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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) € uma complicacdo gestacional associada a um maior
risco cardiovascular a longo prazo. No entanto, 0s mecanismos que explicam
essa associagao ainda nao séo totalmente compreendidos. A dislipidemia e o
indice de massa corporal (IMC) elevado s&o uns dos fatores que mais
contribuem para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Embora a
dislipidemia ja tenha sido investigada em mulheres com histérico de PE para
verificar possiveis disfuncdes que justifiguem o risco cardiovascular aumentado
nesse grupo, os resultados séo inconsistentes. Ainda nao esta estabelecido o
momento ideal para iniciar a triagem de risco cardiovascular. A PCSK9, uma
proteina que regula os niveis de LDL no plasma, desempenha um papel crucial
nesse contexto. O aumento dos niveis de PCSK9 pode comprometer a remocao
da LDL da circulagéo, contribuindo para o aumento dos niveis plasmaticos de
LDLc. Dada a possibilidade de alteracbes da PCSK9 antes da manifestacao dos
sintomas clinicos, este estudo teve como objetivo investigar os niveis de PCSK9
e seu papel no metabolismo lipidico em mulheres com histérico de PE e
comparar com mulheres com histérico de gestacdo normotensa. Trata-se de um
estudo de coorte retrospectivo envolvendo 205 mulheres, das quais 103
apresentaram historico de PE e 102 apresentaram historico de gestacdes
normotensas. O perfil lipidico e os niveis plasmaticos de PCSK9 foram avaliados
por métodos laboratoriais padronizados. Além disso, foram avaliadas as
caracteristicas fisicas (peso, IMC, percentual de gordura, pressao arterial e
circunferéncias de cintura e quadril) e a frequéncia de condi¢cdes cronicas
(diabetes, hipercolesterolemia, hipertensao crénica e sindrome metabdlica). Os
resultados indicaram que as mulheres com historico de PE apresentaram niveis
reduzidos de PCSK9 (p<0,001) e niveis elevados de LDLc (p<0,001), em
comparacao as mulheres com historico de gestacdes normotensas. Além disso,
as mulheres com histérico de PE apresentaram valores aumentados para IMC
(p=0,004), percentual de gordura (p=0,008), pressao arterial sistolica (p<0,001),
pressao arterial diastélica (p<0,001) e circunferéncia de cintura (p=0,007).
Observou-se também maior frequéncia de hipertensdo cronica (p<0,001) e
sindrome metabdlica (p=0,027) em mulheres com histérico de PE. Considerando
gue essas alteracbes sao preditivas de DCV, fica evidente a necessidade do
acompanhamento periddico dos parametros avaliados nesse estudo, nas
mulheres que tiveram PE. Mudancas no estilo de vida visando reduzir o risco de
DCV, das mulheres que tiveram PE, sdo recomendadas precocemente.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; PCSK9; perfil lipidico; dislipidemia;
aterosclerose; risco cardiovascular; mortalidade materna.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is a gestational complication associated with an increased
long-term cardiovascular risk. However, the mechanisms underlying this
association are not yet fully understood. Dyslipidemia and elevated body mass
index (BMI) are among the most significant contributors to the development of
cardiovascular diseases. Although dyslipidemia has been previously investigated
in women with a history of PE to identify potential dysfunctions explaining the
increased cardiovascular risk in this group, the results are inconsistent, and the
optimal timing to initiate cardiovascular risk screening remains uncertain. PCSK9,
a protein that regulates plasma LDL levels, plays a crucial role in this context.
Increased PCSKO levels can impair LDL clearance from circulation, contributing
to increased plasma LDL cholesterol levels. Given the possibility of PCSK9
alterations preceding clinical symptom onset, this study aimed to investigate
PCSKO levels and their role in lipid metabolism in women with a history of PE
compared to women with a history of normotensive pregnancies. This
retrospective cohort study included 205 women, of whom 103 had a history of
PE, and 102 had a history of normotensive pregnancies. Lipid profiles and plasma
PCSK9 levels were analyzed using standardized laboratory methods.
Additionally, physical characteristics (weight, BMI, fat percentage, blood
pressure, and waist and hip circumferences) and the frequency of chronic
conditions (diabetes, hypercholesterolemia, chronic hypertension, and metabolic
syndrome) were evaluated. The results indicated that women with a history of PE
had lower PCSK9 levels (p<0.001) and higher LDL cholesterol levels (p<0.001)
compared to women with a history of normotensive pregnancies. Moreover,
women with a history of PE exhibited higher BMI (p=0.004), fat percentage
(p=0.008), systolic blood pressure (p<0.001), diastolic blood pressure (p<0.001),
and waist circumference (p=0.007). A higher frequency of chronic hypertension
(p<0.001) and metabolic syndrome (p=0.027) was also observed in women with
a history of PE. In summary, these characteristics are predictive of CVD and
highlight the need for periodic follow-up of women after PE. Lifestyle
modifications aimed at reducing CVD risk should be implemented earlier in the
postpartum period for women who have experienced PE.

Keywords: preeclampsia; lipid profile; dyslipidemia; atherosclerosis;
cardiovascular risk; maternal mortality; PCSKO.
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1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome gestacional que representa uma
das principais causas de morbidade e mortalidade materna em todo o mundo
(ACOG, 2019). Caracteriza-se pelo aparecimento de hipertensdo e/ou
proteindria, a partir da vigésima semana de gestagéo, além de outros sinais e
sintomas que indicam comprometimento sistémico (ACOG, 2019). A condig&o
nao s6 compromete a salude da gestante, mas também esta associada a um
aumento do risco de complicacbes a longo prazo, incluindo doencas
cardiovasculares (DCV) (AHA, 2017). No entanto, os aspectos fisiopatoldgicos
da via comum entre PE e DCV ainda nao estao claros (Shaw et al., 2024). Dessa
forma, a compreensdo das vias subjacentes a PE e DCV é crucial para o
desenvolvimento de estratégias de prevengdo e manejo que possam mitigar as

consequéncias da PE na saude materna.

O metabolismo lipidico é uma area de pesquisa ativa e em expanséo no
contexto p6s-PE, uma vez que a dislipidemia, caracterizada por niveis anormais
de lipidios no sangue, é, frequentemente, observada em mulheres com histérico
de PE (Hauge et al., 2022; Henry et al., 2024; Hermes et al., 2012; Zoet et al.,
2015). Essa condicao, por sua vez, € um fator de risco bem estabelecido para o

desenvolvimento de aterosclerose e outras DCV (ACC e AHA, 2019).

Neste cenario, a proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9)
emerge como um elemento relevante envolvido no metabolismo do colesterol. A
PCSK9 promove a degradacao do receptor de LDL (LDL-R), o qual é o principal
responsavel pela eliminagdo do colesterol da lipoproteina de baixa densidade
(LDLc) (Steinberg e Witztum, 2009). Logo, € esperado que o0 aumento nos niveis
da PCSK9 resulte na elevacdo da concentracdo plasmatica de LDLc,
contribuindo para um maior risco de DCV.

Além disso, niveis elevados da PCSK9 tém sido associada a progressao
da aterosclerose, tanto de forma indireta, ao elevar os niveis de lipidios
plasmaticos, quanto de forma direta, ao promover a inflamacédo, disfuncao
endotelial e a maior atividade plaquetaria (Shapiro, Tavori e Fazio, 2018). Foi
relatado uma relagéo positiva entre niveis elevados de PCSK9 e o aumento da
espessura da artéria carotida, independentemente dos niveis plasmaticos de
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LDLc (Xie et al.,, 2016). Da mesma forma, a inibicdo da PCSK9 resultou na
melhora da fungcédo endotelial em pacientes com e sem dislipidemia, sugerindo
um efeito anti-inflamatorio local (Leucker et al., 2020). Além disso, a PCSK9 foi
associada a maior reatividade plaquetaria em pacientes com sindrome

coronariana aguda (Navarese et al., 2013).

Entretanto, até o0 momento, ndo foram realizados estudos que avaliaram
a PCSK9 em mulheres com historico de PE. Nos estudos disponiveis na
literatura a determinacdo da PCSKG9 foi feita durante a gestacdo de mulheres que
desenvolveram PE e os resultados obtidos sdo conflitantes (Abbasifard et al.,
2023; Mennitti et al., 2024; Vaught et al., 2023). Isso reflete a complexidade do
papel da PCSK9 e indica a necessidade de mais pesquisas para esclarecer 0s

mecanismos subjacentes.

Diante do exposto, surgiram algumas indagacdes que nortearam este
estudo, a saber:

- Como o perfil lipidico difere entre mulheres que tiveram PE em relagcédo a

mulheres que nao tiveram PE, seis a 15 anos ap06s o parto?

- Como a PCSK9 influencia o perfil lipidico nos grupos de individuos

estudados?

Desta forma, acredita-se que o presente estudo fornecerd dados para
uma melhor caracteriza¢do das mulheres com historico de PE e podera contribuir

para:

- Um melhor entendimento sobre o metabolismo das lipoproteinas em

mulheres com histérico de PE.

- Uma maior compreensédo da relagdo entre PCSK9, perfil lipidico e risco

cardiovascular em mulheres com histoérico de PE.

7

Elucidar as vias que interrelacionam a PE e DCV é crucial para o
desenvolvimento de estratégias de prevencdo e manejo que possam mitigar as

consequéncias da PE na salde materna.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Pré-eclampsia
2.1.1. Definicéao

A PE é uma sindrome da gravidez associada ao aparecimento de
hipertenséo, que ocorre a partir da vigésima semana de gestacao, acompanhada
ou ndo de proteindria. A hipertensdo gestacional ocorre quando a pressao
sistélica é igual ou maior que 140mmHg e a diastélica é igual ou maior que
90mmHg, medida em, no minimo, duas ocasifes com intervalo de, pelo menos,
quatro horas, ap0s 20 semanas de gestacdo, em uma mulher com pressao
arterial previamente normal. O aumento da pressao arterial para valores iguais
ou superiores a 160 x 110 mmHg é considerado o critério diagnéstico de PE com
sinais de gravidade. A proteinuria é caracterizada pela eliminacdo de 300mg de
proteinas ou mais em amostra de urina de 24 horas ou pela relacédo
proteina/creatinina de 0,3mg/dL ou mais ou pela leitura de duas cruzes de

proteinas pelo método semiquantitativo de fita reagente (ACOG, 2019).

As mulheres que ndo apresentam proteinudria sao diagnosticadas com PE
por meio da identificacdo de pelo menos uma outra complicacdo associada,
como trombocitopenia (concentracdo de plaquetas inferior a 100.000x109/L),
funcdo hepdtica prejudicada, indicada por aumento da atividade sérica de
enzimas hepaticas (até duas vezes o limite superior da atividade normal); dor
intensa e persistente no quadrante superior direito do abddémen ou dor
epigastrica; insuficiéncia renal (concentracdo de creatinina sérica superior a
1,1mg/dL ou duplicacdo da concentragdo sérica de creatinina na auséncia de
doencas renais); edema pulmonar; dor de cabeca de inicio recente que ndo
responde a medicamentos e distarbios visuais. Além disso, a PE pode evoluir
para outras condi¢cdes clinicas mais sérias como eclampsia (convulséo),
sindrome HELLP (hemdlise, enzimas hepéaticas elevadas e contagem reduzida
de plaquetas), insuficiéncia renal, coagulacdo intravascular disseminada,
descolamento prematuro da placenta, restricdo de crescimento fetal, natimorto e
morte materna (ACOG, 2019).
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2.1.1.1. Classificacoes

A International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy
(ISSHP) classifica a PE com base na idade gestacional do parto em PE pré-
termo (parto antes de 37 semanas de gestacdo), PE a termo (parto a partir de
37 semanas de gestacdo) e PE pds-parto (diagnéstico apos o parto) (Magee et
al., 2022).

Além dessa classificacdo, a PE pode ser subdividida em PE de inicio
precoce (inicio dos sintomas ou parto antes de 34 semanas de gestacao) e PE
de inicio tardio (inicio dos sintomas ou parto durante ou a partir de 34 semanas
de gestacédo) (Dimitriadis et al., 2023).

Adicionalmente, a PE pode ser classificada de acordo com a gravidade
dos sintomas em PE grave (PA = 160/110mmHg e pelo menos uma outra
complicagcéo associada) e em PE leve (PA = 140/90 mmHg e pelo menos uma
outra complicagc&o associada) (Dimitriadis et al., 2023). No entanto, as diretrizes
da ISSHP (Brown et al., 2018; Magee et al., 2022) ndo recomendam o uso dessa
classificacdo na pratica clinica, uma vez que todas as mulheres com PE estéo
em risco de desenvolver complicacfes graves de forma rapida. Apesar disso,
essa classificagao ainda é utilizada em pesquisas.

2.1.2. Fatores de risco

Diversos fatores de risco tém sido associados ao aumento da
probabilidade de PE como nuliparidade, gestacdo multipla, PE em uma gravidez
anterior, hipertensédo cronica, diabetes pré-gestacional, diabetes gestacional,
trombofilia, lGpus eritematoso sistémico (LES), indice de massa corporal pré-
gestacional superior a 30, sindrome de anticorpos antifosfolipideo (SAF), idade
materna igual ou maior que 35 anos, doenca renal, tecnologia de reproducao
assistida e apneia obstrutiva do sono (ACOG, 2019).

Contudo, individualmente, nenhum desses fatores possui forte poder
preditivo para o risco de PE e, mesmo quando combinados, o poder preditivo
permanece limitado (Elawad et al., 2024). Nesse contexto, o estudo Doppler das
artérias uterinas pode contribuir para a identificacdo nao invasiva da isquemia
placentaria (ACOG, 2019). Além disso, a razdo sFlt-1/PIGF (Fator Soluvel de
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Tirosina Quinase-1/Fator de Crescimento Placentario) como indicador de
disfuncdo placentéria tem sido amplamente estudada, mas ainda ndo é comum
na pratica clinica (Barton et al., 2020; Ignacio Herraiz et al., 2018; I. Herraiz et
al., 2018; Sovio et al., 2021).

Ressalta-se também que a maioria dos casos de PE ocorre em mulheres
nuliparas saudaveis, sem fatores de risco evidentes (ACOG, 2019). Nesse
contexto, estudos sugerem que pode haver um componente genético que
predispde ao desenvolvimento da PE (Agius et al., 2018; Tyrmi et al., 2023;
Williams e Broughton Pipkin, 2011). Além disso, evidéncias apontam que o
histérico familiar materno de PE aumenta o risco de PE em 3 a 4 vezes (Serrano
et al., 2020). No entanto, at¢é o momento, nenhum gene de risco elevado foi
identificado (Dimitriadis et al., 2023).

2.1.3. Profilaxia e manejo

Atualmente, a profilaxia da PE inclui a administracdo de aspirina em doses
baixas, a suplementacdo de calcio antes da vigésima semana de gestacéo e a
administracao de sulfato de magnésio para prevencao de convulsdes (Davidson
et al., 2021). Recentemente, o Ministério da Saude recomendou que todas as
gestantes do Brasil facam suplementacdo de calcio para prevenir PE e
eclampsia. Esse novo protocolo visa reduzir a morbimortalidade materna e

infantil.

J& 0 manejo da PE est4 limitado ao controle da PA. No entanto, o Unico
tratamento € o nascimento do feto com remocao completa da placenta. Como
consequéncia, um terco de todos os casos de PE requer parto prematuro e isso,
frequentemente, leva a repercussoes ao longo da vida para a criancga, incluindo
maiores taxas de hipertenséo, disfuncéo renal, resisténcia a insulina, obesidade
(IMC = 30 kg/m?) e DCV (Kajantie et al., 2019).

7

Em relacdo a aspirina, foi mostrado que ela é altamente eficaz na
prevencao da PE quando administrada em mulheres com risco elevado, antes
de 16 semanas de gestacdo, reduzindo sua incidéncia em mais de 60%.
Portanto, idealmente, a identificacdo de mulheres com risco elevado deve ser

realizada no primeiro trimestre da gravidez (Rolnik, Nicolaides, e Poon, 2022).
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Em relagdo ao sulfato de magnésio, um estudo mostrou que a incidéncia
de eclampsia caiu drasticamente de 12,4 por 10.000 partos em 2003 para 5,9
em 2009, provavelmente devido ao aumento do uso de sulfato de magnésio para

profilaxia de convulsdes (Liu et al., 2011).
2.1.4. Fisiopatologia

Embora a etiologia da PE ainda n&o seja completamente compreendida,
sabe-se que a presenca da placenta é fundamental para o desenvolvimento da
doenca, uma vez que a PE ocorre, exclusivamente, em situacdes onde uma

placenta esté ou esteve presente (Dimitriadis et al., 2023).

Para garantir uma funcdo placentaria eficaz, € necesséario que haja uma
ramificacdo e vascularizacao extensiva das vilosidades placentarias no inicio da
gestacdo (Bakrania et al.,, 2020). Em uma gravidez saudavel, as células
responsaveis pela formagdo da placenta, denominadas trofoblastos, migram
para as artérias espirais uterinas e formam seios vasculares que fornecem
nutricdo ao feto. Essa invasao avanca profundamente até o nivel do miométrio,
promovendo a remodelacdo de vasos estreitos para vasos de elevada
capacitancia e elevado fluxo (Brosens et al., 2011). Em placentas afetadas pela
PE, os trofoblastos ndo conseguem se transformar do tipo proliferativo para o
tipo invasivo. Como resultado, ocorre uma remodelacédo incompleta das artérias
espirais, levando a isquemia placentaria. Essa condicdo desencadeia a
hipertensdo compensatéria, que pode impactar diversos 6rgdos maternos (Rana
et al.,, 2019). Os mecanismos responsaveis pela falha da transformacéo
fisiologica das artérias espirais ndo foram totalmente elucidados
(Chaiworapongsa et al., 2014). A Figura 1 esquematiza a falha na remodelacao

fisiologica das artérias espirais na PE.


https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.118.313276
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.118.313276
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Figura 1 — Remodelacédo das artérias espirais na gravidez saudavel e na PE.

Pré-eclampsia
-

Decidua

Limite
— Decidua-
Miométrio

Miométrio

Fonte: Adaptado de Chaiworapongsa, 2014.

Dessa forma, observa-se que a PE se desenvolve em dois estagios
principais: primeiro, ocorre uma placentagcdo anormal, caracterizada por
problemas na formacéo e funcdo da placenta. Em seguida, a condi¢cao evolui
para uma sindrome materna, resultante da liberacéo de proteinas solaveis pela
placenta na circulacéo, provocando inflamacgéo e disfungcéo endotelial (Rana et
al., 2019).

