,000 / | 100 were due to
14.588(PE in year. hereditary or
first congenital  causes,
pregnancy 68 were due to
only) diabetic
6.120 (PE in nephropathy, and 82
second were due to other
pregnancy causes.
only)
2411 (PE in
both
pregnancies)
After 3
pregnancies:
198.192 (No
PE)
10.727(PE in
1 pregnancy
only)
5.930(PE in
first
pregnancy
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only)

1.875 (PE in
second
pregnancy
only)
2922 (PE in
third
pregnancies)
1741 (PE
in>2
pregnancies)
Sandvik et | Retrospective | 2.204 - ESRD (death) Up to 37 years 13.2% - Diabetes Women with
al. 2010 | Cohort (Diabetes) 3.7%- Control pregestational
[27] 634.499 diabetes, PE and
(Control) preterm birth were
associated with long
term increased risk
of ESRD and death,
but only in women
who had only one
pregnancy.
Turgut et al. | Retrospective | 467 (severe | 27.6 years + 5.7 | ARF Postpartum 2,4% (11)- Severe PE | The  simultaneous
2010 [28] cohort PE without | (Severe PE) 8.1% (9)- HELLP presence of HELLP
HELLP) 27.7 yearst 5.4 syndrome and PE,
111 (HELLP) along with oliguria,
(HELLP) ascites,
thrombocytopenia,
elevation of liver
enzymes, and
caesarean delivery,
was associated with
postpartum
complications,
including ARF.
Vikse et al. | Retrospective | 495 41.3 years £9.7 Development of | 3.9 + 3.4 years after PE in the first | In women with renal
2010 [29] Cohort (Control) ESRD through | kidney biopsy gestation presented a | discase  diagnosed
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59 (PE) biopsy. relative risk of 1.2 | by renal biopsy, PE
(95% CI 0.63 - 2.4) | history was not
for ESKD. 10% of | shown to be a risk
those with PE in the | factor for ESKD
first gestation | progression.
presented any change
in kidney function
according to biopsy.
Bhattachary | Retrospective | 2026 (PE) 24.57 years £ 5.1 | Mortality and | 62 years It was observed 0.1% | Women with PE
a et al. 2012 | cohort 23937 (PE) hospitalization  for of deaths by CKD in | also had a risk of
[30] (Control) 24.25 years +4.94 | CKD each group (PE, | death from kidney
8891 (HSG) | (Control) control and HSG); disease {adjusted
24.34 years + 4.84 incident rate ratio
(adj. IRR) 1.72,
95% confidence
interval (CI) 0.51-
5.79.
Shahbazian | Retrospective | 35 (PE) 25.0 years £ 2.1 | Microalbuminuria 5.7 (5.2-7.3) years 20%- PE Microalbuminuria
et al. 2011 | cohort 35 (Control) | (PE) 0%- Control was present in all
[31] 25.8 years £ 2.3 hypertensive women
(Control) in the PE group, but
not in the only
women in  the
control group with
hypertension.
Wei et al. | Retrospective | 22  (severe | 27.8 (22-34 years) | ARF More than 10 weeks 9,1% (2)- ARF Blood pressure was
2011 [32] cohort PE and postpartum recovered in all 22
nephrotic cases  within 6
syndrome) weeks; oedema
usually  regressed
within 6  weeks.

However, only 1
patient recovered at
the 10th  week;
urinary protein
disappeared within 6
weeks but remained
in the patient’s urine
in 2 cases after 10
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weeks.

McDonald Cross- 108 (Severe | 61.2 years £ 7.6 | Renal disease (self- | - - Renal disease: There was  no
et al. 2012 | sectional PE) (Severe PE) reported), 10% -Severe PE difference in the
[33] 359  (Non- | 60.9 years £ 7.2 | microalbumindria, 8% -Non- severe PE | development of
severe PE) (Non-severe PE) GFR, CVD 7% -Control kidney disease and
3613 63.6 years + 7.9 Microalbuminuria: the presence of
(Control) (Control) 15.8% Severe PE microalbuminuria in
12.3% Non- severe | women with PE and
PE dysglicaemia
11% Control compared to control.
GFR < 60 ml/min: Even after
22% Severe PE controlling for
23% Non- severe PE | cardiovascular risk
26% Control factors including
albuminuria, a
history of severe PE
is independently
associated with a
threefold increased
risk of CV disease.
Vikse et al | Retrospective | 526.397 26.06 years £4.9 | ESRD 45 years Index women with at | Familial aggregation
2012 [34] cohort (Control) (PE) least one sibling with | of risk factors does
preeclampsia in first | not seem to explain
44.278 (PE) pregnancy had a RR | increased ESRD risk
for developing ESRD | after preeclampsia.
during follow-up of | These findings
0.90 (95% CI, 0.57- | support the
1.42) compared with | hypothesis that PE
women without | per se may lead to
siblings with | kidney damage.
preeclampsia
Unverdi et | Prospective 463 (PE), | 28.5 years £5.2 KD Until 3  months | 2005 to 2010 10 of the 14 patients | Proteinuria was
al. 2013[35] | cohort been 14 with (Membranoproliferat | postpartum (71%) were | detected in  all
renal biopsy ive diagnosed with KD | patients. Haematuria
glomerulonephritis, subjacent; was detected in 8
IgA nephropathy; 4  patients were | patients (57%), and
segmental diagnosed with | elevated serum
glomerulosclerosis; idiopathic PE (29%). | creatinine levels
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with amyloidosis).

were observed in 5

patients (36%).

Wang et al. | Retrospective | 26.651 29.6 years = 4.80 | ESRD Postpartum 11 years ESRD: Women with PE or
2013 [11] cohort (HSG), (HSG) 0,01% (25)- Control eclampsia had a

been: 29.5 years + 4.75 0,22% (61)- HSG higher risk of ESRD

-17998 (PE) | (Control) 0.33% (61)- PE than those who had

-8653 (GH) 0.20% (18)- GH only HSG.

213.397

(Control)
Mainnistd et | Prospective 6552 26.6 years £ 6.2 | CKD Started in gestation | 39.4 (3.0-43.6 | 1.1% (73)- Control HSG and isolated
al. 2013 | Cohort (Control) (Control) and continued on | years) 0.8% 2)- PE/ | hypertension  with
[12] 242 (PE/ | 26.7 years £ 6.9 postpartum eclampsia proteinuria were

eclampsia) (PE/ eclampsia) 1.7% (2)- | associated with

116 32.1 years + 7.1 (Superimposed  PE/ | greater risks for

(Superimpos | (Superimposed eclampsia) CKD compared to

ed PE/ | PE/ eclampsia) control mothers

eclampsia)

866 (Isolated | 28.3 years = 7.0

Systolic

Hypertensio | 26.9 years +2.7

n)

742 (Isolated

Diastolic 26.8 years* 6.6

Hypertensio

n)

137 (Isolated
Systolic  or
Diastolic
Hypertensio
n with
proteinuria)
991
(Gestational
Hypertensio
n)

668

(Chronic
Hypertensio

n)

27.8 years£7.3

31.5years + 7.1
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Sandvik et
al 2013 [36]

Retrospective
cohort

69 (Control)
89 (PE)

39.0 years = 5.3
(Control)

379 years £ 4.2
(PE)

Microalbuminuria

9-11 years

0%- Control
1.12% (1)- PE

PE was not
associated with
increased prevalence
of microalbuminuria
or higher rates of
urinary albumin
excretion. In
addition, it was a
statistically
significant
association between
preterm PE and
having a  high
normal eGFR.

Wu et al
2014 [13]

Retrospective
cohort

930.841
(Control)
13633 (with
HSG)

28.29 years =+
4.96 (Control)
30.07 years + 5.46
(HSG)

ESRD

11 years postpartum

0.02% (212)- Control
0.34% (46)- HSG

Women with a
history of
hypertensive disease
or who were 35
years of age or more
at the time of
delivery have a
higher  risk  of
postpartum ESRD.
Those with HSG
also have a higher
risk of ESRD than
other women.

Aydin et al.
2014 [37]

Retrospective
cohort

64 (c
HELLP)
67 (P
HELLP)

28.1 years + 5.6
(cHELLP)
29 years + 6.7
(pHELLP)

ARF

7-12
postpartum

years

6.25% (4)- cHELLP
2.98% (2)- pHELLP

ARF was the
complication

reversed without
long-term treatment;
hospitalization  in
the intensive care
was more frequent
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in the cHELLP
group than in the
pHELLP group,

with 11 cases
(17.2%). The major
complications of
pregnancy were
AREF and eclampsia.

Pahwa et al.
2014 [38]

Retrospective
cohort

752 (AKI)

26.7 years £4.2

AKI

Until 3
postpartum

months

3.59% (27)- AKI
postpartum, been
PE/eclampsia
responsible for 40.7%
of the cases.

Sepsis  was  the
major cause (70.3%)
of post-partum AKI.
Other causes
included
disseminated
intravascular
coagulation
(55.5%), pre-
eclampsia/eclampsia
(40.7%), ante- and
post-partum
hemorrhage (40.7%
and 22.2%) and
hemolytic  anemia
and elevated liver
enzymes and low
platelet count
syndrome  (29.6%)
A significant
correlation was also
found between the
creatinine level on
admission and the
period of onset of
disease after
delivery.

Kabbali et
al. 2015[39]

Prospective

44 (AKI in
pregnant)

29.6 years £ 6

AKI

Until 3
postpartum

months

6 months

63.63% (28) of AKI
form cases arising
from PE

The main etiologies
of AKI were PE,
hemorrhagic shock,
and septic _events.
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The maternal
mortality rate was
11.4%.

Kessous et
al. 2015
[40]

Retrospective
cohort

7824 (PE)
88546
(Control)

28.3 years +
(PE)

28.8 years +
years (Control)

6

6

Renal morbidity
CV morbidity

11.2 years

Renal morbidity:
0.3%- PE
0.1%- Control

Patients with PE had
higher rates of
cardiovascular
morbidity including
cardiac non-invasive
(OR 1.4;95% CI 1.1
to 1.7; p=0.005) and
invasive diagnostic
procedures (OR 1.7;
95% CI 1.2 to 2.3;
p=0.001), simple
(OR 1.5;95% CI 1.2
to 1.8; p=0.001), as
well as complex
cardiovascular
events (OR 2.4;
95% CI 2.2 to 2.8;
p=0.001) and renal
(OR 3.7;95% CI1 2.2
to 6.0; p=0.001)
hospitalisations.

Ayasina et
al. 2016
[41]

Retrospective
cohort

3583 (HSG)
811 (PE)
10457
(Control)

25.0 years =+
(HSG)

24.8 years +
(PE)

25.3 years =+
(Control)

5.0

53

53

CKD

Up to
postpartum

40 years

7.5% - 268 - HSG
5.2%-42 -PE
3.9% - 407 - Control

There was an
increased

subsequent risk of
CKD associated
with HSG. Women
with HSG and PE
also found CKD
earlier than control.

Paauw et al.
2016 [42]

Cross-
sectional
cohort

339 (PE)
332
(Control)

29.8 years =+
(PE)

28.6 years =+
(Control)

3.8

4.1

CKD, proteinuria

Up to
postpartum

10 years

2009-2010

No increased
incidence of CKD
in PE women was

observed and
slightly higher
protein excretion was

No increased
incidence of CKD in
PE women was
observed. The study
demonstrated subtle
changes in renal
function in former
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observed in PE

early-onset
preeclamptic women
10 years postpartum,
characterized by a
high-normal eGFR
and a slightly higher
protein excretion.

