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RESUMO

AVALIACAO DOS INDICES PLAQUETARIOS, ATIVIDADE DA E-NTPDASE E DA
ECTO-5-NUCLEOTIDASE EM PLAQUETAS DE GESTANTES NORMOTENSAS E
COM PRE-ECLAMPSIA

AUTOR: Tais Corréa Almeida
ORIENTADOR: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva
COORIENTADORA: Prof. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal

A pré-eclampsia constitui-se na complicagdo médica mais encontrada na gravidez, sendo responsavel pela
principal causa da mortalidade e morbidade materna e perinatal. Sua etiologia ainda permanece
desconhecida, o que dificulta a prevengdo primaria. Sabe-se que a gestacdo possui um desequilibrio
hemostatico com tendéncia a hipercoagulabilidade e aumento do risco de trombose. Essas alteracdes
envolvem a sinalizacdo purinérgica, a qual é composta por nucleotideos e nucleosideos, seus respectivos
receptores, além de enzimas responsaveis por sua degradacdo. Durante o processo inflamatério, dentre os
mediadores capazes de modular asacdes das plaquetas, destacam-se ATP,ADP,AMP e adenosina, 0s quais
se correlacionam diretamente com a atividade das enzimas E-NTPDase, E-5’-nucleotidase, E-NPP e E-
ADA. Os nucleotideos da adenina podem interagir com receptores purinérgicos na superficie celular. Os
efeitos do ATP extracelular sdo controlados pela agdo das ectonucleotidases E-NTPDase e Ecto-5’-
nucleotidase, que agem sobre 0 ATP e seus produtos de degradacdo, reduzindo sua concentragdo no meio e
culminando na producdo de adenosina, que atua como imunomodulador ou é convertida a inosina pela
adenosina desaminase (E-ADA). Considerando que as alteragfes hemostéaticas e inflamatérias associadas a
gestacdo normal estdo mais exacerbadas na PE torna-se relevante o estudo desses mecanismos como forma
de entender o perfil desse desequilibrio podendo atuar preventivamente. Sendo assim, realizou-se a analise
de pardmetros plaquetarios, assim como atividade e expressdoda E-NTPDase e Ecto-5’nucleotidase em 150
mulheres divididas em trés grupos: ndo-gestante (n = 50), gestante normotensa (n = 50) e gestante com PE
(n = 50). Os resultados demonstraram um aumento de 74 (P < 0,001) e 72% (P < 0,01) da agregacdo
plaquetéaria na adicdo de 5uM e 10uM, respectivamente, do agonista adenosina difosfato (ADP); redugédo
de 19% (P < 0,05) da contagem de plaquetas; aumento de 39% (P < 0,05) do fracdo de plaquetas imaturas
(IPF); aumento de 7 vezes (P < 0,001) na atividade da E-ADA; redugéo de 37 (P < 0,001) e 36% ( P <0,05)
na hidrélise do ATP e ADP, respectivamente e uma correlagao entre contagem de plaquetas, IPF, atividade
e expressdo da E-NTPDase e da Ecto-5’-nucleotidase em gestantes com PE. Em conjunto, os resultados
sugerem que a disfuncao endotelial presente em gestantes com PE exacerba os mecanismos inflamatérios e
de agregacao plaquetaria. O organismo tenta reagir frente a esse microambiente inflamatorio através da
hidrolise reduzida do ATP,com consequente inibicdo plaquetaria. No entanto, esse mecanismo nao parece
ser suficiente, j& que a doenca é mantida. Portanto, 0 processo de agregacao plaquetaria assim como a
sinalizacdo purinérgica parece desempenhar um papel importante na resposta imune e inflamatéria
contribuindo para a evolugédo clinica da PE. Consequentemente a avaliagdo desses parametros podem levar
ao desenvolvimento de protocolos para prevenir ou tratar essa patologia de forma eficaz.

Palavras-chaves: Pré-eclampsia. Plaquetas. Fracdo de plaquetas imaturas. Sistema purinérgico.



ABSTRACT

EVALUATION OF PLATELET INDEX AND ACTIVITY OF NTPDASE AND ECTO-5'-
NUCLEOTIDASE IN PLATELETS OF NORMOTENSIVE AND PREECLAMPTIC
PREGNANT WOMEN

AUTHOR: Tais Corréa Almeida
ADVISOR: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva
CO-ADVISOR: Prof. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal

Preeclampsia is the most common medical complication in pregnancy, accounting for the main cause of
maternal and perinatal mortality and morbidity. Its etiology remains unknown which makes primary
prevention difficult. It is a fact that gestation has a hemostatic imbalance with a tendency to
hypercoagulability and an increased risk of thrombosis. These changes involve the purinergic signaling,
which is composed of nucleotides and nucleosides, their respective receptors, and enzymes responsible for
their degradation. During the inflammatory process, ATP, ADP, AMP and adenosine, which correlate
directly with the activity of E-NTPDase, E-5'-nucleotidase, E- NPP and E-ADA.. Adenine nucleotides may
interact with purinergic receptors on the cell surface. The effects of extracellular ATP are controlled by the
ectonucleotidases E-NTPDase and Ecto-5'-nucleotidase, which act on ATP and its degradation products,
reducing its concentration in the medium and culminating in the production of adenosine, which acts as an
immunomodulator or is converted to inosine by adenosine deaminase (E-ADA). Considering that
hemostatic and infllmmatory changes associated with normal pregnancy are more exacerbated in PE, it
becomes relevant to study these mechanisms as a way of understanding the profile of this imbalance and act
preventively. Therefore,the analysis of platelet parameters,aswell asactivity and expression of E-NTP Dase
and Ecto-5'nucleotidase were performed in 150 women divided into three groups: non-pregnant (n = 50),
normotensive pregnant women (n = 50) and pregnant women with PE (n = 50). The results showed an
increase of 74 (P <0.001) and 72% (P < 0.01) in platelet aggregation in the addition of 5 uM and 10 uM,
respectively, of adenosine diphosphate agonist (ADP); reduction of 19% (P < 0.05) of platelet count; 39%
(P < 0.05) increase in immature platelet fraction (IPF); 7-fold increase (P < 0.001) in the E-ADA activity;
reduction of 37 (P < 0.001) and 36% (P < 0.05) in the hydrolysis of ATP and ADP, respectively, and a
correlation between platelet count, IPF, E-NTPDase and Ecto-5-'nuclectidase activity and expression in
pregnant women with PE. Together, these results suggest that the endothelial dysfunction present in
pregnant women with PE exacerbates the inflammatory and platelet aggregation mechanisms. The organism
reacts to this inflammatory microenvironment through the reduced hydrolysis of ATP, with consequent
platelet inhibition. However, this mechanism does not seemto be sufficient to overcome the disease since
the disease is maintained. Therefore, the process of platelet aggregation as well as purinergic signaling
seems to play an important role in the immune and inflammatory responses contributing to the clinical
evolution of PE. Consequently, the evaluation of these parameters can lead to the development of protocols
to prevent or treat this pathology effectively.

Keywords: Preeclampsia. Platelets. Fraction of immature platelets. Purinergic system.
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APRESENTACAO

Esta tese esta escrita da seguinte forma: primeiro sdo apresentados a introducéo, a
revisdao bibliografica e os objetivos. A seguir, a metodologia e o0s resultados estdo
apresentados na forma de dois manuscritos. Os itens discussdo e concluséo contém
interpretacfes e comentérios gerais referentes aos manuscritos. Por fim, as referéncias
bibliograficas apresentadas no final da tese referem-se as citacdes que aparecem nas se¢des
introducao, revisdo bibliografica, discussao e conclusdo. Salienta-se que a formatacdo dessa
tese atende & MDT de 2015 da UFSM.
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1 INTRODUCAO

Os disturbios hipertensivos sdo uma das complicacdes mais frequentes da gestacédo e
contribuem significativamente para a morbidade e mortalidade materna e fetal (AMARAL et
al., 2017; CORREA et al., 2016) As gestantes hipertensas estdo predispostas ao
desenvolvimento de diversas complicagdes como deslocamento de placenta, coagulagéo
intravascular disseminada e doenca renal aguda (GATHIRAM; MOODLEY, 2016; GOEL et
al., 2014; WU et al., 2015). Destaca-se a importancia da diferenciacdo entre os disturbios
hipertensivos de uma doenca potencialmente mais ameacadora, como a pré-eclampsia (PE).
Essa distincdo é essencial devido as consideragdes de tratamento e progndstico que impactam
fortemente no manejo do paciente. A PE é uma sindrome especifica da gestacdo caracterizada
por disfuncdo placentaria e uma resposta materna levando a inflamacdo sisttémica com a
ativacdo do endotélio e da coagulagdo (CHAIWORAPONGSA et al., 2014; DOUGLAS B.
CINES, 2017; YANG et al., 2014). Essa doenca multifatorial evidencia-se por um conjunto de
sinais e sintomas com anormalidades hematoldgicas e bioquimicas associadas. Caracteriza-se,
principalmente pela elevacdo da pressdo arterial, proteindria patologica e edema apds a
vigésima semana de gestacdo. No entanto, as manifestacOes clinicas desta sindrome sdo muito
heterogéneas (ANDRIETTI et al., 2016; BEZERRA MAIA E HOLANDA MOURA et al.,
2012; BRETT C. YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010; COSTA, 2015; Ll et al., 2015;
MABRY-HERNANDEZ; ROMANO, 2018).

A integridade do endotélio materno é crucial para a adaptacdo fisiolégica em uma
gestacdo normal. No entanto, a disfuncdo generalizada faz parte da patologia multissistémica
da PE (CHAIWORAPONGSA et al., 2014; GATHIRAM; MOODLEY, 2016). Mulheres com
disturbios clinicos preexistentes caracterizados por disfungdo endotelial, como a hipertenséo e
0 diabetes, assim como os fatores de risco cardiovascular predispde gestantes a PE
(MAYNARD; KARUMANCHI, 2011; SAN MARTIN; SOBREVIA, 2006; STEEGERS et
al., 2010). Além disso, os fatores genéticos e imunologicos referentes a mée e ao feto estdo
fortemente relacionados ao desenvolvimento da PE. Os fatores de risco para a PE constituem
em importantes sinais de alerta para que se encaminhe a gestante a um tratamento adequado.

Diversos estudos tém sido direcionados ao papel do endotélio vascular na adaptacédo
cardiovascular a gestacdo e na patogenia da PE (CHARNOCK-JONES, 2016; ESCUDERO;
SOBREVIA, 2008; TAN; TAN, 2013; UZAN et al.,, 2011). O dano vascular provoca o
aumento da permeabilidade capilar favorecendo a trombose plaquetaria e elevacdo do ténus

vascular. Sendo assim, acredita-se que a ativacdo da cascata da coagulacdo tem um papel
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importante na patogénese dessa doenca. Consequentemente, as plaquetas vém assumindo um
papel relevante na fisiopatologia da PE. H& evidéncias de que a ativacdo e agregacdo
plaquetaria precedam o aparecimento dos sintomas clinicos (EVERETT et al., 2014;
MORAES et al., 2015). As plaquetas sdo consideradas estruturas heterogénicas a respeito do
seu volume e densidade. Entre os indices plaquetarios, vem merecendo destaque o volume
plaquetario médio (VPM), por se tratar de variavel bioldgica que determina a fungdo e
atividade plaquetaria (ALTINBAS et al., 2012; CEYHAN et al., 2006; KASHANIAN et al.,
2013). A importancia clinica de volumes plaquetarios maiores tem sido relacionada com a
presenca de agregacdo plaquetdria aumentada, visto que ha estudos demonstrando esse
processo em gestantes com PE (JAREMO et al., 2000; LATTOVA et al., 2013). Outro
parametro associado a hipercoagulabilidade € a fracdo de plaquetas imaturas (IPF), a qual é
classificada como marcador clinico da trombocitopoiese. A IPF tem sido sugerida como um
indice sensivel para monitorar mudancas na producdo e destruicdo plaquetaria (EVERETT et
al., 2014; MORAES et al., 2015). Sendo assim, este parametro seria uma ferramenta precoce
de deteccdo da alteracdo das plaquetas anteriormente ao aparecimento do VPM aumentado em
gestantes pré-eclampticas.

Tendo em vista que a PE possui um estado de hipercoagubilidade e de inflamacéo
mais acentuado que as gestagdes normais a avaliagcdo da resposta imune se torna interessante.
Um importante sistema envolvido nas vias de biossinalizagdo capaz de modular as respostas
imunes e inflamatorias € o sistema purinérgico. Esse sistema estabelece suas funcdes através
de trés componentes principais: nucleotideos e/ou nucleosideos, receptores purinérgicos e
enzimas especificas. Os nucleotideos de adenina (ATP e ADP) e seu derivado adenosina, sdo
secretados por plaguetas, leucocitos e ceélulas endoteliais danificadas. Representam uma
importante classe de moléculas extracelulares que desempenham um papel importante na
modulagcdo da resposta imune (BURNSTOCK, 2015; KOSZALKA et al., 2004). Essas
moléculas interagem com o0s receptores purinérgicos presentes na superficie celular e
desencandeiam uma cascata de eventos que modulam diversos processos biologicos como a
agregacdo plaquetaria e a inflamacio (BURNSTOCK, 2014; ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006). O trifosfato de adenosina (ATP) € liberado nos tecidos danificados
gerando resposta inflamatoria. Esse nucleotideo possui a capacidade tanto para induzir quanto
para inibir a agregacao plaquetaria. Em baixas concentracfes o ATP aumenta a quantidade de
coladgeno, aumentando assim, a agregacdo plaquetéria. J& em altas concentracdes inibe a
agregacdo plaquetaria causada pela adenosina difosfato (ADP), provavelmente devido ao fato

do ATP ser hidrolisado em adenosina, a qual é inibidora da atividade plaquetaria (BOURS et
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al., 2006; BURNSTOCK, 2015; ROSA et al., 2007). O ADP no meio extracelular atua como
mediador priméario da ativacdo plaquetaria, contribuindo para homeostasia e formacgdo de
trombos, através do seu efeito agregatdrio apos danos teciduais. A adenosina, metabdlito da
degradacdo de nucleotideos da adenina, desempenha funcdes importantes como efeitos
neuromodulatérios, regulacdo de processos inflamatdrios, inibicdo da agregacdo plaquetéria e
vasodilatacdo, sendo considerada um agente cardioprotetor (BOURS et al., 2006; MENZIES
et al., [s.d.]; VIRGILIO; VUERICH, 2015). As moléculas de nucleotideos apds desempenhar
suas fungdes organicas, devem ser degradadas de modo a manter seus niveis extracelulares
em concentragdes fisioldgicas. Para isto, existe um sistema responsavel pelo controle dos seus
niveis extracelulares, exercido por enzimas ancoradas na membrana plasmatica das células,
como plaquetas, linfocitos e células endoteliais. As enzimas que hidrolisam nucleotideos sdo
conhecidas como ecto-nucleotidases e podem ser classificadas como familia das E-NTPDase
(nucleosideo trifostato 5’-difosfohidrolase ou apirase; EC 3.6.1.5), familia das E-NPP
(nucleosideo pirofosfato/fosfodiesterase; EC 3.1.4.1), fosfatases alcalinas e E-5’-nucleotidase
(EC 3.1.35) sendo amplamente distribuidas nos tecidos (ROBSON; SEVIGNY:;
ZIMMERMANN, 2006). Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimatica
que tem inicio com a acdo da E-NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrdlise do ATP
e do ADP, formando AMP. A seguir a enzima E-5’-nucleotidase hidrolisa a molécula do
AMP formando adenosina (GODING, 2000; ZIMMERMANN, 2001). Ainda, seguindo a
sequéncia de degradacdo dos nucleotideos, existe a enzima E-ADA (adenosina desaminase;
EC 3.5.4.4), a qual regula as concentracdes de adenosina, através da conversdo e formacéo de
inosina (BOURS et al., 2006; ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). Além de
possuirem importante atividade na regulacdo dos niveis de nucleotideos e nucleosideo da
adenina, as ectoenzimas possuem acfes extremamente importantes no sistema imunologico
(YEGUTKIN, 2008; YEGUTKIN; SAMBURSKI; JALKANEN, 2003). A E-NTPDase inicia
a cascata de hidrdlise de nucleotideos da adenina, sendo conhecida como um marcador de
superficie celular (CD39). Em plaquetas intactas, essa enzima esta envolvida na regulagéo de
nucleotideos, na circulagdo e no ténus vascular. Estudos indicam que a CD39 se constitui em
um potencial agente terapéutico para inibicdo de processos tromboticos (ALLARD;
LONGHI; JOHN, 2017; LA SALA et al., 2003). Por sua vez, a enzima E-5’-nucleotidase €
um marcador de superficie celular (CD73), o qual hidrolisa 0 AMP em adenosina. E uma
glicoproteina intrinseca da membrana plasmatica encontrada em diferentes tipos celulares,

como as plaquetas e tecido nervoso. Na vasculatura, a E-5'-nucleotidase é predominantemente
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associada ao endotélio vascular de grandes vasos, como a aorta, artéria cardtida e coronaria
(YEGUTKIN, 2008).