Além disso, a fisiopatologia se difere entre a PE de inicio precoce e a PE
de inicio tardio. Na PE de inicio precoce, a invasao trofoblastica inadequada e a
consequente placentacdo defeituosa sao fatores predominantes, estando
associada a lesdes vasculares extensas da placenta. Em contraste, na PE de
inicio tardio, a suscetibilidade materna assume um papel mais significativo e as
lesdes placentarias sdo, em geral, minimas (Chaiworapongsa et al., 2014;
Steegers et al., 2010). Ou seja, aquelas mulheres com uma vasculatura saudavel
geralmente desenvolvem PE quando confrontadas com a placentacdo
defeituosa. Em contrapartida, aquelas com vasculatura suscetivel podem
desenvolver PE devido & ma adaptagédo do seu sistema vascular as demandas

impostas pela gravidez (Myatt e Roberts, 2015).

Vale destacar que as implicacbes a longo prazo na saude materna
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também se diferem. Mulheres com historico de PE de inicio precoce apresentam
maior risco de DCV, renal e cerebrovascular. Enquanto a PE de inicio precoce
esta associada a um risco 5 vezes maior de morte relacionada a DCV materna,
a PE de inicio tardio eleva esse risco em 1,65 vezes, em comparagcdo com

mulheres sem histérico de PE (Dimitriadis et al., 2023).
2.1.5. Prevaléncia e repercussdes maternas

A PE é uma das principais causas de mortalidade e morbidade materna
no Brasil e no mundo (ACOG 2019; Guida et al.,2022). No contexto brasileiro, a
prevaléncia da PE varia ao longo do tempo e entre diferentes regides. Uma
metanalise revelou que a prevaléncia agrupada de PE no Brasil € de 6,7% (Guida
et al., 2022). Também se observou um aumento na prevaléncia da PE quando
comparados dois periodos distintos: em estudos publicados até 2010, a
prevaléncia foi de 4,4%, enquanto em estudos publicados apos 2010, a
prevaléncia aumentou para 8,2% (Guida et al., 2022). Esse aumento esta
relacionado a adoc¢ao de novos critérios diagndésticos para a PE, o que ampliou
a deteccdo de casos que anteriormente poderiam ndo ser reconhecidos (Guida
et al., 2022).

E importante ressaltar que no Brasil, nas areas mais desenvolvidas, a
prevaléncia estimada da PE foi de 0,2%, com uma taxa de mortalidade materna
de 0,8%. Em contraste, em regides menos desenvolvidas, a prevaléncia atingiu
8,1%, com uma taxa de mortalidade materna de 22,0% (Giordano et al., 2014).
Esses dados evidenciam a importancia de um atendimento adequado, que pode
reduzir a mortalidade materna associada as complica¢ées da PE (Lotufo et al.,
2016).

O agravamento dos sintomas da PE pode ocorrer de forma rapida,
inesperada e até mesmo fulminante, evoluindo para quadros criticos como
coagulacao intravascular disseminada, derrame, embolia pulmonar, acidadentes
vasculares, insuficiéncia cardiaca, trombose, eclampsia e sindrome HELLP
(ACOG, 2020). A eclampsia € definida pela ocorréncia de convulsdes em
mulheres com PE, que ndo podem ser explicadas por outras causas como
epilepsia, isquemia arterial cerebral, infarto, hemorragia intracraniana e uso de

drogas. A sindrome HELLP é caracterizada por hemolise, elevacao da atividade
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das enzimas hepaticas e contagem reduzida de plaquetas. Os principais
sintomas dessa sindrome s&o epigastralgia, nauseas e vomitos (Dimitriadis et
al., 2023). Além disso, a PE pode provocar restricdo do crescimento fetal, elevar
a taxa de mortalidade fetal, contribuir para o surgimento de hipertensao e outras
DCV, causar atrasos no desenvolvimento fisico e na maturacdo dos reflexos
sensoério-motores, aumentar o IMC, induzir alteracbes na neuroanatomia e
resultar em reducdes da funcéo cognitiva em criancas nascidas de gestacfes

afetadas por essa condicdo (Dimitriadis et al., 2023).

Embora os sintomas da PE desaparecam apds a remoc¢do completa da
placenta, sabe-se que essa sindrome esta associada ao risco aumentado de
DCV a longo prazo (Chappell et al., 2021). No primeiro ano pds-parto, mulheres
com histérico de PE apresentam risco elevado de desenvolver hipertensdo
cronica (Jacobsen et al., 2022). No entanto, analises indicaram que a ocorréncia
da hipertensdo crénica explica apenas cerca de 50% do aumento no risco de
insuficiéncia cardiaca e doenca arterial coronariana observado ap6s a PE
(Honigberg et al., 2019). Isso sugere que outros fatores, como dislipidemia,
inflamacdo exacerbada e disfuncdo vascular, frequentemente associados a
fisiopatologia da PE, possam estar envolvidos (Staff et al., 2024). Staff et al.
(2024) relataram que mulheres com histérico de PE possuem risco elevado de
desenvolver diabetes mellitus e doenca renal terminal, ambos atuando como
mediadores na morbidade e mortalidade cardiovascular materna (Staff et al.,
2024).

2.2. Lipoproteinas

Os lipideos desempenham inimeras func¢des bioldgicas, entre as quais
se destacam a formacao das membranas plasmaticas, seu papel como molécula
de sinalizacédo e a funcéo de reserva energética (Ding et al., 2022). Por serem
substancias insolaveis em agua, os lipideos circulam no plasma contidos em
estruturas esféricas denominadas lipoproteinas (Feingold, 2024). A superficie
das lipoproteinas € uma membrana hidrofilica composta por fosfolipideos,
colesterol livre e apolipoproteinas (Apos) e envolve um nucleo hidrofébico
de lipidios apolares (Feingold, 2022). As Apos proporcionam estabilidade as
lipoproteinas e tém outras trés funcdes principais: (1) atuar como ligantes para

receptores de lipoproteinas, (2) guiar a formacgéo de lipoproteinas e (3) servir


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/apolipoprotein
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipid
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como ativadores ou inibidores de enzimas envolvidas no metabolismo de
lipoproteinas. Portanto, desempenham um papel crucial no metabolismo das

lipoproteinas (Rosenson et al., 2011).

As lipoproteinas séao divididas em classes de acordo com seu tamanho,
conteudo lipidico, densidade e Apos associadas. Essas classes incluem o0s
quilomicrons, a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), a lipoproteina de
densidade intermediaria (IDL), a lipoproteina de densidade baixa (LDL), a
lipoproteina (a) (Lp(a)) e a lipoproteina de densidade alta (HDL) (Feingold, 2022).

A Figura 2 representa os tipos e estruturas das lipoproteinas.

Figura 2 — Tipos e estruturas das lipoproteinas
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Fonte: Adaptado de Wern, 2021.
Apo: Apoproteina; VLDL: Lipoproteina de Muito Baixa Densidade; IDL: Lipoproteina de
Densidade Intermediaria; LDL: Lipoproteina de Densidade Baixa; Lp(a): Lipoproteina (a); HDL:

Lipoproteina de Densidade Alta.

Os quilomicrons, LDL, IDL, VLDL e Lp(a) tém como fung&o principal o
transporte de colesterol e/ou triglicerideos do figado para os tecidos periféricos.
No entanto, quando os niveis de colesterol estéo elevados, ele pode se acumular
nas paredes dos vasos sanguineos. Por esse motivo, essas lipoproteinas sao
consideradas pro-aterogénicas. Em contraste, a HDL atua removendo 0 excesso
de colesterol das células e tecidos periféricos e transportando-o de volta ao
figado, onde ele serd reutilizado ou excretado pela bile. Devido a essa funcao, a
HDL é considerada antiaterogénica, além de possuir propriedades antioxidantes,

anti-inflamatdrias, antitrombdéticas e antiapoptoticas (Feingold, 2022).
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2.2.1. Metabolismo das lipoproteinas

O sistema de transporte de lipidios no plasma pode ser dividido em duas
vias: a via exdgena, que envolve o transporte de colesterol e triglicerideos
provenientes da digestdo de gorduras no intestino, e a via endogena, que
envolve o transporte do colesterol e dos triglicerideos produzidos internamente,
pelo figado e outros tecidos nédo intestinais (Feingold, 2022).

A via exdgena inicia-se com a metabolizacdo do colesterol e triglicerideos
provenientes da alimentacdo no lamen intestinal para formar micelas que sao
absorvidas pela parede intestinal. Apés a absorcao, as micelas de triglicerideos
e de colesterol séo reesterificadas nas células intestinais e combinadas com a
Apo B-48, fosfolipidios e colesterol livre, formando os quilomicrons nascentes.
Os quilomicrons nascentes captam a Apo C-ll e a Apo E do HDL, formando os
quilomicrons maduros. Esses quilomicrons maduros séo liberados na linfa
intestinal e entram na corrente sanguinea. Nessa regido, a Apo C-Il ativa a
enzima lipoproteina lipase, que quebra os triglicerideos em acidos graxos livres
(AGL). Os AGL atravessam as células endoteliais e entram nos adipécitos para
armazenamento ou nas células musculares para oxidacdo (Zhyvotovska,

Yusupov, e I. McFarlane, 2019).

Apds a quebra dos triglicerideos em AGL, formam-se as particulas
remanescentes dos quilomicrons, que séo ricas em ésteres de colesterol e
contém Apo E. Essas particulas sédo removidas da circulacdo através da ligacdo
da Apo E a receptores especificos nas células hepaticas. Uma vez no figado, os
remanescentes dos quilomicrons sao internalizados por endocitose e
degradados pelos lisossomos, liberando colesterol, que pode ser convertido em
acidos biliares, excretado na bile ou incorporado em lipoproteinas hepaticas,
como a VLDL (Zhyvotovska, Yusupov, e |. McFarlane, 2019).

A via enddgena envolve o transporte de lipidios produzidos e secretados,
principalmente, pelo figado. Os triglicerideos séo sintetizados a partir de acidos
graxos livres e carboidratos e sao liberados na circulacdo através de particulas
de VLDL, que também contém colesterol e a Apo B-100 (Brahm e Hegele, 2015;
Feingold, 2022).

Uma vez que a VLDL entra na corrente sanguinea, a Apo C-ll e a Apo E
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séo trocadas entre a VLDL e a HDL. A Apo C-Il incorporada na VLDL ativa a
lipoproteina lipase nos capilares dos tecidos adiposo e muscular, resultando na
hidrolise dos triglicerideos e na liberacéo de acidos graxos livres. Além disso, a
Proteina de Transferéncia de Ester de Colesterol (CETP) facilita a troca de TG e
ésteres de colesterol entre a HDL e a VLDL. Esse processo da origem as IDL,
gue sdo absorvidas pelo figado, onde sdo degradadas ou podem sofrer nova
hidrolise, resultando na formacdo das LDL, que sdo ricas em colesterol
(Feingold, 2024).

A LDL transporta a maior parte do colesterol que esta na circulacédo. Além
disso, desempenha a fun¢éo essencial de fornecer colesterol para células com
receptores de LDL, como aquelas nas glandulas adrenais, musculos
esqueléticos, linfocitos, gbnadas e rins (Feingold, 2024). A remocéao da LDL do
plasma ocorre predominantemente por endocitose mediada pelo LDL-R no
figado. Quando esse processo € interrompido, como em certas doencas
genéticas, os niveis de LDLc plasmatico aumentam (Klein-Szanto e Bassi, 2019).
Outra via alternativa de remocdo de LDL envolve células do sistema
reticuloendotelial, que fagocitam o excesso de LDL no plasma, prevenindo o
acumulo de colesterol (Klein-Szanto e Bassi, 2019).

Por fim, a HDL medeia o transporte reverso do colesterol, removendo-o
das células periféricas e levando-o para o figado, esse fato justifica seu efeito
antiaterogénico (Feingold, 2024). O pré-beta HDL adquire colesterol de células
periféricas e forma o HDL maduro (Berberich e Hegele, 2022). Para reter o
colesterol dentro da HDL, a enzima Lecitina Colesterol Acetiltransferase (LCAT)
facilita sua esterificacdo. A depuragéo da HDL inclui sua captacdo direta pelo
figado ou por outros tecidos. A HDL liga-se aos receptores SR-B1 presentes em
superficies celulares, de forma que o colesterol contido na lipoproteina €&
entregue ao interior da célula. Além disso, o colesterol da HDL pode ser
transferido para outras lipoproteinas, como VLDL ou LDL através da acdo da
CETP (Na-Aicha, Badimon, e Vilahur, 2020). A Figura 3 ilustra o ciclo exdgeno
e enddgeno do colesterol.



28

Figura 3 — Ciclo exégeno e endogeno do colesterol
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Fonte: Adaptado de https://www.lecturio.com/pt/concepts/metabolismo-do-colesterol/.

AGL: Acidos Graxos Livres; Apo: Apoproteina; CETP: Proteina de Transferéncia de Ester de
Colesterol; Chol E/Cholesterol E: Colesterol Esterificado; HDL: Lipoproteina de Densidade Alta;
IDL: Lipoproteina de Densidade Intermediaria; LCAT: Lecitina Colesterol Acetiltransferase; LDL:
Lipoproteina de Densidade Baixa; Lp(a): Lipoproteina (a); TG: triglicerideos; VLDL: Lipoproteina
de Muito Baixa Densidade.

2.3. Dislipidemia e aterosclerose

A dislipidemia é caracterizada por alteracdes nos niveis de lipidios no
sangue e suas causas podem ser primarias, de origem genética, e secundarias
decorrente de estilo de vida inadequado, uso de medicamentos e condi¢cdes
patolégicas como diabetes, obesidade (IMC = 30 kg/m?), tabagismo, etilismo,
ingestao excessiva de gorduras e sedentarismo (SBC, 2017). Os indices mais
comumente medidos no perfil lipidico padrao incluem CT, TG, VLDLc, LDLc e
HDLc (Ballard-Hernandez e Sall, 2023).

A consequéncia clinica mais comumente associada a dislipidemia é a
doenca cardiovascular aterosclerética (DCVA), que esta associada a niveis
elevados de CT, TG, LDLc, Lp(a), bem como niveis reduzidos de HDLc
(Berberich e Hegele, 2022). A aterosclerose, por sua vez, esta associada a varias
DCV como doenca arterial coronariana, infarto agudo do miocardio (IAM) e
acidente vascular encefélico (AVE) (Albacha et al., 2015). Portanto, o tratamento

precoce da dislipidemia pode reduzir o risco de complicacdes cardiacas (Dalal,
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2016).

A aterosclerose é uma doenca inflamatdria crénica de origem multifatorial,
desencadeada por lesdes no endotélio que afeta, principalmente, a camada
intima das artérias de médio e grande calibre (Malekmohammad, Bezsonov, e
Rafieian-Kopaei, 2021). A formacao da placa aterosclerdtica inicia-se quando o
endotélio é lesado, em razdo do estresse oxidativo e mecénico associados a
dislipidemia, hipertensédo arterial, tabagismo ou predisposicdo genética. As
lesbes aumentam a permeabilidade do endotélio as lipoproteinas plasmaticas,
permitindo sua retencdo na camada intima. Uma vez na intima, a LDL sofre
oxidacao, expondo novos epitopos e tornando-se imunogénica. Além disso, 0s
residuos de lisina da ApoB-100 sdo modificados. A ApoB-100 modificada nédo &
mais reconhecida pelo LDL-R, impedindo sua remocéo da circulacdo através da
via classica do LDL-R (Melendez et al., 2017).

Outra manifestacdo da disfuncao endotelial € o surgimento de moléculas
de adesdo leucocitaria na superficie endotelial, processo estimulado pela
presenca de LDL-ox. As Moléculas de Adeséo Celular Vascular-1 (VCAM-1) sao
responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfécitos para a parede arterial.
Induzidos por proteinas quimiotéaticas, como o Fator Estimulador de Colbnias de
Macrofagos (M-CSF). Os mondcitos migram para a camada intima, e se
diferenciam em macréfagos, que fagocitam as LDL-ox, transformando-se em
células espumosas. Uma vez ativados, os macrofagos secretam citocinas,
potencializando a inflamagé&o e também secretam enzimas proteoliticas, capazes

de degradar colageno e outros componentes teciduais locais (Jiang et al., 2022).

Os macrofagos ndo sdo capazes de processar o LDL-ox e, como
resultado, eventualmente essas se rompem, depositando mais LDL-ox na
parede da artéria. Consequentemente, mais macréfagos sao enviados para a
area, repetindo o ciclo. A medida que o processo continua, mediadores da
inflamacéo estimulam a migracéo e a proliferacdo das células musculares lisas
da camada média arterial. Essas, ao migrarem para a intima, passam a produzir
nao so citocinas e fatores de crescimento, como também matriz extracelular, que

forma parte da capa fibrosa da placa aterosclerética (Melendez et al., 2017).

7

A placa aterosclerética plenamente desenvolvida € constituida por
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elementos celulares, componentes da matriz extracelular e ndcleo necrotico rico
em lipideos, formado principalmente por células mortas. As placas estaveis
caracterizam-se por predominio de colageno, organizado em capa fibrosa
espessa, escassas células inflamatérias, e nucleo necrotico rico em lipideos
(Jiang et al., 2022). A ruptura da capa fibrosa expde material lipidico altamente
trombogénico, levando a formacdo de trombos. Esse processo, também
conhecido por aterotrombose, € um dos principais determinantes das
manifestacdes clinicas da aterosclerose (SBC, 2017). A Figura 4 ilustra a

fisiopatologia da aterosclerose.

Figura 4 — Fisiopatologia da aterosclerose
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Fonte: Adaptado de https://www.lecturio.com/pt/concepts/aterosclerose/

Patogénese da aterosclerose: (1) Ativagao das células endoteliais pelo LDL-o0x; (2) Expressao
de moléculas de adeséo leucocitaria (VCAM-1) e consequente adesdo de mondcitos; (3)
Migracao de mondcitos para a camada intima; (4) Diferenciacdo dos mondécitos em macréfagos
e liberacdo de quimosinas (M-CSF); (5) Migracéo de linfécitos T e macrofagos; (6) Formacgéo de
células espumosas ricas em lipidios; (7) Migracdo e replicacdo de células musculares lisas
vasculares; (8) Acumulo de células musculares lisas na placa, formando uma leséo
fibroproliferativa; (9, 10) Morte das células espumosas e formagao de um centro necrético.

LDL-ox: Lipoproteina de baixa densidade oxidada; M-CSF: Fator Estimulador de Colbdnias de

Macrofagos; VCAM-1: Molécula de adeséo celular vascular-1.

Em cerca de metade dos casos, a primeira manifestacdo da doenca
aterosclerdtica € um evento coronario agudo. Portanto, a identificagcdo precoce
de individuos assintomaticos com risco aumentado de desenvolver a doenca é

fundamental para uma prevencédo eficaz, permitindo a definicho adequada de
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metas terapéuticas personalizadas (Martins et al., 2021).