Bokslag et | Prospective 131 (PE) 30.9 years £ 5.0 | GFR, 9-16 years | 2014 to 2016 The GFR was similar | Biomarker analyses
al. 2017 | observational | 56 (Control) | (PE) microalbuminuria postpartum in both  groups. | revealed higher
[43] 32.3 years £+ 4.1 Microalbuminuria levels of
(Control) was higher in PE | microalbumin in
group (PE: 4.4 | urine of PE group
[3.0—=7.8], Control: | compared to women
3.0 [3.03.9], p= | with control group.
0.015).
Eswarappa Prospective 347 (PIH) 26 years AKI During gestation and | 2010 to 2014 16% (56)- AKI The overall
et al. 2017 | observational in the immediate 2.5% (9)- persistent | incidence of PE was
[9] postpartum AKI 3.4%. HELLP

syndrome was seen
in 31 patients (9%);
56 patients (19%)
had AKI with a

mean serum
creatinine of 3.2
mg/dL  and mean

proteinuria of 2.8
g/24 h. 19 patients

required  dialysis.
Maternal mortality
was 2.5%, largely

secondary to sepsis.
Primiparity was a
major risk factor. In
this study, we found
a low rate of PE in a
low-to-moderate

risk cohort, with an
incidence of AKI
and maternal
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mortality consistent

with reported
literature.
Huang et al. | Retrospective | 343 (AKI) 29.41 years +£5.94 | AKI Up to 7.5 years 16.82% (240)- AKI | About 17% women
2017 [10] cohort 1427 (PE) postpartum in PE. with  PE/eclampsia
and 60% women
with HELLP
syndrome
complicated
with AKI.
PE/eclampsia is the
most common cause
of AKI during
pregnancy and
puerperium.
Tooher et al. | Retrospective | 27.262 - Hospitalization  for | 20 years (3-29 years) - In the validated
(2017) [44] | cohort (Control) CKD postpartum cohort, there was no
1165 (HSQG), significant
been: difference between
356 (PE) the women with
625 (GH) preeclampsia  and
98 (Chronic those with GH and
hypertension admission to
) hospital for RD.
76
(Superimpos
ed PE)
Lopes Van | Retrospective | 49 (Control) | 39 years + 4 | GFR, At least 4 months There was no | At least 4 years after
Balen et al. | Cohort 79 (PE) (Control) Microalbuminuria (average of 10 difference  between | pregnancy, women
2017 [8] 35 years + 4 (PE) months). the groups about | with a history of PE
GFR and | demonstrated
microalbuminuria decreased flow

mediated dilatation
when compared to
controls. In this
study, decreased
flow mediated
dilation however did
not coincide with
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decreased  kidney
function.
Paauw et al. | Prospective 1805 48 (39-59)- | CKD 11 years 1997 to 2012 There was no | The presence of
2017 [45] cohort (Control) control Albuminuria 24 incidence of ESKD, | HSG did not
977 (HSG) 50 (42-59)- HSG | hours and CKD was similar | significantly
GFR among those with | increase the
ESKD HSG (HR 1.04, 95% | incidence of CKD.
CI10.79-1.37, P=0.8). | During follow-up,
In addition, there was | no difference was
a decrease in GFR in | observed in
both groups. albuminuria. No
significant risk was
identified for RF
decline after HSG.
Kristensen | Retrospective | 1.031.705 Age (years) n CKD 18.6 years (average) - Women who had PE | PE was strongly
et al. cohort (Control) (%): AKI were more likely to | associated with
2019[7] 40.625 (PE) Acute develop CKD: a risk | several CKD later in
<20: 89 (3.4%) tubulointerstitial ratio of 3.93 (95% | life.
20-24: 594 nephritis confidence interval
(22.4%) 2.90 to 5.33) for early
25-29 979 premature PE
(36.9%) (childbirth <34
30-34: 677 weeks) 2.81 (2.13 to
(25.5%) 3.71) for late preterm
>35:312 (11.8%) PE parturition 34-36
weeks), 2.27 (2.02 to
2.55) for term PE
(parturition >37
weeks).
Khashan et | Retrospective | 1.292.792 Age (years) n ESKD 74 to 164 years | - There was an | The present findings
al. 2019 cohort (Control) (%): postpartum association between | suggest that women
[17] 65.751 (PE) | <20: PE and ESKD in the | with PE and no
Control: 60.482 unadjusted  analysis | major comorbidities
(4.7%) (hazard ratio [HR] = | before their first

PE: 3.272 (4.7%)

4.99, 95% confidence

pregnancy are at a

20-29: interval [CI] 3.93— | 5-fold increased risk
Control: 816.752 6.33; p < 0.001), | of ESKD compared
(63.2%) which remained in | with parous women
PE: 41.756 the extensively | with no PE;
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(63.5%)

30-39:

Control: 395.997
(30.6%)

PE: 19.546
(29.6%)

>40:

Control: 19.561
(1.5%)

PE: 1.177 (1.8%)

adjusted (HR = 4.96,
95% CI 3.89-6.32, p
< 0.001) models.
Women who had
preterm preeclampsia
(adjusted HR = 9.19;
95% CI 5.16-15.61, p
< 0.001) and women
who had PE in 2
pregnancies (adjusted
HR = 7.13, 95% CI
3.12-16.31, p <
0.001)  had  the
highest risk of ESKD
compared with
women with no PE.

however, the
absolute risk  of
ESKD among
women with PE
remains small.

Legend: ACR- albumin creatinine ratio; AKD- acute kidney disease; AKI- acute kidney injury; ARF- acute renal failure; cHELLP- complete syndrome HELLP; CI- confident
interval; CKD- chronic kidney disease; CV- cardiovascular; ESKD- end stage of kidney disease; ESRD- end estage of renal disease; GA- gestational age; GFR- glomerular
filtration rate; HELLP- specific disorder of pregnancy characterized by hemolysis, elevated liver enzymes, and low platelet count; GH- gestational hypertension; HR- hazard
ratio; HSG- hypertensive syndrome of gestation; IgA- immunoglobulin A; KD- kidney disease; PE- pre-eclampsia; pHELLP- partial syndrome HELLP; PIH- pregnancy-

induced hypertension; RF- renal function; RR- relative risk.
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Table 2: Evaluation of the quality of the evidence through the Newcastle-Ottawa tool.

SOURCE / YEAR SCORE RESULT
Bar et al., 1999[22] 6 Poor
Shammas et al., 2000 [23] 7 Good
Deruelle et al., 2006[24] 7 Good
Lampinen et al., 2006 [25] 7 Good
Vikse et al., 2006[26] 8 Good
Prakash et al 2006[27] 7 Good
Gordin et al., 2007[28] 8 Good
Vikse et al., 2008[29] 8 Good
Sandvik et al. 2010 [30] 7 Good
Turgut et al., 2010[31] 7 Good
Vikse et al., 2010[32] 8 Good
Bhattacharya et al. 2011 [33] 7 Good
Shahbazian et al. 2011 [34] 7 Good
Wei et al., 2011[35] 7 Good
McDonald et al. 2012 [36] 8 Good
Vikse et al. 2012 [ 37] 8 Good
Unverdi et al., 2013[38] 6 Poor
Sandvik et al., 2013 [39 ] 7 Poor
Wang et al., 2013[14] 6 Poor
Mainnisto et al., 2013[15] 8 Good
Wu et al., 2014[16] 7 Good
Aydin et al., 2014[40] 5 Poor
Pahwa et al., 2014[41] 3 Poor
Kabbali et al., 2015[42] 3 Poor
Kessous et al. 2015 [43] 8 Good
Ayasina et al., 2016[44] 8 Good
Paauw et al. 2016[ 45] 8 Good
Eswarappa et al., 2017[12] 7 Good
Huang et al., 2017[13] 7 Good
Van Balen et al. 2017[3] 8 Good
Bokslag et al. 2017 [46] 7 Good
Tooher et al. 2017 [ 47] 8 Good
Paauw et al., 2017[48] 7 Good
Kristensen et al. 2019[10] 8 Good
Khashan et al. 2019 [20] 8 Good
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Study adjusted %

ID HR (95% Cl) Weight

Mannisto et al., 2013 - 0.75 (0.17, 3.38) 537

Kristensen et al., 2019 — 2.27 (1.85,2.78) 50.10

Ayansina etal., 2016 —_— 1.58 (1.20, 2.07) 4454

Overall (I-squared = 66.6%, p = 0.050) <> 1.82(1.27,262)  100.00

NOTE: Weights are from random effects analysis

T T
A7 1 5.88

Figure 2. Forest plot of the CKD analysis.
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Study %

ID ES (95% Cl) Weight
Wu et al., 2014 —— 9.46 (6.10, 14.68)14.48
Wang et al., 2013 —0— 2.17 (1.33, 3.54) 14.00
Kashan et al., 2019 —— 4.89 (3.77, 6.34) 15.92
Vikse et al., 2012a s R 1.14 (0.65, 2.02) 13.24
Vikse et al., 2012b —0— 2.88(1.69, 4.90) 13.59
Vikse et al., 2008 + 3.83(3.07,4.78) 16.16
Vikse et al., 2010 B 1.33(0.71, 2.51) 12.60
Overall (I-squared = 88.9%, p = 0.000) <> 3.01 (1.92, 4.70) 100.00
NOTE: Weights are from random effects @nalysis

T T
.0681 1 14.7

Figure 3. Forest plot of the end-stage kidney disease.
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Resumo

A pré- eclampsia (PE) constitui, dentre os disturbios hipertensivos da
gestacédo, a principal causa de morbimortalidade perinatal no mundo, estando a PE
presente em torno de 2- 8% de todas as gestagbes. Entretanto, é preciso ressaltar
que sua patogénese € ainda parcialmente esclarecida, o que dificulta sua prevengao
e tratamento adequados. Dentre as hipoteses sugeridas como envolvidas na
fisiopatologia da PE, destacam-se alguns fatores capazes de interagir e determinar
as manifestagbes caracteristicas da PE: placentagédo deficiente, angiogénese
inadequada, disfuncao endotelial, exacerbagao da resposta inflamatoéria, problemas
na adaptacdo imunolégica e estresse oxidativo. Estudos relacionando o papel de
compostos antioxidantes e anti-inflamatérios vém sendo conduzidos, porém os
resultados ainda s&o controversos. Dessa forma, é necessario que mais pesquisas
sejam realizadas visando o esclarecimento completo da PE, para assim, favorecer o
manejo adequado e minimizar suas complica¢gdes a saude, considerando as altas
taxas de morbimortalidade materna e fetal em todo o mundo.

Palavras- chave: Desbalanco redox, Inflamacao; Gestante; Pré-eclampsia
Introducgao

A pré-eclampsia (PE) constitui, dentre os disturbios hipertensivos da
gestacédo, a principal causa de morbimortalidade perinatal no mundo, estando a PE
presente em torno de 2- 8% de todas as gestagbes. Entretanto, é preciso ressaltar
que sua patogénese € ainda parcialmente esclarecida, o que dificulta sua prevengao
e tratamento adequados’.

Apesar de muitos estudos estarem sendo desenvolvidos nos ultimos anos, a
etiologia e fisiopatologia da doenga permanecem controversas e pouco
compreendidas. Porém, a literatura cientifica descreve fatores de risco bem
estabelecidos para a PE, que incluem: idade 240 anos, nuliparidade, PE prévia,

136



historia familiar de PE, gestagbes multiplas, condi¢des clinicas pré-existentes, como
diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica e doenca renal, presenga de
doencas autoimunes, indice de massa corporal caracterizando excesso de peso e
cor da pele negra 23.

Em uma gestagdo que cursa normalmente, apds o ovulo ser fecundado pelo
espermatozoide, é necessario que o embrido seja implantado no endométrio para o
progresso da gravidez. Com isso, células embrionarias especializadas, chamadas
trofoblasticas, invadem o endométrio materno, causando um remodelamento das
artérias espiraladas uterinas, e com isso, aumentando seu calibre de maneira que o
fornecimento de sangue rico em oxigénio e nutrientes esteja garantido para a
unidade feto-placentaria. Na PE, por sua vez, sabe-se que ocorre um defeito nesse
processo de remodelamento das artérias espiraladas, acarretando hipdxia e
hipoperfusdo placentaria, o que pode levar ainda a restricdo de crescimento
intrauterino®5,

Apesar de sua origem nao ser bem estabelecida, desde o inicio do século 20,
pesquisadores consideram o papel da placenta na etiologia da PE, e nao
necessariamente da presenca do feto, considerando que em gestagbes molares,
condic¢do clinica onde ndo ha desenvolvimento fetal, também pode ocorrer a doencga.
Dentre as hipoteses sugeridas como envolvidas na fisiopatologia da PE, destacam-
se alguns fatores capazes de interagir e determinar as manifestagcdes caracteristicas
da PE: placentacdo deficiente, angiogénese inadequada, disfungdo endotelial,
exacerbacdo da resposta inflamatéria, problemas na adaptagdo imunoldgica e
estresse oxidativo?’.

Nesse contexto, ressalta-se a gravidade das consequéncias da PE para o
binbmio mae-filho, que incluem, dentre outros problemas, eclampsia, faléncia renal e
ruptura hepatica para as maes, além de restricdo de crescimento intrauterino, parto
prematuro e nascimento de criangas pequenas para idade gestacional, para os
conceptos,’ 2.

Diante do exposto, considerando as altas taxas de morbimortalidade
decorrentes da PE, bem como a escassez de informagdes sobre a mesma, torna-se
evidente a necessidade de se estudar a doenca de forma a buscar alternativas
capazes de favorecer a deteccdo das mulheres com alto risco, viabilizando sua
prevencgao, diagndstico precoce, além de um tratamento eficaz que atue na causa do
problema, e ndo apenas nas suas consequéncias.