Considerando a complexidade da PE, bem como as lacunas existentes na literatura este
estudo se justificou para gerar conhecimentos que poderdo resultar em beneficios para o
diagnoéstico, bem como para o0 entendimento da fisiopatologia da PE.
Embora estudos prévios tenham apresentado alteracfes no sistema purinérgico na membrana
das plaquetas de gestantes, a participacdo dos nucleotideos no desenvolvimento da doenca
ainda é pouco explorada. Portanto, torna-se relevante analisar os padrGes plaquetarios e
atividade e a expressdo de enzimas do sistema purinérgico na superficie de plaquetas durante
a PE. O entendimento no papel das plaquetas na fisiopatologia da PE é de grande valor, visto

que podem se tornar importantes marcadores precoces do desenvolvimento desta doenca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PRE-ECLAMPSIA
2.1.1 Epidemiologia e defini¢éo
Os disturbios hipertensivos correspondem as complicacdes mais frequentemente
encontradas nas gestantes. Na América Latina, sdo responsaveis por 26% da causa de morte

materna (KHAN et al., 2006; SAY et al., 2014) (Figura 1).

Figura 1 — Distribuicdo entre os paises da desordem hipertensiva como causa de morte
materna
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Fonte: Adaptacdo de Say et al. (2014).

A pré-eclampsia (PE) € um disturbio especifico da gestacédo e afeta em torno de 3 —
5% das mulheres gravidas em todo o mundo (KHAN et al., 2006). Esse percentual podera ser
maior em ambientes socioecondémicos menos favoraveis e em paises com maior prevaléncia

de doenca cardiovascular (CURIEL-BALSERA et al., 2011). Em paises em desenvolvimento,
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nos quais os cuidados com a saude sdo limitados, a PE é uma das principais causas da morte
materna, causando uma estimativa de mais de 60 mil mortes anuais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005). Ja nos paises desenvolvidos, a inducdo ao parto prematuro para
proteger a saude da mée pré-eclamptica resulta em significativa morbimortalidade para o
neonato, devido as sequelas da prematuridade e baixo peso ao nascer (YOUNG et al., 2010).

Com base na classificacdo de American College of Obstetricians and Gynecologists
(ACOG) (Figura 2) a PE ¢ definida como pressdo arterial elevada ap6s a 20% semana de
gestacdo (> 140 mmHg sistolica e > 90 mmHg diastdlica) associada com proteintria de >
300mg/24H (NORTH et al., 2011; SUTTON; HARPER; TITA, 2018).

A PE pode ser classificada em duas fases: a primeira é assintomética (PE leve),
caracterizada pelo crescimento placentario anormal durante o primeiro trimestre da gestacéo,
produzindo uma quantidade excessiva de materiais placentarios na circulacdo materna
(REYNA-VILLASMIL et al., 2011). A produgdo desses fatores faz com que se constitua a
segunda fase da pré-eclampsia (PE grave) a qual passa a ser sintomaética, tipicamente
caracterizada pelo aparecimento da hipertensdo associada a disfuncdo dos 6rgdos maternos,
incluindo o cérebro, figado, rim e placenta apds 20* semana de gestacdo. As manifestacbes
clinicas da lesdo dos 6rgdos pode incluir proteindria, insuficiéncia renal, doenca hepatica,
problemas neuroldgicos, distirbios, hematoldgicos ou restricdo do crescimento fetal (Tabela
1) (ARULKUMARAN; LIGHTSTONE, 2013; SIBAI, 2013). Caso a pré-eclampsia ndo for
tratada podera evoluir para um estado convulsivo conhecido como eclampsia. Por muito
tempo, acreditou-se que a eclampsia fosse o resultado final da pré-eclampsia, justificando a
origem do termo. Hoje, estd claro que as convulsbes constituem apenas uma das
manifestacdes clinicas da PE grave. As complicacdes clinicas da PE advém principalmente da
elevada pressdo intravascular juntamente com o endotélio lesado, 0 que provoca movimento
do liquido dos espacos intravascular para o extravascular, tendo como consequéncia, edema
no cérebro, retina, pulmdes, figado e tecidos subcutaneos. A hipertensdo e o dano endotelial
levam a proteinaria. O movimento do fluido no espago intravascular para os tecidos
subcutaneos produz edema, sintoma caracteristico da PE (KONGWATTANAKUL et al.,
2018).
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Figura 2 — Abordagem ao diagndstico da hipertenséo gestacional e da pré-eclampsia com base
na classificagdo modificada da ACOG
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Fonte: Adaptacdo de North et al. (2006).
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Tabela 1 — Definicao da pré-eclampsia e pré-eclampsia severa

Pré-eclampsia leve Pré-eclampsia severa
1. Pressdo sanguinea sistolica: > 140 mmHg ou 1. Pressdo sanguinea sistolica: > 160 mmHg ou
diastdlica > 90 mmHg ap6s a 20* semana de diastolica > 110 mmHg em 2 ocasides separadas

gestacdo em uma mulher normotensa. em pelo menos 6h de intervalo.
E ou
2. Proteintria > 300 mg em uma coleta de urina 2. Proteinria > 1g em uma coleta de 24h e
de 24h. associada com pré-eclampsia.

3. Envolvimento de drgdos-alvo em associagdo
com a pré-eclampsia:

a)Oliguria (<400 ml/dia);

b)Trombocitopenia

c)Testes de funcédo hepética prejudicados;
d)Dor epigéstrica/quadrante superior direito;
e)Perturbacdes cerebrais ou visuais;

f) Edema pulmonar.

Fonte: Adaptacgdo de Arukulmaran et al. (2013).

Além disso, em torno de 19% das pacientes com pré-eclampsia podem evoluir para
um quadro com hemolise, niveis elevados de enzimas hepaticas e contagem baixa de
plaquetas o que constitui a sindrome HELLP, que esta associada ao aumento da
morbimortalidade perinatal (CURIEL-BALSERA et al., 2011). O termo HELLP é o acrénimo
utilizado para descrever hemolise (do inglés, hemolysis), enzimas hepaticas elevadas (do
inglés, elevated liver enzymes) e plaquetas baixas (do inglés, low platelets). A causa exata da
HELLP é desconhecida, mas a ativacdo geral da cascata de coagulacdo € considerada o
principal problema subjacente. Isto leva a uma anemia hemolitica microangiopatica e ao
consumo de plaquetas (MIRANDA et al., 2011). Sendo assim, é um achado extremo do
espectro de alteragdes que ocorrem na hipertensdo induzida pela gestacdo e como seus sinais e
sintomas sdo confundidos com os da pre-eclampsia grave (dor epigastrica ou no quadrante
superior direito, nausea e mal-estar), as formas leves podem néo ser diagnosticadas. Assim, a
sua identificacdo ocorre quando a sindrome HELLP estd bastante avancada
(KONGWATTANAKUL et al., 2018).

2.1.2 Uma viséo histdrica
Os disturbios decorrentes da gestacdo sempre despertaram a curiosidade da

humanidade. Registros datados em 3.000 a.C, em paises de diferentes continentes, referem

crises convulsivas em mulheres gravidas. Mesmo antes da invencdo dos escritos se tem
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indicios de ocorréncia de eclampsia na historia. Uma sepultura datada em 28.000 a.C,
considerada a “mae humana mais antiga” foi encontrada por paleont6logos, sendo descrita
como uma mulher de 20 anos enterrada com o bebé no seu utero com aproximadamente 8
meses de gestacdo, o qual se propde que tenha ido a ébito devido a eclampsia (ROBILLARD
et al., 2018). Deste entdo, as convulsfes associadas ao parto tém constantemente
acompanhado a humanidade como uma possivel eventualidade durante a gestacdo. Fato que
justifica 0 nome da doenca, ja que eclampsia deriva da palavra grega eklampsis que significa
relampago, refletindo o inicio subito de convulsées em mulheres gravidas. Como as
convulsBes epilépticas provocam contragdes musculares involuntérias, distdrbios visuais,
movimentos incomuns na cabeca ou nos olhos, alteracfes na boca, perda da consciéncia e
amnésia completa ap6s o evento, esses sintomas foram interpretados em todas as civilizaces
como uma possessao do mau espirito ou que alguém tinha langado um feitico sobre a gestante
(ROBILLARD etal., 2017).

Ao longo dos anos e de estudos observacionais o homem foi buscando
esclarecimentos a respeito dessa patologia (Figura 3). No entanto, apenas no seculo XVIII
(1739) ocorreu a diferenciacdo entre os termos: epilepsia e eclampsia proposto por Bossier de
Sauvage, uma vez que constatou que a eclampsia é de natureza aguda e cessa quando o evento
precipitante é removido diferentemente do que ocorre com a epilepsia (MANDY J. BELL,
2010). No ano de 1797, Demanet observou a ligacdo existente entre 0 edema e a eclampsia
em mulheres gestantes. Pierre Rayer é conhecido por ter sido o primeiro a descrever
proteindria em gestantes eclampticas, no ano de 1840. Esse conhecimento auxiliou John
Lever, no ano de 1843, a demonstrar pela primeira vez que a proteindria que acompanhava a
eclampsia era especifica da doenca e ndo fazia parte de um disturbio geral (MANDY J.
BELL, 2010). Além disso, no mesmo ano, o Dr. Robert Johns descreveu a conexao entre 0s
sintomas premonitérios durante os Gltimos meses da gestacdo e o desenvolvimento de
convulsdes. Esses sintomas incluiam a presenca de dor de cabeca, perda temporaria da viséo,
dor severa no estdmago e edema nas méaos, bracos, pes e face (JOHNS, 1843). O ano de 1897,
foi considerado um novo marco para a histria da obstetricia, ja que através de Vaquez e
Nobecourt realizaram a descoberta da hipertensdo eclamptica. Como resultado dessas
contribuicdes o conceito pré-eclamptico foi reconhecido. Sendo assim, quando ha a presenca
de edema, proteinuria e dores de cabeca ha uma maior preocupacéo frente a essa gestante ja
que existe a possibilidade da manifestacdo de convulsdes (CHESLEY, 1984). Até hoje a pré-
eclampsia ¢ conhecida como a “doenga das teorias”. Sendo assim, em 1989 foi postulado a

teoria do Dr. Robert e seus colegas, a qual continua orientar pesquisas relacionadas a etiologia
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da pré-eclampsia e eclampsia. Dr. Robert e seus colegas postularam que a pré-eclampsia
representava um distdrbio endotelial. Baseando-se em trabalhos anteriores e infelizmente de
autor desconhecido, a equipe do Dr. Robert associou a pré-eclampsia com a invasdo
superficial de trofoblasto e subsequente reducdo na perfusdo placentaria. Com isso, a equipe
hipotetizou que o fator circulante causasse disfunc¢éo endotelial e levaria a ativacdo da cascata
de coagulacdo, anormalidades da pressdo arterial e perda do liquido do espacgo intravascular
(ROBERTS et al., 1989).

Figura 3 — Evolug&o historia sobre o entendimento da pré-eclampsia
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Fonte: Elaborada pelo autor.

2.1.3 Fisiopatologia

O papel da placenta é fundamental para a etiologia da PE. Uma vez que essa doenca
ocorre apenas na gestacdo, uma condigdo fisiolégica na qual células alogénicas de dois
individuos entram em contato direto. Sabe-se que o desenvolvimento dessa complicacdo
gestacional depende apenas da presenca da placenta e ndo do feto, isso porque a PE ocorre na
mola hidatiforme. Além disso, quanto maior a massa placentaria, maior o risco de adquirir
PE, o que se justifica pela maior incidéncia de PE em gestacdes gemelares (FOX et al., 2014).
Importante salientar que ndo existe cura para essa patologia, sendo que a Unica intervencao
capaz de resolver a PE ¢é a retirada da placenta (MC LEAN; REYES; VELARDE, 2017).
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A teoria mais aceita para a sua etiopatogenia €¢ a da invasdo trofoblastica anormal.
Durante a gestacdo normal, ocorre aumento do fluxo sanguineo uterino com o objetivo de
permitir a perfusdo do espaco interviloso da placenta e suportar o crescimento fetal. Sendo
assim, ocorre uma transformacao fisiologica das artérias espiraladas do Utero para que possa
receber esse aumento do fluxo sanguineo. Para isso, os trofoblastos invadem a parede arterial
e transformam as artérias espirais de didmetros estreitos para vasos de grande diametro,
permitindo a perfusdo adequada da placenta (REDMAN, 2011). No entanto, na PE a artéria
espiralada ndo realiza essa transformacdo fisioldgica, provocando uma isquemia
uteroplacentéria. Além disso, as artérias espiraladas ndo transformadas tornam-se propensas a
aterose, a qual caracteriza-se pela presenca de células espumosas na parede da artéria e pela
acumulacdo de depdsito de fibrina no lumen arterial. 1sso faz com que haja uma presenca de
macrofagos carregados de lipidios e infiltrados mononucleares (STAFF; DECHEND;
REDMAN, 2013). Essas lesdes assemelham-se com as placas ateroscleréticas, as quais supde-
se em serem responsaveis por diversos mecanismos presentes na PE, entre eles a reagdo
imunoldgica contra o tecido fetal, fluxo sanguineo anormal com caracteristicas de
cisalhamento e resposta inflamatdria sistémica (STAFF; DECHEND; REDMAN, 2013).

Além disso, a reducdo do fluxo sanguineo pode provocar um baixo crescimento fetal,
disfuncdo sistémica materna devida as substancias liberadas na placenta isquémica e
consequentemente os sintomas da PE. E importante salientar que essa falha na transformacéo
fisioldgica das artérias espiraladas ndo é exclusiva e nem suficiente para causar a PE. Isso
porque também observou-se a mesma falha em processos como aborto espontaneo,
deslocamento prematuro da placenta e trabalho de parto prematuro (KIM et al., 2002, 2003).
Entretanto, os mecanismos responsaveis pela falha na transformacéo fisioldgica das artérias
espiraladas ainda ndo foram elucidados. Existem linhas de pesquisa que indicam que 0S
trofoblastos, responséaveis pela transformacdo das artérias espiraladas, estejam anormais
provocando uma placentagéo deficiente. O grande aporte de sangue no espaco interviloso da
placenta gera um estresse oxidativo nos trofoblastos, promovendo a diferenciagéo
trofoblastica de um fenotipo proliferativo para um invasivo. Sendo assim, esses trofoblastos
invadem as artérias espiraladas (TROGSTAD; MAGNUS; STOLTENBERG, 2011). O
objetivo central da invasdo trofoblastica é fixar a placenta ao Gtero e transformar as artérias
espiraladas em vasos de baixa resisténcia. Consequentemente a invasao trofoblastica também
proporciona a comunicacdo com as células imunes da mée, producdo de hormonios e

citocinas, substituicdo das células endoteliais e angiogénese. Caso ocorra uma inadequada
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invasdo trofobléastica as consequéncias sdo um possivel aborto ou a perfusdo placentéria

continua de maneira ineficaz gerando a PE (REDMAN; SARGENT, 2010) (Figura 4).

Figura 4 — Estabelecimento da circulacéo intervilosa materna
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Fonte: Adaptacdo de Redman et al (2010).

Embora a invasdo trofoblastica anormal seja um precursor conhecido do
desenvolvimento da PE, ndo se sabe se a PE € a causa ou o resultado da hipdxia placentaria
(GRANGER; SPRADLEY; BAKRANIA, 2018; MAKRIS et al., 2007). O que é consenso
entre 0s pesquisadores € que a isquemia placentaria provoca a liberacdo de fatores endoteliais
prejudiciais a circulacdo materna. A reducdo do suprimento sanguineo para a placenta leva a
funcdo anormal de células endoteliais, possivelmente como resultado de estresse oxidativo.
Essa disfuncdo endotelial resulta em vasoconstricdo generalizada, ativacdo plaquetaria,
trombose e diminuicdo do volume plasmatico com subsequente reducdo do suprimento
sanguineo para multiplos 6rgdos. Sendo assim, a PE € caracterizada pela disfuncéo endotelial

generalizada e uma resposta inflamatdria sistémica exagerada (MEHER; DULEY, 2011)
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2.1.4 Fatores de risco

A identificacdo apropriada das gestantes que se encontram sob risco aumentado de PE
possibilita 0 encaminhamento adequado a assisténcia pré-natal, assim como um diagnoéstico e
inicio do manejo precoce. Entre os fatores de risco relevantes para o desenvolvimento da
doenca, destaca-se a ma-adaptacdo imunoldgica e a incompatibilidade genética.

Acredita-se que o risco que a nuliparidade provoca ao desenvolvimento da PE seja
devido ao mecanismo imunol6gico, uma vez que o organismo materno desenvolve tolerancia
aos aloantigenos paternos apés a exposicao ao liquido seminal. Sendo assim, uma prolongada
exposicdo ao sémen pode servir como maneira de diminuir o risco de desenvolvimento da PE
(REDMAN; SARGENT, 2010). Possivelmente esse mesmo mecanismo explique a maior
incidéncia de PE em gestantes que tiveram um menor tempo de coabitacdo sexual, que se
submeteram a processos de inseminacgdo artificial, utilizaram métodos contraceptivos de
barreira, mulheres multiparas que mudaram de parceiros da gestacdo anterior (REDMAN;
SARGENT, 2010). Além disso, estudos demonstram que existe 0 risco aumentado em
adquirir pré-eclampsia em 80% se o cdnjuge masculino ja teve uma gestacdo anterior que
resultou em PE. Com isso, acredita-se que o antigeno leucocitario humano (HLA) especifico e
fatores seminais (niveis mais baixos de TGF-B) estejam relacionados nessa predisposigdo
genética (BIGGAR et al., 2010).

Como a PE € considerada uma doenca multissistémica, diferentes fatores podem estar
relacionados com o risco de seu desenvolvimento. Entre eles destacam-se: idade materna
extrema (17 anos < ¢ > 35 anos), obesidade, diabetes gestacional e hipertensao cronica (MOL

et al., 2015).