2.3.1. Historico de pré-eclampsia e risco de dislipidemia e

aterosclerose

Diversos estudos mostraram que mulheres com histérico de PE
apresentam maior risco de desenvolver dislipidemia apos a gestacdo (Bokslag
et al., 2017; Brouwers et al., 2018; Hermes et al., 2012; Zoet et al., 2015). Uma
meta-analise evidenciou que mulheres com histérico de PE apresentam niveis
elevados de TG, CT, LDLc, e niveis reduzidos de HDLc, em compara¢do com
mulheres que tiveram gestacbes normotensas (Hermes et al., 2012). Nas
mulheres brasileiras que tiveram PE, foi relatada uma prevaléncia de 82,3% de
sindrome metabdlica (gordura corporal elevada, dislipidemia, resisténcia a
insulina e hipertensédo arterial) 14 anos apdés o parto (Pinto, 2014). Em
decorréncia desses achados, a PE foi reconhecida como um fator de risco para
dislipidemia, sendo incluida nas Diretrizes de Gerenciamento do Colesterol de
2018 da American College of Cardiology (ACC) e da American Heart Association
(AHA) como um potencializador desse risco (ACC e AHA, 2018), bem como na
Diretriz de Prevencdo Priméria de Doencas Cardiovasculares do ACC/AHA de
2019 (ACC e AHA, 2019).

As consequéncias da PE nado se limitam a dislipidemia, ha também
evidéncias que associam essa condicdo a um risco aumentado de
desenvolvimento de aterosclerose a longo prazo. Hauge et al. (2022)
demonstraram que a prevaléncia de aterosclerose em mulheres dinamarquesas
com idade entre 40 e 55 anos com histérico de PE é maior em relacédo a
populacdo em geral (Hauge et al., 2022). Essas mulheres séo classificadas como
de “baixo risco estimado de DCV em 10 anos”, segundo os sistemas tradicionais
de pontuacédo de risco cardiovascular, pois essas estimativas sédo fortemente
influenciadas pela idade e sexo (Honigberg e Jowell, 2022). No entanto, 27,4%
dessas mulheres apresentavam aterosclerose coronariana detectavel por
angiotomografia, sugerindo que os modelos de risco tradicionais podem

subestimar o risco cardiovascular nessa populacdo (Hauge et al., 2022).

Corroborando esses dados, Zoet et al. (2018), mostraram que 47% das
mulheres holandesas com histérico de PE apresentaram placas ateroscleréticas
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nas artérias coronarias e 26% tiveram estenose, em um periodo de 10 a 20 anos

apos a ocorréncia da PE (Zoet et al., 2018).

Esses achados destacam a forte associacao entre o historico PE e o risco
aumentado de aterosclerose. No entanto, as evidéncias disponiveis foram
obtidas em popula¢des europeias, havendo uma escassez de estudos que
avaliem essa relagdo em mulheres brasileiras. Considerando as diferencas
socioecondmicas e de acesso aos cuidados de saude no Brasil e paises da
Europa, é fundamental investigar como esses fatores podem influenciar o risco

cardiovascular de mulheres brasileiras com histérico de PE.
2.4. Doencas Cardiovasculares

Doenca cardiovascular € um termo geral que abrange doencas que
afetam o coracdo ou o sistema vascular, como hipertensdo, angina de
peito, aterosclerose, doenc¢a cardiaca isquémica, IAM, insuficiéncia cardiaca
(IC), doencas cerebrovasculares, AVE, arritmias, doenca cardiaca valvar e
doenca vascular periférica (Vasatova et al., 2013). As DCV séo a principal causa
de morte no Brasil e no mundo e representam sérios desafios de salde publica
(Virani et al., 2021). Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia, o SUS
gasta, anualmente, mais de R$ 1 bilhdo com procedimentos cardiovasculares
(Oliveira et al., 2024).

Ha uma série de fatores de risco para DCV, incluindo idade, hipertenséo
arterial, hiperlipidemia, diabetes, tabagismo, consumo excessivo de alcool,
histérico familiar de DCV, obesidade (IMC = 30 kg/m?) e falta de atividade fisica
(Cole e Kramer, 2016). Ressalta-se que condi¢cbes especificas das mulheres
como a histdria obstétrica e ginecoldgica, incluindo sindromes hipertensivas da
gravidez, diabetes gestacional, parto prematuro, menopausa prematura e
ovarios policistico também sao fatores de risco importantes para a DCV
(Theodorou et al., 2024).

No entanto, apesar da ampla gama de materiais educacionais disponiveis
na literatura sobre a prevencao, diagnostico e tratamento de DCV, ainda faltam
diretrizes especificas sobre diagnéstico e manejo de DCV que considerem
fatores de risco exclusivos de mulheres (Adreak et al., 2021). Os resultados
dessa lacuna séo evidenciados no estudo de Filippis et al. (2020) que revelou
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gue mulheres estadunidenses jovens com IAM, frequentemente, ndo recebem
terapia médica orientada por diretrizes, possuem maior probabilidade de nova

internacao e piores taxas de morbimortalidade (DeFilippis et al., 2020).

Recentemente, no Brasil, a PE foi reconhecida nas Diretrizes Brasileiras
de Hipertenséo Arterial (2020) como um fator de risco adicional de DCV (Barroso
et al., 2021). Entretanto, os servicos de saude ainda ndo parecem preparados
para reconhecer mulheres com historico de PE como vulneraveis as DCV.
Freguentemente, essas mulheres séo tratadas de forma equivalente a populagéo

feminina geral, sem considerar seu maior risco cardiovascular (Silva et al., 2014).

2.4.1. Histérico de pré-eclampsia e risco de doencas

Cardiovasculares

Diversos estudos ja demonstraram que mulheres com histérico de PE
apresentam perfil metabdlico alterado apds o parto, o que pode justificar o maior
risco cardiovascular e a expectativa de vida reduzida desse grupo (AHA, 2017;
Benschop et al., 2019; Bokslag et al., 2017; Brouwers et al., 2018; Cho et al.,
2019; Christensen et al., 2016; Drost et al., 2012; Forest et al., 2005; Garovic et
al., 2010; Pinto, 2014). Uma revisado sistemética de 2017 incluindo mais de 6,4
milhdes de mulheres mostrou que aquelas com histérico de PE tém um risco 4
vezes maior de insuficiéncia cardiaca, 2,5 vezes maior de doenca cardiaca
coronaria, 1,8 vezes maior de AVE e 2,2 vezes maior de morte por DCV do que
mulheres sem histdrico de PE (AHA, 2017). Ha também um risco 3 vezes maior
de desenvolver condi¢cdes neurolégicas, como deméncia vascular (Basit,
Wohlfahrt, e Boyd, 2019). O risco de desenvolver muitas destas complicacdes a
longo prazo aumenta acentuadamente em casos de ocorréncia de PE
recorrente, nascimento prematuro, restricdo do crescimento fetal e outras

complicagbes graves (Theilen et al., 2018).

Os aspectos fisiopatolégicos da via comum entre PE e DCV ainda néo
estdo claros e algumas teorias sdo discutidas. A primeira hipdtese é que
mulheres que desenvolvem PE e aquelas que desenvolvem DCV tém fatores de
risco comuns que se manifestam na gravidez em funcdo do estresse que essa
condicao representa (Benschop, Duvekot, e Roeters van Lennep, 2019). A
segunda hipGtese € que novos fatores de risco ocorrem durante a gestacdo
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complicada pela PE e o risco é induzido de forma independente pela gravidez
ou, ainda, pode haver uma combinacado das duas hipoteses (Benschop, Duvekot,
e Roeters van Lennep, 2019). Sendo assim, é possivel que a disfuncdo
endotelial observada na PE potencialize uma cascata de eventos que,
posteriormente, pode evoluir para aterosclerose (Diniz, Paes, e Diniz, 2020). A
Figura 5 ilustra a janela de oportunidade para ado¢ao de medidas preventivas

antes que as DCV sejam desenvolvidas.

Figura 5 — Pré-eclampsia e doencas cardiovasculares
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Fonte: Adaptado de Sattar e Greer, BMJ, 2002.

2.4.2. Manejo do risco e predicdo de doencas cardiovasculares

apo0s a pré-eclampsia

Embora estudos tenham indicado o aumento do risco de DCV apés a PE,
a literatura existente ndo fornece um consenso claro sobre 0 momento ideal de
acompanhamento das mulheres que tiveram PE (Inversetti et al., 2024;
Jaaskelainen et al., 2022; Jowell et al., 2022; Taylor et al., 2019). Um estudo
australiano que avaliou a qualidade e o contetdo das diretrizes de pratica clinica
sobre o risco de DCV ap0s a PE mostrou que muitas recomendacdes pos-parto
para mulheres séo baseadas em recomendacgdes gerais para toda a populagao
para reduzir o risco de DCV, como intervengbes no estilo de vida e
monitoramento regular dos fatores de risco como PA, glicose e colesterol
(Atkinson et al., 2023).

Essas recomendacdes sao amplamente eficazes na reducao do risco de

DCV na populagdo em geral e, portanto, sdo Uteis, dada a falta de evidéncias
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especificas adaptadas para mulheres no pés-parto (Pinckard, Baskin, e Stanford,
2019; Yu, Malik, e Hu, 2018). Diversos estudos tém sido realizados visando
estabelecer a eficacia dessas intervencdes em mulheres que tiveram PE (Berks
et al., 2013; Pinckard, Baskin, e Stanford, 2019; Yu, Malik, e Hu, 2018; Luli,
Jeyaram, e Henry, 2019).

Cumpre ressaltar que menos da metade das diretrizes incluiu
recomendacdes sobre o aconselhamento de mulheres a respeito de seu risco
futuro de DCV (Atkinson et al., 2023). O aconselhamento € particularmente
relevante, pois ha evidéncias de que mulheres que tiveram PE apresentam maior
motivagao para adotar modificagdes sustentadas do estilo de vida se receberem
orientacdo pela primeira vez durante a gravidez ou no inicio do pos-
parto (Sandseeter et al., 2019). Considerando esses fatos, é fundamental que
sejam feitas recomendacodes direcionadas ao manejo do risco de DCV futura

para essas mulheres.

No contexto da predicdo de DCV, técnicas de imagem nao invasivas,
como a avaliacdo da espessura intima-média da artéria coronaria (CIMT), podem
ser Uteis para detectar doenca aterosclerética subclinica (Aparicio et al., 2021).
Além disso, o escore de calcio da artéria coronaria demonstrou ser eficaz na
deteccéo precoce de danos cardiovasculares (Shreya et al., 2021). No entanto,
poucos estudos investigaram essas técnicas em mulheres com historico de PE
na quarta e quinta décadas de vida, quando os primeiros sinais de DCV
prematura tém maior probabilidade de se tornarem aparentes (Zoet et al., 2015).

Os parametros lipidicos também j& foram avaliados em mulheres com
histérico de PE, em diferentes periodos apés o parto, para verificar a presenca
de disfuncdes que justifiquem o risco aumentado de DCV nesse grupo. No
entanto, os resultados encontrados séo conflitantes (Berends et al., 2008;
Christensen et al., 2016; Drost et al., 2012; Fraser et al., 2012; Magnussen et al.,
2009).

Berends et al. (2008), Christensen et al. (2016) e Drost et al. (2012)
avaliaram mulheres em periodos mais proximos ao parto (média < 10 anos) e
mostraram que ndo houve diferencas nos niveis de TG, CT, HDLc, LDLc entre
mulheres que tiveram PE e o grupo controle. Enquanto Fraser et al. (2012),
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Magnussen et al. (2009) avaliaram mulheres mais tarde ap6s o parto (média >
10 anos) e encontraram niveis mais elevados de LDLc e CT em mulheres com
histérico de PE. Isso sugere que um perfil lipidico adverso pode estar presente

a longo prazo apos gestacdes complicadas por PE.

Devido a elevada incidéncia e ao impacto das consequéncias da PE
(Mayrink et al., 2019; Siqueira, Siqueira-Filho e Land, 2017), sdo necessarias
mais pesquisas que visem a identificacdo de marcadores clinicos e laboratoriais
de risco de DCV e ao gerenciamento do risco entre mulheres com historico de

PE para aprimorar as diretrizes baseadas em evidéncias.
2.5. Pro-proteina Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9 (PCSK?9)
2.5.1. Caracteristicas da PCSK9

A PCSK9 é o0 nono membro da familia da proteina convertase, um grupo
de serina proteases que sao caracterizadas por sua capacidade de hidrolisar
ligagcBes peptidicas de seus substratos, promovendo sua ativagéo ou inativagdo
(Barale et al., 2021).

As oito primeiras convertases (PC1, PC2, furina, PC4, PC5, PACE4, PC7
e SKI-1) clivam precursores de proteinas para gerar peptideos, polipeptideos e
hormonios biologicamente ativos, que desempenham papéis cruciais na
regulacéo do crescimento e do metabolismo (Couture, D’Anjou, e Day, 2011).
Por outro lado, a PCSK9 sofre autoclivagem, o que a impede de desempenhar
sua funcdo como uma protease. Em vez disso, ela exerce uma acao nao
enzimatica, promovendo a degradacédo do principal receptor responsavel pela
regulacdo do metabolismo do LDL, o LDL-R (Benjannet et al., 2004; Maxwell e
Breslow, 2004).

A estrutura da pré-pro-PCSK9 apresenta um peptideo sinal (PS) e trés
dominios estruturais distintos: o pr6-dominio, o dominio catalitico e o dominio C-

terminal, que é rico em cisteina e histidina (Benjannet et al., 2004).

A PCSK9 passa por varias modificacdes pos-traducionais antes de se
tornar totalmente funcional para se ligar ao seu alvo. O primeiro evento ocorre

de forma co-traducional no reticulo endoplasmatico, quando a pré-pro-PCSK9
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perde seu PS formando a pro-PCSK9 (Chong et al.,, 2024). A pr6-PCSK9
formada passa por um processo autocatalitico, no qual ela se divide em duas
partes: um pré-dominio e um dominio maduro da PCSK9. Essas duas partes se
mantém unidas de forma n&o covalente, formando um heterodimero.
Provavelmente, a atividade de protease da PCSK9 é interrompida para evitar o
alinhamento da triade catalitica, prevenindo, assim, a clivagem das proteinas
circundantes (Ajoolabady et al., 2024). Por fim, a PCSK9 madura é secretada
para fora das células do figado como um heterodimero intacto (Ajoolabady et al.,

2024). A Figura 6 esquematiza o processamento da PCSKO.

Figura 6 - Processamento do pré-proPCSK9 levando a forma madura clivada da PCSK9
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Fonte: Adaptado de Barale, et al., 2021.

Uma vez secretado na superficie celular, a PCSK9 interage diretamente
com o fator de crescimento epidérmico de repeticdo do dominio A (EGF-A) do
LDL-R, resultando na internalizagdo do LDL-R, o qual &, entdo, degradado
(Barale et al., 2021).

Além disso, a PCSK9 plasmatica pode existir como heterodimero intacto,
gue tem maior capacidade de se ligar e degradar o LDL-R (Shapiro, Tavori, e
Fazio, 2018) e como um heterodimero clivado, que apresenta uma afinidade
reduzida pelo LDL-R, cerca de duas vezes menor (Lipari et al., 2012). No
entanto, ainda n&o esta claro se a maioria da PCSK9 plasméatica mensuravel por
ensaio imunoenzimatico (ELISA) representa a forma intacta ou clivada da

proteina (Kosenko et al., 2013).
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A PCSK9 é expressa predominantemente pelo figado, intestino e rins e é
regulada pela proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP)
(Chong et al., 2024). Esse fator de transcricao é ativado em resposta a deplecao
de colesterol celular, promovendo a transcricdo de genes relacionados ao

metabolismo lipidico, incluindo o da PCSK9 (Barale et al., 2021).

Além disso, estudos epidemioloégicos demonstraram que 0S niveis
plasmaticos de PCSK9 podem ser influenciados por varios fatores, incluindo
idade, sexo, variacbes genéticas, citocinas inflamatoérias e, ainda, podem ser
modulados pela presenca de comorbidades ou por estimulos farmacol6gicos que
alterem a expressao da PCSK9 (Baass et al., 2009; Browning e Horton, 2010;
Ghosh et al., 2015; Persson et al., 2010; Ferri e Ruscica, 2016; Schulz e Schliter,
2017).

A PCSK9 aumenta com a idade (Matyas et al., 2023), sendo também mais
elevada em mulheres do que em homens (Jia et al., 2022). Esse aumento é mais
pronunciado em mulheres na pds-menopausa do que em mulheres na pré-
menopausa (Ghosh et al., 2015; Jia et al., 2022). Supde-se que o estrogénio
afete a expresséao e a funcdo do PCSK9 por meio de mecanismos transcricionais
(Jia et al., 2022).

Diversas comorbidades metabdlicas podem afetar a expressdo e
concentracdo de PCSK9. Em pacientes diabéticos, por exemplo, os niveis
plasméaticos da PCSK9 estdo positivamente correlacionados com 0s niveis de
insulina e glicose (Ibarretxe et al., 2016; Momtazi et al., 2017). A insulina eleva a
expressédo de PCSK9 por meio da ativagdo do fator de transcricio SREBP
(Ajoolabady et al., 2024).

No contexto da hipertensédo, a PCSK9 pode regular a presséo arterial ao
reduzir a expressao do canal epitelial de sédio (EnaC) na superficie das células
renais. Esse canal € crucial para a reabsor¢éo de sodio. Portanto, a reducéo dos
niveis de PCSK9 aumenta a absorcao renal de Na* e, portanto, aumenta o risco
de hipertensédo (Guo et al., 2021). Aléem disso, em modelos murinos, a auséncia
de PCSKO9 reduziu levemente a presséo arterial sistolica (PAS) em fémeas, mas

nao alterou a presséo arterial dos machos (Berger et al., 2015).

Em pacientes com doenga renal crénica, os niveis plasmaticos de PCSK9
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sdo reduzidos quando comparados a populacdo saudavel (Abujrad et al., 2014).
Resultados semelhantes foram observados em mulheres com sindrome
metabdlica, nas quais os niveis de PCSK9 estavam reduzidos em comparacao

com mulheres sem sindrome metabdlica (Hasan et al., 2017).

A inflamacdo também modula a expressdo da PCSK9. Foi demonstrada
uma correlacdo entre os niveis de PCSK9 e a ativacdo de vérios genes pro-
inflamatorios que aceleram o desenvolvimento da aterosclerose (Bao et al.,
2024). O aumento nos niveis da PCSK9 promove a polarizacdo de mondcitos
para um fendtipo pro-inflamatério e aumenta a secrecéo de interleucina 1 beta
(IL-1B), interleucina 18 (IL-18), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral
(TNF) (Bao et al., 2024). A administracdo de LPS (lipopolissacarideo que ativa o
sistema imunolégico e estimula a secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias)
também regula positivamente a expressao hepética da PCSK9. Da mesma
forma, a inflamagao estimulada por terebintina e zimosan induz a expressao
hepatica da PCSK9 (Bao et al., 2024).