Objetivos
Ao final da leitura deste artigo, o leitor sera capaz de:

» Compreender o conceito e a epidemiologia da doenga;

» Elencar o que existe bem documentado acerca da fisiopatologia da PE, bem
como o papel do estresse oxidativo no processo;

> Avaliar os efeitos dos principais compostos antioxidantes, com énfase
naqueles citados na literatura como tendo acdo sobre a prevencédo e o
tratamento da PE;

» Relacionar o papel da inflamagé&o na fisiopatologia da doenga;

» Reconhecer os compostos anti-inflamatérios com indicagao cientifica para uso
na prevengao e tratamento da PE;

» Ponderar acerca das formas de prevencdo e do tratamento convencional
existentes.
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Pré-eclampsia: conceito e epidemiologia

A PE é uma sindrome especifica da gravidez caracterizada por hipertenséo
(presséo arterial- PA 2140 x 90 mmHg) e proteinuria (= 300 mg/24 horas) apos a 20°
semana de gestacdo. Adicionalmente, podem ocorrer outros sintomas, incluindo
cefaleia, turvagao visual, dor abdominal, plaquetopenia (< 100.000/mm?), elevagéo
de enzimas hepaticas, disfuncdo renal, edema pulmonar, disturbios visuais ou
cerebrais, escotomas ou convulsdao® (WHO, 2013). Sendo considerada uma
complicagdo grave, que acomete de 5 a 7% das gestantes 1912,

Constitui uma das principais causas de mortalidade materna e perinatal, bem
como uma importante causa de parto prematuro e restricdo de crescimento fetal. A
PE é uma doenga heterogénea, com diferentes classificagbes de acordo com a
gravidade (PE leve e PE grave)'®'* e em precoce e tardia, considerando a idade
gestacional no momento do aparecimento das manifestagdes clinicas da doenca,
isto &, antes da 342 ou a partir da 342 semana de gestagao, respectivamente’®'7. Os
critérios de classificagdo para as formas leve e grave da doenca sdo baseados em
achados clinicos e laboratoriais e podem ser observados no Quadro 1.

Quadro 1: Critérios de classificacao para PE leve e PE grave.

PE LEVE PE GRAVE (>1 dos critérios)
PA > 140/90 mmHg apds 20 semanas Pressao arterial diastdlica igual/maior
de |G em paciente normotensa antes que 110mmHg

da gestacéao
Proteinuria de 1+ em fita (duas
amostras de urina com 4-6 horas de
intervalo que se correlaciona a
30mg/dl em amostra de urina, quando
excluida presenca de infecgao
urinaria), mas confirmada com >0,3 g
em urina de 24 horas
Sintomas cerebrais (cefaleia, tonturas,
visao borrada, escotomas), ou
digestivos (dor epigastrica ou no
quadrante superior direito, nauseas
ou vémitos), ou trombocitopenia e
alteragao de enzimas hepaticas,
mesmo na auséncia de proteinuria

Proteinuria igual/maior que 2,0g em
24 horas ou 2+ em fita urinaria

Oliguria (menor que 500ml/dia, ou
25ml/hora)

Niveis séricos de creatinina maiores
que 1,2mg/dL
Sinais de encefalopatia hipertensiva
(cefaleia e disturbios visuais)
Dor epigastrica ou no hipocondrio
direito

Evidéncia clinica e/ou laboratorial de
coagulopatia
Plaquetopenia (<100.000/mm3)
Aumento de enzimas hepaticas (TGO,
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TGP, DHL) e de bilirrubinas
Presenca de esquizocitos em
esfregaco de sangue periférico

Legenda: DHL- desidrogenase lactica; PA- pressédo arterial; TGO- transaminase glutamico-
oxalacética; TGP- Transaminase glutdmico-pirivica.

Fonte: Adaptado de Freire; Tedoldi, 2009"7; Brasil, 2012'8,

Fisiopatologia e papel do estresse oxidativo

O processo de invasao trofoblastica deficiente no inicio da gestagéao,
caracteristico da PE, acarreta na persisténcia das caracteristicas das artérias
espiraladas do utero materno, as quais, mantendo sua alta resisténcia,
comprometem o fornecimento de sangue oxigenado para placenta e feto. Com isso,
o sangue fornecido para tais regides chegara através de jatos de alta presséo,
sendo marcado por um processo repetido de hipoxia/ reperfusdo, o que culmina com
um aumento na produgédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS),
dando origem ao estresse oxidativo (EO) ”'° (Figura 1).

Um dos mecanismos mais amplamente citados na literatura como envolvido na
fisiopatologia da PE, o EO consiste no desequilibrio entre a producdo ERONs e o
sistema de defesa antioxidante. Na PE, em decorréncia da anormalidade placentaria
ja descrita anteriormente, o processo de hipdxia acarreta, consequentemente, em
reducdo nos niveis de compostos e enzimas antioxidantes presentes no organismo,
favorecendo uma producido exacerbada de ERONs, o que conduz ao aumento da
peroxidacao lipidica, inflamagcao e dano celular. Contudo, vale ressaltar que o EO
também esta presente em baixo grau em gestagdes normais, desenvolvendo
importantes agbes de sinalizagéo celular®2°.

O tecido placentario possui, naturalmente, pouca capacidade antioxidativa. Com
isso, diante da elevada produ¢cado de ERONs na PE, as células passam a apresentar
maior atividade de apoptose/ necrose, fazendo com que sejam liberadas na corrente
sanguinea materna grande quantidade de debris placentarios e fatores
antiangiogénicos, que irdo promover ativagao leucocitaria sistémica. Em conjunto,
essas alteragcdes serdao capazes de desencadear um processo inflamatério
generalizado, adesao plaquetaria e vasoconstriccdo, aumentando a produgédo de
citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-6 e IFN-y, e de espécies reativas de
oxigénio, como radical superoxido (O2*") e radical hidroxila (OH*). Assim, a interag&o
de todos esses fatores culminara no aparecimento dos sinais clinicos da PE 7-1°.
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INVASAO TROFOBLASTICA DEFICIENTE

L 2

MANUTENGAO DAS CARACTERISTICAS DAS ARTERIAS ESPIRALADAS NO
ENDOMETRIO MATERNO

Y
HIPOXIA/ REPERFUSAO PLACENTARIA
[ |
" ANGUE RICOEMONIGENIOE | | compostose | | AUMENTO NA
PRODUGAO DE
NUTRIENTES PARA A UNIDADE ENZIMAS EROCI\AIs
FETO-PLACENTARIA ANTIOXIDANTES

ESTRESSE
OXIDATIVO

* ERONSs: espédesreativasde oxigénio e nitrogénio

Figura 1: Processo de instalagdo do estresse oxidativo na pré-eclampsia.
Fonte: Elaborado pelas autoras, a partir de Oliveira et al., 20107; Sanchez-Aranguren et al.,
2014

Prevencgao e tratamento convencional

Cerca de 25% das mortes maternas que ocorrem na América Latina, estdo
relacionadas aos disturbios hipertensivos da gestagao, além de um décimo na Asia e
Africa. Dentre estes disturbios, a PE tem um maior impacto na morbimortalidade do
publico acometido. Contudo, tais mortes poderiam ser evitadas se o diagndéstico
ocorresse de forma precoce, bem como, o tratamento eficaz, baseado em
evidéncias, no controle na doencga®.

Atualmente, ndo existe na literatura um consenso acerca das melhores
estratégias de prevencédo e tratamento da PE, especialmente no que se refere a
nutricdo. Contudo, apesar dos resultados ainda serem controversos, estudos vém
sendo realizados considerando a suplementagcdo de compostos antioxidantes, bem
como de compostos anti-inflamatérios, visando minimizar o estresse oxidativo e a
inflamagéo, que ja sdo bem documentadas na doencga. Por sua vez, o tratamento
conservador da PE inclui a restricao dietética de sal e a utilizacdo de medicamentos
anti-hipertensivas. Em casos mais graves, pode ser necessaria ainda a internagéo
hospitalar para que haja um monitoramento adequado da situacdo de saude da
mulher e do feto® 21-24,

De acordo com um artigo de revisdo realizado por Mol et al., 20158, algumas
estratégias de prevencdo podem ser adotadas por mulheres consideradas como
sendo de alto risco para o desenvolvimento da PE, que incluem intervencbes
farmacoldgicas, como administracdo de aspirina, por sua agdo antiplaquetaria e
antiinflamatodria; e intervengdes nao-farmacologicas, como a suplementagcdo de
calcio para mulheres com ingestdo inadequada (cerca de 1 a 2g/dia)', bem como
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mudangas no estilo de vida, incluindo adogéo de dieta rica em alimentos e oleos de
origem vegetal, especialmente os ricos em acidos graxos poli-insaturados.

Por sua vez, o tratamento definitivo para a PE inclui a finalizagdo da gravidez,
que culmina com a retirada da placenta do organismo materno. Contudo, o manejo
adequado da doenga minimiza as complicagcdes estabelecidas, como a hipertensao
arterial sistémica, evitando o nascimento de conceptos prematuros, bem como,
prolongando a sobrevivéncia do bindmio mae-filho'”.

Compostos antioxidantes sugeridos e utilizados na prevengao e/ou tratamento
da pré-eclampsia

Estudos na literatura tém sido realizados visando avaliar a suplementacao
com antioxidantes tanto na prevengdo como no tratamento da PE (Tabela 1 e 2).
Segundo uma recente metanalise, o uso dos antioxidantes, vitamina E, vitamina C,
licopeno, resveratrol, N-acetilcisteina (NAC), L-arginina, selénio, coenzima Q10
(CoQ10) e da alicina tem sido descritos na doenca, sendo 0sS mesmos
suplementados nos estudos de forma isolada ou associados, e em posologia e por
tempo de exposi¢cdo muitas vezes diferentes?'.

Ainda, de acordo com os mesmos autores, até o presente momento a
terapia com antioxidantes orais nao previne o surgimento da PE, o que pode ser
justificado pelas diferengcas metodoldgicas dos estudos incluidos na metanalise. No
entanto, por outro lado, houve uma tendéncia positiva do uso da suplementacdo do
licopeno na prevengdo da PE, e & provavel que, em combinagdo com outras
terapias, possa promover efeitos benéficos. Em relagdo ao tratamento da doencga, a
L-arginina e as vitaminas C e E apresentaram beneficios sobre os escores de Apgar
e sobre a restrigdo de crescimento intrauterino (RCIU) 2.
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Tabela 1: Estudos sobre a suplementacdo de antioxidantes na prevencédo da pre-

eclampsia.

Autores Antioxidantes Dose/ inicio do Achados
suplementados tratamento

Pulido et L-arginina 3 g 3 semanas A  pressdo  arterial
al. durante a gravidez materna e a taxa de
2016%° e 2 semanas apos prematuridade  foram
0 nascimento significativamente
menores no grupo de
intervengdo, enquanto o
peso ao nascer foi
maior. Apgar <7 em 5
min n&o foi diferente
entre os grupos e nao
houve morte neonatal
ou materna.
Cardoso Vitamina C 500 mg Houve reducgéo de 46%
et al. Vitamina E 400 Ul na ocorréncia de partos
201626 12 semanas até o prematuros e de 53%
parto no risco de internagao
no grupo de
intervencao.
Kiondo Vitamina C 1000 mg Suplementacgao de
et al. 12-22 semanas vitamina C nao reduziu
201427 até o parto 0 risco de baixo peso
ao nascer (BPN),
natimorto e parto
prematuro em mulheres
com estado nutricional
inadequado. Diminui¢céo
significativa no soro de
Proteina C-reativa
(PCR) e um aumento
significativo nos niveis
plasmaticos de
glutationa  plasmatica
(GSH). Nenhum efeito
significativo no perfil
lipidico sérico, na
capacidade
antioxidante total (CAT)
no plasma e nos
resultados da gravidez.
Alami- Galico (alicina) 400 mg galico Houve aumento
Harandi (1mg alicina) significativo dos niveis
et al. plasmaticos de GSH.
201428 27 semanas, por 9
semanas
Antartani Licopeno 4 mg Nenhuma diferencga
et al. 14-28 semanas significativa em partos
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20112°

Kalpdev

et al.

201130

Tara et
al.
20103%!

Roberts
et al.
201032

Vitamina C
Vitamina E

Selénio

Vitamina C
Vitamina E

até o parto

500 mg

400 UI

16-22 semanas
até o parto

100 pg
1° trimestre até o
parto

1000 mg

400 Ul

9- 16 semanas
até o parto

prematuros entre o0s
grupos. O resultado
perinatal em termos de
bebés vivos na alta foi
significativamente
melhor no grupo de
tratamento em
comparagdo com 0s
controles.

Houve uma tendéncia
nao significativa para
menores complicagdes
relacionadas a
hipertensdo no grupo
de intervencdo. Mais
mulheres no  grupo
controle necessitaram

de iniciacéo ou
incremento de
medicamentos anti-

hipertensivos durante a
gravidez. Nao houve
diferenga  significativa
entre os resultados
fetais e os niveis de
malonaldeido (MDA)
entre os dois grupos.

A suplementagdo de
selénio aumentou
significativamente  as
concentracbes séricas
de selénio a termo. No
entanto, ndo houve
diferengas na presséo
arterial sistdlica e
diastdlica, colesterol
total e fragdes séricas,
triglicérides e PCR de
alta sensibilidade entre
0S grupos.

As vitaminas C e E nao
reduziram os resultados
maternos ou perinatais
adversos em mulheres
de alto risco. Néao
houve diferenca
significativa nas taxas
de pequeno para idade
gestacional (P1G),
morte fetal ou neonatal,
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McCance
et al.
201033

Xu et al.
20103

Banerjee
et al.
20093%°

Teran et
al.
200936

Villar et
al.