2.2 PLAQUETAS

2.2.1 Aspectos gerais

Em 1862, Giulio Bizzozero, o chamado "pai da plaqueta”, descreveu um "elemento
morfologico” novo no sangue com um papel importante na hemorragia e trombose. Seriam
entdo, as plaquetas as quais sdo fragmentos citoplasmaticos dos megacariocitos
(MAZZARELLO; CALLIGARO; CALLIGARO, 2001). Esses estdo presentes na medula
Ossea e sua diferenciagdo e maturacdo depende da trombopoietina e de interleucinas (IL) IL-3,

IL-6 e IL-11. A fragmentacdo citoplasmatica dos megacaridcitos ocorre na medula 6ssea e as
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plaquetas sdo lancadas na circulacdo, isoladas ou agrupadas. Em condigdes normais, as
plaquetas apresentam didmetro de 3mm a 4mm e cerca de 1mm de espessura. Nao possuem
material nuclear e apresentam vida média de oito a dez dias. O intervalo de referéncia da
contagem de plaquetas no sangue periférico € de 150.000 a 400.000/uL (MCINTOSH et al.,
2018). Por muito tempo acreditou-se que as plaquetas apenas participavam do processo de
hemostasia (JURK et al., 2005). Atualmente, esté claro que elas exercem um papel essencial
nesse processo e apresentam outras funcBes importantes, como a manutencdo do tonus
vascular, por meio da secrecdo de diversas substancias incluindo serotonina, tromboxano e
prostaglandinas (PG) e a liberagdo de mediadores inflamatérios (KOSZALKA et al., 2004).

Estd bem estabelecida a participagdo das plaquetas como contribuidoras e
moduladoras de diversos distarbios, uma vez que secretam e expressam um grande nimero de
substancias mediadoras nos processos de coagulacdo, inflamacgdo, aterosclerose, podendo
incluir a doenca arterial coronariana, trombose venosa profunda, doencas mieloproliferativas,
fibrilacdo atrial, cancer, acidente vascular cerebral (AVC), infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), doenca renal, diabetes, doenca intestinal inflamatoria e
esclerose mdltipla (WACHOWICZ et al., 2016). A funcdo das plaguetas no processo
hemostatico inclui o recrutamento na circulacdo sanguinea para a matriz subendotelial sempre
que ocorre dano vascular e liberacdo de fator tissular (FT). Quando ativadas, as plaquetas
expressam rapidamente glicoproteinas (GP) de superficie que interagem com outras plaquetas,
endotélio vascular e células inflamatorias (PANKRATZ et al., 2016).

As reacOes plaguetarias sdo mediadas por moléculas de adesao expressas na superficie
que estabelecem interacfes entre plaquetas (homotipicas), leucdcitos, células endoteliais e
matriz extracelular (heterotipicas) (SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011). Uma
sucessdo de eventos incluindo contato, adesdo, ativacdo, secrecdo e agregacdo culmina na
formacdo do plug plaquetério, que impede temporariamente a perda sanguinea, conforme a
Figura 5.

As plaquetas possuem meia-vida curta de aproximadamente 10 dias (BRIGGS;
HARRISON; MACHIN, 2007). Em condi¢Ges normais, as plaquetas ndo séo ativadas pela
superficie endotelial. A camada endotelial monocelular atua como uma superficie
antitrombotica, na medida em que ndo permite a interacdo das plaquetas com as proteinas
subendoteliais e pela producdo de prostaciclina 12 e oxido nitrico, ambos inibidores da
ativacdo plaquetéria. As células endoteliais também expressam a enzima CD39, que converte
adenosina trifosfato (ATP) em adenosina difosfato (ADP) e esta em adenosina monofosfato
(AMP), evitando a ativacdo plaquetaria pelo ATP e ADP (OQUELLI et al., 2007). A presenca



32

de mecanismo enzimatico que hidrolisa ADP na circulacdo é muito importante para limitar a
agregacdo plaquetéaria e consequentemente a formagdo de trombo (SEMPLE; ITALIANO;
FREEDMAN, 2011).

Figura 5 — Func6es plaquetarias na hemostasia
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Fonte: Adaptacdo de Semple et al (2011).

Na presenca de dano ou trauma vascular, as proteinas subendoteliais, como o fator de
Von Willebrand e o colageno, sdo expostas e a adesdo plaquetaria ocorre com a finalidade de
promover a cicatrizacdo tecidual. A interacdo entre estas proteinas e as plaquetas acontece
através de diversos receptores na superficie plaquetaria (GPlba, GPVI a2p1) e, concomitante
a adesdo, ocorre a ativacdo plaquetaria. Multiplas vias metabolicas séo estimuladas, causando
um aumento na concentracdo intracelular de célcio. Este aumento ativa a fosfolipase A2 e a
actina-miosina ATPase, levando a formacdo de tromboxano A2 e & alteracdo na conformacéo
das plaguetas, respectivamente. Quando ativadas, as plaquetas liberam o contetdo de seus
granulos (ATP, ADP, serotonina, calcio, fibrinogénio, fator de Von Willebrand, citocinas e
fatores pro-tromboticos), o que proporciona seu aumento volumétrico e reatividade. A
conexao entre as plaquetas para a formacdo desse agregado ocorre atraves da ligagédo entre o
fibrinogénio e o receptor da glicoproteina Ilb/lIlla (NURDEN, 2011). Com isso, as plaquetas
tambem contribuem para a hemostasia secundaria, ativando a cascata da coagulacéo, na qual
ocorre a formacéo do coagulo de fibrina, tamponando de forma mais eficiente o local lesado,

conforme a Figura 6.
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Figura 6 — Ativagéo da cascata de coagulagéo
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Fonte: Adaptacdo de Marshall et. al. (2003).

2.2.2 Gestacdo e o envolvimento de plaquetas

A gestacdo normal estd associada a um estado inflamatério e a exacerbacdo da
coagulacdo. A hipercoagulabilidade visa proteger a mulher de uma potencial hemorragia no
momento do parto. Um aumento fisiol6gico na concentracdo de varios fatores da coagulacao e
uma hiperativacdo plaquetaria, mediada pela elevacéo de célcio, tem sido observado ao longo
da gestacéo (SOUZA; BATISTA FILHO; FERREIRA, 2002).

Um papel importante na fisiopatologia da pré-eclampsia tem sido atribuido as
plaquetas. Isso porque se acredita que a ativagdo e agregagdo das plaquetas precedam o
aparecimento dos sintomas clinicos (CHAIWORAPONGSA et al., 2014). Atualmente, esta
bem estabelecido que as plaquetas, além da acdo essencial no processo hemostatico,
participam da resposta inflamatéria (FREITAS et al., 2014). A contagem de plaquetas
normalmente decresce na PE, mas somente cerca de 18% das pacientes desenvolvem
plaquetopenia (BERGMANN; RATH, 2015; LEAL et al., 2007). Alguns mecanismos tém
sido propostos para explicar a plaquetopenia, como a geracdo de trombina na presenca de

imunocomplexos circulantes e lesdo vascular, a agregacdo plaquetéria e a destruicdo mediada
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por mecanismos imunes. Na PE, a membrana plaquetaria apresenta uma composic¢éo lipidica
anormal, com um aumento da relacdo colesterol/fosfolipide, aumento da atividade da proteina
quinase C no citosol e na membrana das plaquetas, além de uma reducdo da atividade da
Na'/K* ATPase. No entanto, a atividade da Ca?* ATPase permanece elevada como na
gestacdo normal (KAZMI et al., 2011).

Dados da literatura revelam que as desordens hipertensivas na gestacdo cursam com
ativacdo plaquetaria, elevacdo dos niveis de fibrinogénio e moléculas de adeséo, derivadas do
endotélio vascular (GARDINER; VATISH, 2017). Com a ativacdo plaquetaria ocorre uma
mudanca conformacional da GPIIb/Illa, localizada na superficie das plaquetas, favorecendo a
ligagdo ao fibrinogénio, a agregacdo plaquetéaria e liberacdo do conteido dos seus granulos. A
degranulacdo contribui para alteracGes vasculares placentarias e sistémicas, especialmente
pela liberacdo de substancias vasoativas, mitogénicas e mioproliferativas, como o TXAZ2,
fatores de crescimento e de transformacédo derivados das plaquetas e de B-tromboglobulina
(LATTOVA et al., 2013). As alteracdes plaquetarias maternas na PE também podem
repercutir no neonato. Um estudo realizado em gestantes com PE e gestantes saudaveis, e seus
respectivos neonatos, revelou um aumento da expressdo de CD62P, CD63, CD41, CD9 e
CD36 em gestantes saudaveis e seus neonatos apds ativacdo in vitro das plaquetas com
trombina. Os neonatos de mulheres com PE, entretanto, apresentaram menor expressdo de
CD62P, CD63, CD9 e CD36. Além disso, as plaquetas foram menos responsivas a ativacdo in
vitro. Esses achados sugerem que a PE influencia a expressdo de GP de superficie plaguetaria
nas gestantes e nos seus neonatos, que podem apresentar a funcdo das plaquetas alterada,
contribuindo para um risco adicional de sangramento em neonatos trombocitopénicos
(PALTA et al., 2015).

2.3 INDICES PLAQUETARIOS

Algum tempo atras, os estudos plaquetarios limitavam-se, principalmente, a contagem
de plaquetas e as referéncias morfologicas sobre macroplaquetas, satelitismo e agregacéao
plaquetdria. Com o surgimento dos analisadores hematolégicos de segunda geracdo, na
década de 1980, tornou-se possivel a medicdo automatica de varios parametros (CRABBE;
POUCKE, 2002). Entre esses indices, vem merecendo destaque o Volume Plaquetario Médio
(VPM), por se tratar de uma variavel biologica que determina a funcdo e a atividade
plaquetéria (SANTOS; FILHO, 2004). Além disso, a contagem das plaquetas imaturas (IPF)
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através de uma marcacdo fluorescente tem sido uma importante ferramenta de avaliacdo de
trombocitopoiese (BRIGGS; HARRISON; MACHIN, 2007).

2.3.1 Volume Plaquetario Médio e a Associacdo com Patologias

O VPM é um parametro universalmente disponivel nas contagens de sangue de rotina
por hemogramas automatizados e, portanto, € um indice atraente para estudar em cenarios
clinicos (BUYUKKAYA et al., 2014). O VPM é um parametro fornecido no hemograma que
ndo gera custos adicionais para o laboratorio. Esse pardmetro € um sensivel indicador de
desordens plaquetérias in vivo, no entanto, € tecnicamente dificil sua avaliacéo in vitro devido
aos interferentes analiticos, como o tempo de armazenamento da amostra e 0 uso de
anticoagulantes.

O VPM apresenta relacdo inversamente proporcional a ploidia do megacariécito.
Além disso, possui uma correlagdo ndo linear com a contagem das plaquetas, ja que
representa a renovacdo das mesmas (KASHANIAN et al., 2013). Este parametro é
correlacionado com a funcdo plaguetaria e pode ser um indice mais sensivel que o nimero de
plaquetas, como marcador de interesse clinico em diversas desordens. O volume plaquetario
elevado por ser encontrado em diabetes (SCHMOELLER et al., 2017; ZHOU et al., 2018),
doencas cardiacas (SANSANAYUDH et al, 2014; VAROL; OZAYDIN, 2014),
hipertireoidismo (BALDANE et al., 2015; BAYHAN et al., 2016), esplenectomia (GRADY
et al., 1985), virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (NKAMBULE; DAVISON; IPP, 2015;
QADRI et al., 2013) e purpura trombocitopénica idiopatica (LEE; KIM, 2010; NTAIOS et al.,
2008).

O tamanho das plaquetas, avaliado através do VPM, pode ser considerado um
marcador de ativacdo plaquetaria uma vez que as plaquetas de tamanho maior se tornam mais
reativas, produzem mais fatores pré-tromboticos, agregando mais facilmente (COLKESEN et
al., 2008). As macroplaquetas apresentam um tamanho de 4 a 7um de didmetro e plaguetas
gigantes maiores que 7 um, geralmente 10 a 20 um. Embora a avaliagdo cuidadosa no
tamanho, em uma distensdo sanguinea, seja rapida e acurada, acaba sendo subjetiva, uma vez
que a morfologia é enganosa para a estimativa do tamanho plaquetario. Isso se deve pelo fato
de que plaquetas grandes sejam mais atrativas que 0s menores, entdo, frequentemente quando
uma distensdo ¢ lida, mostra erroneamente “plaquetas gigantes” (VAN DER MEER;
MACKENZIE; DINNISSEN, 2003). O uso de VPM, determinado pelos analisadores

hematoldgicos, melhoraré a descricdo de varias desordens plagquetérias.
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Como ja& discutido anteriormente, durante a pré-eclampsia ocorre um processo
sisttmico de disfuncdo endotelial. Como consequéncia, havera uma destruicdo em massa das
plaquetas o0 que reduz a sua vida util. Observa-se, o0 aumento do tamanho das plaquetas
durante a pré-eclampsia, uma vez que as plaquetas mais jovens sdo maiores que as plagquetas
adultas. Estudos tém demonstrado que os valores do VPM estdo proporcionalmente
aumentados em relacdo a gravidade da pré-eclampsia quando comparados a um grupo de
gestantes normotensas (KASHANIAN et al., 2013; YANG et al., 2014). Apesar de haver um
aumento de VPM, a utilizacdo desse parametro como teste de triagem possui algumas
limitacdes. Embora o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) seja o anticoagulante de
escolha para a contagem de células sanguineas, pode induzir alteracbes na forma e na
ultraestrutura das plagquetas, devido ao tempo e temperatura, tornando-as esféricas
(KASHANIAN et al., 2013). Logo o indice, VPM ¢é considerado bastante instavel e pouco
confidvel (DASTJERDI; EMAMI; NAJAFIAN, 2016).

2.3.2 Plaquetas imaturas

As plaquetas imaturas (IPF) sdo plaquetas maiores e mais reativas do que as plaquetas
maduras. Essas plaquetas jovens possuem pequena quantidade de mRNA residual (&cido
ribonucleico), o qual é rapidamente degradado apds a liberacdo das plaquetas na circulagéo.
Esse residuo pode ser facilmente detectado utilizando marcacdo de esfregacos sanguineos
com corantes supravitais, como o azul de metileno, ou através de corantes fluorescentes e até
mesmo fazendo o uso da citometria de fluxo. Utilizando esta ultima metodologia, a contagem
da fracdo de plaquetas imaturas tem um grande potencial clinico (BRIGGS; HARRISON;
MACHIN, 2007).

As IPFs sdo analogas aos reticuldcitos da série dos eritrocitos, também chamadas de
plaquetas reticuladas. O nimero de IPFs reflete 0 grau de atividade da trombopoiese e pode
ser utilizado para distinguir as causas de trombocitopenia (JUNG, et al. 2010) sendo um
parametro mais estavel que o VPM (BRIGGS, et al., 2004). Quando a trombocitopenia for
causada por falha na medula éssea o percentual de IPFs estara diminuido, enquanto que no
caso da trombocitopenia causada por destruicdo periférica, o percentual de IPFs estara
aumentado (JUNG et al., 2010).

Outra importante utilizacdo deste pardmetro € o monitoramento da recuperacdo da
medula dssea apos o transplante. Nesse procedimento, observou-se que a contagem de IPFs se

recupera significativamente mais rapido que a contagem total de plaquetas (ML et al., 2006).
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Elas sdo também utilizadas no monitoramento de transfusdes sanguineas, implementando uma
politica de transfusdo profilatica de plaquetas mais controlada e definindo limites de
contagens especificos, principalmente quando a recuperagdo plaquetaria é iminente. Auxilia
também na reducédo do uso de concentrados plaquetarios e as possiveis infec¢es adquiridas
por transfusdo (BRIGGS; HARRISON; MACHIN, 2007). Pacientes que possuem a atividade
do megacariécito diminuida possuem plaquetas com pouco RNA em seu citoplasma engquanto
que, quando a atividade do megacaridcito estd elevada ocorre um aumento do RNA
citoplasmatico. Estas plaquetas sdo quantificadas nos novos aparelhos automatizados que
empregam citometria de fluxo fluorescente, através da IPF. A IPF é fornecida em
porcentagem e em valores absolutos. O valor de referéncia para mulheres deste parametro
varia de 3,3 - 6,4% (CUI et al., 2017).

A metodologia utilizada para a obtencdo da IPF é a citometria de fluxo com
fluorescéncia oOtica, utilizando corantes especificos, 0 polimetina e o oxazina. Estes dois
corantes penetram no citoplasma das plaquetas e dos eritrécitos corando o RNA das mesmas,
sendo a metodologia utilizada também para contagem de reticulécitos. As células passam
através de um feixe de laser semicondutor onde o volume celular e a intensidade da
fluorescéncia gerada sdo mensurados. Apos, um algoritmo informatizado separa as plaquetas
maduras das plaquetas imaturas. Este processo de separacdo é realizado através das cores, as
plaquetas imaturas sdo plotadas com pontos verdes, enquanto as plaquetas maduras séo
plotadas com pontos azuis, conforme Figura 7.

Figura 7 — Citograma da contagem éptica de plaquetas pelo analisador hematoldgico Sysmex
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Estudos demonstraram a diminuicdo das plaquetas circulantes e um aumento do VPM
em mulheres com pré-eclampsia (DUNDAR et al., 2008; FREITAS et al., 2013; JAREMO et
al., 2000), mas raros sdo os dados sobre plaquetas imaturas. A contagem das plaquetas e
mensuracdo dos indices plaquetarios sdo métodos rapidos, baratos e de facil obtencdo em
laboratérios e hospitais que trabalham com tecnologia avancada de automacéo, podendo ser
atil, como teste de triagem, para identificacdo precoce de pré-eclampsia e eclampsia
(ANNAM; SRINIVASA; YATNATTI, 2011).