Por fim, a terapia com estatinas é outro fator importante na modulacdo da
PCSK9. O tratamento com esses farmacos estd associado ao aumento dos
niveis plasmaticos da PCSK9 (Kuyama et al., 2021), devido a ativacdo do fator
de transcricdo SREBP, que induz a elevacdo dos niveis de mRNA de PCSK9
(Kuyama et al., 2021). Esse mecanismo ajuda a explicar por que as estatinas,
ao mesmo tempo em que reduzem o LDLc, aumentam 0s niveis circulantes de

PCSKO9, indicando um processo de regulacdo compensatoria.
2.5.2. Interacdo da PCSK9 no metabolismo do LDLc

A PCSK9 possui o papel central de regular o metabolismo do LDLc
(Macchi et al., 2021). Sua fungéo fisiologica foi elucidada a partir da identificagédo
de mutacgOes funcionais no gene da PCSK9 que causam hipercolesterolemia
autossbmica dominante (Hunt et al., 2000). Posteriormente, o gene foi
estabelecido como um dos principais causadores da hipercolesterolemia familiar
(Abifadel et al., 2003). Atualmente, mais de cem mutac¢des que influenciam a
fungcéo da PCSK9 foram identificadas (Hummelgaard et al., 2023).

Pacientes com mutagcbes de ganho de fungdo sao propensos a

apresentarem niveis elevados de LDLc e desenvolvem hipercolesterolemia
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acompanhada por um risco cardiovascular elevado (Bayona et al., 2020). Em
contraste, o0s portadores de mutagcbes de perda de funcéo
na PCSK9 apresentam uma maior densidade de LDL-R hepatico, niveis
reduzidos de LDLc e um risco reduzido de desenvolver DCV (Bayona et al.,
2020).

Diante dessas evidéncias, a PCSK9 tem sido o alvo de muitos ensaios
farmacéuticos para inibir ou reduzir sua funcdo (Blom et al., 2016; Pirillo,
Catapano, e Norata, 2021). Os chamados inibidores de PCSK9 reduzem os

niveis de LDLc em aproximadamente 60% (Sabatine et al., 2017).

O mecanismo de acdo da PCSK9 na regulacdo da LDL melhor
caracterizado envolve a degradacédo dos LDL-R. O LDL-R € a via preferencial
pela qual a LDL é eliminada da circulacdo. A PCSK9 impede a reciclagem dos
LDL-R para a superficie celular e promove sua degradagcdo via
endossomal/lisossomal. Esse processo reduz a quantidade de receptores
disponiveis, eleva as concentracdes plasmaticas de LDLc e aumenta o risco de
DCV (Steinberg e Witztum, 2009).

O LDL-R estéa presente no figado e na maioria dos outros tecidos. Ele
reconhece ApoB-100 e ApoE e, portanto, medeia a captacdo de LDL,
guilomicrons remanescentes e IDL, por meio de endocitose. Apos a
internalizacao, a particula lipoproteica € degradada nos lisossomos e o colesterol
€ liberado para o uso celular (Feingold, 2024). A maioria dos receptores é
reciclada de volta a superficie celular, onde podem mais uma vez se ligar e
internalizar lipoproteinas. Os LDL-R sdo continuamente reciclados até serem
alvo de degradacéo pela PCSK9 (Melendez et al., 2017). A Figura 7 ilustra esse

processo.
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Figura 7 — Esquema da interagdo entre PCSK9 e LDL-R em um hepatécito

A B

Degradagéo

= Reciclagem
do LDL-R z-

do LDL-R

I Receptor do LDL-c (LDL-R) @ PCSK9 Q LDL-c

Fonte: Adaptado de Schlegel, et al., 2017.
A: A PCSKO9 disponivel se liga ao LDL-R e resulta na internalizacdo do receptor, seguida pela
degradacéo lisossomal. B: Sem a PCSK9 disponivel, o colesterol LDL é internalizado pelo LDL-

R no hepatdcito. O LDL-R circula depois de volta a superficie.

A PCSK9 também interage com outras proteinas em tecidos hepéticos e
extra-hepaticos. No tecido adiposo, promove a degradacdo do receptor VLDL
(VLDL-R), limitando a adipogénese visceral (Y. Tang et al., 2020). Também
promove a degradacdo da proteina-1 relacionada a LDL-R (LRP1), que é a
principal responsavel pela eliminacédo do fator de coagulacéo VIII do plasma, e
do receptor 2 de apoE (apoE-R2) (Bao et al., 2024). O apoE-R2 é um receptor
expresso em macréfagos que se liga a apoE. A apoE desempenha uma funcgéo
anti-inflamatéria, promovendo a reducdo do acumulo de lipidios nos macréfagos

e inibindo a formacgé&o de células espumosas (Bai et al., 2018).

Além da interacdo com receptores, a PCSK9 inibe a expressdo do CD36
(cluster de diferenciacdo 36) nos cardiomiocitos, nas células intestinais e nos
adipdcitos (Demers et al., 2015). O aumento da expressédo do CD36 amplifica a
captacdo de acidos graxos e o acumulo de triglicerideos e goticulas lipidicas
(Demers et al., 2015).

2.5.3. Efeitos pleitropicos da PCSK9

Desde o lancamento do primeiro inibidor da PCSK9 em 2015, efeitos

inesperados foram progressivamente descritos. Foi relatado que pacientes em
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tratamento com o inibidor da PCSK9 apresentaram reatividade plaquetéria
reduzida e melhora na disfuncdo endotelial coronaria (Andreadou et al., 2020;
Barale et al., 2020).

Estudos sugeriram que a PCSK9 contribui para a aterogénese de forma
indireta, ao elevar os niveis de lipidios plasmaticos, e de forma direta, ao
promover a inflamacao e a apoptose das células endoteliais (Li et al., 2017; Tang
et al.,, 2012; Wu et al., 2012; Z. Ding et al., 2015). Esses dois mecanismos
resultam na reducéo da estabilidade vascular e no aumento da expressao de
moléculas de adesédo, quimioatraentes e citocinas inflamatdrias (Kihnast et al.,
2014).

A PCSK9, de forma mais especifica, promove a apoptose de células
endoteliais, induzida pelo LDL oxidado (LDL-0x), por meio da via JNK/p38 MAPK
(Li et al.,, 2017) e ativa genes relacionados a citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias nos macrofagos, como a IL-1j3, a IL-6, a quimiocina CXC ligante 2
(CXCL2) e proteina quimioatraente de monécitos 1 (MCP-1) (Bao et al., 2024).
Além disso, a PCSK9 estimula a expressdo de moléculas de adesdo como a
molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1), e de fatores quimiotaticos, como as
proteinas quimioatraentes de monécitos 1 e 2 (MCP-1) e (MCP-2), favorecendo
a adesdo e infiltracdo de mondcitos na parede dos vasos (Ricci et al., 2018; Sun
et al., 2018).

Dois estudos relataram que a PCSK9 pode ativar o Receptor Tipo Toll 4
(TLR4) e o Fator Nuclear kappa B (NF-kB) para induzir respostas inflamatdérias
na aterosclerose (Huang et al., 2023; Tang et al.,, 2017). Barale et al. (2021)
sugeriram que a PCSK9 pode ter uma influéncia no desenvolvimento da
aterosclerose, mesmo quando ndo ha mudancas nos niveis de lipidios
plasmaticos, interagindo com outros receptores ou proteinas envolvidas na

patogénese da doenca (Barale et al., 2021).

Em relacdo ao papel da PCSK9 na trombose, essa proteina exerce efeitos
na cascata da coagulacao e interage com plaquetas. O Fator VIII tem um papel
essencial na coagulacdo. Esse fator se liga ao LRP1 e é removido do sangue
pelo LRP1 no figado (Chun et al., 2022). Como a PCSK9 degrada o LRP1, ela
pode reduzir a remocdo hepatica do Fator VI, o que aumenta o risco de
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trombose (Paciullo et al., 2022).

Evidéncias adicionais sugerem uma correlacdo positiva entre os niveis
circulantes de PCSK9 e fatores de ativacao plaquetaria, como CDL40L soluvel,
tromboxano B2, fator plaquetario-4 e P-selectina (Barale et al., 2020;
Cammisotto et al., 2020; Navarese et al., 2017). Quando ativadas, as plaquetas
se aderem as células endoteliais de artérias aterosclerdticas, liberando fatores
plaquetarios que provocam uma resposta inflamatéria e eventos tromboticos
(Podrez et al., 2007). Também foi documentado que a deplecdo da PCSK9 esta
associada a protecdo contra trombose e a reducdo do recrutamento de
leucocitos no local da trombose (Wang et al., 2017).

A PCSK9 também exerce varios efeitos no coracdo independentemente
da regulacdo do LDLc (Y. Guo et al.,, 2021). O IAM leva a um aumento na
producdo de PCSK9 nos cardiomiocitos. Contudo, o mecanismo subjacente
ainda ndo é totalmente compreendido (Z. Ding et al.,, 2018). O aumento da
PCSK9 estimula a autofagia excessiva e a morte celular dos cardiomidcitos, o
gue contribui para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Z. Ding et al.,
2018). Sabe-se que a PCSK9 produzida por cardiomiécitos promove a secrecao
de citocinas proé-inflamatérias (TNF, IL-6 e IL-1B) por macrofagos por meio da

ativacao da via de sinalizacdo NF-kB (Guo et al., 2021).

Cumpre ressaltar que o CD36 (um dos alvos de degradacdao da PCSK9)
€ amplamente expresso em células endoteliais e cardiomiocitos e regula
parcialmente a captacdo de &cidos graxos pelo miocardio. Como os acidos
graxos livres sdo uma fonte essencial de energia para o miocardio, a deficiéncia
de CD36 pode estar associada a lesao cardiaca (Dehn e Thorp, 2018; Y. Guo
et al., 2021).

2.5.4. PCSK9 e pré-eclampsia

Os estudos disponiveis na literatura determinaram os niveis da PCSK9

durante a gestacéo de mulheres que desenvolveram PE.

Sabe-se que a PE esta associada a reducdo do LDLc materno, que é
essencial para o crescimento fetal. Contudo, 0s mecanismos responsaveis por

essa reducao do LDLc ainda ndo estdo completamente esclarecidos (Vaught et
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al., 2023). Para investigar essa questéo, Vaught et al., (2023) analisaram o papel
da PCSK9 no metabolismo lipidico de mulheres com PE com critérios de
gravidade, tanto no sangue materno, quanto no sangue fetal e demonstraram
gue mulheres com PE apresentaram niveis reduzidos de PCSK9 e de LDLc em
comparacgdo com mulheres com gestagfes saudaveis. No entanto, foi observado
gue os niveis de PCSK9 na circulagao fetal foram mais elevados em relacéo aos
niveis da circulacdo materna. Esse possivel mecanismo compensatério na
circulacao fetal pode manter os niveis de PCSK9 comparaveis aos de fetos de

gestaces normais saudaveis (Vaught et al., 2023).

Em concordancia com o estudo anterior, Mennitti et al. (2024) também
encontraram niveis reduzidos de PCSK9 e niveis elevados de citocinas
inflamatorias (TNF, TGF-B, IL-2, IL-6 e IL-8) em mulheres com PE de inicio
precoce e tardio em comparacdo a mulheres com gestacdes saudaveis. No
entanto, ndo obtiveram diferenca nos niveis de LDLc entre os grupos (Mennitti
et al., 2024).

Em contraste, Abbasifard, et al. (2023) encontraram niveis elevados de
PCSK9 e LDLc em mulheres com PE em comparacdo ao grupo de gestantes
normotensas. Esses pesquisadores admitiram que o aumento da PCSK9 pode
contribuir com o aumento do estresse oxidativo observado nessa condicéo,
agravando a hipertensdo e outros sintomas associados a PE (Abbasifard et al.,
2023).

Em conjunto, esses dados mostram que a relacdo entre PCSK9, LDLc e
PE apresentam resultados variados, refletindo a complexidade da condicao.
Essas discrepancias destacam a necessidade de mais pesquisas para

esclarecer os mecanismos subjacentes.
2.5.5. PCSK9 e risco de doencas cardiovasculares

Por ser uma proteina circulante, a PCSK9 exerce efeitos diretos na placa
aterosclerotica, além de sua capacidade de regular os niveis de LDLc (Shapiro,
Tavori e Fazio, 2018). Estudos evidenciaram uma relagdo direta de niveis de
PCSK9 e o aumento da espessura da artéria carétida em individuos
assintomaticos (Chan et al., 2016; Huijgen et al., 2012; Lee et al., 2013; Toth et
al., 2017.
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Adicionalmente, foi relatada uma relacao estatistica entre a concentracao
plasmatica de PCSK9 e a progressdo da aterosclerose, evidenciada pela area
total das placas ateroscleréticas, independentemente da concentracéo
plasmatica de LDLc (Xie et al., 2016). Outro achado relevante foi a associacéo
entre os niveis plasmaticos de PCSK9 e a pontuacdo de célcio da artéria
coronaria (CAC) (Alonso et al., 2016; Zhao et al., 2018).

Em relacdo aos efeitos da PCSK9 na funcdo endotelial, Leucker et al.
(2020) avaliaram a funcéo endotelial coronaria em pacientes HIV-positivos com
niveis de LDLc préximos ao ideal e em pacientes dislipidémicos e observaram
uma melhora da funcao endotelial coronaria apos o tratamento com um inibidor
de PCSK9. No entanto, ndo houve alteracdes nos marcadores inflamatérios
séricos. Diante disso, 0s autores sugeriram que os efeitos protetores da inibicdo
da PCSK9 podem estar relacionados a um efeito anti-inflamatério local na
parede arterial, em vez de mudancas nos biomarcadores inflamatorios

sistémicos (Leucker et al., 2020).

Cheng et al. (2016) em um estudo clinico envolvendo pacientes com
angina estavel ou sindrome coronariana aguda revelaram uma correlacéao linear
entre os niveis de PCSK9 e o nucleo necrético da placa aterosclerética,
independente dos niveis de LDLc (Cheng et al., 2016). Em conjunto, esses
resultados indicam um papel independente da PCSK9 na promocdo de

processos inflamatoérios e no agravamento da aterosclerose.

Em relacdo aos efeitos da PCSK9 na trombose, Navarese et al. (2013)
avaliaram pacientes com evento recente de sindrome coronariana aguda.
Demonstraram que o0s niveis séricos de PCSK9 foram correlacionados com alta
reatividade plaquetaria e uma maior incidéncia de resultados
aterotromboticos (Navarese et al., 2013). Em outro estudo semelhante, realizado
com pacientes com fibrilagdo atrial, foi avaliada a correlacédo entre os niveis de
PCSK9 e marcadores de ativacdo plaguetaria, como a P-selectina soluvel e a
formacdo de tromboxano B2, bem como LDL-ox e marcadores de estresse
oxidativo. Os resultados demonstraram que a PCSK9 foi associada a uma taxa
maior de agregagdo e recrutamento plaquetério e niveis mais elevados de
formacdo sérica de tromboxano B2, liberacdo de P-selectina e de LDL-0x
(Cammisotto et al., 2020).
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Além de investigar a associacdo entre PCSK9 e a aterosclerose clinica e
subclinica, alguns estudos avaliaram o potencial da PCSK9 como indicador de
risco para o desenvolvimento de DCV. O Women'’s Health Study revelou que os
niveis de PCSK9 nao foram diferentes entre mulheres que tiveram eventos
cardiovasculares e aquelas que nao tiveram (Ridker et al., 2016). Outros dois
estudos também ndo encontraram associagao entre niveis de PCSK9 e eventos

cardiovasculares futuros (Leander et al., 2016; Zhu et al., 2015).

Por outro lado, Leander et al. (2016) relataram que individuos que
apresentavam niveis elevados de PCSK9 no sangue, mas niveis reduzidos de
LDLc, apresentaram um risco maior de eventos cardiovasculares futuros em
comparacdo com aqueles que apresentaram tanto PCSK9 quanto LDLc
elevados (Leander et al., 2016). Isso indica que a PCSK9 néo adicionou risco

aos efeitos exercidos pelo aumento do LDLc (Leander et al., 2016).

Diante das evidéncias apresentadas, pode-se concluir que a PCSK9
desempenha um papel crucial no metabolismo da LDL e em processos
inflamatorios. Devido a estreita correlagdo da DCV com os niveis lipidicos e
inflamacgéo, atualmente, muitas investigagcbes sobre a PCSK9 estdo em
andamento. Segue a versao revisada do paragrafo, escrita de forma mais formal,

impessoal e alinhada ao estilo de um texto cientifico:

Com base nas evidéncias expostas, conclui-se que a PCSK9 exerce um
papel fundamental no metabolismo da LDL e nos processos inflamatérios. Dada
a estreita relacdo entre doencas cardiovasculares (DCV) e os niveis lipidicos e
a inflamacdo, diversas pesquisas sobre a PCSK9 encontram-se em
desenvolvimento. Atualmente, observa-se uma crescente énfase na comunidade
cientifica na avaliacdo de biomarcadores capazes de elucidar o risco elevado de
DCV em mulheres com histérico de pré-eclampsia (PE), destacando-se a
relevancia e a atualidade dessa linha de investigacdo. Contudo, ainda séo
escassos 0s estudos que investiguem a associagdo entre os niveis de PCSK9 e
o perfil lipidico em mulheres com historico de PE. Dessa forma, a avaliagdo dos
niveis plasmaticos de PCSK9, bem como dos parametros lipidicos tradicionais,
e a caracterizagdo clinica de mulheres com histérico de PE, poderdo fornecer
informacdes valiosas sobre os mecanismos subjacentes ao aumento do risco de

DCV nesse grupo.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil lipidico, os niveis plasmaticos da PCSK9 e as
caracteristicas clinicas de mulheres com historico de PE com critérios de

gravidade.
3.2. Objetivos Especificos
Em mulheres com e sem histérico de PE:

— Caracterizar o histérico obstétrico e dados demogréaficos;

— Coletar e analisar dados relacionados aos parametros fisicos: peso,
altura, IMC, percentual de gordura, pressao arterial, circunferéncia de
cintura, abdomen e quadril;

— Determinar o perfil lipidico tradicional: CT, HDLc, LDLc, VLDLc, ndo-HDLc
e TG;

— Otimizar o procedimento analitico do produto PCSK9 Duo Set ELISA da
R&D Systems® (DY3888), considerando as caracteristicas das pacientes
a serem avaliadas e as condic6es do laboratério de Bioquimica Clinica da
Faculdade de Farmécia;

— Determinar os niveis plasmaticos da PCSK9;

— Avaliar a frequéncia de doencas cronicas relacionadas ao
desenvolvimento de DCV: hipertensédo arterial cronica (HAC), diabetes
mellitus e hipercolesterolemia;

— Avaliar a frequéncia de sindrome metabdlica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Delineamento experimental

Este estudo de coorte retrospectivo foi planejado e realizado conforme

ilustrado na Figura 8 e descrito no Capitulo 1.