Vitamina C
Vitamina E

Vitamina C
Vitamina E

Licopeno

CoQ10

Vitamina C
Vitamina E

1000 mg

400 UI

8-22 semanas de
gravidez até o
parto

1000mg

400 UI

12-18 semanas de
gravidez até o
parto

2mg

12-20 semanas de
gravidez até o
parto

200 mg

20 semanas de
gravidez até o
parto

1000 mg
400 UI

descolamento de
placenta e RPM
(ruptura prematura de
membranas) entre os
grupos.

Ndo houve diferencas
significativas entre os
grupos para quaisquer
resultados maternos e
fetais, incluindo o parto
antes de 34 ou 37
semanas, malformacéao
fetal, perda fetal, morte
infantil, aborto
espontaneo, taxas de
admissdo ao cuidado

neonatal, incluindo
terapia intensiva, taxas
de diagnosticos

respiratorios.

Ndo houve diferenca
em outros resultados
adversos maternos
entre 0s grupos,
incluindo as taxas de
aborto espontaneo,
morte  fetal, morte
neonatal, nascimento
prematuro, RCIU ou
PIG.

Grupo de
suplementacéao de
licopeno teve um
aumento na incidéncia
de efeitos adversos do
trabalho de parto
prematuro e BPN.

Ndo houve diferencas
entre 0s grupos na
incidéncia de BPN e
peso médio ao nascer.
Nao houve mortalidade
perinatal. Apenas duas
gestagcbes resultaram
em parto prematuro e
ambos estavam no
grupo placebo.

A suplementacdo com
vitaminas C e E nao foi
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2009%

14-22 semanas de
gravidez até o
parto

associada a reducdo da
hipertensao

gestacional, BPN, PIG
e mortalidade perinatal.

Spinnato Vitamina C 1000mg RPM foi maior no grupo
et al. Vitamina E 400 Ul de intervencdo. N&o
200738 12- 19 semanas houve influéncia na
de gravidez até o frequéncia de BPN, PIG
parto e natimorto, medidas de
nascimento, asfixia ou
indice de Apgar.
Rumbold Vitamina C 1000 mg N&o houve reducédo do
et al. Vitamina E 400 Ul risco de RCIU e morte
2006%° 14- 22 semanas ou outros desfechos
de gravidez até o graves em fetos.
parto
Poston Vitamina C 1000 mg A suplementacéao
et al. Vitamina E 400 1U concomitante com
200640 2° trimestre até o vitamina C e vitamina E
parto aumenta a taxa de
bebés nascidos com
um BPN.
Beazley Vitamina C 1000 mg N&o houve diferengas
et al. Vitamina E 400 1U significativas entre os
2005* 14- 20 semanas dois grupos em relagdo
de gravidez até o a idade gestacional no
parto parto e peso ao nascer
dos conceitos.
Sharma Licopeno 4 mg O peso médio ao
et al. 16- 20 semanas nascer foi maior e
200342 de gravidez at¢ o houve reducéo da RCIU
parto no grupo licopeno.
Chappell Vitamina C 1000 mg Suplementacgao com
et al. Vitamina E 400 1U vitaminas C e E foi
199943 16-22 semanas de associada a uma

gravidez até o

diminuicdo na relagéo

parto PAI-1 / PAI-2. Nao
houve diferenca
significativa no peso ao
nascer e idade
gestacional nas
mulheres PE entre os
grupos placebo e
vitamina.

Legenda: PE — Pré-eclampsia; RPM — Ruptura prematura de membranas; RPMP - Ruptura
prematura de membranas prematuras; PIG — Pequeno para Idade Gestacional; BPN — Baixo peso ao
nascer; RCIU - Restricdo de Crescimento Intra-uterino; IUGR: Intrauterine Growth Restriction; PCR —
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Proteina C-reativa; GSH — Glutationa plasmatica; CAT — Capacidade antioxidante total; DM -
Diabetes mellitus; NAC — N-acetil-cisteina; Ul — Unidade internacional; CoQ10 - Coenzima Q-10.

Tabela 2: Estudos sobre a suplementagao de antioxidantes no tratamento da preé-
eclampsia.

Autores Antioxidantes Dose/ Duragao Achados

Mujawar Vitamina C 1000 mg Os niveis de MDA
et al. 20-32 semanas por estiveram
201644 45 dias significativamente
aumentados e de SOD
reduzidos em mulheres
com PE.
Motawei NAC 400 mg Melhores resultados da
et al. Por 6 semanas gravidez sobre o peso ao
20164 nascer e escores de Apgar
foram observados entre as
pacientes que receberam
NAC, mas nenhuma
diferenga foi demonstrada
na incidéncia de
complicagdes obstétricas e
em marcadores de
estresse oxidativo.

Wangkhe Vitamina E 400 UI N&o foram encontradas

imayum Por 2 semanas correlagdes entre vitamina

et al. E ou sP-selectina com os

201146 niveis de pressdo arterial
ou proteinuria.

Valdivia- L-arginina 39 O risco de RCIU foi cinco
Silva et Apds 20 ° semanas vezes maior em criangas
al. de gravidez até o nascidas de maes com PE
20094 parto sem terapia com L-
arginina e foi duas vezes
maior em criangas
nascidas de PE com
terapia com L-arginina.
O perfil biofisico fetal e o
indice de Apgar foram
significativamente mais
favoraveis no grupo L-
arginina.

Suhail et Vitamina C 1000 mg A atividade da SOD
al. Vitamina E 400 Ul diminuiu 23% no grupo
200848 2° trimestre até o nao suplementado (A) e
parto. 14% no grupo
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Roes et
al.
200649

Hladune
wic et al.
2006°°

Rytlewski
et al.
2006°"

NAC

L-arginina

L-arginina

600 mg

25-33 semanas até
o parto

3,5 g a cada 6 horas
(via oral) ou 10 g a
cada 8 horas
(intravenosamente).

6-8 dias antes do
parto, 24 horas ou
imediatamente
antes do parto, até
10 dias apés o
parto.

39
12 e 22 semana até
o parto

suplementado (B); GPx
diminuiu 27% em A e 5,5%
em B; GPx diminuiu 12%
em A e 96% em B.
Atividade de catalase, no
entanto, aumentou 27%
em A e 29% em B, em
comparagao ao controle.

O NAC oral néo estabilizou
a PE e/ou a sindrome de
HELLP grave. N&o houve
diferengas nos resultados
maternos e neonatais
entre os grupos.

Os niveis séricos de
arginina  no  pods-parto
aumentaram, mas nao
foram encontradas
diferengas nos niveis de
oxido nitrico, endotelina-1,
guanosina 3, 5
monofosfato ou assimetria-
dimetil-arginina entre os
dois grupos com PE. Além
disso, nao houve
diferencgas significativas no
desfecho primario, taxas
de filtragdo glomerular,

presséo arterial e
proteinuria.

Os valores dos indices de
pulsatiidade da artéria
umbilical foram
significativamente
menores no grupo
suplementado com L-

arginina. Além disso, o
tratamento com L-arginina
causou aumento
significativo dos indices de
pulsatiidade da artéria
cerebral média e dos
valores de razao cérebro-
placentaria. A laténcia foi
maior no grupo L-arginina.
Os neonatos do grupo L-
arginina apresentaram
maiores escores de Apgar.
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Gulmezo Vitamina C 1000 mg Houve um aumento no

glu et al. Vitamina E 800 UlI clearance de creatinina
199752 24- 32 semanas até antes do parto no grupo de
o parto intervencdo. Nao houve

diferencas entre os grupos
no tratamento de PE
grave.

Legenda: PE — Pré-eclampsia; RCIU - Restricdo de Crescimento Intra-uterino; SOD — Superdxido
dismutase; GPx — Glutationa peroxidase; NAC — N-acetil-cisteina; Ul — Unidade internacional.

Compostos Antioxidantes relacionados a pré- eclampsia: conceito, estrutura
quimica e agao antioxidante

Vitamina E

Vitamina E (Figura 2) é um termo genérico que se refere aos tocoferois e
tocotriendis (a, B, 8, y tocoferol e a, B, d, y tocotrienol). Todos estes compostos
consistem de um nucleo cromanol com uma cadeia alifatica lateral. Esta vitamina é
considerada o antioxidante lipossoluvel mais importante presente nas regides
hidrofébicas, e, portanto, é capaz de atuar na protegcao contra a peroxidacao lipidica
de membranas. Dentre os tipos de tocoferais, o a-tocoferol € considerado o de maior
poder antioxidante®3.

m

HO

Tocoferdis

Tocotrienois

Tocoferol/ Tocotrienol R1 Ro
o CHs CHs
B CHs H
Y H CHs
d H H

Figura 2: Estrutura quimica da Vitamina E. As setas indicam o sitio de oxidagao (OH
fenalico).
Fonte: Combs et al., 20173,
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Assim, a vitamina E protege os fosfolipidios insaturados das membranas
lipidicas da degeneragdo oxidativa causada por EROs altamente reativas, onde a
mesma € capaz de reagir diretamente com uma série de oxirradicais, como o anion
radical superoxido, radical hidroxila, oxigénio singleto, entre outros. A reagao in vivo
deste antioxidante consiste em sua oxidacdo primeiramente a tocoferil quinona,
biologicamente inativa, e, em seguida, a tocoferil hidroquinona®*.

Vitamina C
A vitamina C (Figura 3) é essencial ao ser humano, visto que o0 mesmo n&o é

capaz de sintetiza-la a partir da glicose, como acontece com as plantas e outros
animais, necessitando, assim, ser obtida através da dieta®>

Figura 3: Estrutura quimica da vitamina C.
Fonte: Singh et al., 2017 %%

Em pH fisiologico (7,4), 99,95% da vitamina C encontra-se na forma de
ascorbato, que é a forma que atua como antioxidante, acao realizada através da
doagdo de um hidrogénio ou elétron para um RL. O ascorbato atua como
antioxidante sobre as EROs e as espécies reativas de nitrogénio (ERNs), em
ambiente bioléogico aquoso, resultando na formagdo do é&nion radical
semidesidroascorbato, ou ascorbila, que é pouco reativo®.

A vitamina C é considerada o mais importante antioxidante em fluidos
extracelulares, pois o0 ascorbato atua eficientemente sobre o anion radical
superoxido, sobre o peréxido de hidrogénio, sobre o radical hidroxila e o radical
peroxila e ainda sobre o oxigénio singleto. O ascorbato pode atuar diretamente nas
membranas celulares, por impedir o inicio da peroxidacao lipidica ou indiretamente
por regenerar a vitamina E, que atua como antioxidante na fase lipofilica da
membrana®®-

Licopeno

O licopeno (y,y-carotene, (Figura 4)) € um dos 600 pigmentos da classe dos
carotendides encontrados na natureza, sendo um dos 25 carotendides presentes no
plasma e tecidos de humanos. Caracterizado por uma estrutura simétrica e aciclica,
é formado apenas por atomos de carbono e hidrogénio, contendo 11 ligagdes duplas
conjugadas e 2 ligacbes nao conjugadas. O mesmo é considerado um potente
antioxidante protetor da camada celular por reagir com os radicais peréxidos e com
o oxigénio molecular®’.
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Figura 4: Estrutura quimica do licopeno.
Fonte: Ribeiro et al., 20185

O licopeno é responsavel pela coloracdo vermelho-alaranjada dos vegetais, o
que inclui as frutas, e a sua biodisponibilidade parece estar relacionada as suas
formas isoméricas apresentadas, onde o calor € responsavel pela modificacdo dessa
forma isomérica, o que favorece o aumento da sua absorgédo. Sua absor¢cdo também
é influenciada pela quantidade de gordura da refeicdo e sofre interferéncia de
algumas fibras, a exemplo a pectina, que podem reduzir a absor¢gdo do mesmo
devido ao aumento da viscosidade. Alguns carotenoides, como a luteina e o [3-
caroteno, também podem afetar a biodisponibilidade do licopeno, devido a uma
competicdo durante a absorgao intestinal do mesmo®2.

Adicionalmente, a concentracdo de licopeno nos vegetais varia de acordo
com a estacdo do ano, estagio de maturagdo, variedade, efeito climatico e
geografico, local de plantio, manejo pds-colheita e do armazenamento; de uma
forma geral, quanto mais avermelhado for o alimento, maior sera sua concentragéo
de licopeno. As maiores concentracdes de licopeno estdo, em geral, nas cascas dos
alimentos fontes, quando comparadas a polpa dos mesmos frutos, sendo sua maior
concentragdo em alimentos produzidos em regides de climas quentes®®.

Resveratrol

O Resveratrol (3,5,4’-trihidroxi-droxiestilbeno (Figura 5)), € considerado uma
fitoalexina polifendlica de ocorréncia natural em muitas plantas e seus frutos e
produtos processados, como uvas, frutas vermelhas, vinho tinto e amendoim, onde o
mesmo é denominado um potente agente antioxidante®®.