2.3 SISTEMA PURINERGICO

O sistema purinérgico envolve trés principais componentes: nucleotideos e
nucleosideos extracelulares com os mediadores da sinalizacdo (receptores, através dos quais
estes nucleotideos e nucleosideos exercem seus efeitos) e as ectoenzimas, responséveis pelo

controle dos niveis extracelulares destas moléculas (YEGUTKIN, 2008) (Figura 8).

Figura 8 — Sinalizacdo purinérgica
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O sistema purinérgico € caracterizado por ser uma via de sinalizacdo importante em
diversos tecidos, desencadeando mudltiplos efeitos celulares, incluindo resposta imune,
inflamacdo, dor, agregacdo plaquetaria, vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacédo e
morte celular (RALEVIC; BURNSTOCK, 2003). Quando ativadas, as plagquetas liberam
nucleotideo adenosina trifosfato (ATP) na circulagdo (SUN et al., 2012). O ATP exerce
efeitos na tromborregulagdo, pois é liberado dos grénulos plaquetérios, juntamente com a
adenosina difosfato (ADP), no momento que ocorre ativacdo das plaquetas (SOSLAU, 1997).
O ADRP, nas plaquetas, age como um importante mediador da agregacdo plaquetaria e da
tromborregulagdo, podendo ser liberado na circulagdo sanguinea apés danos teciduais
(ZIMMERMANN, 1999). Em situac¢@es de disfuncdo ou dano vascular, o ADP é liberado do
interior de granulos existentes nas plaquetas, sendo entdo considerado o agonista mais
importante do recrutamento plaquetario e o indutor da formacdo de trombos no interior de
vasos (MARCUS et al., 2003). J& o AMP é um metabolito intermediario da hidrélise do ATP
(BARSOTTI; IPATA, 2004) que exerce a funcédo de sinalizador em situagdes de desequilibrio
no metabolismo, servindo também como substrato para a formacdo da adenosina (CUNHA,
2001). A adenosina € reconhecida por possuir propriedades anti-inflamatérias (CRONSTEIN,
1994), vasodilatadoras, neuroprotetoras (JACOBSON; GAO, 2006) e imunossupressoras (J
SPYCHALA, 1997), além de atuar como um potente inibidor da agregacdo plaquetéria
(BOROWIEC et al., 2006). Em condicGes fisioldgicas, os nucleotideos e nucleosideo da
adenina sdo encontrados no meio extracelular em baixas concentracdes ndo atravessando a
membrana celular, mas podendo realizar suas acGes biolOgicas através de receptores
especificos presentes na superficie celular, denominados receptores purinérgicos (VIRGILIO
et al., 2001). O ATP extracelular e seus metabdlitos sdo reconhecidos por duas familias de
receptores purinérgicos, P1 e P2, presentes na superficie de diversas células cujos membros
sdo ativados pela adenosina e por ATP e ADP, respectivamente (BURNSTOCK, 2015). Os
purinoreceptores P2 podem ainda ser divididos em duas subclasses: acoplados a proteina G
(metabotropicos), chamados de P2Y e os ligados a canais ibnicos, designados P2X (LA
SALA et al., 2003). Em especial, o receptor subtipo P2X7 pode funcionar como um poro
ibnico ndo-seletivo em mastécitos, plaquetas, macréfagos e linfécitos (DUBYAK, 1993;
VIRGILIO et al., 2001). A liberacdo de grande quantidade de ATP intracelular durante o
processo inflamatorio aumenta a sinalizagdo purinérgica através da ativacéo do receptor P2X7
desencadeando eventos pro-inflamatorios. A liberagdo da principal citocina, a IL-1p, durante
0 processo inflamatdrio, estd associada com a atividade do receptor P2X7 (LISTER et al.,

2007). Estudos relacionando a ativacdo do receptor P2X7 a liberacdo e ativacdo de outras
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citocinas como IL-1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-13, IL-18 e TNF-a também tém sido descritos
(JACOB; NOVO; BACHERT, 2013; LOOMIS et al., 2003; MEHTA; HART; WEWERS,
2001; SMITH; ALVAREZ; ESTES, 2001).

O controle dos niveis extracelulares dos nucleotideos da adenina e da adenosina, bem
como a consequente sinalizagdo purinérgica por eles induzida através dos receptores, é
fundamental na manutencdo dos processos fisioldgicos de sinalizagcdo purinérgica como
secrecdo, inflamacdo, fluxo sanguineo, dentre outros (ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006). Este controle é realizado por uma variedade de enzimas ancoradas a
superficie celular ou localizadas no meio intersticial de forma soltivel (ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006). Essas enzimas sdo conhecidas como ectonucleotidases e podem ser
classificadas como E-NTPDase (nucleosideo trifostato 5’-difosfohidrolase ou apirase; EC
3.6.1.5), E-NPP (nucleosideo pirofosfato/fosfodiesterase; EC 3.1.4.1), fosfatases alcalinas e
Ecto-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5) sendo amplamente distribuidas nos tecidos
(ZIMMERMANN, 1999).

Estas enzimas atuam formando uma cadeia enzimatica que tem inicio com a acdo da
E-NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrdlise do ATP e do ADP, formando AMP. A
seguir a enzima Ecto-5’-nucleotidase hidrolisa a molécula do AMP formando adenosina
(GODING, 2000; ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). Ainda, seguindo a
sequéncia de degradacdo dos nucleotideos, a enzima E-ADA (adenosina desaminase; EC
3.5.4.4) regula as concentracBGes de adenosina, através da conversdo em inosina (BOURS et
al., 2006).

Aléem de possuirem papel essencial na regulagdo dos niveis de nucleotideos e
nucleosideo da adenina, as ectoenzimas possuem acgdes extremamente importantes no sistema
imunoldgico. A E-NTPDase é conhecida como um marcador de superficie celular (CD39). No
sistema vascular, a NTPDase-1 desempenha um papel importante no sistema hemostético,
uma vez que ela controla os efeitos pré-tromboticos e pré-inflamatorios de nucleotideos como
0 ATP e o ADP, prevenindo assim a formacdo de coagulos e a vaso-oclusdo (YEGUTKIN,
2008). Por sua vez, a enzima Ecto-5’-nucleotidase € um marcador de superficie celular
(CD73) e a principal fonte enzimatica de adenosina no meio extracelular, enquanto a ADA,
tornou-se conhecida como um marcador molecular de ativacédo de células T (FRANCO et al.,
1997), sendo que alteragdes em sua atividade tém sido consideradas indicadores de disturbios
imunolégicos (POURSHARIFI et al., 2009).

O sistema purinérgico desempenha fungdo importante na manutencdo da hemostasia

normal, prevenindo excessiva agregacdo plaquetaria e estando relacionado a resposta
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inflamatoria. Tendo em vista que o quadro de disfuncdo generalizada no endotélio, durante o
processo de pré-eclampsia, pode ser responsdvel por todos os aspectos clinicos dessa
sindrome torna-se de interesse cientifico a avaliacdo da sinalizacdo purinérgica nas pacientes

acometidas com essa alteracdo patoldgica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os indices plaquetarios, atividade da E-NTPDase e da Ecto-5'-nucleotidase em
plaquetas de gestantes normotensas e com pré-eclampsia

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a agregacdo plaquetaria em gestantes normotensas e com pré-eclampsia;

- Determinar os valores de IPF e VPM em gestantes normotensas e com pré-eclampsia;

- Avaliar a atividade e a expressdo das enzimas E-NTPDase e E-5-nucleotidase em plaquetas
de gestantes normotensas e com pré-eclampsia;

- Correlacionar os parametros de agregacdo plaquetéria, IPF e a atividade e expressdo das
enzimas E-NTPDase e E-5-nucleotidase;

- Verificar relacdo do envolvimento do sistema purinérgico entre os fatores de risco e o

surgimento da pré-eclampsia.
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4 MANUSCRITOS

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob forma de dois
manuscritos. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliogréaficas, encontram-se compondo os proprios manuscritos e representam a integra deste
estudo.

Os manuscritos estdo estruturados de acordo com as normas das revistas cientificas
para os quais foram submetidos: Blood Coagulation & Fibrinolysis, (Manuscrito 1) e Journal

of Applied Biomedicine (Manuscrito ).

Manuscrito I: Preeclampsia: relationship between platelet parameters and system purinergic.

Manuscrito I1: Preeclampsia: risk factors associated of purinergic system.
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Abstract

Background: Haemostatic and immunological changes occur during pregnancy and are
exacerbated in pregnant women with hypertensive disorder, and with preeclampsia (PE). We
investigated platelet indices, E-NTPDase and Ecto-5-nucleotidase activity in platelets of
normotensive pregnant women and with PE. Methods: Platelet aggregation, immature platelet
fraction (IPF), adenosine deaminase activity (E-ADA), activity and expression of E-NTPDase
(CD39) e E-5’-nucleotidase (CD73) and platelet activation marker (CD63) were measured in
150 woman divided into three groups: non-pregnant woman (nonP), normotensive-pregnant
(NP) and preeclamptic woman (PE). Results: The results showed an increase of 74% and 72%
of platelet aggregation after addition of 5 uM and 10uM, respectively, of the adenosine
diphosphate agonist (ADP); reduction of 9% platelet counts; 39% increase in IPF; 7-fold
increase in ADA activity; reduction of 37% and 36% of ATP and ADP hydrolysis,
respectively; correlation between platelet count, activation markers and activity and
expression of enzymes in pregnant women with pre-eclampsia. Conclusions: Our results
demonstrate a direct relationship between increased platelet aggregation, IPF and ADA
activity. In addition, it was found that PE is associated with a greater number of correlations
suggesting that the process is multifactorial. It is possible that analysis these parameters may

be useful peripheral markers of PE.

Keywords: preeclampsia, immature platelet fraction, platelets, adenosine deaminase activity,

purinergic system, platelet activation markers, biomarker
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Introduction

Gestational hypertensive disorders are one of the leading causes of fetal-maternal
morbidity and mortality [1]. The aetiology of preeclampsia (PE) is unknown, and its
pathophysiological mechanisms are related to placental ischaemia, inflammation, and changes
in coagulation [2-4]. These mechanisms appear to be a consequence of a complex interaction
of the placental and maternal tissue, leading to generalised endothelial dysfunction [5-6]. This
causes a further accentuation in the normal shift of haemostatic equilibrium toward
hypercoagulability.

Hypercoagulability is observed in normal pregnancies, however, this phenomenon is
potentiated in PE [7]. Platelet aggregation can be stimulated by some substances, including
collagen, adenosine diphosphate (ADP), epinephrine, thrombin, and serotonin. Platelet
adhesion may therefore trigger homeostasis and thrombosis in endothelial cells. Three major
thromboregulatory mechanisms exist that are associated with the vascular endothelium,
including endothelial release of endothelium-derived relaxing factor, nitric oxide,
ectonucleotidases and eicosanoids [8].

Thrombus formation causes endothelial damage which can generate a vascular response
through extracellular adenine nucleotides, such as adenosine triphosphate (ATP), adenosine
diphosphate (ADP) and adenosine, which interact with specific platelet and endothelial cell
receptors [9]. In the vascular system these molecules participate in platelet activity, and ADP
is involved in the recruitment and aggregation of platelets [10]. In addition, these molecules
also participate in the activation or inhibition of the immune system. Depending on the
concentration, ATP has pro-inflammatory functions, as it is responsible for the stimulation
and proliferation of lymphocytes, these cells being involved in the release of cytokines [11].
Meanwhile, adenosine appears as an anti-inflammatory molecule [12]. Adenine nucleotides

and adenosine released into the extracellular space play their biological roles through their
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binding to the purinergic receptors present on the cell membrane [13]. These enzymes act
together, forming an enzymatic chain that begins with the action of E-NTPDase (EC 3.6.1.5)
and E-NPP, which hydrolyze ATP, forming the AMP. Eight subtypes of E-NTPDase are
known, and E-NTPDase-1, which is known as CD39, plays a critical role in modulating the
effect of ATP in inflammation. E-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5), also known as CD73,
hydrolyzes AMP to adenosine and is involved in immunomodulation and inflammatory
processes [10]. Finally, adenosine is deaminated by Ecto-adenosine deaminase (E-ADA; EC
3.5.4.4) in inosine [14]. Adenosine is an endogenous regulatory metabolite and inhibitor of
platelet aggregation. Thus, ADA removes the adenosine produced by further degradation of
ATP and ADP, thereby rendering it unavailable to reduce the degree of aggregation that
occurs through an effect on cyclic platelet adenosine monophosphate [15]. Leal et al.[16]
demonstrated an increase in ADA activity with the consequent hydrolysis of adenosine in
pregnant women with PE, suggesting serum ADA activity and the aggregation of peripheral
markers of pregnancy are associated with PE. In addition, the purinergic cascade is still
controlled by enzymes that regulate levels of other purines known as hypoxanthine, xanthine
and uric acid, the latter being a potent antioxidant molecule [17].

Due to exaggerated platelet aggregation, thrombocytopenia is commonly observed in
pregnant women [18]. The immature platelet fraction (IPF) corresponds to the level of platelet
production in the bone marrow. It reflects the stage of thrombopoiesis and can be used to
distinguish the causes of thrombocytopenia, as it is a more stable parameter than mean platelet
volume (MPV) [19,20]. Studies suggest that IPF and MPV would be increased and total
platelet numbers decreased in hypertensive compared with normotensive pregnancy [19].

In addition to their value in understanding the pathophysiology of PE, some markers of
these changes can also be used for the clinical management of complicated pregnancies. Since

purinergic system enzymes are present in the platelet membranes, playing an important role in
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the maintenance of normal hemostasis and in the inflammatory response, it is relevant and of
scientific interest to evaluate the activity of the ectonucleotidases involved in the degradation
of nucleotides and nucleoside adenine in pregnant women with preeclampsia.

Considering that hemostatic and inflammatory changes associated with normal
pregnancy are more exacerbated in PE, it becomes relevant to study these mechanisms as a
way of understanding the profile of this imbalance and act preventively. Therefore, this study
proposes analyze the relationship between platelet parameters, as well as activity and
expression of E-NTPDase and Ecto-5'nucleotidase were performed in normotensive-pregnant

and preeclamptic woman.

Methods
Chemicals

Adenosine nucleoside, Coomassie Brilliant Blue G, and bovine serum albumin were
obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) and ADP was obtained from Chrono-Log
Corporation (Havertown, USA). All other reagents were of analytical grade and of the highest

purity available.

Patients

A cross-sectional study was conducted on 150 women. Patients were divided into three
groups: non-pregnant woman (nonP, n = 50), normotensive-pregnant (NP, n = 50) and
preeclamptic woman (PE, n = 50). Normotensive-pregnant and woman non-pregnant woman
were recruited at the Basic Health Unit Wilson Noal, Santa Maria, RS and preeclamptic
woman were recruited at the Federal University of Santa Maria Santa Maria, RS, Brazil, and
all participants signed an informed consent form. The Human Ethics Committee of the Health

Science Centre from Federal University of Santa Maria, protocol number
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42347615.6.0000.5346, Brazil, approved the protocol. Each group was carefully selected by a
clinical evaluation. None of these women had other relevant disease states. Women with an
unfavourable outcome of pregnancy were excluded from the investigation. Inclusion of
women sought to maintain similarity of age and gestational age among the groups, seeking
greater homogeneity among subjects. Blood samples from pregnant women were obtained
from the twentieth week of gestation.

The NP group consisted of pregnant women (simple pregnancy), with systolic/diastolic
blood pressure < 120 x 80 mmHg and no proteinuria. The PE group was selected based on the
criteria of the National High Blood Pressure Education Program Working Group on High
Blood Pressure in Pregnancy [16]. PE was defined as systolic and diastolic blood pressure of
> 140 x 90 and/or > 90 mmHg, respectively, accompanied by proteinuria > 0.3 g/24 h after 20

weeks of gestation.

Blood samples

Peripheral blood (10 mL) was collected by venous puncture from the antecubital region
into one Vacutainer® tube containing 5% ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) and two
Vacutainer® tubes containing 0.126 M sodium citrate anticoagulant (1:9). The samples
obtained from each participant were used for the preparation of platelet-rich plasma (PRP)
and platelet-poor plasma (PPP). Biochemical and haematological parameters were

subsequently determined in EDTA blood.

Platelet aggregation
For platelet aggregation, 4 mL of blood in the Vacutainer® system was treated with
0.126 M sodium citrate anticoagulant (1:9). Was analyzed by the method of Born and Cross

[21] across turbidimetric measurement with a Chrono-log optical aggregometer,
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AGGRO/LINK® Model 810-CA software for Windows (version 5.1). PRP was prepared by
centrifugation for 12 min at 1000 rpm and PPP was prepared by centrifugation of the sample
at 3700 rpm for 30 min. After calibration of the aggregometer, the patient's data concerning
the assays and reagents were entered on a computer coupled to the equipment, and the
patient's test was performed. Aggregation was measured at 37°C and expressed as the
maximal percentage change in light transmittance from baseline at 5 min after the addition of
5 and 10 uM of the agonist ADP, with PPP as a reference. The results were expressed as

percentage of aggregation.