Figura 8 — Delineamento experimental do estudo

Aprovacgao do projeto pelo
COEP
CAAE: 54887721.0000.5149

Recrutamento e sele¢do das
participantes (2022-2023):
Mulheres gravidas entre 2008 e
2017
o /
Grupo MN P - Grupo MP
Mulheres com histérico Participantes Mulheres com
de gestacao (n=205) historico de PE
normotensa (n=102) h d (n=103)
[ Avaliagao clinica ]

[ Analise bioquimica do perfil }

lipidico
[ ELISA PCSK9 ]
[ Analises estatisticas ]

Fonte: Dados da pesquisa.
4.2. Aspectos éticos

O presente estudo € um subprojeto de um projeto previamente aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), CAAE: 54887721.0.0000.5149, parecer n° 5.216.461 (ANEXO |) e pela
instituicdo coparticipante Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais
(FHEMIG), CAAE: 46792921.3.3002.5119, parecer n° 4.906.245 (ANEXO II). Os
objetivos do estudo foram esclarecidos a todas as participantes, utilizando
linguagem accesivel. Aquelas que concordaram em participar do estudo
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assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE

) e responderam uma ficha clinica de interesse para a pesquisa (APENDICE I1).
4.3. Casuistica

Entre os anos de 2022 e 2023, foram convidadas para participar do estudo
PERLA, mulheres que tiveram PE e mulheres que tiveram gestacoes
normotensas e sem complicacdes entre 1° de janeiro de 2008 e 31 de dezembro
de 2017. Os convites foram enviados, primeiramente, as mulheres que fizeram
parte de pesquisas prévias (2009-2010) das professoras Patricia Nessralla
Alpoim e Luci Maria SantAna Dusse da Faculdade de Farmacia da
(FAFAR/UFMG) e também para mulheres atendidas no Hospital Julia
Kubitscheck. Posteriormente, a divulgacdo também foi realizada por meio de
redes sociais e pelo e-mail de divulgacdo da comunidade UFMG. A Figura 9

ilustra o recrutamento e selecao das participantes.

Figura 9 — Recrutamento e selecdo das participantes

Prontuarios do Hospital Pesquisas anteriores Redes Sociais E-mail de divulgagao
Julia Kubitschek FAFAR/UFMG da UFMG

n = 867

1§

n =471

Entraram no estudo

—

MP = 6 (Mp=7)(mn=3] (mP=27])(mN=35] [MmP=63

—

(MmN =64 |

Total por grupo

(MP=103 | MN=102 ]

Fonte: Dados da pesquisa.

A selecdo das mulheres, de acordo com os critérios de inclusédo, foi
realizada entre fevereiro de 2022 e agosto de 2023 por alunos de iniciacdo

cientifica, mestrado e doutorado envolvidos no projeto, por meio da avaliacéo de
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exames, cartdo de pré-natal, documentos médicos ou andlise de prontuarios. As
mulheres selecionadas foram encaminhadas para local proprio da Faculdade de
Farmacia da UFMG, onde passaram por uma avaliacdo clinica e por coleta das

amostras biologicas.
4.3.1. Critérios de incluséo
Grupo de mulheres com histérico de PE (MP)

Mulheres que tiveram PE com critérios de gravidade, entre 1° de janeiro
de 2008 e 31 de dezembro de 2017, sendo os critérios para diagndéstico definidos
de acordo com as diretrizes do American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG 2019):

— Minimo de dois episddios de PAS/pressao arterial diastolica (PAD) 2
160/110 mmHg (com quatro horas de intervalo entre as medi¢des) apos
20 semanas de gestacao, sendo complementado por evidéncias de danos
sistémicos, como:

— Proteindria superior a 0,3 g/L em urina de 24 horas e/ou maior que uma
cruz, em amostras isoladas, pelo método semiquantitativo de fita reagente
elou;

— Trombocitopenia (contagem de plaquetas inferior a 100.000x109/L);

— Funcao hepatica comprometida, indicada por elevagao sérica da atividade
de enzimas hepaticas (até o dobro do limite superior da atividade normal)
e dor persistente e intensa no quadrante superior direito do abdémen ou
epigastrica, ndo responsiva a medicamentos e sem outras explicacdes
diagnosticas;

— Insuficiéncia renal (concentragéo de creatinina sérica superior a 1,1 mg/dL
ou duplicacdo da concentracéo sérica de creatinina na auséncia de outra
doenca renal);

— Edema pulmonar;

— Cefaleia de inicio recente, ndo responsiva a medicamentos e sem outras
explicacdes diagnadsticas e;

— Distdrbios visuais.

Cumpre ressaltar que o diagndstico de PE foi confirmado de trés formas:
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por meio dos prontudrios dos hospitais, de registros de estudo anterior ou com
base nos cartdes pré-natal, exames e registros meédicos da gravidez de

referéncia, disponibilizados pelas participantes do estudo.
Grupo de mulheres sem histérico de PE (MN)

Mulheres que tiveram gestagdes normotensas, com PAS/PAD abaixo ou
igual a 120/80 mmHg, entre 1° de janeiro de 2008 e 31 de dezembro de 2017,
sem histérico de hipertenséo arterial ou proteinuria e que nao fizeram parte do
pré-natal de alto risco. Da mesma forma, a confirmacé&o de gestacdo normotensa
foi baseada na andlise dos prontudrios dos hospitais, por meio de registros de
estudo anterior ou com base nos cartdes pré-natal, exames e registros médicos

da gravidez de referéncia, disponibilizados pelas participantes do estudo.

4.3.2. Critérios de exclusao

Em ambos os grupos foram excluidas as mulheres que apresentaram,
previamente e/ou no momento da gestacdo, doencas intercorrentes como
distlrbios da coagulacdo, doencas autoimunes, hepaticas, renais, HAC, DCV,
diabetes, obesidade (IMC = 30 kg/m2) e cancer. Considerou-se também como
critério de excluséo o diagnéstico de PE sem critérios de gravidade, diagndéstico

inconclusivo, parto fora do intervalo do estudo e gestacdo em curso.
4.4. Tamanho amostral

O célculo do tamanho da amostra foi realizado considerando as variancias
da PAS, PAD, presséo arterial média (PAM) e LDL, obtidas a partir do banco de
dados do projeto PERLA-Brasil, uma vez que esses parametros sao as principais
variaveis associadas ao risco cardiovascular, de acordo com a Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SBC) (SBC, 2017). O calculo que considerou a
variancia do LDL resultou no maior tamanho amostral, totalizando 176
participantes (88 em cada grupo). Esse calculo foi realizado com um poder
estatistico de 99% e um nivel de significancia de 5%. Portanto, os tamanhos
amostrais calculados para todas as variancias (PAS, PAD, PAM e LDL) foram
inferiores ao utilizado no presente estudo, que incluiu 205 participantes (MN=102
e MP=103).
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4.5. Coletade dados e avaliacao fisica

As mulheres que atenderam aos critérios de inclusdo passaram por uma
coleta sanguinea e uma anamnese. Nessa etapa, foi preenchida uma ficha
clinica (APENDICE 1) com dados relativos as gestacbes e as condicdes de

saude da mulher.

Alunos treinados conduziram todos os procedimentos do estudo e os
seguintes dados foram coletados usando equipamentos e técnicas padrao:
pressdo arterial (mmHg), peso (kg), altura (m), IMC (kg/m?), percentual de
gordura (%) e circunferéncias da cintura, abdomen e quadril (cm). Uma balanca
eletronica de bioimpedancia calibrada (Cadence Smart Care BAL200®) foi usada
para obter o peso e o0s percentuais de gordura de mulheres vestindo roupas leves
e sem sapatos. A PA foi aferida pelo Monitor de Pressdo Arterial de Pulso
Smartpro Q-400 TechLine®. As medicdes foram feitas na posicdo sentada, 10
minutos apos a chegada das mulheres. A PAM foi calculada pela equagéo: PAM
= [(2 PAD) + PAS]/3. Para medir a altura e circunferéncias de cintura, abdémen
e quadril, foi utilizada uma fita métrica. A relacdo cintura/quadril foi obtida
dividindo a circunferéncia da cintura pela do quadril, em centimetros. O IMC foi
calculado dividindo o peso pela altura elevada ao quadrado.

Para avaliar o diagndstico de doencas crbénicas (HAC, diabetes e
hipercolesterolemia), foi utilizado como critério o uso continuo de medicamentos

prescritos por médicos para essas condi¢des, sendo eles:

— HAC: enalapril, hidroclorotiazida, anlodipina, losartana, captopril,
espironolactona e indapamida.

— Diabetes: metformina.

— Hipercolesterolemia: rosuvastatina, atorvastatina, sinvastatina e

ezetimiba.

A partir da coleta de dados e avaliagéo fisica, um robusto banco de dados

clinicos/demogréficos foi confeccionado.
4.6. Amostra bioldgica: coleta e armazenamento

Foram coletadas de cada participante, sem exigéncia de jejum, 4 mL de
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amostra de sangue venoso em tubos a vacuo do Sistema BD Vacutainer® sem
anticoagulante e 4 mL em tubos a vacuo do Sistema BD Vacutainer® com
heparina. Os tubos foram devidamente identificados. As amostras de sangue
foram centrifugadas em uma centrifuga refrigerada Heraeus Multifuge X1R,
ThermoFisher Scientific® a 4000 rotagdes por minuto (rpm), durante 10 minutos,
a 4°C, dentro de 2 horas apés a coleta de sangue para separacao do soro e do
plasma. Posteriormente, todas as amostras foram divididas varias aliquotas e

armazenadas em freezer a -80°C.
4.7. Avaliacao do perfil lipidico

Os parametros do perfil lipidico foram determinados utilizando produtos
comercializados pela empresa Bioclin®, baseados na metodologia
enzimatica/colorimétrica. As amostras de soro, descongeladas a temperatura
ambiente, tiveram suas absorbancias medidas no equipamento
semiautomatizado Bioclin 100®, no laboratério de Bioguimica do Colégio Técnico

da UFMG (Coltec), seguindo rigorosamente os protocolos do fabricante.
4.7.1. Determinacao do colesterol total

A determinacéo do CT foi realizada utilizando o produto Bioclin® colesterol
monoreagente (Ref. KO083). Nesse ensaio, as enzimas lipases e oxidases
catalisam a decomposicédo, respectivamente, do éster de colesterol e do
colesterol livre presentes na amostra, resultando na formacéo de peroxido de
hidrogénio (H202) e outros substratos. Em seguida, por acdo da enzima
peroxidase, o H202 reage com a 4-aminoantipirina e forma um composto
colorido. A intensidade da cor gerada é diretamente proporcional & concentracédo
de CT na amostra. O valor de referéncia para adultos maiores de 20 anos é

inferior a 190 mg/dL (com ou sem jejum) (SBC, 2017).
4.7.2. Determinacao do colesterol HDL

A determinacdo da HDLc foi realizada utilizando o produto Bioclin®
colesterol HDL direto (Ref. KO71). Nesse ensaio, foi realizada a dosagem
seletiva do colesterol ligado ao HDL. Para isso, as superficies da LDLc, VLDLc
e quilomicrons sao estabilizadas por adsor¢cdo a um polianion, de modo que néo

sofrem acao das enzimas colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase
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adicionadas ao soro. O HDLc, no entanto, € solubilizado por um detergente,
expondo sua superficie e permitindo a acdo enzimatica. As enzimas colesterol
esterase e colesterol oxidase catalisam a decomposicao, respectivamente, do
éster de colesterol e do colesterol livre presentes na amostra, resultando na
formacao de peréxido de hidrogénio (H202) e outros substratos. Em seguida, por
acdo da enzima peroxidase, o H202 reage com a 2,2’-difenil-1-picril-hidrazila e
forma um composto colorido. A intensidade da cor gerada € diretamente
proporcional a concentracdo de HDLc na amostra. O valor de referéncia
desejavel para adultos maiores de 20 anos é superior a 40 mg/dL (com ou sem
jejum) (SBC, 2017).

4.7.3. Determinacao do colesterol LDL

A determinacdo da LDLc foi realizada utilizando o produto Bioclin®
colesterol LDL direto (Ref. KO88). Nesse ensaio, foi realizada a dosagem seletiva
do colesterol ligado a LDL. O processo inicia-se com a adi¢cdo das enzimas
colesterol esterase e colesterol oxidase e de um detergente que solubiliza o
HDLc, o VLDLc e os quilomicrons, preservando o LDLc inalterado. Apos a
solubilizacéo dos colesterois pelo detergente, a colesterol esterase e a colesterol
oxidase catalisam a decomposi¢cao do HDLc e do VLDLc em quilomicrons. Em
seguida, é adicionado um segundo detergente e as enzimas colesterol esterase
e colesterol oxidase que catalisam a decomposicao, respectivamente, do LDLc
e do colesterol livre presentes na amostra, resultando na formacédo de perdxido
de hidrogénio (H202) e outros substratos. Em seguida, por acdo da enzima
peroxidase, o H202 reage com o N, N-bis(4-sulfobutil)-m-toluidina disodio e forma
um composto colorido. A intensidade da cor gerada é diretamente proporcional
a concentracdo de LDLc na amostra. Os valores de referéncia para adultos
maiores de 20 anos sao inferiores a 130 mg/dL para o grupo de baixo risco e

inferiores a 100 mg/dL para o grupo de risco intermediario (SBC, 2017).
4.7.4. Determinacao dos triglicérides

A determinacdo dos TG foi realizada utilizando o produto Bioclin®
triglicérides monoreagente (Ref. K117). Nesse teste, as enzimas lipases, glicerol
guinase e glicerol fosfato oxidase dihidroxiacetona catalisam a decomposic¢ao,
respectivamente, dos TG, glicerol e glicerol-3-fosfato presentes na amostra,
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resultando na formacéo de peroxido de hidrogénio (H202) e outros substratos.
Em seguida, por acdo da enzima peroxidase, o H20:2 reage com a 4-
aminoantipirina e o p-clorofenol e forma um composto colorido. A intensidade da
cor gerada é diretamente proporcional a concentracdo de TG na amostra. Os
valores de referéncia desejaveis para adultos maiores de 20 anos é inferior a
150 mg/dL (com jejum) e inferior & 175 mg/dL (sem jejum) (SBC, 2017).

4.7.5. Determinacao do colesterol VLDL e colesterol ndo-HDL

O VLDLc foi calculado pela formula de Martin “VLDLc = TG/X”. Em que o
divisor (x) assume diferentes valores, variando de 3,1 a 11,9, de acordo com 0s
valores de TG e ndo-HDLc (Martin et al., 2013). Ja o colesterol ndo-HDL foi
calculado pela formula “ndo-HDLc = CT — HDLc” sugerida pela Diretriz Brasileira
de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose de 2017 (SBC, 2017).

4.8. Avaliagdo do metabolismo lipidico

4.8.1. Desenvolvimento do protocolo de ELISA para detecgédo da
PCSK9

Com o objetivo de desenvolver um protocolo ELISA adequado para a
deteccdo de PCSK9 na populacao estudada e aumentar a eficiéncia do protocolo
disponibilizado pela fabricante do produto utilizado neste trabalho (Human
Proprotein Convertase 9/PCSK9 DuoSet — DY3888, R&D Systems®), foram
realizados testes para otimizar o protocolo da R&D Systems®. A curva de
calibracdo também foi analisada a fim de assegurar que as concentracdes das
amostras estivessem dentro do intervalo de deteccao do ensaio (0—8000 pg/mL).
As etapas do desenvolvimento do novo protocolo foram descritas no APENDICE
1.

4.8.2. Determinacgéo da concentragdo da PCSK9

A determinacdo das concentragfes plasmaticas de PCSK9 foi realizada
por meio do ensaio ELISA do tipo sanduiche (R&D Systems®), de acordo com o
protocolo padronizado nas condicdes do laboratério de Bioquimica da

FAFAR/UFMG, em amostras de plasma anticoagulado com heparina.

4.8.2.1. Sensibilizacdo e blogqueio da microplaca
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Microplacas de poliestireno (Costar® Ref. 2592) foram sensibilizadas com
100 pL/pogo de anticorpo monoclonal de captura previamente diluido. A diluicdo
do anticorpo de captura foi realizada na concentragdo de 2 ug/mL em solucéo
de tampéo fosfato salino (PBS). A solucédo de PBS contém cloreto de sodio 137
mM, cloreto de potassio 2,7 mM, fosfato de sédio dibasico8,1mM e fosfato
monobésico de potassio 1,5 mM em agua deionizada. Apés incubacao a 4°C
overnight, os anticorpos néo ligados foram removidos por meio de trés lavagens
sucessivas. As lavagens foram realizadas utilizando-se, em cada poc¢o da placa,
400uL de solucdo de PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS/Tween), utilizando
a lavadora de microplacas (Biochrom ASYS Atlantis 2®). Em seguida a lavagem,
foi feito o bloqueio adicionando a cada poc¢o da microplaca 300uL de solucéo de
bloqueio contendo 1% de albumina sérica bovina (BSA) diluida em PBS
(PBS/BSA 1%) e, posteriormente, incubacéo por duas horas a temperatura
ambiente (20°C). Apés a incubacao, a solucéo de bloqueio foi desprezada e a
microplaca foi submetida a trés lavagens com PBS/Tween, utilizando a lavadora

de microplacas (Biochrom ASYS Atlantis 2®).

4.8.2.2. Realizacao do ensaio

As amostras de plasma anticoagulado com heparina foram diluidas 50
vezes com solucdo de PBS contendo 0,1% de BSA (PBS/BSA 0,1%) antes de
iniciar o ensaio. O padrdo (Padrdo PCSK9 Humana Recombinante — R&D
Systems®) foi reconstituido conforme instrugcdes do fabricante, obtendo-se uma
solucdo com concentracdo inicial de 8000pg/mL de PCSK9. Apés a
reconstituicao, foram realizadas diluic6es seriadas dos padrdes para que fossem
obtidos sete pontos de calibragdo, com a concentracdo de nivel mais elevado de

8000pg/mL de PCSK9. O cada ponto da curva foi determinado em duplicata.