OH
o~

OH

Figura 5: Estrutura quimica do resveratrol.
Fonte: Tellone et al., 2009%

Dentre as acgbes antioxidantes do resveratrol, estdo: Competir com a
coenzima Q10, diminuindo a atividade da cadeia oxidativa e, consequentemente, a
producdo de EROs; Sequestrar, efetivamente, os radicais anion superédxido e
hidroxila produzidos na cadeia de transporte de elétrons na mitocondria; Inibir a
peroxidacao lipidica induzida pelos produtos da reacdo de Fenton; Estimular a
atividade das enzimas antioxidantes glutationa transferase, GPX e SOD e diminuir a
oxidag&o de grupos tiois das proteinas presentes nas plaquetas®.
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N-acetil-cisteina (NAC)

A NAC (Figura 6) é considerada um antioxidante doador de grupos tiois, onde
o seu potencial efeito € atribuido a diminuigdo dos niveis de perdoxido de hidrogénio
e de radical hidroxila pelo aumento da disponibilidade e reducdo de GSH, alterando
o equilibrio da capacidade oxidante-antioxidante. Por sua vez, a GSH, em sua forma
reduzida, tem um importante papel no mecanismo de defesa contra RLs, por
diminuir o conteudo de peroxido de hidrogénio e alterar o equilibrio da capacidade
oxidante-antioxidante pulmonar®®.

Figura 6: Estrutura quimica da N-acetil-cisteina.
Fonte: Paschalis et al., 2018 6%

Dentre as suas propriedades farmacolégicas antioxidantes estdo a
restauracdo dos estoques reduzidos de GSH, a vasodilatacdo pela reposicdo de
oxido nitrico através do aumento de sulfidrilas e a reducédo da producao de citocinas
pro-inflamatdrias como interleucina 8 e fator de necrose tumoral (TNF-a).

L-arginina

A L-arginina (acido 2-amino-5-guanidino-pentanoico, (Figura 7)) é
considerada um aminoacido basico e hidrofilico, sendo denominado em termos
nutricionais como um aminoacido condicionalmente essencial ou condicionalmente

indispensavel.
ICI) NH O
N
0 NJJ\N/\/\)kOH
H H NH,

Figura 7: Estrutura quimica da L-arginina.
Fonte: Gad et al., 2010%"

Quanto a sua biodisponibilidade, uma vez assimilada pelo trato digestivo, 60%
da L-arginina entra na circulagdo hepatica, sendo o restante metabolizado pelo
intestino. Uma porg¢ao substancial de L-arginina que consegue entrar na circulagao
hepatica acaba sendo rapidamente catabolizada por enzimas arginases,
responsaveis pela conversio da arginina livre em ureia e ornitina®’.

Especificamente, a L-arginina tem um papel primordial em numerosas vias
metabdlicas no corpo humano. Como exemplo, a conversao da L-arginina em L-
ornitina e ureia, no ciclo da ureia, é crucial para a remocdo de compostos
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nitrogenados toxicos ao organismo. Adicionalmente, a L-arginina atua na produgao
de Oxido nitrico pela acdo de enzimas NOS encontradas em diversos tecidos
humanos sob diferentes isoformas, sendo duas constitutivas, NOS neuronal (hnNOS)
e NOS endotelial (eNOS), e uma indutiva (iNOS) associado ao sistema imunitario.
Por outro lado, A L-arginina também apresenta capacidade timotrofica e atua como
precursora de prolina e hidroxiprolina, substancias necessarias para a sintese de
tecido conectivo®2.

A L-arginina atua indiretamente como antioxidante na PE a medida que ao
aumentar a produgao de oxido nitrico, visto que é precursor deste, reduz a sintese
de anion radical superdxido, uma vez que o oxido nitrico tem a capacidade de se
ligar a esse RL, produzindo espécie reativa (peroxinitrito) menos deletéria ao
organismo®3

Selénio

O selénio é considerado um micronutriente essencial, visto que ndo pode ser
sintetizado pelo ser humano, assim precisa ser consumido necessariamente pela
dieta, sendo suas principais fontes os cereais, as carnes, ovos e leite®.

O selénio esta envolvido em diversos processos organicos, desempenhando
funcdes variadas, que incluem a participacdo na conversao do T4 em T3, a protecao
contra a acdo nociva de metais pesados e xenobidticos, a redugao dos riscos de
doencas cronicas nao transmissiveis, aumento da resisténcia do sistema
imunoldgico e a capacidade antioxidante, onde esta ultima esta relacionada a sua
capacidade de incorporagdao a enzimas antioxidantes, como a GPx, bem como
atuando como co-fator da enzima SOD®4.

Coenzima Q10 (CoQ10)

A CoQ10 (Ubidecarenona) (Figura 8), € uma benzoquinona presente em
praticamente todas as células do organismo e que participa dos processos de
producdo de adenosina trifosfato (ATP). Considerada essencial nesse processo,
orgaos com maior demanda energética como o coragéo, o cérebro, rins e figado,
apresentam maiores concentracdes de CoQ10. A mesma pode ser obtida da dieta
ou de suplementos alimentares, mas é também produzida endogenamente. Carne,
aves e peixes apresentam as maiores fontes de CoQ10. Pequenas quantidades s&o
encontradas em cereais, soja, nozes e vegetais, particularmente espinafre e
brécolis®®.

O

H.C

H3C\O XN H

O CH, 6.10

Figura 8: Estrutura quimica da Coenzima Q-10.
Fonte: Yubero-Serrano et al., 20145
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A CoQ10 possui varias fungdes no metabolismo celular, sendo a principal
aquela exercida pela sua forma quinona, a qual transfere elétrons na cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial dos complexos | e Il para o complexo I,
processo durante o qual prétons sdo bombeados para o espacgo intermembranar
gerando assim um gradiente eletroquimico transmembrana usado na fosforilagdo
oxidativa. Ja a sua forma quinol atua como um potente antioxidante na membrana
mitocondrial interna, pois inibe a peroxidagao lipidica, ou por apresentar um efeito
sequestrante de RLs, ou reduzindo o radical a-tocoferoxil a a-tocoferol®®.

Alicina

A alicina (2-propeno-1-acido sulfinotidico S-2 éster propenilico, (Figura 9)),
substancia responsavel pelo odor caracteristico do alho, € liberada como forma de
defesa contra agressdes externas, sendo sintetizada por agcado da alinase sobre a
aliina que permite a formacéo do intermediario acido sulfenico que logo é convertido
a alicina. Sua propriedade antioxidante a caracterizada pelo sequestro de radical
hidroxila, uma dos mais potentes e deletéricos RLs®®.

O_
|

Figura 9: Estrutura quimica da alicina.
Fonte: Miron et al., 2000%-

A alicina possui atividade reduzida em elevadas temperaturas, devido a sua
desnaturagdo. A sua concentragdo no alho ira depender do estagio de maturagao do
fruto, da localizagcdo na planta, das praticas de cultivo, do processamento,
armazenamento e manipulagao. A realizagédo de estudos in vivo é dificultada devido
a sua instabilidade, pois 0 mesmo € decomposto rapidamente na presenca de outros
compostos, ficando dificil sua determinagdo e estabilizagdo, por ser também um
composto delicado de sintetizar e armazenar em condigdes normais®®.

Ja um estudo in vitro realizado com a alicina mostrou o0 aumento sobre os
niveis de glutationa, enzima importante na defesa antioxidante do organismo®’. Por
outro lado, a alicina também possui efeito antioxidante sobre as Lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) por bloquear a peroxidagao lipidica por inibicdo da enzima
xantina-oxidase e de eicosanoides®®.

Papel da inflamacao na pré-eclampsia

Na gestacado de mulheres com PE ha uma resposta inflamatéria exarcebada
quando comparada com gravidas sem PE. Existem mecanismos que explicam essa
situacdo. Uma das explicacbes € a hipoxia utero-placentario, os estudos mostram
que essa situacao acarreta a producdo anormal das citocinas pré- inflamatérias em
pacientes que desenvolvem PE, dentre elas o TNF-a que, por sua vez, estimula a
sintese de uma série de outras citocinas como IL-1, IL-6 e IL-8°.
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A hipéxia, por sua vez, também aumenta a resposta imune Th1 caracterizada
pela produgdo de interferon gama (IFN-y) que esta envolvido na regulagdo das
respostas imunolédgicas e inflamatdrias. Adicionalmente a ativagdo do sistema
imunologico na PE, ha um desequilibrio entre os fatores angiogénicos e anti-
angiogénicos, desempenhando um papel central na patogénese da doenga. A
hipéxia também acarreta aumento no estresse oxidativo, o que acarreta em
producgao excessiva de citocinas inflamatérias em gestantes com PE7%-72,

A consequente reducao da perfusdo placentaria e hipéxia associada na PE,
gera um quadro de estresse oxidativo. O sinciciotrofoblasto (camada superficial
multinucleada nas vilosidades coribnicas) passa a apresentar maior atividade de
apoptose/necrose, liberando, na circulagdo materna, grande quantidade de material
sincicial e fatores antiangiogénicos produzidos como consequéncia da hipoxia’.
Tais particulas provocam ativagdo de leucdcitos sistémicos, geram estimulos para
maior adesao plaquetaria, vasoconstricdo e resposta inflamatéria generalizada. Essa
resposta inflamatoria € mediada principalmente por citocinas pro-inflamatérias como
TNF (fator de necrose tumoral), INF-gama (interferon-gama) e IL-6 (interleucina-6).
Recentemente, Germain et al.”* (2007) relatam que tais fragmentos oriundos do
processo necrotico sincicial favorecem a produgdo de citocinas inflamatérias por
mondcitos circulantes, atuando no desencadeamento e da sustentacdo da resposta
inflamatdria na PE.

Além disso, o aumento do estresse oxidativo favorece a ativagdo do fator
nuclear kappa B (NF-KB), que é um fator envolvido na transcricdo de diversos genes
relacionados com a resposta imune e inflamatéria. Esta localizado no citoplasma
celular, e quando ativado, ocorre a fosforilagdo de IkB (proteina inibitéria kappa B),
permitindo a translocacao de suas subunidades p50 e p65 para o interior do nucleo
celular, onde estimula a transcricdo de diversos mediadores pro-inflamatorios tais
como: molécula de adeséao intracelular 1 (ICAM-1) e molécula de adesdo vascular
celular 1 (VCAM-1); e citocinas como a IL-6 e o TNF-a’. Além disso, o estresse
oxidativo também pode levar a diminuicdo da regulacdo do potassio endotelial
ativado por calcio que contribuem significativamente para o relaxamento dependente
do endotélio’®.

Assim, pode-se concluir que a hipoxia uteroplacentaria apresenta um papel
importante como direcionador do processo inflamatoério, através da expressao
anormal de citocinas, embora haja muita incerteza quanto a causal/efeito na relagéo
dela com desenvolvimento da PE. Ressalta-se que a gravidez ja é considerada um
estado organico inflamatério, pois a inflamagéo é necessaria para a reprodugdo bem
sucedida. A implantacdo de embrido, invasao trofoblastica das artérias espiraladas
uterinas e o parto s&o exemplos de eventos inflamatorios, porém o que diferencia as
gestantes saudaveis daquelas com PE é que, nas ultimas, o processo inflamatorio €
exacerbado devido a tais mecanismos explicados anteriormente’”-"8,

Compostos anti-inflamatérios sugeridos e utilizados na prevengao e/ou
tratamento da pré-eclampsia

De acordo com os achados cientificos, os acidos graxos 6émega-3 (w-3)
constituem o unico composto anti- inflamatério estudado com tal finalidade na PE,
sendo que este pertence a uma das duas principais familias dos acidos graxos
polinsaturados. O &cido alfalinolénico ou a-linolénico (ALA) € o membro mais
simples desta familia. O acido eicosapentaendico (EPA) e o acido
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docosahexaenoico (DHA), sao juntamente com o ALA, os membros mais
importantes desta familia’, estando a sua estrutura representada na Figura 10.

O w-3 é encontrado em alimentos de origem vegetal e de origem animal. Os
alimentos de origem vegetal terrestres sdo fontes de ALA que, no organismo
humano, pode ser convertido a DHA e EPA. Ja as principais fontes de DHA e EPA
sdo de origem animal e marinha, onde podem ser encontrados no 6leo de microalga,
oleo de peixe, salmao, sardinha, caranguejo, camaréo, ostras, arengue e cavalinha.
Dos oleos das sementes de linhaga, canola, soja e da chia, pode ser extraido o
ALAZC,

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos dos acidos graxos w-
3 sob a saude: no metabolismo lipidico, promovendo reducéo nos niveis plasmaticos
dos triacilglicerois, aumento de HDL colesterol, na saude materno-infantil, e, acéo
anti-inflamatéria ao reduzir a sintese de derivados do acido araquiddnico:
prostaglandina E2 (PGEZ2), tromboxano A2 (TXA2), prostaciclina (PGI2) e
leucotrieno B48182

Dessa forma, nas Uultimas décadas os pesquisadores estudaram a
suplementagdo com w-3, proposta como uma estratégia potencial para prevenir a
PE, devido aos efeitos do w-3 na modulagdo da funcéo inflamatodria e vascular®®-85. A
maioria desses ensaios e revisdes sistematicas posteriores produziram resultados
negativos. Na meta-analise de 6 ensaios clinicos randomizados de Szajewska et
al.8 (2006) nao houve diferenca significativa na taxa de PE entre os grupos
suplementado com w-3 e nao suplementado. Achados semelhantes foram relatados
por uma revisdo Cochrane composta por 5 ensaios clinicos randomizados em que
nao houve diferengas no risco de pressado arterial elevada ou incidéncia de PE
(quatro ensaios, 1.683 mulheres) entre os grupos que receberam o w-3 e controle.
Na metanalise realizada por Chen et al.®” (2015) a suplementagdo com w-3 nao
reduziu o risco da PE. Ressalta-se que os estudos vém mostrando que mulheres
com PE tém niveis alterados de acidos graxos polinsaturados. S&o observados
niveis reduzidos de DHA no eritrécito materno de gestantes com PE. O aumento do
estresse oxidativo é um possivel fator causador que leva a niveis mais baixos de
DHA no plasma nas maes com PE88.8°.