Immature platelet fraction (IPF) and mean platelet volume (MPV)

The evaluation of IPF was performed within 2 h of the collection of 2 mL of blood in
tubes with EDTA using the XE-5000® (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) automated
hematology system. The platelets and platelet index counts were conducted using the
impedance method, which also provided MPV and platelet distribution width (PDW). IPF was
quantified using the optical fluorescence method conducted in the reticulocyte/optical platelet
channel of the same equipment. In this approach, a polymethine fluorescent dye is used to
stain the DNA and RNA of the reticulated cells, platelet membranes, and granules. This
method allows the simultaneous counting of reticulocytes, erythrocytes, and fluorescent

platelets.
Coagulation parameters
Prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin (PTT) and fibrinogen were

determined in the samples containing citrate through automated system ACL TOP 300 IL.

Platelet preparation
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For platelet isolation, platelets were separated from PRP from the collector in the
vacutainer system with 0.126 M sodium citrate anticoagulant (1:9) according to Pilla et al.
[22] with modifications by Lunkes et al. [23]. Initially, whole blood was centrifuged for 12
min at 1000 rpm to obtain PRP. The PRP was centrifuged at 3700 rpm for 30 min, washed
twice with 3.5 mM HEPES buffer containing 142 mM NaCl, 2.5 mM KCI, and 5.5 mM
glucose, and centrifuged at 3500 rpm for 10 min. The washed platelets were resuspended in
HEPES buffer and the protein concentration was adjusted to 0.4-0.6 mg/mL and used to

determine enzymatic activities.

Protein determination

Protein content was measured by the Coomassie Blue method according to Bradford
[24], using bovine serum albumin as the standard. This assay is based on the binding of the
dye Coomassie Blue G-250 to protein, which is accompanied by measurement of the

absorbance maximum of the solution at 595 nm.

Determination of enzymatic activity of E-NTPDase and E-5'-nucleotidase in platelets

The enzymatic activity of E-NTPDase in platelets was performed in duplicate and
determined by colorimetric assay by quantifying the inorganic phosphate released in the
nucleotide hydrolysis reaction, according to Pilla et al. (1996) and Ecto-5'-nucleotidase by the
same method, but with some modifications, and the colorimetric assay according to Chan et

al. (1986).

ADA assay
ADA activity from platelets was determined as described by Guisti and Galanti [25].

This method is based on he direct measurement of the formation of ammonia, which is
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produced when ADA acts in excess of adenosine. Briefly, 50 uL of platelets was reacted with
21 mmol/L of adenosine (pH 6.5) and incubated at 37°C for 1 h. The reaction was stopped by
the addition of 106 mM sodium nitroprussiate and 167.8 mM hypochlorite solution.
Ammonium sulfate (75 mM) was used as the ammonium standard. All experiments were
performed in triplicate and the values were expressed in nmol/NHs/min/mg of protein. One
unit (1 U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1 mmol of

ammonia per min from adenosine at standard assay conditions.

Determination of expression of CD39, CD63 and CD73 in platelets by flow cytometry
E-NTPDase (CD39), E-5'-Nucleotidase (CD73) and CD63 expressions were assessed
by flow cytometry. The cells were then incubated with anti-CD39, anti-CD73 and anti-CD63

and were analyzed by flow cytometry using the BD Accuri C6 flow cytometer.

Statistical analysis

Normality of data was evaluated using the Kolmogorov—Smirnov test. The data were
analyzed using unpaired one-way analysis of variance followed by Tukey. The results were
given as mean = standard error of the mean (mean + SEM) or median % interquartile range
and values of P < 0.05 were considered significant. Pearson’s test correlation analysis was
used to evaluated the correlation. Should be noted that in some analyzes there were not

enough samples, so n is reduced.

Results
Subjects

The demographic and clinical data are shown in Table I. There were significant

*kk

differences in the PE group in terms body mass index (31.92; SEM = 0.82; n =50; " P <
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0.001), systolic blood pressure (159.00; SEM = 3.31; n = 50; P < 0.001), diastolic blood

*k*k

pressure (99.80; SEM = 3.35; n =50; P < 0.001), compared with the nonP group. However,
there were no significant differences between groups in terms of nulliparity, gestational age

and previous abortions.

Platelet aggregation

Platelet function was assessed by monitoring platelet aggregation in response to
stimulation by ADP. Using 5 uM of ADP as agonist, the percentages of platelet aggregation
presented an increase of 73.60% in the PE group (66.80; SEM = 7.69; n = 15; P < 0.001)
compared with the NP group (38.47; SEM = 2.30; n = 15; “P < 0.05) and 2-fold higher

*kk

compared with the nonP group (29.47; SEM = 3.13; n = 15; " "P < 0.001) (Figure 1A). Figure
1B shows the percentage of platelet aggregation when 10 pM of ADP was used as an agonist.
Percentages of platelet aggregation presented an increase of 72.18% the PE group (66.24;
SEM = 6.86; n = 15; ""P < 0.01) compared with the NP group (38.47; SEM =3.36; n=17; 'P

*k*k

< 0.05) and 2-fold higher compared with the nonP group (32.76; SEM = 2.57; n = 17; " P <

0.001).

Coagulation parameters

The coagulation parameters, platelets, PT and fibrinogen, they are altered in patients
with PE (Table 2). Platelets were reduced by 18.70% in the PE group (196.70 x 10 puL; SEM
= 7.30; n = 50; "P < 0.05) compared with the NP group (233.60 x 10% puL; SEM = 8.81; n =
50; P < 0.05) and 28.10% compared with the nonP group (273.60 x 10% pL; SEM = 9.46; n =
50; "P < 0.05). An increase of 36.10% and 38.70% of the fibrinogen in the PE group (438.5

KKk

mg/dL; SEM = 11.27; n =50; " "P < 0.001) and NP group (446.90 mg/dL; SEM =7.92; n =

*k*k

50; " P < 0.001), respectively, was observed when compared to the nonP group (322.2
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mg/dL; SEM = 39.64; n = 50). However, there no was significant difference observed in the
analysis of MPV, PDW and PTT.

Pregnant preeclamptic presented a significant increase of 39.20% in IPF (7.82%; SEM
= 0.64; n = 50; "P < 0.05) compared with the NP group (5.61%; SEM = 0.49; n = 50; P <

*kk

0.05) and 4-fold higher than the nonP (3.44%; SEM = 0.23; n =50; P < 0.001) (Figure 2).
ADA activity

Results obtained for adenosine deamination by E-ADA are shown in Figure 3. The
adenosine deamination activity was altered in groups of pregnant women PE. This activity
was increased 7-fold in the PE group patients (59.17 U ADA/mg of protein; SEM = 4.87; n =

*kk

40; "P < 0.001) compared with the NP group (8.49 U ADA/mg of protein; SEM = 0.88; n =

40; P <0.001) and 4-fold in the nonP group (14.88 U ADA/mg of protein; SEM = 1.54; n =

40; ™P < 0.001).

E-NTPDase activity
The results of E-NTPDase activity on platelets using ATP as a substrate are shown in Figure
4A. The hydrolysis of ATP is reduced by 36.87% in the PE group (7.48 nmol Pi/min/mg

*k*k

protein; SEM = 0,67; n = 40; P < 0.001) when compared to NP group (11.85 nmol

*k*k

Pi/min/mg protein; SEM = 0.80; n = 40; =P < 0.001) and 31.25 % when compared to nonP
group (10.88 nmol Pi/min/mg protein; SEM = 0.74; n = 40; “P < 0.01). The results obtained
for E-NTPDase activity when ADP is used as the substrate are shown in Figure 4B. The
hydrolysis of ADP is also reduced by 35.78% in the PE group (6.82 nmol Pi/min/mg protein;
SEM = 0.55; n = 40; “P < 0.05) when compared to NP group (10.62 nmol Pi/min/mg protein;
SEM = 1.18; n = 40; "P < 0.05) and 27.70% when compared to the nonP group (9.18 nmol

Pi/min/mg protein; SEM = 0.54; n = 40 "P < 0.05).
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Activity of Ecto-5'-nucleotidase
Figure 4C shows the hydrolysis of AMP by Ecto-5'-nucleotidase in platelets of different

groups. However, there was no significant difference among the three groups.

Correlation between platelet count, IPF, enzymatic activity and expression of E-NTPDase
and E-5'-nucleotidase hydrolysis in the platelets

In order to evaluate the correlation between the platelet count and the cytometric
analysis, Pearson correlation was performed. Figure 5 shows the correlation coefficients (r)
obtained for all parameters in each of the groups studied. In the PE group, seven significant
correlations were observed; in the NP group, three significant correlations and in the control

group only a significant correlation was observed.

Discussion

Platelet aggregation, immature platelet fraction (IPF), adenosine deaminase activity
(ADA), activity and expression of E-NTPDase (CD39) e E-5’-nucleotidase (CD73) and
platelet activation marker (CD63) were measured in preeclamptic woman. The findings of the
present study demonstrate that patients with PE exhibit increased platelet aggregation
compared with the NP group. Leal et al. [16] also showed changes in coagulation in pregnant
women with PE using the same concentrations of agonist as this study. This may be a result of
abnormal placental perfusion in pregnant women with PE. The pathophysiology of PE has not
been elucidated, however, the main hypothesis involves placental ischaemia [26]. An
abnormal trophoblastic invasion is believed to occur, causing a reduction in placental blood
flow and consequently maternal endothelial dysfunction and increased vascular permeability.
Therefore, the contact of platelets with the injured endothelium activates the coagulation

system, which can increase both consumption and bone marrow production of platelets [27].
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The observed increase in platelet aggregation should lead to platelet exhaustion and
consumption and consequent lowering of the platelet count. The results of this study are in
agreement with Leal et al. [16], Alsheeha et al. [28], and Sahin et al. [29], in that the platelet
count was decreased significantly in patients with PE compared with the NP group. The
reflection of excess platelet consumption can also be visualised through PT. This parameter is
high in our study in pregnant women with PE demonstrating a short time to coagulate due to a
drop in platelet count.

It has been suggested that the pathophysiological process of PE provokes a cascade
effect on maternal coagulation obtaining inversely proportional parameters: increased platelet
aggregation and decreased platelet count. Consequently, this coagulation process changes the
number of immature platelets in pregnant women with PE. This study investigated the IPF
and showed a significant increase in pregnant women with PE compared with the NP group.
Although there are few studies on IPF, Everett et al. [30] and Moraes et al. [19] is has been
demonstrated results that are consistent with this study. Evaluation of the IPF is an early
marker signalling an increase in platelet consumption due to exaggerated coagulation. We
considered IPF as an early marker of PE since the marker of platelet function (MPV) was not
significant in pregnant women with PE in this study. The decrease in the number of platelets
stimulates increased synthesis with the consequent release of younger platelets, which tend to
be larger, into the circulation. This heterogeneity with respect to the volume and density of
platelets is evaluated by the MPV [4]. It is believed that it is not possible to observe the
increase in MPV because this process occurs later compared with the IPF. Studies consider
IPF as a more stable parameter for evaluation of thrombocytopenia compared with MPV
[31,32]. Although MPV is altered in pregnant women with PE, this parameter has a low value
for predicting the disease [19,20]. The principle of evaluation and laboratory identification of

the IPF is due to the fact that these platelets have cytoplasmic RNA configuring as immature
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denoting that the bone marrow has released them into the circulation early. Therefore, the IPF
corresponds to the level of immature platelets that are larger and more reactive than mature
platelets, reflecting the stage of thrombopoiesis [19.33]. When thrombocytopenia is caused by
bone marrow failure, the percentage of immature platelets will be decreased, whereas in the
case of thrombocytopenia caused by peripheral destruction, the percentage of immature
platelets will be increased, as observed previously [34]. In-depth study of the IPF is relevant
since this method is rapid and accessible, and can be introduced into the care of pregnant
women with PE. This study provides important information regarding the relevance of
platelets in this syndrome. It has been suggested that this parameter, which is thought to be of
little clinical use, be used as a screening test for early laboratory identification of
thrombocytopenia provoked by PE due to the increase in the peripheral destruction of
platelets.

As has already been shown, the hypercoagulation present in pregnant women with PE is
due to platelet hyperactivity. However, platelet aggregation occurs after signalling the
inflammatory process by endothelial dysfunction caused by placental ischaemia. This cell-
mediated immune response may be seen in this study as the increased ADA activity in
pregnant women with PE. The association between elevated ADA activity and PE was first
reported by Yoneyama et al. [35,36] and the results are in agreement with this study. Leal et
al. [16] also observed increased ADA activity and platelet aggregation, suggesting them as
peripheral markers of pregnancy associated with diabetes, PE, and HIV. We can relate this
increase in ADA activity with the platelet aggregation observed in this study. The fact that
ADA activity is increased in patients with PE may lead to a decrease in the concentration of
adenosine, which would favour the stages of thrombosis. Adenosine degradation by ADA is
probably due to elevated systemic inflammation, a characteristic of PE response [6]. In

addition, the levels of ADA are increased when cellular immunity is stimulated and PE is a
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condition in which there is enhanced cell-mediated immunity [26]. ADA activity is correlated
with high levels of pro-inflammatory genes. Thus, the degradation of adenosine through ADA
is probably an inflammatory response to PE [29]. In support of this, the increase in ADA
would cause a decrease in the amount of adenosine, an important anti-aggregation marker,
and with this there will be increased platelet aggregation, and consequently, platelet
consumption will not be restored by the bone marrow in sufficient time, causing the release of
immature platelets into the bloodstream.

As platelet aggregation also causes an inflammatory process, it is important to evaluate
damage markers. Extracellular ATP is an important immune modulator that can be promptly
released with other cellular components following stress or injury. In the immune system,
ATP functions as an indicator of tissue destruction [37]. Extracellular ATP acts on
inflammatory responses by binding to purinergic P2 receptors, which are expressed by almost
all cell types, including cells of the immune system [38]. ATP levels can be regulated during
inflammatory and immune responses by ectoenzymes [39]. Under normal physiological
conditions, a large amount of ATP is stored inside the cells, while in the extracellular medium
the ATP level is low. However, when there is process of hypoxia or oxidative stress large
amounts of ATP are released into the extracellular medium [40]. In our study, a reduction of
the ATP hydrolysis was observed which would provoke a greater amount of ATP in the
extracellular environment. The actual cause of increased ATP in preeclampsia pregnant
women is unknown, but it is possible that placental hypoxia, as well as activation of immune
and endothelial cells and platelet aggregation, may lead to increased ATP [41,42]. The results
of Spaans et al. [42] are consistent with ours, since they also observed a reduction in ATP
hydrolysis, confirming through the low expression of CD39 in the placenta of pregnant
women with PE. In addition, circulating ATP increases blood pressure in pregnant women

with pre-eclampsia. This phenomenon can occur in two ways: through the activation of the
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inflammatory response or inactivation of hemopexin activity [43,44]. Hemohexine has serine
protease activity and is considered a free heme sequestrant [45]. In pregnant women with PE,
the activity of hemopexin is reduced by ATP, causing an increase in the expression of
angiotensin 11 receptor 1 and consequent increase in blood pressure [43,45]. Direct evidence
of the role of ATP in the symptomatology of PE has been demonstrated in a study with
pregnant rats in which infusion of ATP induced PE-like syndrome, including proteinuria,
generalized inflammation, and increased blood pressure [46-48]. Thus, the balance of ATP is
disturbed in pregnant women with PE. Which induces hypertension, activation of endothelial
cells and systemic inflammation, configuring ATP as an important sign of danger in these
pregnant women.

As well as ATP, the ADP does not normally circulate in plasma, it is stored in the
platelet granules. However, when a hemostatic plug or thrombus formation process occurs,
collagen and thrombin stimulate platelets to release ADP [49]. ADP is recognized for its
platelet aggregation power, by changing the shape, refractoriness of cells and potentializing
the effects of other aggregating agents [50]. In agreement with the results regarding platelet
aggregation in pregnant women with PE of this study, reduced hydrolysis of ADP was
observed, providing a greater amount of this substrate in the extracellular environment in pre-
eclamptic pregnant women. Thus, ADP stimulated by PE factors exacerbates the platelet
aggregation process in these pregnant women.

In order to evaluate different parameters present in the PE process, the correlation
between the platelet count and the cytometric analysis between platelet parameters, as well as
its activity and expression of the purinergic system was evaluated. This finding is interesting
and shows that there are an increasing number of parameters that correlate confirming the
multifactorial process of PE. This allows us to infer that platelet activation occurs during

pregnancy, which is more intense in PE. With this, it is understood that platelet activation is
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stimulated by platelet exhaustion and consumption, which may suggest that platelet
production would be intensified in the early stages of PE. In addition, the presence of IPF
confirms the hypothesis that the decrease in the number of platelets would only be present

when the activation of these exceeded its synthesis.

Conclusions

We conclude that there is a relationship between the increase in platelet aggregation,
IPF, and ADA activity in pregnant women with PE. It is believed that the endothelial
dysfunction present in women with PE exacerbates these inflammatory and platelet
aggregation mechanisms. Therefore, it is possible that analysis of parameters such as IPF,

platelet aggregation, and ADA activity may be useful peripheral markers of PE.
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Figure Legends

Figure 1. Platelet aggregation using agonist adenosine diphosphate (ADP).

1A. Platelet aggregation using ADP 05 uM in plasma obtained from non-pregnant woman
(nonP), normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). 1B. Platelet
aggregation using ADP) 10 puM in plasma obtained from non-pregnant woman (nonP),
normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). Data represent the median +
interquartile range. The symbol” represents statistical difference ("P < 0.05, P < 0.01, "™"P <
0.001, n = 45). Kruskal-Wallis test for independent sample followed of Tukey test was used

for the sample.