Em seguida, 100uL das amostras diluidas ou dos padrdes diluidos foram
adicionados a cada um dos pog¢os da microplaca, que foi incubada a temperatura
ambiente (20°C) por duas horas. Seguindo-se a incubacado, foram realizadas
lavagens sucessivas com o objetivo de retirar os antigenos que nao se ligaram
ao anticorpo adsorvido na microplaca. Cada um dos pogos da microplaca foi
lavado trés vezes com 400uL de PBS/Tween utilizando a lavadora de
microplacas (Biochrom ASYS Atlantis 2®). A etapa subsequente do ensaio
consistiu na adigdo de 100uL de anticorpo biotinilado, diluido em solucéo
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PBS/BSA 0,1% (100ug/mL), a cada um dos pocos de reacdo e incubacéo a
temperatura ambiente (20°C) por duas horas. Apdés a incubacdo, foram
realizadas trés lavagens com PBS/Tween, utilizando a lavadora de microplacas
(Biochrom ASYS Atlantis 2®), com o objetivo de retirar os anticorpos de detecgéo
gue ndo se ligaram ao complexo antigeno-anticorpo de captura adsorvido a
microplaca. Para a revelacdo da reacdo foram adicionados a cada poc¢o da
microplaca 100uL do conjugado estreptavidina-horseradish peroxidase (HRP)
(R&D Systems® — 890803) diluido 200 vezes em PBS/BSA 0,1%, seguida de
incubacao a temperatura ambiente (20°C) por 20 minutos.

Em seguida, 100uL do substrato TMB (Scienco® — DY999) foi adicionado
a cada poco da microplaca, que foi incubada a temperatura ambiente (20°C) por
20 minutos e ao abrigo da luz. A reacdo enzimatica foi interrompida pela adi¢ao
de 50uL de acido sulfurico 0,5M. A intensidade da cor produzida foi medida
espectrofotometricamente, utilizando um leitor de microplacas, em 450nm
(comprimento primario) e 630nm (comprimento secundario) e era proporcional a
concentracdo de PCSK9 no plasma. A concentracdo de PCSK9 de cada amostra
foi obtida interpolando-se a absorbancia lida em uma curva de calibracdo (Figura
10), conforme orientacao do fabricante.

Figura 10 — Curvas de calibrac&o do ensaio de dosagem da PCSK9
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4.9. Analises estatisticas

Os dados foram analisados empregando-se o programa SPSS versao 26.
A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. A comparacao
das variaveis entre os grupos MN e MP foi realizada pelo teste t-Student para
aquelas com distribuicdo paramétrica e pelo teste de Mann-Whitney para as
variaveis de distribuicdo ndo-paramétrica. As variaveis categoricas foram
analisadas pelo teste Qui Quadrado de Pearson. Foi considerado significativo o
valor de p=<0,050.
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4. CAPITULO 1

BRAZILIAN COHORT STUDY PREECLAMPSIA AND LATENT RISKS AFTER
DELIVERY (PERLA-Brasil): Objectives and Design

Abstract

Many high-income countries have seen large reductions in the incidence of
preeclampsia in recent decades. In contrast, this trend has not been observed in
many low- and middle-income countries. In light of this, understanding the lifelong
health outcomes of women who develop preeclampsia is crucial to help
stakeholders in the development of health policies for these women. The Brazilian
Cohort Study Preeclampsia and Latent Risks After Delivery (PERLA-Brasil) aims
to contribute relevant information with respect to the development and
progression of clinical and subclinical cardiovascular diseases in women 6-15
years after preeclampsia. In this report, the authors delineate the study’s
objectives and principal methodological features. The baseline examination
(2022-2023) included detailed interviews, clinical and anthropometric
examinations, blood and urine collection. Long-term biologic sample storage will
allow investigation of biomarkers that may predict cardiovascular diseases.

Additionally, telephone surveillance will be scheduled throughout the study.

Keywords: Preeclampsia; Hypertension; Cardiovascular risk; Maternal mortality;

Pregnancy; Epidemiologic methods; Cohort studies.
INTRODUCTION

Preeclampsia (PE) is a serious disorder that can affect all the organs in the body.
It usually develops after 20 weeks of pregnancy and frequently near term.
Although new-onset proteinuria is a common feature, preeclampsia may also
manifest in some women without proteinuria, accompanied by hypertension and
other clinical signs or symptoms [1]. In cases where proteinuria is absent, women
are diagnosed with preeclampsia if they present with any of the following severe
features: thrombocytopenia, impaired liver function, severe persistent right upper
quadrant or epigastric pain, renal insufficiency, pulmonary edema, or new-onset
headache unresponsive to acetaminophen and not accounted for by alternative

diagnoses or visual disturbances [1].
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In the general population the prevalence of PE is 2—6% [2] and it is one of the

leading causes of maternal mortality and morbidity in Brazil and worldwide [3,4].

PE pathophysiology involves inadequate placental perfusion, accompanied by
oxidative stress and the release of soluble placental factors into the maternal
circulation. This cascade of events triggers an exaggerated inflammatory
response and endothelial lesion, ultimately leading to the clinical manifestations

of the disease [5].

Currently, therapeutic approaches remain limited to blood pressure management,
seizure prevention, and the prophylactic administration of low-dose acetylsalicylic
acid. Recent studies, however, have highlighted an increased incidence of

cardiovascular diseases (CVD) in women with a history of preeclampsia [6-8].

CVD are the leading cause of death among women worldwide [9]. Although
overall mortality rates from CVD have declined in recent years, there has been a
significant increase among women under the age of 65 [10]. One contributing

factor is the gap in women's health care guidelines [11].

Despite the recognition that a history of PE is a risk factor for the development of
CVD and their outcomes, no follow-up strategy has yet been defined for these
women to prevent the onset of such conditions. Furthermore, the optimal timing

for initiating protective measures remains undefined [11].

In clinical practice guidelines addressing the risk of CVD after PE, many
postpartum recommendations are based on general strategies for the broader
population aimed at reducing CVD risk. These include lifestyle interventions and
regular monitoring of risk factors such as blood pressure, glucose, and

cholesterol [12].

While these recommendations are effective in reducing CVD risk in the general
population and are therefore valuable in the absence of evidence specifically
tailored for postpartum women [13,14], the significant incidence of chronic
hypertension and other CVD in women after PE underscores the need for
personalized guidelines. Ongoing clinical trials are assessing the effectiveness of

interventions specifically designed for women with a history of PE [13—-16].

Identifying women at risk and standardizing prevention policies depend on

understanding the mechanisms through which PE impacts the cardiovascular
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system. The intersection between a history of preeclampsia and cardiovascular
diseases remains unclear [8,17]. There is strong evidence suggesting that the
endothelial lesion occurring during PE do not fully resolve after delivery [18] and,
as stated by Muijsers [19], “PE may be considered a first cardiovascular event

that requires secondary prevention and appropriate follow-up”.

Although the increasing number of studies highlighting the persistence of
endothelial lesion years after PE, few studies have investigated subclinical

markers that identify this condition.

A maijor limitation of studies on cardiovascular risk after PE is that most have
assessed populations with pre-existing risk factors. PE and DCV share many
common risk factors, including chronic hypertension, diabetes, obesity, kidney
disease, and metabolic syndrome, which can be confounders in the interpretation

of results.

The success of selecting participants without characteristics that may be
confounding factors depends largely on the care taken in the selection process.
Therefore, a thorough medical history is essential to identify any evidence in the
woman's past history that could indicate potential risk factors. In the present
study, a constant concern was to ensure the eligibility of participants by strictly

adhering to the exclusion criteria.

Young women with a history of PE typically do not exhibit clinical symptoms of
cardiovascular disease, likely due to their age. Our hypothesis is that these
women may experience subclinical conditions (latent), in which biological
markers are altered prior to the onset of clinical symptoms. In this context,
endothelial lesion may serve as the link between a history of PE and an increased

risk of future cardiovascular disease development.

Accordingly, we are conducting a retrospective cohort study, the Brazilian Cohort
Study Preeclampsia and Latent Risks After Delivery (in Portuguese, Preé-
eclampsia e Riscos Latentes Ap6s o Parto — PERLA-Brasil), that is focused on
the risk of CVD in Brazilian women with PE history. This study may contribute to
the developing of tools to identify elevated cardiovascular risk in the subclinical
phase, optimizing management strategies for women post-preeclampsia. Here

we describe the objectives and main methodological aspects of this study.
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MATERIALS AND METHODS

The main study objectives of PERLA-Brasil study are to investigate blood
markers associated with genetic and immunological profiles, as well as
hemostatic, biochemical, and angiogenic factors, in women 6 to 15 years after
experiencing PE during pregnancy. These markers will be assessed for their

possible associations with subclinical and clinical outcomes.
Study design

PERLA-Brasil is a retrospective cohort study of 205 women from Belo Horizonte
(Minas Gerais, Brazil) and its metropolitan area: 103 with PE history (PE) and

102 with normotensive pregnancies history (NPE).
Study population: recruitment and sample size

The participants were invited to collaborate with the study via phone calls, letters
and social networks. We managed to contact these women through data from
previous studies developed by our research group [20,21] and a database at the
Julia Kubitschek Hospital (Belo Horizonte, Brazil) (CAAE:
46792921.3.3002.5119). Additionally, our project and contact information was
provided through radio advertisements and through a broadcast list of
announcements via UFMG’s email. A total of 1641 women were contacted for the
study. Of these, 1082 met the inclusion criteria. However, only 205 agreed to
participate and attended the Faculty of Pharmacy (FAFAR) at Federal University
of Minas Gerais (UFMG).

The initial recruitment targeted women who had participated in a study conducted
by the FAFAR/UFMG research group between 2008 and 2011. A total of 229
women were contacted using various strategies, including phone calls, letters,
and searches on social media. Among those reached, only 10 attended FAFAR

to participate in clinical assessments, examinations, and interviews.

Given the challenges in locating these participants and the low initial adherence,
the recruitment strategy was expanded to include the analysis of 327 medical
records of women who had experienced PE during the same period, documented
at Hospital Julia Kubitschek. After a thorough review of inclusion and exclusion
criteria, 226 medical records of women with a history of PE meeting the inclusion



63

criteria were identified. Phone contact attempts were made, but only 6 women
agreed to participate and attended FAFAR/UFMG.

To address these limitations, recruitment strategies were further expanded
through outreach on platforms such as Instagram, Facebook, and LinkedIn, radio
announcements, e-mails distributed by UFMG, and posters placed in strategic
locations. These efforts resulted in 867 women expressing interest in participating
in the study. Among these, 471 met the inclusion criteria. However, only 127
attended FAFAR/UFMG to undergo the required examinations and interviews
necessary for the study. Our sample includes volunteers (92% of the final sample)

and actively recruited participants (8%) (Figure 1).

Figure 1 - Process of constructing the population of Brazilian Cohort Study
Preeclampsia and Latent Risks After Delivery (PERLA-Brasil), 2022-2023

Julia Kubitschek Previous research Social medi UFMG’s e-mail and
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FAFAR: Faculty of Pharmacy; PE: Women with preeclampsia history; NPE: Women with

normotensive pregnancies history; UFMG: Federal University of Minas Gerais.

The sample size was determined considering a statistical power level of 99%, a
Type 1 error of 0.05 and the variance of low-density lipoprotein cholesterol (LCLc)
obtained from the of the PERLA-Brasil study database, which was one of the

main relevant variables related to cardiovascular risk, according to the Society
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Brazilian Council of Cardiology (SBC) [22]. Based on these parameters, the

required sample size was calculated to be 158 women, with 79 in each group.
Analysis of inclusion and exclusion criteria

We analyzed the medical records, biochemical tests at the time of pregnancy and
prenatal/childbirth follow-up records of women with history of PE with severity
criteria as well as NPE and selected the participants to be included in the study,
according to the inclusion and exclusion previously established criteria. The
entire amount of data was collected from medical records. Women who did not
present a prenatal card and/or no discharge summary were not included in this

study.
Inclusion criteria

Women who became pregnant between January 1st, 2008 and December 31,

2017 and were over 18 years old at the time of pregnancy.
PE group

This group included women with history of PE with severity criteria. The definition
of PE was based on the bulletin of the ACOG (ACOG, 2019): new onset elevation
of blood pressure (BP) (BP=160/110 mmHg) at least four hours apart at rest, after
20 weeks of pregnancy and before 12 weeks postpartum with evidence of end-
organ damage such as proteinuria and/or clinical symptoms and signals
(thrombocytopenia, abnormally elevated blood concentrations of liver enzymes,
renal insufficiency, headache, visual disturbances, abdominal pain, nausea, and
vomiting). Proteinuria was defined as 2300 mg/24 hours, and/or in a dipstick
reading of 2+, and/or protein/creatinine ratio = 0.3. Only women who met the
severity criteria of PE were included in this study.

NPE group

The NPE group included women who had BP <120/80mmHg during
pregnancy/pregnancies, without any suspicion of PE, gestational hypertension,

chronic hypertension or another high-risk prenatal.
Exclusion criteria

PE e NPE group
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Coagulation disorders, autoimmune diseases, cancer, diabetes, and chronic

hypertension during or before pregnancy.
Data collection

Recruitment, interview and examination occurred from February, 2022 to August,
2023. Eligible women who agreed to participate signed a consent form,
underwent an interview, and had blood and urine samples collected at the
FAFAR/UFMG. Telephone surveillance and new exams may be scheduled

throughout the study.

During the visit at FAFAR/UFMG, we collected sociodemographic data,
obstetrics, family disease history, lifestyle behavior, current medication use and
health conditions. The criteria to assess chronic diseases diagnosis at the time
of the study was the continuous use of medications prescribed for these

conditions. The main components of Interviews are presented in Table 1.

Table 1 - Components of Interviews in Brazilian Cohort Study Preeclampsia and Latent
Risks After Delivery (PERLA-Brasil), 2022-2023

Questionnaire Variables
Sociodemographic Age and race/ethnicity
characteristics Civil status
Nationality
Place of birth
Educational and occupational history
Address
Telephone number and e-mail address
Health and medical Medical history of cardiovascular ilinesses,
history diabetes, kidney disease, liver disease,

coagulation disorders, cancer, chronic
hypertension and other selected chronic
diseases and medical procedures of interest
Blood group

Obstetric background Number of pregnancies
Occurrence of multiple pregnancy
Year of pregnancies

llinesses during pregnancies



Signs and symptoms
presented during

pregnancy

Risk factors presented

during pregnancy

Reproductive health

Medications used during pregnancies
Type of delivery

Interval between births

Number of fathers

Living children

Baby weight

Baby sex

Premature birth

Pregnancy outcome

Pressure = 160/110 mmHg (two episodes)
Pulmonary edema

Headache unresponsive to medication
Epigastric pain

Scotoma

Proteinuria

Thrombocytopenia

Serum creatinine greater than 1.1 mg/dL
Increase in transaminase concentration to
twice the normal concentration
Pre-eclampsia in previous pregnancy
Family history of pre-eclampsia
Primigravida

Primipaternity

Chronic kidney disease

Chronic hypertension

Extreme age (< 18 or = 35 years)

Long interval between pregnancies (> 10
years)

Multiple pregnancy

Blood group AB

Non-white ethnicity

Diabetes mellitus

Body Mass Index = 35kg/m?

Menopause
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Contraceptive use

Psychosocial factors Pregnancy planning
during pregnancy Support network
Work

Relationship with baby's father
Support with caring for other children (if had
children)
Feelings about pregnancy
Food consumption Food frequency questionnaire
Vitamin/dietary supplements
Food allergies
Bowel function
Smoking Past and current cigarette smoking, exposure

to secondhand smoke

Alcohol consumption Usual type and frequency of intake; drinking
patterns

Drugs consumption Usual type and frequency of intake

Medication use Prescription and nonprescription drugs, and

other medications taken in the past month

A comprehensive set of examinations and measurements is carried out. Trained
researchers conducted all study procedures and the following data were collected
using standard equipment and techniques: blood pressure (BP) (millimeters of
mercury), body weight (kilograms), height (centimeters), body fat percentage,
body mass index (kilograms/metre2) and waist, abdomen and hip circumference
(centimeters). BP was measured once using the Smartpro Q-400 TechLine®
automated device on their wrist [24]. Measurements were taken in the sitting
position 10 min after the women arrived. A calibrated electronic bioimpedance
balance (Cadence Smart Care BAL200®) was used to obtain weight and fat
percentages of women wearing light clothes and without shoes [25]. Body mass
index was calculated using the formula “IMC = weight/height2” and waist,
abdomen and hip circumference waist, abdomen and hip circumference were
measured using a tape measure according to the guidelines of anthropometry
[25].
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PERLA-Brasil also investigates biochemical factors. Blood samples (12 mL) are
collected by venipuncture without fast. Samples include heparin,
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and citrate plasma and serum without
anticoagulant for measures. EDTA-anticoagulated blood was used to perform a
complete blood count, glucose and glycated hemoglobin immediately after
collection. The serum was used to analyze glucose, total cholesterol, high density
lipoprotein cholesterol, low density lipoprotein cholesterol, triglycerides, very low-
density lipoprotein, non-high density lipoprotein cholesterol, creatinine, gamma-
glutamyltransferase, aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and

uric acid.

A 4-hour urine sample was collected for determination of urobilinogen, glucose,
ketones, bilirubin, protein, nitrite, pH, blood, density and leukocytes, besides
sediment analysis (if necessary) immediately after collection. Table 2 shows the
components of laboratory determinations performed on all PERLA-Brasil

participants. All analyses are performed at the UFMG.

Table 2 — Components of Baseline Laboratory Measurements in Brazilian Cohort Study
Preeclampsia and Latent Risks After Delivery (PERLA-Brasil), 2022-2023

Analyte Technical Reference

Whole blood cell count Automatic method (Yumizen H500®)

Glucose Reagent strips (Glicoo Easyfy®)
Enzymatic colorimetric assay (Bioclin®)

Total cholesterol Enzymatic colorimetric assay (Bioclin®)

High density lipoprotein cholesterol  Enzymatic colorimetric assay (Bioclin®)

Low density lipoprotein cholesterol Enzymatic colorimetric assay (Bioclin®)

Triglycerides Enzymatic colorimetric assay (Bioclin®)

Very Low-Density Lipoprotein Martin equation (Martin et al., 2013)

Non-High density lipoprotein Martin equation (Martin et al., 2013)

cholesterol

Creatinine Enzymatic colorimetric assay (Jaffé)
(Bioclin®)

Gamma-glutamyltransferase Enzymatic colorimetric assay (Bioclin®)

Aspartate aminotransferase and Enzymatic colorimetric assay (Bioclin®)

alanine aminotransferase
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Uric acid Enzymatic colorimetric assay (Bioclin®)

Glycated hemoglobin (hemoglobin lon Exchange Chromatography (Gold

A1c) Analisa®)
Chemical examination of urine Reagent strips
Sedimentoscopy Bright-field microscopy

Sample treatment
EDTA, heparin plasma and serum without anticoagulant

EDTA, heparin and serum samples were obtained by centrifugation (4500 rpm,
10 minutes, 4°C) (Heraeus Multifuge ThermoFisher Scientific X1R centrifuge®)
within two hours after blood collection. Approximately 12 aliquots with 500 uL per
participant are prepared for storage in freezers at -80°C at Luci Dusse’s
Biochemistry Laboratory (FAFAR/UFMG).