No entanto, até o momento, ha incertezas clinicas quanto a eficacia do
aumento da ingestdo de w-3 durante a gravidez na reducg&o do risco de PE, sendo
necessarios mais ensaios clinicos randomizados de maior escala que avaliem a
eficacia do w-3 sobre a PE, assim ainda nao foram estabelecidas recomendagao
especifica para sua ingestdao no que diz respeito a referida doenga 209"

HO /
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Figura 10: Estrutura quimica dos acidos graxos da familia &mega-3. (A) acido a-

linolénico, (B) acido eicosapentaenoico e (C) acido docosahexaendico.
Fonte: Yehuda et al., 20027°.

Conclusao

Diante no exposto neste capitulo, apesar da fisiopatologia da PE nao ser
totalmente esclarecida, evidencia-se o papel do estresse oxidativo e da inflamagao
na doenca, reforcando a necessidade de intervencdes clinicas e nutricionais
eficazes, baseadas em achados cientificos, voltadas para a sua prevencédo e
tratamento.

Dessa forma, € necessario que mais pesquisas sejam realizadas visando o
esclarecimento completo da PE, para assim, favorecer o manejo adequado e
minimizar suas complicagdes a saude, considerando as altas taxas de
morbimortalidade materna e fetal em todo o mundo.

Contudo, apesar de varios estudos estarem sendo desenvolvidos nesse
ambito, os resultados permanecem contraditorios, o que dificulta o estabelecimento
de uma recomendagéo segura no que se refere a suplementagdo de antioxidantes,
bem como as possiveis dosagens.

Caso clinico

Gestante, M.A.R., 40 anos, natural e procedente de Murici-AL, raga negra, na 26°
semana de sua primeira gestacdo, foi encaminhada para internamento em
maternidade de alto risco por apresentar sintomas como cefaleia, turvagao visual
e dor abdominal, além de pressao arterial elevada (PA = 180/110 mmHg). Nega
etilismo, refere tabagismo anteriormente a descoberta da gestagéo, nega historia
pessoal de hipertensdo arterial, porém refere méae hipertensa e com PE
diagnosticada em duas gestacdes. Afirma possuir estilo de vida sedentario. Os
resultados da avaliacdo antropométrica e dos exames bioquimicos podem ser
observados no quadro abaixo:

DADOS ANTROPOMETRICOS
Peso pré- | 62 kg
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gestacional

Peso atual 76 kg
Altura 1,53 m

IMC pré- gestacional | 26,48 kg/m?
IMC atual 32,46 kg/m?

DADOS BIOQUIMICOS
Glicemia de jejum 98 mg/dL

Colesterol total 234 mg/dL
Colesterol HDL 35 mg/dL
Colesterol LDL 154 mg/dL
Triglicerideos 194 mg/dL
Uréia 40,3 mg/ dL
Creatinina 1,80 mg/ dL
Proteinuria (24 | 475 mg
horas)

Sobre 0 caso acima, responda o que se pede:

1-

A referida paciente recebeu o diagnostico de pré-eclampsia grave. Com base
em que critérios citados no caso foi possivel a equipe médica chegar a esse
digndstico?

Resposta: De acordo com os critérios diagndsticos para PE grave, os
sintomas do caso acima que a caracterizam sdo elevagdo dos niveis
pressoricos (180/110 mmHg) proteinuria 24 horas elevada (475 mg), cefaleia,
turvacdo visual, dor abdominal e elevacdo dos niveis séricos de creatinina,
caracterizando alteracado na funcao renal

De acordo com os fatores de risco bem estabelecidos na literatura para a pré-
eclampsia, quais deles podem ser identificados no caso em questao?

Resposta: Idade igual a 40 anos, raga negra, nulipara, histéria familiar de PE
€ excesso de peso.

Considerando que o papel do estresse oxidativo na pré-eclampsia € bem
estabelecido, descreva, resumidamente, como ocorre o processo de
placentacdo inadequado que culmina com quadros de hipdxia/ reperfusao,
dando origem ao estresse oxidativo na doenca.

Resposta: O processo de invasédo trofoblastica deficiente no inicio da
gestacédo, caracteristico da PE, acarreta na persisténcia das caracteristicas
das artérias espiraladas do utero materno, as quais, mantendo sua alta
resisténcia, comprometem o fornecimento de sangue oxigenado para
placenta e feto. Com isso, o sangue fornecido para tais regides chegara
através de jatos de alta presséo, sendo marcado por um processo repetido de
hipdxia/ reperfuséo, o que culmina com um aumento na produgao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, dando origem ao estresse oxidativo.
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Questoes de multipla escolha
1. Dentre os fatores de risco para PE descritos na literatura, NAO esta incluido:

a) Nuliparidade

b) Historia familiar

c) Desnutricdo

d) Condigdes clinicas pré-existentes, como doenga renal e hipertensdo arterial.

Gabarito: letra C

Comentario: A literatura cientifica descreve fatores de risco bem estabelecidos
para a PE, que incluem: idade 240 anos, nuliparidade, PE prévia, historia familiar
de PE, gestacbes multiplas, condi¢gdes clinicas pré-existentes, como diabetes
mellitus, hipertensdo arterial sistémica e doenca renal, presenca de doencas
autoimunes, indice de massa corporal caracterizando excesso de peso e cor da
pele negra.

2. Apesar da fisiopatologia da PE n&o ser ainda totalmente esclarecida, s&o
sugeridas algumas condigbes capazes de interagir e determinar suas
caracteristicas clinicas, incluindo-se:

I- Placentagao deficiente

lI- Disfungéo endotelial

lll- Exacerbagao da resposta inflamatoria
IV- Estresse oxidativo

Estéo corretas:

a) Apenas |

b) Apenas | e IV

c) Apenas lll e IV

d) Todas as alternativas

Gabarito: letra D

Comentario: Dentre as hipoteses sugeridas como envolvidas na fisiopatologia da
PE, destacam-se alguns fatores capazes de interagir e determinar as
manifestagcbes caracteristicas da PE: placentacdo deficiente, angiogénese
inadequada, disfuncdo endotelial, exacerbagcdo da resposta inflamatéria,
problemas na adaptagao imunoldgica e estresse oxidativo.

3. O processo de invaséo trofoblastica deficiente que ocorre na PE no inicio da
gestacgao, acarreta em:

a) Fornecimento de sangue de forma excessiva para a placenta e o feto

b) Comprometimento do fluxo de sangue oxigenado para a placenta e o feto
c) Aumento no calibre das artérias espiraladas uterinas

d) Nao ha alteragédo no fluxo sanguineo para a unidade feto-placentaria

Gabarito: letra B
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Comentario: O processo de invasédo trofoblastica deficiente no inicio da gestacao,
caracteristico da PE, acarreta na persisténcia das caracteristicas das artérias
espiraladas do utero materno, as quais, mantendo sua alta resisténcia,
comprometem o fornecimento de sangue oxigenado para placenta e feto. Com
isso, o sangue fornecido para tais regides chegara através de jatos de alta
pressao, sendo marcado por um processo repetido de hipoxia/reperfusdo, o que
culmina com um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrigénio, dando origem ao estresse oxidativo.

4. As complicagbes hipertensivas na gravidez sao a maior causa de morbidade
e mortalidade materna e fetal no Brasil. Dentre as afirmag¢des abaixo, esta
INCORRETA:

a) A Pré-eclampsia é um estado hipertensivo acima da 20a semana de gravidez,
acompanhada de proteinuria em 24 horas com valor maior ou igual a 300 mg.

b) Na Pré-eclampsia podem ocorrer outros sintomas, incluindo cefaleia, turvagéao
visual, dor abdominal, plaquetopenia (< 100.000/mm?3), elevagdo de enzimas
hepaticas, disfuncdo renal, edema pulmonar, disturbios visuais ou cerebrais,
escotomas ou convulsao.

c) A Pré-eclampsia € uma sindrome de gravidez especifica caracterizada por
hipertensdo (PA =140 x 90 mmHg) e proteinuria (= 300 mg/24 horas) podendo
aparecer em qualquer momento da gestacgéo.

d) A Pré-eclampsia é uma complicagdo grave da gravidez, que acomete de 5 a
7% das gestantes.

Gabarito: letra C

Comentario: A PE é uma sindrome de gravidez especifica caracterizada por
hipertensdo (PA 2140 x 90 mmHg) e proteinuria (= 300 mg/24 horas) apos a 20°
semana de gestagéo.

5. Sobre o estresse oxidativo, assinale a alternativa correta:

a) Em gestacdes normais nao existe estresse oxidativo

b) N&o influencia no processo inflamatério presente na PE

c) Consiste no desequilibrio entre a producdo ERONs e o sistema de defesa
antioxidante

d) Seu desenvolvimento é independente do processo de hipdxia caracteristico da
PE

Gabarito: letra C

Comentario: O estresse oxidativo consiste no desequilibrio entre a producao
ERONs e o sistema de defesa antioxidante. Na PE, em decorréncia da
anormalidade placentaria ja descrita anteriormente, o processo de hipoxia
acarreta, consequentemente, em redu¢ao nos niveis de compostos e enzimas
antioxidantes presentes no organismo, favorecendo uma produgdo exacerbada
de ERONSs, o que conduz ao aumento da peroxidagao lipidica, inflamagao e dano
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celular. Contudo, vale ressaltar que o EO também esta presente em baixo grau
em gestacdes normais, desenvolvendo importantes agdes de sinalizag&o celular.

6. No que se refere a prevengao e tratamento convencional da PE, podemos
afirmar:

I- Suplementacdo de compostos antioxidantes e anti-inflamatérios é bem
estabelecida

lI- Restricao dietética de sal

llI- Medicamentos anti- hipertensivos

IV- Retirada da placenta, a partir da finalizagao da gestacéo

Estao corretas:

a) Apenas |

b) Apenas Il e llI
c) Apenas IV

d) Il lllelV

Gabarito: letra D

Comentario: Atualmente, ndo existe na literatura um consenso acerca das
melhores estratégias de prevencéo e tratamento da PE, especialmente no que se
refere a nutricdo. Contudo, apesar dos resultados ainda serem controversos,
estudos vém sendo realizados considerando a suplementagcdo de compostos
antioxidantes, bem como de compostos anti-inflamatoérios, visando minimizar o
estresse oxidativo e a inflamacgao, que ja sdo bem documentadas na doenga. Por
sua vez, o tratamento conservador da PE inclui a restricdo dietética de sal e a
utilizacdo de medicamentos anti-hipertensivas. Por sua vez, o tratamento
definitivo para a PE inclui a finalizagdo da gravidez, que culmina com a retirada
da placenta do organismo materno.

7. A suplementagéo de antioxidantes tem sido descrita como estratégia tanto na
prevencdo como no tratamento na pré-eclampsia. Dentre os compostos
abaixo, qual ndo atua sobre a doenca:

a) Melatonina
b) Licopeno

c) Resveratrol
d) Vitamina C

Gabarito: letra A

Comentario: Dentre as substancias citadas nas alternativas, apenas melatonina
nao é considerada antioxidante e ndo estd envolvida no tratamento da pré-
eclampsia.

8. O termo genérico Vitamina E se refere as classes de compostos denominas

tocoferdis e tocotriendis. Dentro os tipos, qual o considerado o mais potente
antioxidante?
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a) a -tocoferol
b) B-tocoferol
c) o-totrienol
d) y-tocoferol

Gabarito: letra A

Comentario: Dentre os tipos de vitamina E, o a-tocoferol é considerado o mais
potente.

9. Qual dos antioxidantes abaixo é considerado o mais importante antioxidante
em fluidos extracelulares?

a) Vitamina C
b) Vitamina E
c) Vitamina A
d) Selénio

Gabarito: letra A

Comentario: A vitamina C € considerada o antioxidante mais importante nos
fluidos celulares, por ser hidrossoluvel. Vitamina E e A s&o antioxidantes
lipossoluveis e assim nao presentes nos fluidos celulares e o selénio faz parte de
enzima antioxidante apenas.