Figure 2. Immature platelet fraction (IPF) platelets in plasma obtained from non-pregnant
woman (nonP), normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). Bars represent
the median + interquartile range. The symbol® represents statistical difference from the
between groups. (Kruskal-Wallis test for independent sample followed of Tukey test was

used for the sample, “P < 0.05, n = 150).

Figure 3. ADA activity in the platelets in plasma obtained from non-pregnant woman (nonP),
normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). Bars represent the median *
interquartile range. The symbol” represents statistical difference from the between groups.
(Kruskal-Wallis test for independent sample followed of Tukey test was used for the sample,

“P < 0.05, n = 120).

Figure 4. Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase) activity [hydrolysis

of ATP (A) and ADP (B)] and Ecto-5’-nucleotidase [hydrolysis of AMP (C)] in platelets in
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nonP, NP and PE group. Bars represent the median + interquartile range. The symbol *
represents statistical difference from the between groups. (Kruskal-Wallis test for independent

* k%

sample followed of Tukey test was used for the sample, P < 0.01, P < 0.05, "™P <

0.001, n = 120).

Figure 5. Correlation between platelet count, IPF, enzymatic activity and expression of E-
NTPDase and E-5'-nucleotidase hydrolysis in the platelets in plasma obtained from non-
pregnant woman (nonP), normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). In

bold are the values o of r that were significant P < 0.05, n = 15).
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Table 1. Demographic and clinical data.

nonP NP PE
(n = 50) (n = 50) (n = 50)
Age, years 27.50 £ 0.61 24.70 +0.79" 26.60 £ 1.09
BMI 22.95+0.41 28.23+0.60"" 31.92+0.82"
Nulliparous, n (%) - 15 (30) 20 (40)
Gestational age, weeks - 33+8.00 33+4.30
Previous abortions, n (%) - 0 5 (10)

Systolic blood pressure, mmHg ~ 116.00 + 0.69 112.20 +1.40 159.00 + 3.31™"

Diastolic blood pressure 82.80 £ 0.99 -

71.60 £ 1.25 99.80 £ 3.35™
mmHg

Data were evaluated by one-way ANOVA followed by Tukey test. Values represent mean £ SEM.
‘P <0.05; P < 0.001 and “P < 0.001. nonP: non-pregnant woman; NP: normotensive pregnancy;
PE: preeclampsia.



Table 2. Coagulation parameters of patients
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nonP NP PE
(n=50) (n = 50) (n = 55)
MPV (L) 1043 % 0.10 10.75+0.17 1077014
PDW (fL) 12.60 +0.23 13.59 +0.39 13.49 + 0.29
PLT (10%uL) 273.60 + 9.46 233.60 + 8.81" 196.70 + 7.30™
PT (sec) 10.76 + 0.18 10.28 +0.19" 9.75 +0.11"
PPT (sec) 27.95 + 0.48 28.65 + 1.31 26.41 + 0.45
Fibrinogen (mg/dL) 32220+30.64  446.90+7.92" 43850 + 11.27"

Data were evaluated by one-way ANOVA followed by Tukey test. Values represent mean +

*kk

SEM. "P < 0.05; P < 0.001 and

P < 0.001. nonP: non-pregnant woman; NP: normotensive

pregnancy; PE: preeclampsia. MPV: mean platelet volume, PDW: platelet distribution width,

PLT: platelets, PT: prothrombin time, PPT: activated partial thromboplastin.
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Abstract

Preeclampsia (PE) is a common condition of pregnancy, marked by the onset of hypertension
and proteinuria. The etiology is unknown and its pathophysiological mechanisms are related
to placental hypoperfusion, endothelial dysfunction, inflammation, and coagulation disorders,
leading to inadequate circulation in the mother, fetus and placenta. These processes involve
purinergic signaling composed of nucleotides and nucleosides, as well as their respective
receptors and the as enzymes responsible for their degradation. During the inflammatory
process, among the mediators capable of modulating the actions of lymphocytes and platelets,
we highlight ATP, ADP, AMP and adenosine, which correlate directly with the activity of E-
NTPDase, E-5-nucleotidase, E-NPP and E-ADA. Adenine nucleotides may interact with
purinergic receptors on the cell surface. The effects of the extracellular concentrations ATP
are controlled, in part, by the ectonucleotidases E-NTPDase and E-5'-nucleotidase, which act
on ATP and its degradation products, reducing its concentration in the medium and
culminating in the production of adenosine, which acts as an immunomodulator or is
converted to inosine by adenosine deaminase (E-ADA). Several studies have reported
changes in the activity and expression of these enzymes in some pathologies. Considering that
PE is not a single disease, but a set of diseases with common clinical manifestations, it is
interesting to evaluate the influence of these risk factors on the development of PE. Therefore,
the purpose of this review is to establish a relationship between the purinergic signaling of

risk factors and the development of PE.

Keywords: preeclampsia, purinergic system, E-NTPDase, E-5'-nucleotidase.
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Introduction

Preeclampsia (PE) and other hypertensive disorders of pregnancy have major world-
wide consequences, with high maternal and perinatal mortality (Mabry-Hernandez and
Romano, 2018; Steegers et al., 2010). The diagnostic criteria of this multisystem disorder
were defined by International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy (ISSHP) as
being the raised blood pressure higher than 140/90 mm Hg on two or more occasions at least
6 h apart with the patient at bed rest and proteinuria in excess of 300 mg protein/day after 20
weeks of gestation (Brown et al., 2018). The etiology is unknown and its pathophysiological
mechanisms are related to placental hypoperfusion, endothelial dysfunction, inflammation and
coagulation disorders, leading to inadequate circulation in the mother, fetus and placenta
(Amaral et al., 2017). The clinical manifestation of PE is not always evident and can progress
rapidly even in the absence of its symptoms (Brett C. Young et al., 2010). The epidemiology
of PE reflects a wide range of risk factors as well as the complexity and heterogeneity of the
disease. Risk factors can be classified into pregnancy specific characteristics and maternal
pre-existing features. Although the cause of preeclampsia remains unclear, several clinical
risk factors have been described and include obesity, maladaptation immunological, genetic
incompatibility and diabetes (Bartsch et al., 2016; Bilano et al., 2014; Louise C. Kenny et al.,
2014; Lisonkova and Joseph, 2013; Paré et al., 2014). Therefore, it is not a surprise that an
increasing number of studies has demonstrated purinergic system alterations in the
pathogenesis of PE. On the other hand, there are no studies evaluating the influence of
purinergic signaling on risk factors on the development of PE. Therefore, this study proposes
to present an overview of purinergic signaling and risk factors and how they may influence

the development of PE.

Preeclampsia: purinergic signaling
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Since the inflammatory process resulting from PE promotes activation of the immune
and inflammatory responses, extracellular nucleotides are essential molecules for the initiation
and maintenance of inflammatory reactions, since they are signaling molecules involved in a
wide spectrum of biological effects (Virgilio and Vuerich, 2015). Their levels are controlled
by a complex cell surface-located group of enzymes called ectonucleotidases and adenosine
deaminase. There are four major families of ectonucleotidases, nucleoside triphosphate
diphosphohydrolases (NTPDases/CD39), ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterases
(E-NPPs), alkaline phosphatases and ecto-5'-nucleotidase. The purinergic system It is
characterized by being an important signaling pathway in several tissues, unleashing multiple
cellular effects, including immune response, inflammation, platelet aggregation, endothelium
mediated vasodilation and cell death (Rosa et al., 2007). The diphosphate and triphosphate
nucleosides such as ADP and ATP, together with adenosine, are well known to control
vascular response and endothelial damage. These nucleotides are secreted by platelets,
leukocytes, damaged endothelial cells and represent an important class of extracellular
molecules that play an important role in modulating the immune response (Burnstock, 2012;
Robson et al., 2006). These molecules interact with purinergic receptors present on the cell
surface and trigger the cascade of events that modulate various biological events, such as the
immune response, platelet aggregation, and inflammation (Ralevic and Burnstock, 2003).
ATP serves as a Danger Associated Molecular Pattern (DAMP) for the immune system
(Bonner et al., 2013; Bours et al., 2006). Under physiological conditions there are minimal
amounts of ATP in the extracellular environment, however, in situations like PE their amount
can triple (Bours et al., 2006). It is an important nucleotide in the process of vasodilation. At
low concentrations increases the amount of collagen, thromboxane A2 and thrombin, favoring
platelet aggregation. However, at higher concentrations, ATP inhibits platelet aggregation,

possibly due to the fact that ATP generates adenosine, an important platelet inhibitor
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(Packham and Rand, 2011). In pregnant women with PE, the values of ATP are high when
compared to normotensive pregnant women (Bakker et al., 2007; Spaans et al., 2014). The
exact cause for the increase of this nucleotide is unknown, however, placental hypoxia and
activated endothelial and immune cells release increased amounts of ATP (Bakker et al.,
2013, 2007; Steegers et al., 2010).

The action of ADP on platelets is an important mediator of platelet aggregation and
thromboregulation, being released into the bloodstream after tissue damage (Gachet, 2012;
Packham and Rand, 2011). Data not yet published by our group, we observed a reduced
NTPDase activity on the ADP substrate in pregnant women with PE compared to the non-
pregnant group. It is assumed that there a greater amount of ADP circulating in the medium
provides an increase in platelet aggregation.

Circulating adenosine plays many important biologic roles that relate to circulatory
and metabolic control. The plasma level of adenosine is determined mainly by the balance
between adenosine uptake and release from the platelets, vascular endothelium, and red blood
cells (Yoneyama et al., 2000). In PE the activity of E-ADA is increased which provides a
greater hydrolysis of adenosine, reducing its amount in the extracellular environment
(Yoneyama et al., 2002, 2001). One of the possible reasons for this immune regulation is the
increase in platelet aggregation in this group of pregnant women (Figure 1). In a study
performed by Leal et al. (Leal et al., 2016), pregnant women with PE presented an increase in
both E-ADA activity and platelet aggregation compared to the group of normotensive

pregnant women.

Risk factors for preeclampsia
Some clinical disorders predispose women to acquire PE. The appropriate

identification of women who are at increased risk of PE allows a better clinical and prognostic
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management. In addition, PE screening and prevention techniques are more effective for
women at high risk. It is important to emphasize that an important aspect for clinical practice
is the individualized cumulative risk of these various risk factors in pregnant women. Thus, in
this study we will address risk factors involving the process of obesity, diabetes, poor

immunological adaptation and genetic incompatibility.

Obesity

The Global Health Organization (“Obesity and overweight,” 2015), estimates an
increase in the percentage of overweight women (body mass index > 25 kg/m?). The high
prevalence of obesity has consequences such as miscarriage, thromboembolism and
hypertensive complications (Oa et al., 2017; Yogev and Catalano, 2015). Given the obesity
epidemic in the world, this is one of the largest attributable and potentially modifiable risk
factors for PE. The risk of PE progressively increases with increasing BMI, even within the
normal range. Obesity increases the overall risk of PE by approximately 3-fold (Bodnar et al.,
2005). A meta-analysis showed that the risk of developing PE doubled with each 5kg/m?
increase in pre-gestational BMI (Brien et al., 2002).

It is believed that obesity during gestation comes basically from the ingestion of foods
and high caloric beverages (Albala et al., 2002; Claudia Bambs, Jaime Cerda, 2008; de Onis
et al., 2010). Due to the growing number of obese pregnant women, the Institute of Medicine
has established clinical guidelines for healthy ranges of weight gain in pregnancy, concluding
that the greater the body mass index, the lower the weight gain (Leddy et al., 2008).

Obesity is associated with a low-grade systemic inflammation. In response the
organism release TNF-a, one of the important cytokine what increase in concentration in
adipose tissue (Burnstock and Gentile, 2018; Tang et al., 2015). The production of TNF-a, by

adipose tissue is believed to regulate the size of adipocytes, constituting a homeostatic
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mechanism in order to limit the size of adipocytes against excessive consumption (Cruz-
Garcia et al., 2011). Adenosine is an endogenous anti-inflammatory metabolite and is capable
of suppressing macrophage activation and limiting cytokine release (Kalogeris et al., 2014). In
response to this inflammatory condition caused by obesity, adenosine is released to decrease
the production of cytokines. Given that both the adipocyte and the placenta have all the
machinery to produce adenosine, it is not surprising that adenosine levels are elevated in
overweight pregnant women (Badillo et al., 2017; Strouch et al., 2005). Although we do not
know the biological result of the increase of adenosine in overweight pregnant women, we
can not rule out the role of adenosine in the metabolic adaptations of pregnancy (Badillo et
al., 2017). However, E-ADA acts on this adenosine to convert it into inosine, thereby
decreasing the concentration of in the extracellular medium adenosine. Study by Jadhav et al.
(Jadhav and Jain, 2012) supports this mechanism as ADA activity is increased in both
overweight and obese subjects and the increase is directly proportional to the increase in BMI.
By inactivating extracellular adenosine which is spontaneously released by adipocytes, ADA

impairs the insulin sensitivity for glucose transport (Green, 1987).

Diabetes

Worldwide, about 600 million individuals are predicted to have diabetes mellitus
(DM) by the year 2035 (Zimmet et al., 2014). The definition DM comprises a group of
metabolic disorders that are characterized by dysregulation of glucose metabolism, which
results from defects in insulin secretion, decreased insulin sensitivity, or both (Shaw et al.,
2010). Studies have demonstrated that DM alters the ectoenzymes of purinergic system on
brain and platelets of alloxan-induced diabetic mice and rats (Ghneim and Kordee, 2003;
Lunkes et al., 2004; Schmatz et al., 2009). Corroborating with these data, a study by

Baldissera et al. (Baldissera et al., 2017) demonstrated alterations in enzymes of the
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purinergic system in serum (NTPDase, 5’-nucleotidadse and ADA) of diabetic mice
suggesting that these alterations may be due to the inflammation process caused by the
hyperglycemia. Glucose homeostasis and pathophysiology of DM are regulated by adenosine
(Antonioli et al., 2015; Johnston-cox et al., 2012; Yip et al., 2000). Adenosine alters insulin
secretion and regulates B-cell homeostasis by controlling the proliferation and regeneration of
B-cells in addition to maintaining their survival in an inflammatory environment (Andersson,
2013; Ohtani et al., 2013; Yang et al., 2012). Moreover, adenosine is recognized as a major
regulator of cell responsiveness to insulin by controlling insulin signaling in adipose tissue,
muscle and liver (Faulhaber-walter et al., 2011; Figler et al., 2011). ATP stimulates pancreatic
insulin release through a glucose-dependent P2Y receptor-mediated mechanism and also
modulates insulin secretion through interactions with ATP-sensitive potassium channels in
islet B-cells. Biotin enhances ATP synthesis in pancreatic islets, resulting in reinforcement of
glucose-induced insulin secretion (Burnstock, 2017). Pregnancy is a diabetogenic state with
increasing burden on the mother’s metabolism. Insulin resistance is often found during
pregnancy leading to a compensatory increase in pancreatic B-cell response and eventually
hyperinsulinemia. Changes in hormonal levels as well as secretion of placental hormones such
as progesterone, cortisol, human placental lactogen, prolactin and growth hormone further
causen insulin resistance during pregnancy (Weissgerber and Mudd, 2015). Gestational
diabetes mellitus (GDM) is defined as glucose intolerance detected during pregnancy
(American Diabetes Association, 2014). The prevalence of GDM is increasing and affects
between 1 and 14% of all pregnancies, caused by a global increase in the number of women
with obesity around reproductive age (Moses et al., 2011). Furthermore, diabetes practically
doubles the risk of developing PE (Weissgerber and Mudd, 2015). Diabetes results from
altered vascular function originating from endothelial dysfunction. Based on this information,

there is a relationship between increased levels of adenosine and the onset of endothelial
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dysfunction in human umbilical veins during gestational diabetes (Mufioz et al. 2006; Farias
et al., 2010; San Martin and Sobrevia, 2006). However, evaluating pregnant women with
diabetes and PE, Leal et al. (Leal et al., 2016) demonstrated that there is an increase in E-
ADA activity with consequent hydrolysis of adenosine which could be partially related to

increased platelet aggregation.

Maladaptation immunological

Studies suggest that maladaptation immunological is a factor of PE etiology (Djurisic
and Hviid, 2014). Maladaptation immunological may cause superficial intravascular
trophoblastic invasion and may elude placental ischemia and endothelial cell dysfunction. As
a consequence can cause the secretion of toxic cytokines and free radicals (Walker, 2000). PE
is a typically human disease, therefore, the expressive size of the human fetal brain
necessitates a deep trophoblastic invasion. However, this process will only occur if there are
significant immunogenic adaptations in terms of tolerance between maternal and paternal
tissues (Robillard, Gustaaf and Dekker, 2002).

The causes of maladaptation immunological mainly involve the influence of inflammatory
processes generated from the reaction of the maternal mechanism against the foreign paternal
antigens causing a superficial trophoblastic invasion (Roberts and Lain, 2002).

It is believed that this maladaptation acts in response to the inflammatory reaction
caused by gestation. Different immunological studies have led to the hypothesis that
immunological mechanisms probably contribute to the pathogenesis of PE (Djurisic and
Hviid, 2014; Roberts and Lain, 2002; Walker, 2000). However, the molecular and biological
mechanisms responsible for this immune dysfunction are unclear. During gestation, the

mother's immune systems should recognize the presence of foreign allogenic cells. Gestation
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is characterized by a natural allograft and the mother may have genes against the paternal
HLA which would belong to a group other than yours.