Citrate plasma and urine

Citrate plasma and urine supernatant were obtained by centrifugation (3000 G,
15 minutes, 4°C) (Heraeus Multifuge ThermoFisher Scientific X1R centrifuge®)
within two hours after collection. Approximately 4 aliquots of plasma with 500 pL
and 2 aliquots of urine supernatant with 2000 pL per participant are prepared for
storage in freezers at -80°C at Luci Dusse’s Biochemistry Laboratory
(FAFAR/UFMG).

In one citrate tube, 1500 pL of plasma was collected. The citrated plasma was
centrifuged (5720 rpm, 15 minutes, 4°C) (Sigma 2K15 centrifuge®).
Approximately 1 aliquot of plasma with 1200 uL per participant are prepared for
storage in freezers at -80°C at Luci Dusse’s Biochemistry Laboratory
(FAFAR/UFMG).

Study management

Professor Patricia Nessralla is responsible for the overall conduct of the study. Its
members include study investigators, funding agencies, and external consultant
researchers. Study investigators have developed operations manuals and were

responsible for training staff. A database was developed for data entry and
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management. One repository has been created for long-term storage of biologic

samples.
Quality assurance

Training of interviewers responsible for the clinical and laboratory examinations
are performed according to the study protocol. The standardized study

procedures are detailed in the PERLA-Brasil operations manuals.
Data management

Data is stored on the project drive, managed by the professor responsible for
conducting the study. Specific databases for analyses can then be created from

the central database.
Ethical issues

This study was approved by the Research Ethics Committee of the UFMG
(CAAE: 4887721.0.0000.5149). In addition to the usual informed consent,

participants are also asked to consent to the storage of biologic samples.
Notification of study results and referral of participants

Participants receive a brief report at the end of the clinic visit, including data on
height, weight, blood pressure, body fat percentage, waist and hip circumference,
urine routine test, complete blood count and other routine test results. “Alert”

findings, which require clinical referral, are reported to the participants.
DISCUSSION

PERLA-Brasil has the potential to provide important new information about the
development and progression of CVD in women with PE history. The study aims
to uncover early disease markers and subclinical manifestations that can inform

preventative strategies.

The groups did not differ in terms of current age, with an average age of 40 years
in both groups. Enrolling participants at this relatively young age increases the
likelihood of identifying women who are in the early stages of CVD [27], which is
essential for developing targeted prevention strategies. Additionally, this

approach is particularly advantageous in minimizing survival bias that can be
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prevalent in older cohorts, where the effects of disease are often more advanced
[28].

The availability of various stored biologic specimens — plasma (citrate, heparin,
EDTA), serum, and urine — enhances the ability to investigate not only traditional
risk factors but also novel predictors of CVD. These investigations can proceed
not only within the current organizational structure of the project but also through

ancillary studies.

By identifying key risk factors and understanding the mechanisms through which
PE contributes to long-term cardiovascular risk, PERLA-Brasil will play a pivotal
role in shaping future health interventions tailored to women who have
experienced PE. These insights will be especially relevant in the context of
Brazil's evolving demographic and epidemiological landscape, where chronic

diseases, particularly CVD, are becoming increasingly prevalent [29].

Despite its strengths, there are operational challenges that must be
acknowledged. Some measures (e.g., Doppler Ultrasonography) were strongly
considered for the baseline examination, however cost or operational aspects
impeded their implementation. While this limitation may impact certain analyses,
they do not detract from the overall value of the study. In the future, additional
assessments may incorporate these and other measures, further strengthening

the study's ability to evaluate outcomes.

In sum, PERLA-Brasil will permit innovative investigation of multiple exposures
and outcomes and will assist in the establishment of prevention and control
policies aimed at reducing the CVD burden in Brazil and other low and middle-

income countries.
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ABSTRACT

Brazilian Cohort Study of Preeclampsia: latent risks after pregnancy (PERLA-Brazil) is
a retrospective cohort study including women with and without preeclampsia history, 6-
15 years after pregnancy, aiming to identify the prevalence of metabolic syndrome. The

following data were collected: blood pressure, body weight, height, body fat percentage,

waist and hip circumference and lipid profile.

A total of 188 women were included: 86 with PE history and 102 with normotensive
pregnancy. Our data showed that PE group had higher body mass index compared to
normotensive pregnancy (26.2 + 4.7 kg/m2 vs 28.1 £ 5.1 kg/m2, P=0.004), as well as fat
percentage (32.0 £ 8.5% vs 35.2 £ 8.6%, P=0.008), systolic blood pressure (123.0 [14.1]
mmHg vs 133.8 [19.5] mmHg, P<0.001), diastolic blood pressure (81.1 [11.2] mmHg vs
90.0 [14.7] mmHg, P<0.001) and low-density lipoprotein (90.4 [33.5] mg/dL vs 112.8

[35.9] mg/dL, P<0.001). Finally, a higher frequency of metabolic syndrome was detected

in PE group (24.4% vs 12.0%, P=0.027; respectively).

Our data suggested that women who had PE showed a combination of CVD risk markers,
and increase prevalence of MS. To mitigate the risk of subsequent chronic diseases,
lifestyle modifications are recommended and along with more frequent follow-ups with

a healthcare team.

Keywords: Preeclampsia; Hypertension; Cardiovascular risk; Maternal mortality;

Pregnancy.

INTRODUCTION
Preeclampsia (PE) is a pregnancy-specific multisystem disorder characterized by the

onset of hypertension on or after 20 weeks of gestation with proteinuria. In the absence
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of it, the evidence of an organ impairment such as renal, liver, or neurological impairment
is sufficient for the PE diagnosis . PE affects 3-5% of pregnancies and is the major cause
of maternal and neonatal morbidity and mortality. Evidence strongly suggests that PE

contributes to maternal long-term cardiovascular disease (CVD) 2. PE is associated with

a 4-fold increased in future incident heart failure and a 2-fold increased risk of coronary
heart disease, stroke, and death 3. In addition, the rate of PE has significantly expanded
over the past decades. This is possibly due to the higher prevalence of risk factors
associated with PE occurrence, such as diabetes, obesity, assisted reproduction

technology, and advanced maternal age at pregnancy “.

Several studies have shown that women with PE history may exhibit abnormal metabolic
and cardiovascular profiles after delivery 51°. PE and CVD have common underlying
mechanisms such as dyslipidemia, inflammation, hypercoagulability, and insulin
dysregulation . These factors are also components of metabolic syndrome (MS), which
is characterized by abnormal body fat distribution, insulin resistance, atherogenic

dyslipidemia, and high blood pressure *2.

Knowing the association among PE, MS, and CVD risks, several researchers have
proposed to investigate MS in women with PE history at different intervals after delivery
61314 In some populations, a strong association was found between the personal history

of PE and MS occurrence, increasing the risk of CVD and death in the first decade of life

Fortunately, many high-income countries have seen large reductions in the incidence of
PE in recent decades, but this has not been the case in many other low- and middle-income

countries. However, it is important to know what happens to women who develop PE
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throughout their lives to help stakeholders in the development of health policies for these

women.

Therefore, we aimed to determine the prevalence of MS and clinical and biochemical
markers of CVD in a cohort of women who had PE between 6 and 15 years previously

and compare them with women who had a hormotensive pregnancy.
METHODS

Study Design and Settings
PERLA-Brazil (The Brazilian Preeclampsia Cohort Study: latent risks after pregnhancy)

is a retrospective cohort study that aims to evaluate the lipid profile, clinical parameters

related to the risk of CVD and the prevalence of MS in women 6-15 years after PE
occurrence. This study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal

University of Minas Gerais (CAAE: 4887721.0.0000.5149).

The participants were invited to collaborate with the study via phone calls, letters, and
social networks. We managed to contact these women through previous studies developed

by our research group ¢ and a database at the Julia Kubitschek Hospital (Belo
Horizonte, Brazil) (CAAE: 46792921.3.3002.5119).

We analyzed the medical records of women with history of PE with severity criteria
aligned with the ACOG bulletin 7 (Supplementary Table 1) as well as normotensive
pregnancies (NPE) and selected the participants to be invited, according to the inclusion
and exclusion previously established criteria.

Inclusion criteria

Women who became pregnant between January 1°, 2008 and December 31, 2017 and

were over 18 years old at the time of pregnancy.
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Exclusion criteria

Coagulation disorders, autoimmune diseases, cancer, diabetes, and chronic hypertension

during pregnancy.

The definition of PE was based on the recent bulletin of the American College of

Obstetricians and Gynecologists (ACOG) *8: new onset elevation of blood pressure (BP)
(BP>160/110 mmHg) at least four hours apart at rest, after 20 weeks of pregnancy and
before 12 weeks postpartum with evidence of end-organ damage such as proteinuria
and/or clinical symptoms (headache, visual disturbances, abdominal pain, nausea, and
vomiting). Proteinuria was defined as >300 mg/24 hours, and/or in a dipstick reading of
2+, and/or protein/creatinine ratio > 0.3. Only women who met the severity criteria of PE

were included in this study. The NPE group included women who had BP <120/80mmHg
during pregnancy/pregnancies, without any suspicion of PE, gestational hypertension,

chronic hypertension or another high-risk prenatal. The entire amount of data was

collected from prenatal records. Women who did not present a prenatal card and/or no

discharge summary were not included in this study.

The sample size of 158 women (with 79 in each group) was determined based on a power

level of 99%, a type 1 error of 0.05 and in the variance of low-density lipoprotein

cholesterol (LCLc) obtained from the database of the PERLA project, which was one of
the main relevant variables related to cardiovascular risk, according to the Society

Brazilian Council of Cardiology (SBC) *.

Data collection

Recruitment occurred from February, 2022 to August, 2023. Eligible women who agreed
to participate signed a consent form, underwent an interview, and had blood samples

collected at the Faculty of Pharmacy/UFMG.
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During the visit, we collected demographic data, obstetrics, family disease history,
lifestyle behavior and current medication use and health conditions. We verified the
information provided by consulting the medical records or biochemical tests at the time

of pregnancy and prenatal/childbirth follow-up records brought by all women.

The criteria to assess chronic diseases diagnosis (HAC, diabetes and
hypercholesterolemia) at the time of the study was the continuous use of medications

prescribed for these conditions.

Additionally, the diagnosis of MS was defined by the presence of three or more of the
following factors: (1) waist circumference >88 cm; (2) SBP >130 mmHg or DBP >85
mmHg or use of antihypertensive medication; (3) triglyceride (TG) level >150 mg/dL or

receiving treatment for lipid control; (4) high-density lipoprotein cholesterol (HDLc)

level <50 mg/dL; (5) fasting plasma glucose level >100 mg/dL or receiving antidiabetic

treatment or previous clinical diagnosis of diabetes .
Trained researchers conducted all study procedures and the following data were collected:

blood pressure (BP) (mmHg), body weight (kilograms), height (centimeters), body fat
percentage and waist and hip circumference (centimeters). BP was measured once using

the Smartpro Q-400 TechLine® automated device on their wrist 2. Measurements were

taken in the sitting position 10 min after the women arrived. A calibrated electronic
bioimpedance balance (Cadence Smart Care BAL200®) was used to obtain weight and

fat percentages of women wearing light clothes and without shoes.

Laboratory methods

A venous blood sample (4 mL), obtained without fasting, was collected by venipuncture
from each woman using vacuum tubes without anticoagulant. Serum samples were

obtained by centrifugation (4500 x RPM, 10 min, 4°C) within two hours after blood

82



o~N oo

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
24

25
26
27
28

30
31
32
33
34
35
36
37
38

40
il

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

53
54
55
56
57
58
59
60

collection. Serum samples were aliquoted and stored at -80°C until assay. The lipid
profile was analyzed by enzymatic colorimetric methods, using a kit from Bioclin® Kits

and standard calculations 2.

Data analysis

Data normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. Demographic and obstetric

characteristics were reported as means with standard deviations for normally distributed
numerical data; as medians with interquartile ranges, for not normal distributed numerical
data; and as percentages for categorical data. Differences between the analyzed
parameters from women with PE history and women with normotensive pregnancies were
assessed using the T-test for variables with a normal distribution and the Mann-Whitney

test for non-normal distribution. For categorical data, Pearson’s X2 test was used. Linear

regression was employed to analyze the relationship between the isolated effect of a
positive history of PE and cardiovascular risk indicators (LDLc, SBP, DBP and MBP).

The model was adjusted for potential confounding factors (PE history, age, body mass
index (BMI) and use of antihypertensive) that may predict high values of LDLc, SBP,
DBP, and MBP after delivery. Confounders were selected based on theoretical relevance
and statistical significance. Results were reported as regression coefficients. Analyses
were performed using R software, version 4.3.2. A p-value < 0.050 was considered

significant.

RESULTS

Demographics and obstetrics information

We included 188 women: 86 (45.8%) with PE history (PE) and 102 (54.3%) with
normotensive pregnancies (NPE). The median time after delivery was approximately 10

years in both groups (P=0.146).
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Demographics and obstetrics information are presented in Table 1. The groups did not
differ in age, race, or parity. However, we observed that the PE group had lower
educational level compared with the NPE group (P=0.006). Moreover, as expected, PE

babies were born earlier than the NPE group (P<0.001).

Current participant data are presented in Table 2. From delivery to 2023, hypertension
was the most common condition, with a prevalence of 30.2% among the PE group and
3.9% in the NPE group (P<0.001). Also, higher frequency of antihypertensive medication
use was observed in the PE group than in the NPE group (29.1% vs 3.9%, respectively,

P<0.001).

Furthermore, a higher frequency of MS was detected in the PE group than in the NPE
group (24.4% vs 12.0%, respectively; P=0.027). However, no differences were observed

in the occurrence of diabetes and hypercholesterolemia between the groups.

In terms of anthropometric measurements, the PE group had higher BMI, fat percentage,
SBP, DBP, and MBP than the NPE group (P=0.004; P=0.004, P<0.001, P<0.001 and
P<0.001, respectively). There was no difference in weight and waist-hip ratio between

the two groups.

Biochemical characteristics of women at the time of recruitment

Table 3 summarizes the major biochemical features of women at the time of recruitment.
In general, most biochemical parameters evaluated were similar in both groups, but the

PE group presented increased LDLc levels compared to the NPE group (P<0.001). The

reference values for lipid variables Z are presented in Table 3.
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Linear regression modeling was undertaken to explore major predictors of SBP, DBP,
MBP and LDLc. The models were initially adjusted considering the relevant variables for
the cardiovascular profile (SBP, DBP, MBP and LDLc) and their potential explanatory
variables (PE history, age, use of antihypertensive medication and BMI). Subsequently,
the obtained results were thoroughly examined and only the relationships that reached
statistical significance (P<0.050) and were deemed important for enhancing the

understanding of results were selected for presentation. After adjusting for the PE history,

age, use of antihypertensive and BMI, the PE group showed an increase in SBP, DBP,
and MBP (6.4mmHg, 5.6mmHg and 5.9mmHg, respectively). The PE group also showed
an increase of 23.4 mg/dL in LDLc levels, even after adjusting for age. All results are

shown in Supplementary Table 2.

Discussion

Women’s specific risk factors for cardiovascular disease are often overlooked, leading to

underdiagnosis and undertreatment. The existing gap in cardiac care guidelines for
women contributes to this problem 24 Therefore, gender-specific approaches are

increasingly recognized in contemporary cardiac care %,

This study showed an unfavorable clinical and lipid profile in the PE group, with changes
in anthropometric characteristics such as elevated BMI, fat percentage, SBP, DBP, MBP,

and LDL contributing to an increase in cardiovascular risk. Even after adjusting for age,

antihypertensive use, and BMI, a history of PE remains an independent risk factor for

elevated SBP, DBP, MBP, and LDL.

These factors are the most important contributors to CVD development 2. Previous
studies have revealed that women who had PE face a higher risk of severe outcomes and

death from CVD 2"-%, In addition, it doubles the chance of developing atherosclerosis, a
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disease in which LDL acts as a protagonist, depositing itself on the walls of blood vessels,

consequently triggering an inflammatory cycle 3%,

Our data also demonstrate that, after delivery, the most frequently diagnosed diseases in
the PE group were chronic hypertension. In line with our findings, a large study revealed
that the risk of chronic hypertension occurrence is higher in women who had severe PE
than in those who had normotensive pregnancies . It is admitted that this health

condition is a sign of future CVD and should be seen as an opportunity to adopt preventive

measures that can reduce the risk of more serious outcomes later in life, as has already

been shown in the literature 3539,

This adverse clinical profile of women with a history of PE brings together components

of MS (chronic hypertension, , adiposity, and elevated BMI, SBP, DBP, MAP and LDL).

In fact, our data demonstrated that women with a PE history exhibited a higher prevalence
of MS than those with normotensive pregnancy. The National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel I11, a guideline focused on lipid control, identifies MS as
a secondary target, after the primary (LDL), for cardiovascular risk reduction therapy to
prevent the development of CHD in adults #°, both presented in women with PE history,

according to our results.

Drost et al., (2012) demonstrated that 10 years after delivery, the prevalence of MS in
women with PE history was two times higher than that in women who had normotensive
pregnancy. Forest et al., (2005) found a three — to fivefold increased risk 8 years after PE
and Berends et al., (2008) also found a higher prevalence of MS after the same period.
These findings highlight the importance of screening women with PE history, aiming to

identify those with MS who are at a higher risk of CVD occurrence.
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It is worth highlighting that the set of cardiovascular risk factors, as occurs in MS,
provides a more effective approach to the early identification of women at high
cardiovascular risk than the isolated analysis of traditional risk factors 4. Furthermore,

anthropometric measurements and lipid profiles are easy to implement and affordable,

and can be efficiently incorporated into clinical practice.

Both groups showed similar TC, HDLc, TG, VLDLc, and non-HDLc levels. These

findings agree with previous studies that evaluated women roughly 7-10 years after PE

concerning TC, HDLc, and TG levels 74243, Regarding LDLc, some studies also found

similar levels of LDLc in the two groups 7#>#. On the other hand, some studies found

higher levels of TG and lower levels of HDLc in women with PE history 5845, However,
some factors can explain these differences in lipid profile, such as ethnicity and PE
classification. For example, Bokslag et al., included only women with early-onset PE with

pathophysiology and different long-term outcomes.

No differences were found in waist-hip ratio and weight between the groups, but waist
circumference measurements were higher in the PE group. It is a relevant finding,
knowing that abdominal fat distribution is a risk factor for CVD and hypertension 6. A
previous study enrolling Brazilian women 10 or more years after pregnancy also showed
increased waist circumference in women with PE history compared with normotensive

pregnant. However, the waist-to-hip ratio did not differ between the groups #’.