10.0 Resveratrol é considerado uma fitoalexina polifendlica de ocorréncia
natural em muitas plantas e seus frutos e produtos processados, como uvas,
frutas vermelhas, vinho tinto e amendoim, onde o0 mesmo é denominado um
potente agente antioxidante. Dentre as suas fun¢des antioxidantes estdo:

l. Competir com a coenzima Q10, diminuindo a atividade da cadeia oxidativa
e, consequentemente, a producédo de EROs;

I. Sequestrar os radicais anion superoxido e hidroxila produzidos na cadeia
de transporte de elétrons na mitocéndria;

I1. Inibir a peroxidagéo lipidica induzida pelos produtos da reac&o de Fenton;

V. Estimular a atividade das enzimas antioxidantes glutationa transferase,
GPX e SOD.

Estéo corretas:

a) Todas as alternativas
b) I e ll, apenas

c) I, Ilelll, apenas

d) Il elV, apenas

Gabarito: letra A

Comentario: Todas as fungdes acima sao pertinentes a agao do resveratrol como
antioxidante.
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11.A alicina € a substancia responsavel pelo odor caracteristico do alho, é
liberada como forma de defesa contra agressdes externas. Dentre as suas
funcdes esta sua atividade como antioxidante, que pode ser atribuida a (s):

l. Sequestro do anion radical superoxido

I. Aumento da atividade da enzima superoxido dismutase

I1. Bloqueio da peroxidacgdo lipidica nas lipoproteinas de baixa densidade
(LDLs).

Estéo corretas:

a) Apenas llI

b) Todas as alternativas
c) Apenas lI

d) Apenas |

Gabarito: letra A

Comentario: A alicina € considerada um potente antioxidante por agir bloqueando
a peroxidagao lipidica nas LDLs, ndo atuando sobre o sequestro de anion radical
superoxido e nem aumentando a atividade da superéxido dismutase.

12.Considerando a importancia biolégica dos acidos graxos 6mega 3 sobre a
PE, assinale a alternativa incorreta.

a) A suplementagao de acidos graxos 6mega 3 nao € indicada em gestantes
com PE, pois estudos ainda apresentam controversas.

b) Os acidos graxos 6mega 3 tém acado comprovada e eficaz no tratamento da
PE.

c) Os acidos graxos 6mega 3 tém agédo na modulagao da fungao inflamatoria e
vascular na PE.

d) O w-3 é encontrado em alimentos de origem vegetal e de origem animal e
exerce efeitos benéficos na saude materno infantil, no metabolismo lipidico,
promovendo redu¢do nos niveis plasmaticos dos triacilglicerois, aumento de
HDL colesterol e, agao anti-inflamatéria.

Gabarito: letra B
Comentario: Estudos recentes concluiram que os atuais resultados néo
suportam a suplementagao acidos graxos 6mega 3 no tratamento da PE.
13.Dentre as fung¢des dos acidos graxos 6mega- 3 na PE descritos na literatura
esta incluido:
a) Anti-inflamatoria
b) Antifungica
c) Pro-oxidante

d) Melhora o sistema imunoldgico

Gabarito: letra A
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Comentario: Os acidos graxos 6mega 3 tém acdo na modulagdo da fungao
inflamatdria e vascular na PE.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo identificou um aumento dos niveis de catalase, superoxido
dismutase, razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada e interleucina 6 e uma
diminuicdo da glutationa oxidada nas placentas de gestantes com PE, quando
comparados as controles. O aumento das enzimas antioxidantes na placenta de
gestantes com PE pode ser atribuido ao mecanismo compensatério frente ao
aumento de espécies reativas de oxigénio circulantes, na tentativa de combater tais
espécies danosas. Aléem disso, a glutationa reduzida mostrou exercer influéncia
sobre os resultados perinatais, tais como peso ao nascer, perimetro toracico e idade
gestacional ao nascimento.

Neste caso, tais dados podem fortalecer as pesquisas relacionadas ao
esclarecimento da patogénese e fisiopatologia da PE, bem como o possivel
envolvimento da placenta nesses aspectos. O desequilibrio redox e os marcadores
inflamatorios podem ser ferramentas eficazes para o diagndstico precoce e o
prognostico das gestagdes afetadas pela doenga. Juntos, esses achados suportam a
hipétese de que na placenta de gestantes com PE ha um desequilibrio redox e um
processo inflamatorio, sugerindo possivel papel da suplementagdo de antioxidantes
e anti-inflamatérios na prevencéo e/ou tratamento da PE.

Por fim, pesquisas futuras sdo imperativas para investigar um espectro mais
amplo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, além de inflamagado nas
placentas de gestantes com PE, além da relacdo destes com os resultados
perinatais, ja que a literatura carece de estudos com o propdsito de fortalecer as
evidéncias cientificas dessas associag¢des, tendo em vista o desenvolvimento de
programas de saude publica voltadas para este grupo, a fim de diminuir a
mortalidade materna e infantil, bem como reduzir o risco das repercussdes no pos

parto, como por exemplo, a doencga renal.
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APENDICE B
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. ALBERTO ANTUNES

QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS DA PESQUISA: CARACTERIZACAO
DE BIOMARCADORES INFLAMATORIOS E DE DESBALANCO REDOX EM
GESTANTES COM PRE-ECLAMPSIA: RELACAO COM O ESTADO NUTRICIONAL E
COM AS REPERCUSSOES MATERNAS E FETAIS

Data: / / Entrevistador:

1. DADOS DE IDENTIFICACAO

Iniciais: Semanas de gestacao: ouDUM: / /
Enfermaria/Leito: ~ N°Prontudrio:  Data de Nascimento:
/ / Idade: Procedéncia:
Naturalidade:

Telefone para contato:

2. DADOS SOCIO-ECONOMICOS

N° de Membros da Familia: Renda Familiar: R$

Escolaridade: Atividade profissional:

Etnia: ( )branca ( )negra ( )parda ( )outros

Unido estavel: Sim ( ) Nao( ) Idade do conjuge:

3. ANTECEDENTES PERINATAIS/PESSOAIS/ FAMILIARES

Pré-eclampsia anterior: Sim () Nao ( )
Familiares com pré-eclampsia: Sim () Nao ( ) Quem?

Tabagismo: Sim () Nao( ) Etilismo: Sim( ) Nao( )

Drogas ilicitas: Sim () Nao ( )
Doengas cronicas: () hipertensdo ( ) diabetes ( ) trombofilia ( ) HIV ( ) anemia
falciforme () Sindrome do anticorpo antifosfolipidico ( ) Outras Qual (s):

Uso de medicamentos durante esta gesta¢do: Sim () Nao ( ) Qual (s):

Paridade: ()0 ( )1 ( )2 ( )3 ( ) 4oumais
Abortos: Sim () Nao () Qtos ?

Presenca de gravidez multipla passada: Sim ( ) Ndo ( )

Uso de acido félico nesta gravidez: ( ) prévio a concepgdo ( ) noinicio do 12 trim ( ) ndo tomou
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4. DADOS DIETETICOS

J& fez ou faz alguma dieta especial: Nao ( ) Sim ( )

Especificar:

Recebeu Orientagdo Dietética: Nao ( )

Sim  (

Faz Restri¢ao de: Sal ( ) Nao ( ) Sim  Actcar: Sim( ) Nao( )

Uso de suplementos ou polivitaminicos? Sim () Ndo ( ) Qual (s)?

) Por quem ?

Transito Intestinal: ( ) Regular ( ) Constipagdo ( ) Diarréia

Uso de adogantes: Sim () Nao () Qual (s):

Pressao arterial:

4.1 - FREQUENCIA ALIMENTAR

TABELA 1. Frequéncia de consumo de substancias antioxidantes na alimentacao.

FREQUENCIA

ALIMENT NTIOXIDANTES

NUNCA

RARAMENT | REGULARMEN
E TE

QUASE
SEMPRE

SEMPRE

QUAL(IS)?

VITAMINA C:

Acerola, aspargos, brocolis,
couve, limao, laranja, kiwi,
goiaba, pimentdo.

VITAMINA A:
Leite, ovos, figado, queijo, 6leo
de peixe, cenoura e manteiga.

VITAMINA E:

Germe de trigo, améndoa,
aveld, maionese, 6leo de milho
e girassol, gema de ovo e
manteiga.

BETACAROTENO:

Vegetais e frutas verde-escuros
e alaranjados, cenoura, batata
doce, tomate, espinafre, noz
moscada, manga, papaia,
damasco, brocolis.

SELENIO:

Frutos do mar, peixe, queijo,
frango, ovos, figado, graos e
sementes cultivados em solo
rico em selénio: castanha,
semente de girassol.

FLAVONOIDES:

Leite de soja, farinha de soja,
tofu, shoyo, uva, vinho, cebola,
repolho,

COENZIMA-Q10:

Peixes, nozes, carnes magras
(frango) gorduras poli-
insaturadas (6leos vegetais,
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4.2 - RECORDATORIO DE 24horas
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efei¢éio

Rec 24h (2°)

Café da Manha

Lanche

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia

5 - DADOS ANTROPOMETRICOS

Peso Atual: Kg  Peso Habitual: Kg Estatura cm IMC
atual: Kg/m?
IMC habitual: Kg/ m?

Pressao arterial:
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6—- DADOS DO RECEM NASCIDO — POS PARTO

Data do nascimento: / / Sexo: () Fem. ( ) Masc. Tipo de parto: (

)normal ( ) cesariano

Nascimento: ( )atermo ( )pre-termo ( ) pds-termo

Qtde de semanas gestacionais no momento do parto:

Peso ao nascer: Kg Comprimento ao nascer: Kg

Intercorréncia durante o parto: () Sim () Nao. Qual (s)?
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Artigo 1- Adverse perinatal outcomes of pregnancies among adolescents vs
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Adverse perinatal outcomes of pregnancies among adolescents vs women of
advanced age in the Brazilian public health system
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Abstract

Objectives: 1o « ompare the adverse /u'rmulul oulcomes in pregnancies of adolescents and
elderly women of public health network

Methods: a cross-sectional study carried out with pregnant women at the extremes of
reproductive age according to the classification of the Brazilian Ministry of Health (adoles-
cents those aged <19 years and those who were older than 35 years) and their newborns
Socioeconomic data (income, schooling, occupation and marital status), as well as clinical
(diseases), anthropometric (maternal BMI) and perinatal (gender, weight, length, Apgar and
gestational age) data were collected, and Poisson regression in hierarchical model was
performed, with the results in Ratio of Prevalence (PR) and its respective Confidence
Interval ar 95% (95% Cl)

Results: when comparing adolescent and elderly women, 38.7% vs 54.6% (PR=0.71,
CI1=0.54-0.94, p=0.002) were observed, respectively, cesarean deliveries; 37.8% vs 25.2%
(PR=0.83, CI=0.58-1.19, p=0.332) preterm births; 16.6% vs 20.5% (RP=1.07, CI=0.78-
1.46, p=0.666) births of small infants for gestational age (SGA); 18.0% vs 15.3% (RP=1.01,
Cl=0.69-1.47, p=0.948) births of large-for-gestational-age newborns (LGA); 32.2% vs
34.7% (RP=1.08, CI=0.82-1.42, p=0.578), low birth weight infants and 28.5% vs 42.9%
(RP=1.18, CI=0.91-1.54, p=0.201) with high birth length

Conclusions: When compared with adolescent women, pregnant women of advanced age
presented a higher frequency of cesarean deliveries
Key words Maternal age, Pregnancy complications, Pregnant women
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Artigo 2 - Cross-Talk between Oxidative Stress and Inflammation in
Preeclampsia - Oxidative medicine and cellular longevity - 2019

Review Article

Cross-Talk between Oxidative Stress and
Inflammation in Preeclampsia

Marilene Brandio Tenério,"” Raphaela Costa Ferreira,” Fabiana Andréa Moura,’
Nassib Bezerra Bueno,' Alane Cabral Menezes de Oliveira '
and Marilia Oliveira Fonseca Goulart ©>*
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?Instituto de Quimica e Biotecnologia (1QB/UFAL), Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO), Universidade Federal de Alagoas,
Campus A.C. Simdes, BR 104 Norte, Km 96, 7, Tabuleiro dos Martins, CEP 57.072-970 Maceid, Alagoas, Brazil

*Programa de Pés-graduagao em Ciéncias da Savide, ICBS, Universidade Federal de Alagoas, Campus A.C. Simdes, BR 104 Norte,
Km 96, 7, Tabuleiro dos Martins, CEP 57.072-970 Maceié, Alagoas, Brazil

Correspondence should be addressed to Alane Cabral Menezes de Oliveira; alanecabral@gmail.com
and Marilia Oliveira Fonseca Goulart; mariliaofg@gmail.com

Received 30 May 2019; Accepted 9 September 2019; Published 4 November 2019
Academic Editor: Daniela Giustarini

Copyright © 2019 Marilene Branddo Tenério et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons
Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work
is properly cited.