Research suggests that less time to exposure to the paternal antigens increases the risk
of the PE (Louise C Kenny et al., 2014; Luo et al., 2007; Robillard et al., 1999, 1994).
Besides that, practical evidence of poor immunological adaptation leading to the development
of EP includes the introduction of multiparous women with a new partner, artificial
insemination with donor sperm and use of barrier contraceptives. Research confirms that
maternal exposure to sperm confers a protective mechanism (Einarsson et al., 2003; Saftlas et
al., 2013).

In view of the fact that poor immune adaptation is related to a failure to change the
inflammatory reaction. Purinergic signaling of this maladaptation manifests itself through the
inflammatory process. With this, it is possible to deduce that in these cases there is an
increase of extracellular ATP, since it is a signal of damage. The involvement of ATP in the
inflammatory process occurs through the production and release of cytokines and release of
histamine with consequent production of prostaglandins. A greater release adenosine is also

present as it is a potent anti-inflammatory agent (la Sala et al., 2003).

Genetic incompatibility

Research indicates a possible involvement of the antigen recognition system through
human leukocyte antigens (HLA). The three most commonly expressed subtypes are HLA A,
B and D. It should be noted that cytotrophoblast cells do not express these more common
types, but HLA C, G and E subtypes. This differentiated expression of the HLA is
fundamental so that the mother does not recognize the fetus as a foreign body and thus does
not begin a reaction of rejection to the fetal tissues (Rokhafrooz et al., 2018; Tersigni et al.,

2018; Vianna et al., 2016). NK lymphocytes play a key role in pregnancy acceptance. They
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bind to the HLA cytotrophoblast and stimulate the production of cytokines that will provide
trophoblastic invasion (Emmery et al., 2017). A study by Hiby et al. (Hiby et al., 2004)
showed that when the AA subtype in NK bound to the specific HLA-C subtype, the
production of the trophoblast stimulating cytokines was much lower and that specific
combination of NK-AA and HLA-C1 was found more frequently in women who developed
PE. Since the gene that synthesizes HLA is inherited from the father and what synthesizes NK
is inherited from the mother, they suggested that this could be one of the mechanisms
involved in the pattern of genetic inheritance of PE. This study also demonstrated that
different HLA-C subtypes in combination with different NK subtypes could stimulate or
inhibit trophoblastic invasion to different degrees, reinforcing the hypothesis that the
occurrence of PE will also depend on the genetic compatibility of the couple (Hiby et al.,
2004).

As there are no studies relating the purinergic system and the genetic incompatibility
existing in PE, we performed an analysis of the purinergic system in the mechanism of
chronic rejection of transplanted organs. This relationship will be made since the mechanism
of organ transplant rejection resembles the process of interaction between the mother's NK
lymphocytes and the fetal HLA antigens. In episodes of chronic rejection, the endothelial
layer is invariably damaged, triggering a collateral pathway of coagulation mediated through
thrombin. The effects are mediated through protease-activated receptors and lead to the
activation of platelets, endothelial cells and immune cells. This response is synergistically
augmented through the release of ADP by activated platelets and endothelial cells, resulting in
ectonucleotidase mediated production of AMP and adenosine (Shrivastava et al., 2007).
Bearing in mind the destructive effects of thrombus formation in mediating transplant
rejection and its biological pathways of formation, one can appreciate the role of

ectonucleotidases in modulating of these responses (Imai et al., 2000; Zeiser and Robson,



86

2016). The expression of CD39 has been reported to be significantly decreased in in chronic
rejection. This fact was confirmed in a study involving model of rejection in mice. Mice that
overexpressed human CD39 increased survival of cardiac allografts along with protection
against thrombosis (Dwyer et al., 2004). Therefore, it is assumed that the genetic
incompatibility between mother and fetus during PE also presents the imbalance of the
purinergic cascade. The expression is reduced of CD39 and CD73 would provide an increase

in platelet aggregation, potentiating the PE process.

Conclusions

Preeclampsia is characterized by inflammatory manifestations and platelet
aggregation. The causal mechanisms of preeclampsia remain incompletely understood.
Accumulating evidence supports a consensus that inflammation, immune maladaptation, and
disturbances in pro- vs. anti-angiogenic factors are likely important contributing an etiological
factors. The causal mechanisms of PE remain incompletely understood. Accumulating
evidence supports a consensus that oxidative stress, immune maladaptation, and disturbances
in pro- vs. anti-angiogenic factors are likely important contributing etiological factors. The
understanding of the pathogenic mechanisms and its risk factors involved in this disease may
help uncover crucial information to clarify its origin and may enable the development of
treatment targets. The signaling of the purinergic system becomes a great ally in the evidence
of pathologies since it is responsible for the purinergic regulation of the immune and
inflammatory response during the clinical evolution of the disease. Through this review, we
realized that there is a relationship in the purinergic response between different risk factors
(Figure 2). This reinforces the idea that PE consists in the sum of a set of diseases with

common clinical manifestations
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Figure Legends

Figure 1. Factors influencing the change in purinergic signaling in preeclampsia

Preeclampsia is believed to be related to extensive vascular changes in the spiral arteries that
carry maternal blood to the placenta. This characteristic of the pathology may result in
abnormal supply of oxygen to the placenta leading to a potential of hypoxia or ischemia
causing activation of several mechanisms resulting in a high level of oxidative stress and
inflammation. This phenomenon is suggested to result from increased expression and activity
of hypoxia. Oxidative stress results in endothelial dysfunction and most likely increases the
release in the extracellular medium of ATP and ADP nucleotides. In addition to ATP being
recognized as a damage marker, high concentrations in the extracellular medium confer a
platelet inhibitory property, which indicates the mechanism of the organism against the
disease. However, high concentrations of ADP in the extracellular medium induce platelet
aggregation favoring the disease process. The systemic endothelial dysfunction present in PE
causes an exaggerated coagulation in these pregnant women. Therefore, the extracellular

levels of adenosine are reduced in this group of pregnant women.

Figure 2. Involvement of risk factors in preeclampsia.

Some clinical disorders predispose women to preeclampsia. Appropriate identification of
women who are at increased risk for PE makes it possible to maximize the chances of
establishing an early diagnosis and treatment. Analyzing the main risk factors of PE we have:
as a means of regulating obesity there is the release of TNF-, which will have its
concentration decreased in the extracellular medium through adenosine. In addition, there are
studies demonstrating increased E-ADA in the body impairs insulin sensitivity to the glucose

transporter. On the other hand, the inflammation caused by poor immune adaptation has high
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levels of ATP and increased CD73 activity acting as antiaggregant. Diabetes and genetic
incompatibility are related to each other through altered vascular function. This fact may lead
to an increase in platelet aggregation and, consequently, an increased activity of E-ADA in
diabetic pregnant women. Already the platelet aggregation induced by the altered vascular
function causes increased ADP and AMP as a response to genetic incompatibility between
mother and fetus and their levels increased through the reduced levels of CD39 and CD73.
The signaling of the purinergic system becomes a great ally in the evidence of pathologies
since it is responsible for the purinergic regulation of the immune and inflammatory response

during the clinical evolution of the disease.
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5 DISCUSSAO

A gestacdo provoca ao organismo uma mudanga brusca em um curto espaco de tempo.
Riscos de sangramento ocorrem em diferentes fases da gestacdo que vdo desde a implantacédo
e invasao trofoblastica das artérias espiraladas a exposicao dessas artérias durante o0 processo
de formacéo da decidua basal que ocorre em torno de 18° semana (KOOPMANS et al., 2014;
TALUNGCHIT; LIABSUETRAKUL; LINDMARK, 2013). Além disso, as adaptacdes
decorrem das medidas de protecdo do organismo frente ao sangramento excessivo no
momento do parto. Uma das consequéncias dessa mudanca é o dano endotelial o qual impacta
diretamente nas plaquetas e no processo de coagulacdo. Desse modo, podemos inferir que o
aumento da agregacao plaquetaria no grupo de gestantes normais e pré-eclampticas, nesse
estudo, pode ser devido a essas alteracdes fisiologicas. Além disso, é possivel observar a
diferenciacdo no aumento desse processo coagulatdrio entre as gestantes normais e as com
PE, confirmando que essa patologia potencializa os processos de dano e coagulacéo (Figura
9).

A trombocitopenia € uma condicdo bastante comum em gestantes com PE. Sua
incidéncia estd em torno de 15 a 20% e pode chegar a 50% em casos de PE grave
(JODKOWSKA et al., 2015; LEEMAN et al., 2016; PALTA et al., 2015). A etiologia é
multifatorial, mas a trombocitopenia esta relacionada com a lesdo endotelial a qual provoca a
ativacdo e consumo exagerado de plaquetas (PALTA et al., 2015). Fato esse que é observado
nesse estudo ao analisar os parametros de contagem de plaquetas e IPF. Percebe-se que esses
parametros sdo inversamente proporcionais. Na medida em que hd uma acentuacdo na
hipercoagulabilidade h&d uma elevacdo no consumo das plaquetas, diminuindo a sua
quantidade na circulacdo sanguinea. Consequentemente, os valores de IPF aumentam, uma
vez que 0 processo de coagulacao esté acelerado, com isso as plaquetas s@o recrutadas para a
formagéo de trombos e a medula éssea ndo consegue produzir em tempo habil a quantidade de
plaquetas necessarias e acaba liberando na corrente sanguinea plaquetas jovens. A
metodologia utilizada para a obtencdo do IPF é acessivel, simples e de baixo custo, ja que é
realizada no mesmo equipamento em que se realiza hemogramas de rotina. Sendo assim, a
viabilidade da obtencdo do IPF pode ser util na avaliacdo de gestantes com PE. Os resultados
aqui encontrados demonstram que esse parametro pode ajudar no diagnoéstico diferencial em
associagao com outras informagdes clinicas a respeito da paciente.

Na PE a hipercoagulabilidade depende da via extrinseca da coagulacdo que altera a

configuracdo dos fosfolipidios dentro da membrana celular sendo evidenciado pelo tempo de
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protrombina (TP) (JEONG et al., 2013). Comparando-se os diferentes grupos nesse estudo,
percebe-se que o pardmetro TP das gestantes com PE é maior que 0s outros grupos. Esse fato
indica que a coagulagdo ocorre em um tempo menor, proporcionando o risco da formacao de
coagulos.

Avaliando esses diferentes parametros de coagulagdo no ambito do sistema
purinérgico é possivel associar essas alteragbes ao mecanismo de resposta do organismo
frente ao dano vascular. Os nucleotideos representam um importante papel na regulacdo do
fluxo normal (ZIMMERMANN, 1999). O ATP, uma importante molécula sinalizadora de
dano, é liberado a partir de plaquetas ativadas e hemacias rompidas. Ja4 o ADP possui a
capacidade de induzir a agregacdo plaquetaria de uma maneira irreversivel, quando esta em
altas concentracdes fazendo com que as plaquetas liberem o contetdo dos seus granulos na
corrente sanguinea. A partir desses processos é possivel justificar a importancia das
ectonucleotidases em hidrolisar os nucleotideos até adenosina (BURNSTOCK, 2015). Sendo
assim, pode-se sugerir que as alteragdes das atividades das enzimas NTPDase e E-
5’nucleotidase nas gestantes com PE tenham sido desencandeadas a partir do dano vascular.
Nesse estudo, os resultados encontrados nos parametros de coagulacdo relacionam-se com as
atividades enzimaticas das NTPDase e E-5’ nucleotidase.

O ATP ¢ liberado por tecido hipdxico, nesse caso pela placenta hipoxica (BAKKER et
al., 2013; BOURS et al., 2006). A liberacdo na circulagdo causa a ativacdo de células imunes
e endoteliais que também podem produzir ATP, resultando em uma cascata de ativacao
(GERASIMOVSKAYA et al., 2002; IYER et al., 2009). Como mecanismo de protecdo, o
ATP pode ser hidrolisado em adenosina por diferentes enzimas extracelulares presentes nas
celulas como as celulas endoteliais e as células trofoblasticas (BOURS et al., 2006; LEE et al.,
2010). A baixa atividade dada NTPDase em hidrolisar o ATP em gestantes com PE sugere
que o0 organismo esta tentando reverter a situacdo de hipercoagulabilidade em que se encontra,
uma vez que altas concentragdes de ATP na circulacdo promove a inibicdo plaquetaria
possivelmente pelo fato do ATP gerar adenosina, um importante inibidor de agregacéo
plaquetaria; além de ser considerado um vasoconstritor do endotélio. Por outro lado, esse
mecanismo compensatorio parece ndo ser suficiente, uma vez que a condigdo dessa patologia
é mantida. Apesar desse estudo ndo ter avaliado a quantidade de ATP circulante, pode-se
sugerir através da reduzida atividade de NTPDase que haja uma alta concentracdo de ATP nas
gestantes com PE. Estudo de Bours et al., (2006), apresentou niveis plasmaticos aumentados
de ATP extracelular em gestantes com PE. Sendo assim, considera-se que o ATP elevado
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contribui para o desenvolvimento da doenga, uma vez que o ATP extracelular ¢ um
considerado um sinal de perigo, além de aumentar a pressdo arterial.

Outro fator que colabora para que a PE siga se manifestando nessas gestantes mesmo
que a atividade da NTPDase frente ao ATP esteja em busca da hemostasia normal, é o fato da
atividade reduzida da enzima sobre o ADP. Com isso sugere-se uma maior concentracdo de
ADP na circulagdo o que promove ainda mais a agregacdo plaquetaria. Sabe-se que quando
ativadas, as plaquetas, liberam grandes quantidades de ATP e ADP. O papel do organismo é
de tentar reverter esse processo através da atividade modulatéria da NTPDase sobre esses
substratos. No entanto, a partir de mecanismos ainda ndo elucidados, nem sempre é possivel
obter o equilibrio hemostatico. Diferentemente do que era esperado, os marcadores de
expressao da NTPDase e da Ecto-5’-nucleotidase ndo apresentaram resultados significativos a
respeito da ativacdo plaquetéria.

O ADP induz a formacdo de adenosina a qual aumenta rapidamente em situacdo de
dano tecidual (CEKIC; LINDEN, 2016). Nesse estudo, observou-se um grande aumento na
atividade da enzima E-ADA. Corroborando com 0s nossos resultados, estudo de Leal et al.
(2016), apresentou também uma grande elevacdo na atividade dessa enzima. Supde-se que 0
aumento de agregacdo plaquetéria induza uma maior atividade da E-ADA proporcionando
uma menor quantidade de adenosina no meio extracelular. Como consequéncia, esse
mecanismo exacerba o processo de coagulacdo, uma vez que a adenosina € um importante
inibidor de agregacdo plaquetaria. Por outro lado, nesse estudo ndo houve diferenca
significativa na expressao de CD39 e CD73, os quais normalmente estdo elevados em
circunstancias de hipdxia e o seu aumento geraria um papel protetor através da geracdo de
adenosina (DWYER et al., 2004; ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

Todas essas alteragdes a nivel de coagulacdo observadas em gestantes com PE neste
estudo podem estar relacionadas com os fatores de risco dessas mulheres. Em relacdo a
obesidade, 13% das gestantes com PE encontram-se com o IMC acima dos valores
recomendados. A causa da PE é desconhecida, porém, estudos encontraram uma associacao
entre IMC elevado e PE (RUDRA; WILLIAMS, 2005). Mulheres com menor indice corporal
possuem menor risco em adquirir PE (BARTON, 2008; BELOGOLOVKIN et al., 2007). O
mecanismo pelo qual a obesidade aumenta a incidéncia da PE inclui tanto o aumento a
resisténcia a insulina quanto a inflamacdo (MCDONALD et al., 2012; WALSH, 2007). Além
disso, a resisténcia a insulina ganha mais forca na aquisi¢do da PE, uma vez que provoca a
reducdo de Oxido nitrico podendo levar a hipertensio (ANDERSON, 2001; RAY JG,
VERMEULEN MJ, SCHULL MJ, 2005; SKJAERVEN et al., 2012). Nossos resultados estéo
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de acordo com o estudo de Dantas et al., (2013), em que se acredita que 0 aumento da
obesidade se deva ao aumento da urbanizacdo e mudangas na dieta da populagcdo (CABRAL,;
LIRA, 2012; VITOLO; BUEN; GAMA, 2011). Além disso, estudos demonstram que
mulheres latino-americanas possuem forte associacdo com maior IMC e PE (FORTNER et
al.,, 2009; RENEE TURZANSKI FORTNER, PENELOPE S. PEKOW; BRIAN W.
WHITCOMB, LYNNETTE LEIDY SIEVERT, GLENN MARKENSON; LISA CHASAN-
TABER, 2011).

Além disso, todo esse processo inflamatério que desencadeou a alteracdo dos
parametros de coagulacdo pode estar envolvidos no processo de disturbio imunoldgico
provocado pela PE. A partir do século XX, a hipdtese de que o organismo materno tenta
rejeitar a unidade feto-placentéria por conter antigenos paternos estranhos ao organismo da
mée, ganhou forca (BIGGAR et al., 2010; TERSIGNI et al., 2018). Relatos das pacientes com
PE deste estudo demonstraram que houve um menor tempo de coabitagdo sexual e gestacdo
com parceiro diferente da anterior, sugerindo que esses fatores imunol6gicos podem estar
relacionados com a aquisicao da PE. No entanto, é necessario mais estudos a respeito do HLA
da mée e do pai.

Contudo, esse trabalho evidenciou que a PE induz um forte processo de coagulagdo no
organismo materno. Sendo assim, o aumento do consumo de plaquetas é maior que a sua
reposicdo. Por esse motivo € evidenciado valores aumentados de IPF das gestantes com PE
quando comparadas as gestantes normotensas. Além disso, esse parametro que € de facil
execucdo poderia ter uma maior aplicabilidade no auxilio do diagnostico da PE uma vez que o
VPM ndo mostrou alteracOes significativas nesse estudo, demonstrando ser um processo
subsequente a liberagdo de plaguetas imaturas. Uma das vantagens da avaliacdo do IPF sobre
o VPM consiste no fato de que o IPF mede o nimero de plaquetas recém liberadas pela
medula Gssea alteracdo mais precoce do que as apresentadas pelo VPM e contagem de
plaquetas (BRIGGS et al., 2004; BRIGGS; HARRISON; MACHIN, 2007). Sendo assim a
avaliacdo da IPF como um parametro de maior importancia clinica podendo auxiliar no
diagndstico precoce 0 que evitaria maiores complicacbes materno-fetais e um manejo
adequado a essas pacientes.

Portanto, a sindrome da PE que pode ter origem na invasdo anormal dos trofoblastos
na placenta pode gerar o inicio da disfuncdo endotelial e ativacdo plaquetaria. O contato
dessas plaquetas com o endotélio lesado pode desencadear a cascata de coagulacdo e o
aumento do consumo plaquetério resultando na diminui¢do do numero de plaquetas e obtendo

aumento das plaquetas imaturas como forma de compensacdo por parte da medula dssea.
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Associar as alteracfes dos parametros de coagulagdo com o sistema purinérgico € de extrema
importancia uma vez que demonstra que resposta do organismo frente a doenca. Com isso,
acredita-se que as plaquetas sdo importantes no acompanhamento clinico das gestantes com
PE. Uma vez que sdo obtidas de uma maneira simples e de baixo custo o que favorece o seu
uso como marcador de diagnostico e prognostico nas desordens hipertensivas da gestagéo.
Além do mais, 0 seu estudo pode elucidar causas obscuras envolvendo o processo de PE.

Figura 9 - Resumo esquematico — Gestantes com pré-eclampsia
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6 CONCLUSAO

Os dados analisados em conjunto permitem concluir que:

e HA& uma maior agregacéo plaquetaria em gestantes com PE;

e Observou-se que os valores de IPF estdo aumentados em gestantes com PE, no entanto
ndo houve diferenca significativa entre os valores de VPM. Com isso, deduz-se que
IPF é um parametro mais sensivel quando comparado com o VPM. Além disso, esses
devido sua praticidade esse indice pode ser facilmente introduzido na assisténcia
clinica de gestantes;

e A atividade das enzimas E-NTPDase e E-5’ nucleotidase em plaquetas de gestantes
com PE mostrou-se alterada.

e Diferentemente do que era esperado, ndo se observaram alteragdes significativas na
expressao da atividade das enzimas E-NTPDase e E-5’nucleotidase;

e Observou-se que o aumento da agregacdo plaquetaria teve como reflexo alteracfes no
ambito do sistema purinérgico, indicando que esses processos podem estarem
relacionados entre si através de mecanismos de compensacdo ou de sinalizacdo de
danos celulares;

e Com base na pesquisa bibliogréafica foi possivel observar que os fatores de risco
possuem mecanismos similares aos da PE. Sendo assim, pode-se criar duas teorias a
respeito: 0os mecanismos dos fatores de risco envolvendo a obesidade, diabetes, méa
adaptacdo imunologica e incompatibilidade genética potencializam os efeitos da PE,
uma vez que constituem em um acréscimo de alteracOes semelhantes; as alteracdes
presentes nos fatores de risco podem induzir o processo de hipercoagubilidade e de

inflamacéo presente nas gestantes com PE.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar um acompanhamento dos valores plaquetérios e da atividade enzimatica do
sistema purinérgico durante e apés a gestacdo de mulheres com PE a fim de entender o
comportamento da plaqueta frente a doenca e ap0s 0 seu término;

Estratificar as gestantes com PE de acordo com o manejo clinico e avaliar o

comportamento farmacologico sobre o sistema purinérgico.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: CORRELACAO ENTRE INDICES PLAQUETARIOS E ATIVIDADE
DA NTPDASE E DA ECTO-5-NUCLEOTIDASE EM PLAQUETAS DE GESTANTES
NORMOTENSAS E COM PRE-ECLAMPSIA

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva

Instituicdo: Universidade Federal de Santa Maria — Centro de Ciéncias da Saude
Pesquisadores participantes: Ms. Tais Corréa Almeida, Prof. Dr. José Edson Paz da Silva,
Prof. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal.

Telefone para contato: (55) 9131 1737 (Tais) ou (55) 3220.8346(José Edson)

Local da coleta dos dados:
Nome do paciente: Idade: Sexo:
Responsavel legal:

Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntario, em uma pesquisa.

Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisao.
Leia cuidadosamente 0 que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer duvida
que vocé tiver. Apds ser esclarecida sobre as informacGes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a
outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma
alguma.

Obijetivo: Serdo feitas algumas dosagens para avaliar a predicdo da pré-eclampsia.
Procedimento e riscos: Os riscos a que as pacientes estardo sujeitas serdo 0s inerentes a
coleta de material biologico, o qual consiste em um desconforto devido a picada da
agulha para a coleta de sangue, com possibilidade de mancha roxa no local de puncéo.
Beneficios: os resultados do estudo nédo trardo beneficios diretos, porém sua contribuicéo é
importante e consiste apenas para ajudar novos estudos sobre a evolugdo e tratamento da
doenca.

O projeto ndo lhe trara custos financeiros, ndo havera recompensa pela sua participacdo e ndo
ocorrera penalidade caso vocé ndo aceite participar da pesquisa. Seu atendimento sera
mantido mesmo que vocé nao participe da pesquisa. O material coletado (sangue e dados) sera
mantido sob guarda do pesquisador durante cinco anos e ap6s sera destruido.
Confidencialidade: sua identidade e dados pessoais ndo serdo revelados, nem divulgados sem
a sua autorizacdo. Apenas 0s pesquisadores terdo acesso as informagfes pessoais e aos
resultados dos exames, 0s quais serdo utilizados em conjunto com os dados de outros
pacientes para a avaliacdo do estudo e em publicagdes cientificas. Quando vocé assinar na
linha abaixo, isto significa que concorda em participar da pesquisa descrita acima, Para
esclarecimentos durante o periodo de pesquisa, contatar o pesquisador responsavel, Prof. Dr.
José Edson Paz da Silva. VVocé é livre para retirar seu consentimento a qualquer momento da
pesquisa.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de Etica em
Pesquisa — UFSM - Cidade Universitaria - Bairro Camobi, Av. Roraima, n°1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria
— RS. Telefone: (55) 3220-9362 — Fax: (55)3220-8009 Email: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web:
www.ufsm.br/cep
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Eu (paciente ou responsavel), apds
ler/ouvir as informacfes sobre a pesquisa e esclarecer minhas davidas, concordo
voluntariamente em  participar desse estudo. Discuti com o  pesquisador
sobre a minha decisdo em participar dessa pesquisa,
ficando claro para mim os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo é isenta de despesas e que poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades, prejuizos ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido no meu tratamento neste servico.

Afirmo ainda que, de livre e espontanea vontade, permito que os dados e informacdes a meu
respeito sejam utilizados da forma como estabelecida entre eu e o pesquisador.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste sujeito da pesquisa ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do participante Data:

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de Etica em
Pesquisa — UFSM - Cidade Universitaria - Bairro Camobi, Av. Roraima, n°1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria
— RS. Telefone: (55) 3220-9362 — Fax: (55)3220-8009 Email: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web:
www.ufsm.br/cep
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APENDICE B - FORMULARIO PACIENTES

1.Nome:
2.1dade:
3.Telefone:
4.Endereco:
5.Escolaridade:
6.Profisséo:

7. NUumero de filhos:
8. Gravidez planejada:
9. Pré-natal: N° de consultas:
10. Parceiro fixo:

11. Idade gestacional:
12. Data da ultima gestacéo:
13.Peso: Altura:

14.P.A:

15. Histdrico de hipertensdo arterial gestacional, pré-eclampsia ou eclampsia em gestac6es
anteriores:

16. Uso de medicacao:
17. HAS prévia:
18. Patologias:
19. Historico de abortos anteriores:

20. Histérico familiar de hipertensdo arterial, pré-eclampsia ou eclampsia:
21. Atividade fisica:

ANOTACOES:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CORRELACAO ENTRE INDICES PLAQUETARIOS E ATIVIDADE DA E-NTPDase E
DA ECTO-5;-NUCLEOTIDASE EM PLAQUETAS DE GESTANTES NORMOTENSAS
E COM PRE-ECLAMPSIA

Pesquisador: José Edson Paz da Silva

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 42347615.6.0000.5346

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pés-Graduagéo e
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAQ

DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 1.118.436
Data da Relatoria: 16/06/2015

Apresentacao do Projeto:
O trabalho corresponde a um projeto de tese vinculado ao Programa de Pos-graduacao em Ciencias
Farmaceuticas.

O objetivo deste estudo sera correlacionar os indices plaquetarios (VPM, IPF) com a atividade das enzimas
E-NTPDase, ecto-5-nuclectidase em gestantes normotensas e com sindrome de pre-eclampsia. Para isto,
sera realizado um estudo em aproximadamente 120 mulheres divididas em tres grupos: grupo de gestantes
normotensas, grupo de gestantes com pre-eclampsia e grupo de mulheres sadias e nao gravidas atendidas
no Ambulatorio de pre-natal de Alto Risco, no Centro Obstetrico, no Centro de Ginecologia e Obstetricia do
Hospital Universitario de Santa Maria, HUSM e na Unidade de Posto de Saude da Familia Urlandia na
cidade de Santa Maria, RS, no periodo do primeiro semestre de 2015 ao segundo semestre de 2016.

Para este estudo, serao avaliados o volume plaquetario médio (VPM) e fracdo de plaquetas imaturas (IPF),
a atividade enzimatica da E-NTPDase, da ecto-5'-nucleotidase e o estado de ativacao das plaquetas. As
analises serao feitas a partir de amostras biologicas extras as quais serao solicitadas no encaminhamento
do exame pelo proprio medico. Sendo assim, as coletas
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serao realizadas durante o procedimento normal de cada paciente nos seus exames de rotina, por
funcionarios responsaveis pela coleta e as analises feitas no Laboratorio de Analises Clinicas do HUSM,
setor de Hematologia. As pacientes gestantes normotensas e as voluntarias sadias nao gestantes
supostamente saudaveis serao abordadas a participarem do estudo durante sua consulta de rotina na
Unidade Posto de Saude da Familia Urlandia na cidade de Santa Maria, RS. A avaliacao da ativacao
plaquetaria sera realizada no Laboratorio de Imunologia Experimental e Aplicada (LABIBIO).

O projeto sera custeado com recursos do PROAP referente ao Programa de Pos-Graduacao em Ciencias
Farmaceuticas (PPGCF), sem onus para o HUSM. O projeto esta concorrendo a editais de agencias de
fomentos para obtencao de recursos adicionais.

O cronograma do projeto foi reapresentado e esta adequado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral: correlacionar indices plaquetarios (volume plaquetario medio - VPM, fracao de plaquetas
imaturas - IPF) com a atividade das enzimas E-NTPDase, ecto-5-nucleotidase em gestantes normotensas e
com sindrome de pre-eclampsia.

Objetivos especificos

- Verificar a associacao entre indices plaguetarios a ocorrencia de sindrome de pre-eclampsia;

- Comparar os indices plaquetarios entre gestantes normotensas com gestantes com sindrome de pre-
eclampsia;

- Correlacionar a expressao de marcadores de ativacao plaquetaria com atividade das enzimas E-NTPDase
e ecto-5-nuclectidase atraves da citometria de fluxo em gestante normotensas e com pre-eclampsia;

- Verificar se ha correlacao entre a atividade das enzimas E-NTPDase e ecto-5-nucleotidase de plaquetas
com os indices plaguetarios em gestantes normotensas e com pre-eclampsia;

- Relacionar a agregacao plaquetaria com o VPM em gestantes normotensas e com pre-eclampsia;

- Avaliar os parametros de tromboplastina ativada (TTP) e tempo de protrombina (TAP) em gestantes
normotensas e com pre-eclampsia;

- Avaliar o processo de fibrinolise atraves dos parametros de plasmina e de D-dimero em gestantes
normotensas e com pre-eclampsia;

- Avaliar a influencia da idade nos indices plaquetarios e atividade das enzimas E-NTPDase e ecto-
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5'- nucleotidase em gestantes normotensas e hipertensas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: os riscos a que as pacientes estardo sujeitas serdo os inerentes a coleta de material biolégico, o
qual consiste em um desconforto devido a picada da agulha para a coleta de sangue, com possibilidade de
mancha roxa no local de pungcdo. Como forma de minimizar o risco, as coletas serdo realizadas por
profissionais experientes. Caso ocorra alguma intercorréncia, como hematoma, esta paciente sera
acompanhada através de orientacdes como a utilizacdo de pomada anti-inflamatéria e compressa quente.

Beneficios: os beneficios esperados para esse estudo é tentar avaliar de maneira precoce a pré-eclampsia e
auxiliar em novos estudos a respeito da evolucédo e tratamento dessa sindrome. Sendo assim, as
participantes voluntarias deste trabalho tornam-se fundamentais na execucéo dessa pesquisa, por esse
motivo compromete-se ao final do estudo apresentar ao centro de saude o resultado desta pesquisa e o
quéo importante foi a colaboracdo dessas voluntarias para a concretizacédo deste estudo. Além disso, as
participantes receberdo exames adicionais (hemograma) pelos pesquisadores.

Riscos e beneficios estdo descritos de maneira adequada.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A revisao bibliografica e bastante extensa e apresenta tema importante considerando a gravidade das
alteracoes que a pre-eclampsia pode ocasionar tanto para a gestante como para o bebe.

Respondendo a solicitacoes anteriores, os pesquisadores apresentaram um documento onde foi esclarecido
que os parceiros das gestantes normotensas e com pré-eclampsia seriam excluidos.

Parte das coletas irdo acontecer na Unidade Posto de Saude da Familia Urlandia. Pesquisadores
apresentaram autorizacao da Secretaria Municipal de Saude - Nucleo de Educacao Permantes, autorizando
as coletas na unidade.

Foram feitos esclarecimentos sobre os custos da coleta, que sera feita na unidade mas sem onus para esta
ou para o HUSM uma vez que todo o material necessario sera fornecido pelos
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pesquisadores.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Registro no GAP, folha de rosto, Termo de Confidencialidade e aprovacao pela GEP estao apresentados de
forma adequada.

Foi apresentado documento de autorizacao da Secretaria Municipal de Saude - Nucleo de Educacao
Permantes, autorizando as coletas na unidade.

TCLE foi reapresentado e ndo apresenta mais indadequacgoes.

Recomendacoes:

Veja no site do CEP - http://w3.ufsm.br/nucleodecomites/index.php/cep - na aba "orientacdes gerais",
modelos e orientagdes para apresentacdo dos documentos. Acompanhe as orientacdes disponiveis, evite
pendéncias e agilize a tramitacéo do seu projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto pode ser aprovado.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

SANTA MARIA, 22 de Junho de 2015

Assinado por:
CLAUDEMIR DE QUADROS
(Coordenador)
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ANEXO B — CARTA DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO |

AssuntoBCF Submission Confirmation for Preeclampsia: involvement between platelet
parameters and system purinergic they are one danger signals.

De: em@editorialmanager.com
Para: tais.correa@yahoo.com.br
~ Data: terca-feira, 24 de julho de 2018 22:26:22 BRT

Jul 24, 2018
Dear Dr. Almeida.

Your submission entitied "Preeclampsia: involvement between platelet parameters and system purinergic they are
one danger signals." has been received by the journal editorial office.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author.
https:/ibcf editorialmanager.com/

Your usemame is: Dr. Tais

htipsiibefeditorialmangger.com/] asp?i=12222121=WEILHIZW

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.

Kind Regards,

Blood Coagulation & Fibrinolysis
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ANEXO C - CARTA DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO |1

---------- Forwarded message ----------

From: Journal of Applied Biomedicine <EviseSupport@elsevier.com>

Date: 2018-08-01 2:33 GMT-03:00

Subject: Successfully received: submission Preeclampsia: risk factors under aspect of purinergic system for Journal
of Applied Biomedicine

To: jepazdasilva@gmail.com

This message was sent automatically. Please do not reply.

Ref: JAB_2018_296
Title: Preeclampsia: risk factors under aspect of purinergic system
Journal: Journal of Applied Biomedicine

Dear Professor Paz da Silva,

Thank you for submitting your manuscript for consideration for publication in Journal of Applied Biomedicine. Your
submission was received in good order.

To track the status of your manuscript, please log into EVISE® at: http://www.evise.com/evise/
faces/pages/navigation/ NavController.jspx?JRNL_ACR= JAB and locate your submission under the header 'My
Submissions with Journal' on your 'My Author Tasks' view.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Journal of Applied Biomedicine

Have questions or need assistance?

For further assistance, please visit our Customer Support site. Here you can search for solutions on a range of topics,

find answers to frequently asked questions, and learn more about EVISE® via interactive tutorials. You can also talk
24/5 to our customer support team by phone and 24/7 by live chat and email.

Copyright © 2018 Elsevier B.V. | Privacy Policy

José Edson Paz da Silva