The occurrence of hypertensive syndromes during pregnancy leads to high rates of maternal-fetal morbidity and mortality.
Amongst them, preeclampsia (PE) is one of the most common. This review aims to describe the relationship between oxidative
stress and inflammation in PE, aiming to reinforce its importance in the context of the disease and to discuss perspectives on
clinical and nutritional treatment, in this line of research. Despite the still incomplete understanding of the pathophysiology of
PE, it is well accepted that there are placental changes in pregnancy, associated with an imbalance between the production of
reactive oxygen species and the antioxidant defence system, characterizing the placental oxidative stress that leads to an increase
in the production of proinflammatory cytokines. Hence, a generalized inflammatory process occurs, besides the presence of
progressive vascular endothelial damage, leading to the dysfunction of the placenta. There is no consensus in the literature on
the best strategies for prevention and treatment of the disease, especially for the control of oxidative stress and inflammation. In
view of the above, it is evident the important connection between oxidative stress and inflammatory process in the pathogenesis
of PE, being that this disease is capable of causing serious implications on both maternal and fetal health. Reports on the use of
anti-inflammatory and antioxidant compounds are analysed and still considered controversial. As such, the field is open for new
basic and clinical research, aiming the development of innovative therapeutic approaches to prevent and to treat PE.

209
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Hyperferritinemia worsens the perinatal outcomes of conceptions of
pregnancies with preeclampsia

Joao Victor F. Silva“, Raphaela C. Ferreira”, Marilene B. Tenério, Micaely C.S. Tendrio",
Jonas A.C. Silveira®, Andréa C.M. Amaral”, Marilia O.F. Goulart"*, Fabiana A. Moura®,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background and aims: To analyze the prevalence of hyperferritinemia in pregnant women with preeclampsia and
Preeclampsia its association with adverse perinatal outcomes.

Intlammation Methods: A cross-sectional study carried out in 2017 with a convenience sample of pregnant women with pre-
Ferritin eclampsia attended at a high-risk maternity hospital in Alagoas, Brazil. Socioeconomic, lifestyle, clinical and

Fetal development

Newbom biochemical data were collected through a structured questionnaire. Type of delivery, gestational age, weight

and length at birth, and Apgar score were analyzed as outcome variables. Women were dichotomized according
to the serum ferritin level (150 ng/mL). Poisson regression models were used to analyze the effect of hy-
perferritinemia on the outcome variables. Estimates were presented as prevalence ratio with 95% confidence
intervals (PR [95% CI]).

Results: Based on the Fisher's exact statistical teste and in the proportions of the neonatal outcome (birth
weight), with a statistical significance of 5%, the statistical power of the sample studied was 83%. Two hundred
six pregnant women with preeclampsia were recruited, which 8.74% pr d hyperferriti ia. Except for
ferritin level, there were no differences in C-reactive protein (CRP), hemoglobin, Glutamate Oxaloacetate
Transaminase (GOT) and Pyruvic Glutamic Transaminase (PGT) levels between women with or without hy-
perferritinemia. After adjusting for potential confounders, hyperferritinemia was associated with low birth
weight (2.19 [2.13-3.89 95%CI]), low birth length (7.76 [2.52-23.8 95% CI]) and being born small for ge-
stational age (3.14 [1.36-7.28 95% CI]).

Conclusion: In the presence of hyperferritinemia, preeclampsia patients were associated with a higher rate of
unfavorable neonatal outcomes.
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SYSTEMATIC REVIEWS AND META-ANALYSES

Oral antioxidant therapy for prevention and treatment of
preeclampsia: Meta-analysis of randomized controlled trials™
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KEYWORDS Abstract Aims: To determine whether oral antioxidant therapies, of various types and doses,
Antioxidant; are able to prevent or treat women with preeclampsia.

Oral administration; Data synthesis: The following databases were searched: MEDLINE, CENTRAL, LILACS, and Web of
Pregnant women; Science. Inclusion criteria were: a) randomized clinical trials; b) oral antioxidant supplementa-
Preeclampsia tion; ¢) study in pregnant women; d) control group, treated or not with placebo. Papers were

excluded if they evaluated antioxidant nutrient supplementation associated with other non-
antioxidant therapies. Data were extracted and the risk of bias of each study was assessed. Het-
erogeneity was analyzed using the Cochran Q test, and 12 statistics and pre-specified sensitivity
analyses were performed. Meta-analyses were conducted on prevention and treatment studies,
separately. The primary outcome was the incidence of preeclampsia in prevention trials, and of
perinatal death in treatment trials. Twenty-nine studies were included in the analysis, 19 for pre-
vention and 10 for treatment. The antioxidants used in these studies were vitamins C and E, se-
lenium, -arginine, allicin, lycopene and coenzyme Q10, none of which showed beneficial effects
on the prevention of preeclampsia (RR: 0.89, C195%: [0.79-102], P = 009; I* = 39% P = 004)
and other outcomes. The antioxidants used in the treatment studies were vitamins C and E, N-
acetylcysteine, t-arginine, and resveratrol. A beneficial effect was found in intrauterine growth
restriction.

Conclusions: Antioxidant therapy had no effects in the prevention of preeclampsia but did show
beneficial effects in intrauterine growth restriction, when used in the treatment of this condition.
© 2018 The Italian Society of Diabetology, the Italian Society for the Study of Atherosclerosis, the
Italian Society of Human Nutrition, and the Department of Clinical Medicine and Surgery, Feder-
ico Il University. Published by Elsevier BV. All rights reserved.
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Intake of antioxidants nutrients by
pregnant womem: Associated factors

Ingestdo de nutrientes antioxidantes por
gestantes: fatores associados
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ABSTRACT

Objective
To evaluate the intake of antioxidant nutrients by pregnant women being cared for in the Brazilian public health
system and associated factors.

Methods

A cross-sectional study was carried out with pregnant women cared for in the public health system in the city
of Maceid, Brazil, in 2014, including 385 pregnant women and their newborns, and the collection of maternal
information {socioeconomic, personal, prenatal, dietary and anthropometric data), and after the babies’ birth
{gestational age, birth weight and length). Food intake was assessed by two 24-hour dietary reminders per
pregnant woman with subsequent adjustments by the Estimated Average Requirement method. Data were
processed and Pearson’s correlation was used to evaluate associations, considering p<0.05 as significant.

Results

A total of 388 pregnant women with a mean age of 24.06+5.92 years were studied, with inadequate intake
and high variation of the following antioxidants: vitamin A (83.2%/62.7%), vitamin C (50.5%/75.7 %), vitamin
E (76.5%/60.2%), Selenium {60.8%/50.3%), Copper (98.5%/42.8%) and Zinc (79.6%/43.4%), respectively.

1 Universidade Federal de Alagoas, Faculdade de Nutrigdo, Setor de Nutrigio Clinka. Campus A.C. Simdes, BR 104
Norte, Km 96,7, Tabuleiro dos Martins, 57072-970, Maceid, AL, Brasil. Correspondéncia pava/Correspondence to: ACM
OLIVEIRA. E-mail: <alanecabral@®gmail com>,

Suppart: Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagaas (processo n® 60030 000818 2016)

Como citar este artigs/How to cite this artle

Silva Neto LGR, Tendrio MB, Ferreira RC, Oliveira ACM. Intake of antioxidants nutrients by pregnant womem: Associated
factors. Rev Nutr. 2018,31(4):353-62. hup:/dx.doi.ong/10.1590/1678-986520 18000400001
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Estado nutricional materno e sua associagao com o peso

a0 nascer em gestagoes de alto risco

Maternal nutritional status and its association
with birth weight in high-risk pregnancies

Alane Cabral Menezes de Oliveira '

Lidiane Almeida Pereira '
Raphaela Costa Ferreira'

Ana Paula Grotti Clemente

! Faculdade de Nutrigio,
Universidade Federal de
Alagoas. Av. Lorival Melo
Mota &/ n, Tabukiro dos
Martins. 57072970
Macio AL Brasil
alanecabralifgmail com

Abstract The dinical and nutritional status
of pregnant women are important variables
for birth-weight risk inadequacies. Thus, this
study sought to evaluate the nutritional status
of high-risk pregnant women and its association
with birth weight of their offspring. It involved
a cros-sectional study with high-risk pregnant
women assisted at the university hospital of Ma-
ceio in the State of Alagoas and their newborns.
The nutritional status of pregnant women and
their offspring was evaluated according to body
mass index for gestational age and birth weight,
respectively. The association between maternal
factors (comorbidities and nutritional status) and
birth weight was assessed by the chi-square test
and Pearson correlation, by adopting a confidence
level of 95%. One hundred and forty-nine preg-
nant women were studied, 19.7% of whom were
of normal weight; 329% were underweight; and
48.3% were overweight. Among newborns, 39.6%
referred to as small for gestational age (SGA);
26.8% appropriate for gestational age (AGA ) and
33.6% large for gestational age (LGA). LGA off-
spring were associated with overweight and the
presence of metabolic comorbidities and SGA off -
spring were associated with insufficient gestation -
al weight gain, whereby interventions are needed
to reduce these outcomes.

Key words Pregnancy, High risk, Birth weight,
Nutritional status

Resumo O estado dinico ¢ o nutricional da ges-
tante representam importantes varidveis para o
risco de inadequages de peso ao nascer. Assim, o
presente estudo visou avaliar o estado nutricional
de gestantes de alto risco ¢ sua associagio com o
peso ao nascer de seus conceptos. Estudo transver-
sal com gestantes de alto risco assistidas no Hospi-
tal Universitdrio de Maceid-AL e seus recém-nas-
cidos. O estado nutricional das gestantes ¢ de seus
conceptos foi avaliado segundo o Indice de Massa
Corporal para a idade gestacional ¢ o peso ao nas-
cer, respectivamente. A associaglo entre fatores
maternos (comorbidades ¢ estado nutricional) ¢
o0 peso ao nascer foram realizadas pelos testes de
qui-quadrado ¢ correlagio de Pearson, adotando
wum nivel de confianga de 95% (a = 0,05). Foram
estudadas 149 gestantes, com 19,7% delas com
baixo peso; 32,0% eutrdficas ¢ 48,3% com excesso
de peso. Entre os recém-nascidos, 39,6% eram pe-
quenos para idade gestacional (PIG); 26,8% ade-
quados para a idade gestacional (AIG) ¢ 33,6%
grandes para a idade gestacional (GIG). O excesso
de peso gestacional ¢ a presenga de comorbidades
metabolicas se associaram com o nascimento de
recém-nascidos GIG ¢ o ganho ponderal gestacio-
nal insuficiente com o nascimento de recém-nas-
cidos PIG, sendo fundamentais intervengdes para
redugio desses desfechos,

Palavras-chave Gravidez, Alto risco, Peso ao nas-
cer, Estado nutricional

nascer
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RESUMO
Introdugéo: Apesar dos égias e da i gGo de guias e politicas para o combate
a momo coronud terem sldo adotodas ha buslunb bmpo, asva provolmcw no pais vem se
, especial em grupos especiais, sendo esta caréncia considerada um
problema de soivde publn:o Assim, oobnfmdosu oshdofo-mohwu prevaléncia e os fafores
associados a ndo utilizagdo de supl émico por g de alto risco de Alogoas.
Método: Estudo ir |, realizado com gestantes assisfidas no hospital universitario de Maceio,
sendo estudadas varidveis soci dmicas, de estilo de vida, antropométricas, e investigado o
uso de suplementagdo ferrosa, comutilizogao da regressao de Poisson, e resultodos expressos em
rozGo de prevaléncia [RP) e intervalos de confianga (IC) de 95%. Resultados: Foram estudodas
210 gestantes na foixa efaria de 13 a 43 anos de idode. O ndo uso de suplemento ferroso foi
referido por 37,6% das mesmas, estand o associado (gestantes que ndo utilizavam sup lementacdo
profildtica versus gestantes que utilzavam suplementagdo profilafica) oo baixo peso na gravidez,
sendo, essa variavel fator de protecdo pora esto condiggo [RP=0,47; IC de 95%= 0,24 0 0,93;
p=0,030). Concluséo: A nao utilzogo da supl “"x fianémica por parfe de g
de alfo risco de Alogoas é um problema de it de ek , tornand o evidente a necessidod
de aumentar a cobertura da suplementagao umummca mhdns

ABSTRACT

Introduction: Although strategies and the impl tation of guidelines and policies to combat
Mxmuynmnhwobomodophdfun long fime, fhnpuvabmomfhnmmyhmmnw\od
high, and this deficiency is considered a public health problem. Thus, ﬂnoqmwofﬂnsmdyvms
fo evaluate the prevalence and factors associoted with the f

by high risk pregnant women in Alagoas. Methods: A cross- scd-ondsfudyvmscmndwinc
group of pregnant women assisted ot a university hospital in Maceio. Socioeconomic, |ifestyle,
onthropometric variables were studied, and the use of ferrous supplementation with Poisson
regression was investigated and results were expressed as prevalence (RP) and 95% confidence
intervals Cl). Results: A total of 210 pregnant women were studied inthe 13-43 age group. The
non-use of a ferrous supplement was reported by 37.6% of the patients, being associated with
low weight in pregnancy (pregnant women who did not use prophylactic supplementafion versus
pregnant women who used prophyloctic supplementation), and this variable was o profective
factor for this condition [PR = 0.47, 95% Cl = 0.24 100.93, p=0.030). Conclusion: The non-use
of antianemic supplementation by high-risk pregnant women in Alogoas is a problem of high
mognifude, making evident the need to increase the coveroge of anti-anemic supplementation
among them.

Artigo 7 — Associated factors to non-use of antianemic supplementation by
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