The educational level was higher in women with a history of normotensive pregnancy.
Some studies have demonstrated a correlation between higher levels of education and
better health outcomes, especially regarding cardiovascular risk, suggesting that

education can directly influence lifestyle habits and health care 434, Furthermore,

education alone does not represent the socioeconomic status of the population. Other
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determinants such as income, occupation, and social status play an important role in
determining access to resources, health services and opportunities for health promotion

50,

One strength of this study is that all pregnancy-related data were obtained through
medical records and were not requested from participants, ensuring no recall bias.
However, this study has some limitations. Physical activity data were not collected, which

prevented the assessment of the effect of exercise training on the metabolic profile of the
women analyzed. Therefore, further studies that include this variable are necessary.
Furthermore, clinical and biochemical assessments were performed cross-sectional and

may not have accurately represented the longitudinal changes in markers and clinical

characteristics of the compared groups.

A number of studies have evaluated women in extreme periods, either close to delivery
or more than 20 years after delivery 2830-324351 Besides, the time range of 6-15 years
after PE is consistent with the period in which there is greater conflict among authors’
conclusions. During this time frame, women have a higher risk of complications and death
compared with the second decade of life after delivery. This may be because of the higher
absolute risk in the control group during longer follow-up periods (ie, >10 years) 2.
Therefore, other studies similar to this one and with large samples are needed to propose

interventions before the occurrence of serious illnesses and outcomes.

Our data suggest that PE is an important risk factor for the development of CVD. Women
who had PE showed a combination of CVD risk markers and increased prevalence of MS.
Surprisingly, these women were not aware of their health condition before collaborating

with this study. There is a gap in care between pregnancy and long-term healthcare.

Lifestyle changes should be recommended to women who have experienced PE to prevent
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the onset of other chronic diseases with serious outcomes in the subsequent years. An
update to preventive health programs and Cardiovascular Care Guidelines is need.

This recommendation is particularly important considering that the identified gap

in care between pregnancy and long-term healthcare has been identified as a barrier to the
prevention of CVD in women with prior PE 52%3, Lastly, it is advisable that at least these

women undergo more frequent follow-ups with a healthcare team.
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SUPPLEMENTS

Supplementary Figure S1 — Flowcharts illustrating the construction of study population.
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Supplementary Table 1: Severity criteria

Systolic blood pressure of 160 mm Hg or more, or diastolic blood pressure of 110 mm
Hg or more on two occasions at least 4 hours apart (unless antihypertensive therapy has

already been started)

Thrombocytopenia (platelets count < 100 x 10°%/L)

Impaired liver function that is not accounted for by alternative diagnoses and as indicated
by abnormally elevated liver enzymes blood levels (to more than twice the upper limit
normal level) or by severe persistent right upper quadrant or epigastric pain unresponsive

to medication

Renal insufficiency (creatinine blood levels > 1.1 mg/dL or a doubling of the creatinine

level in the absence of other renal disease);

Pulmonary edema

New-onset headache unresponsive to medication and not accounted for by alternative

diagnoses

Visual disturbances.
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Supplementary Table 2: Linear regression analysis considering SBP, DBP, MBP, and

LDLc as dependent variables.

Dependent variables Regression coefficient P value
SBP PE listory 6.4 0.010*
Age 0.5 0.010*

Antihypertensive 10.6 0.001*

BMI 1.1 <(.001*

DEFP PE history 56 0.003*
Age 84 0.001*

Antihypertensive 0.7 0.001*

BMI 04 0.005*

MBP PE history 59 0.003*
Age 92 =0.001*

Antihypertenzive 09 =0.001*

BMI 04 0.005*

LDLc PE history 234 <(.001*
Age 1.0 0.021*

Femlts ara presented as regression coefficients. *Simnificant Valas: P = 0.050.

Abbreviations: PE- presclampsia, BMI- Body hiazs Index, SEP-Sv=tolic Blood Pressure, DEP-
Diaztolic Blood Prezsure, MEP- Mean Blood Prezsure, LD 2- Low Denzity Lipoprotein.
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TABLES

Table 1: Demographics and obstetrics data

Data NPE (N=102) PE (N=86) P value
Current Age 0.7+ 6.0 37257 0.239
{years)
Education level
Elementary School degres 2.0 02.0%) Q01055
(N, %)
High School degree 50,0 (49.0%) 500 (38.1%) 0.006*
(N, %)
Higher degree 5000 (49.0%) 27.0(31.4%)
(N, %)
Charactenstics of pregnancy and babies
Party
(n of times) 2.0[2.0] 2.0 [2.0] 0.236
Time after delivery -
(vears) 0.9 [2.6] 0412.6] 0.145
Pmnﬁmifjhm 100(98%)  440(512%)  <0.001*

Fesults are prezented as median [interquartile range] to nonparametric vanablaz, Chi-sguare or
Fisher's exact test was also uzad for categomical varniablez and presented b sample number and
frequency 1n percentage. Student’s t-test was uzed to evaluate parametnic vanables, presentad az
mezn + standard daviation. *Significant Values: P= 0,030,

Abbreviations: NPE, women who had normotensive pregnancy; PE, women who had PE history.
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Table 2: Current participant data (N=188)

99

Data NPE (N=102) PE (N=86) P value
Postpartum medical history (in 2023)
Chronic hypertension (N, %) 4 3 go5) 260 (30.2%)  <0.001*
Use of antihypertensive
medication 4.0 (3.9%) 25.0 (29.1%) <0.001*
(N, %)

Diabetes (N, %) 1.0 (1.0%) 3.0 (3.5%) 0.326
Hypercholesterolemia (N, %) 3.0 (2.9%) 5.0 (5.8%) 0.468
Metabolic Syndrome (N, %) 12.0 (12.0%) 21.0 (24.4%) 0.027*

Participant physical characteristics (in 2023)
Maternal weight (k) 70.0 [13.0] 735 [14.3] 0.068
BMI (kg/m) 26.2+ 4.7 28.1+5.1 0.004*
Fat (%) 32.0+85 35.2+8.6 0.008*
Waist circumference (cm)  91.3 [90.0] 95.9 [94.5] 0,007*
Waist-hip ratio (cm) 0.8+0.1 08+0.1 0.114
SBP (mmHg) 123.0 [14.1] 133.8 [19.5] <0.001*
DBP (mmHg) 81.1[11.2] 90.0 [14.7] <0.001*
MBP (mmHg) 95.1 [11.1] 104.6 [15.8] <0.001*

Results are presented as median [interquartile range] to nonparametric variables. Chi-square or
Fisher’s exact test was also used for categorical variables and presented by sample number and
frequency in percentage. Student’s t-test was used to evaluate parametric variables, presented as

mean * standard deviation. *Significant Values: P < 0.050.

Abbreviations: NPE, women who had normotensive pregnancy; PE, women who had PE history,
BMI- Body Mass Index, SBP- Systolic Blood Pressure, DBP- Diastolic Blood Pressure, MBP-

Mean Blood Pressure.
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Table 3: Biochemical features of women at the recruitment moment
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. NPE PE _ Beference values
Variables (N=102) ~N=86) T 'ME  (ithout fasting)
TC 179.5[50.5] 1702[367] 0306 =140
{mg/dL)
HDLe o
gl) 665[173] 718[208]  0.086 > 4
IDLc . ]
(e 004 [335] 1128[358] <0.001* <100
VLDLc I
ey 222[132]  209[83] 0862 =30
non-HDLc o reny s B,
p— 1107[529] 996[414] 0285 <130
(ml_;;?dL:. 1246[08.1] 117.7[654] 0837 <175

Eesults are presented as median [imterquartile range] to nonparametric varables. *Sigmificant

Values: P = 0.030.

Abbreviations: NPE, pregnancy nommotensrve women; PE, women with PE history; TC, Total
Cholestarol; HDLe, High-Density Lipoprotemn chelesterol; LDLe, Low-Density Lipoprotein
cheolesterol; VLDLe, Very Low-Density Lipoprotem cholesterol; non-HDLe, non-HDL

chiolasteral; TG, Triglveernidaz.
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6. CAPITULO 3
6.1. Resultados da PSCK9

Os niveis plasméticos da PCSK9 nos grupos MN e MP estdo descritos na
Tabela 1. O grupo MP apresentou concentracbes menores de PCSK9 em
comparacao ao grupo MN (p<0,001).

Tabela 1 - Niveis de PCSK9 em mulheres com histérico de pré-eclampsia (MP) e mulheres com

histdrico de gestacdo normotensa (MN)

Dado MN (N=102) MP (N=103) p
PCSK9 *
(ng/mL) 233,60 [82,1] 170,60 [73,8] <0,001

Os resultados sdo apresentados como mediana [intervalo interquartil]. *Valores significativos: P <
0,050. Teste Mann-Whitney.

MN, Mulheres com histérico de gestacdo normotensa; MP, Mulheres com histdrico de pré-eclampsia;
PCSKO9, Pro-proteina Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9.

A Tabela 2 apresenta os niveis de PCSK9 em mulheres que utilizavam
estatinas e naquelas que nao utilizavam o medicamento durante o periodo em que o
estudo foi conduzido, entre 2022 e 2023. Nao foi observada diferenca nos niveis de
PCSK9 entre os dois grupos (p=0,089).

Tabela 2 — Niveis de PCSK9 em mulheres que usam estatinas e mulheres que ndo usam

estatinas
Dado Mulheres que usam Mulheres que ndo p
estatina (N=9) usam estatina (N=196)
PCSK9
(ng/mL) 242,7 [107,3] 203,0 [85,0] 0,089

Os resultados sao apresentados como mediana [intervalo interquartil]. *Valores significativos: P <
0,050. Teste Mann-Whitney.

MN, Mulheres com histérico de gestacdo normotensa; MP, Mulheres com histérico de pré-eclampsia;
PCSKO9, Pro-proteina Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9.
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6.2. Discussdo da PCSK9

Nesse estudo, foi verificado que mulheres com historico de PE apresentaram
niveis reduzidos de PCSK9 quando comparadas a mulheres com histérico de
gestacdo normotensa. Esses achados sdo consistentes com a hipotese de que a
regulacédo da PCSK9 pode ser alterada em condicfes especificas de saude, como no

periodo pos-PE.

Hansan, et al. (2017) mostraram que, em mulheres, 0 aumento nos indices de
obesidade, como IMC, circunferéncia da cintura e relacdo cintura-quadril, esta
associado a niveis reduzidos de PCSK9. Esses resultados sugerem que, em mulheres
com obesidade, a reducéo nos niveis de PCSK9 favorece a formacdo excessiva do
tecido adiposo. Isso ocorre porque a reducdo da PCSK9 pode levar a menor
degradacdo do VLDL-R, resultando na maior disponibilidade desse receptor nos
adipécitos, favorecendo, assim, a adipogénese (Hasan et al., 2017). Esse mecanismo
pode explicar a correlagcdo observada em nosso estudo entre niveis reduzidos de
PCSK®9, e os valores elevados de IMC, percentual de gordura e circunferéncia de

cintura em mulheres com histérico de PE.

Corroborando essa hipétese, outro estudo demonstrou que camundongos com
delecdo do gene da PCSK9 alimentados com uma dieta padrdo durante 6 meses
apresentaram um aumento de cerca de 80% na gordura visceral em comparacao aos
camundongos do tipo selvagem. Isso reforca a ideia de que a PCSK9 pode
desempenhar um papel na restricdo da formacéo de tecido adiposo (Roubtsova et al.,
2011).

Geralmente, os niveis de PCSK9 séo elevados em varios estados metabdlicos,
desempenhando um papel relevante na inducao de dislipidemia, na ativacéo de vias
inflamatorias e na promocéo da ativacdo plaquetaria (Andreadou et al., 2020; Barale
et al.,, 2020; Bao et al., 2024). Em contraste, niveis reduzidos de PCSK9 podem
atenuar a inflamacgéo e a desestabilizacdo de placas ateroscleréticas (Kuhnast et al.,
2014; Y. Guo et al., 2021).

A sindrome metabdlica e o historico de PE estdo associados a presenca de
inflamagé&o sistémica persistente e nao resolvida (Cirillo et al., 2009; Herrock, Deer, e
LaMarca, 2023; Vitoratos et al., 2010). Além disso, ha evidéncias de que a PCSK9
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presente nas placas ateroscleréticas contribui para o agravamento do estado pro-
inflamatorio (Cheng etal., 2016; Ruscica et al., 2017). Nesse contexto, alguns estudos
mostraram que a reducdo dos niveis de PCSK9 nas placas ateroscleroticas esta
associada a atenuacédo da resposta inflamatdria, incluindo a reducéo da producéo de
citocinas pro-inflamatdrias por macréfagos em resposta ao LDL-ox, uma menor
infiltracdo de macréfagos e maior deposicdo de matriz extracelular nas placas, o que
pode contribuir para a estabilizagcdo das placas e para a redugéo do risco de eventos
cardiovasculares (Kuhnast et al., 2014; Ricci et al., 2018). Por outro lado, estudos
clinicos, como o ATHEROREMO-IVUS e Brisighella Heart Study sugeriram um papel
direto da PCSK9 na formacdo de placas ateroscleroticas e mostraram que essa
proteina esta relacionada a maior rigidez arterial e ao maior espessamento da intima-
média, independente da reducéo dos niveis de LDLc (Cheng et al., 2016; Ruscica et
al., 2017). Sendo assim, é plausivel que a regulacao negativa da PCSK9 em mulheres
com histérico de PE possa exercer um efeito benéfico na reducdo da inflamacao

endotelial.

A PCSK9 reduz a quantidade de LDL-R disponiveis, e, portanto, espera-se a
elevacdo das concentracBes plasmaticas de LDLc (Dutka et al., 2024). No entanto,
nao foi encontrada essa correlacdo no corrente estudo. As mulheres com historico de
PE apresentaram niveis reduzidos de PCSK9 e, paradoxalmente, niveis elevados de
LDLc, em comparacdo as mulheres com historico de gestagdo normotensa. Hansan
et al. (2017) também n&o encontraram uma associa¢ado entre PCSK9 e LDLc, o que
sugere que fatores adicionais, como genética, dieta, obesidade e sindrome
metabdlica, sejam necessarios e preponderantes para explicar o aumento dos niveis
de LDLc (Hasan et al., 2017).

Diferengas de género também podem influenciar os resultados de PCSK9 e
LDLc. Foi demonstrado que a redugdo do LDLc mediada pela redugdo da PCSK9 é
mais acentuada em homens do que em mulheres (Myasoedova et al., 2023). Ha
também o fato de que os niveis plasmaticos de PCSK9 variam em uma faixa ampla
na populacédo, entre a faixa de 33 a 2988ng/mL (Lakoski et al., 2009). Essa ampla
variacdo € responsavel por apenas 7% da variagdo nos niveis plasmaticos de
LDLc (Lakoski et al., 2009). Esses achados indicam que 0s niveis circulantes de
PCSK9 representam apenas um ponto chave de varios outros necessarios para

regulacédo dos niveis do LDLc.


https://doi.org/10.1194/jlr.M051326
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2016.03.010
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2016.03.010
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Uma vez que o uso de estatinas estd associado ao aumento dos niveis
plasmaticos da PCSK9, devido a ativacao do fator de transcricdo SREBP, que induz
a elevacgédo dos niveis de mRNA de PCSK9 (Kuyama et al., 2021), avaliamos os niveis
de PCSK9 em mulheres que faziam uso de estatina e em mulheres que n&o utilizavam
a estatina. No entanto, ndo encontramos diferengcas entre 0s grupos, 0 que sugere

gue o uso de estatinas nao influenciou os resultados obtidos.

Em suma, por um lado, niveis reduzidos de PCSK9 podem exercer um efeito
benéfico ao reduzir a inflamacao endotelial e contribuir para a estabilizacdo de placas
ateroscleroticas por vias independentes do LDL. Por outro lado, a reducdo da PCSK9
nao é suficiente para controlar os niveis plasmaticos de LDLc e pode se relacionar
com o aumento dos indices de obesidade, como o IMC, o percentual de gordura e a
circunferéncia da cintura em mulheres com histérico de PE. Esses resultados reforcam
a complexidade do papel da PCSK9 na interface entre inflamacéo, metabolismo
lipidico e adipogénese e da influéncia de fatores adicionais na regulacdo do LDLc e

no risco cardiovascular.


https://doi.org/10.1161/JAHA.120.019525
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que mulheres com histérico de PE
apresentam varios fatores de risco de DCV, incluindo valores elevados de IMC,
percentual de gordura, circunferéncias de cintura, PAS, PAD, LDLc. Essas mulheres
também apresentam maior frequéncia de sindrome metabdlica e hipertenséo crénica.
Isso fortalece o conceito estabelecido de que essas mulheres tém maior risco de DCV
ao longo de suas vidas. De forma inédita, o presente estudo demonstrou que mulheres
com historico de PE apresentam niveis reduzidos de PCSK9 em comparacdo as
mulheres com gestacdes normotensas, 0 que sugere alteracdes no metabolismo

lipidico associadas ao histérico gestacional.

Em conjunto, esses achados evidenciam a necessidade de um
acompanhamento clinico de mulheres com histérico de PE, com foco no controle dos
niveis de LDLc, percentual de gordura e da PA, considerando o impacto desses
fatores no risco cardiovascular futuro. Além disso, varias mulheres que possuiam risco
cardiovascular ndo estavam cientes de suas condicbes de saude antes de
participarem desse estudo. Por isso, € fundamental que essas mulheres sejam
conscientizadas sobre seu maior risco cardiovascular e orientadas a adotar um estilo
de vida saudavel, incluindo habitos alimentares equilibrados e pratica regular de

atividade fisica.

Por fim, sdo necessarios estudos adicionais para avaliar biomarcadores
laboratoriais em diferentes momentos apés a ocorréncia de PE, a fim de esclarecer
0S mecanismos que levam ao desenvolvimento de DCV e possibilitar a identificacéo
de fatores modificaveis, seja por interven¢cées comportamentais, seja por abordagens

farmacoldgicas.
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8. LIMITACOES

As avaliacdes clinicas e laboratoriais foram baseadas em uma Unica analise
das participantes, o que pode nao ter representado verdadeiramente as mudancgas ao
longo do tempo nos marcadores e nas caracteristicas clinicas das participantes do
estudo. No futuro, novas coletas poderéo ser realizadas, permitindo avaliar a evolugéo

desses marcadores e desfechos clinicos.

A realizacdo da ultrassonografia Doppler seria Util para complementar a
avaliacdo clinica e laboratorial das participantes do estudo.
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9. PERSPECTIVAS

Para melhor avaliar o risco de DCV em mulheres que tiveram PE, pretende-se
observar o comportamento de outros marcadores laboratoriais. Além disso, planeja-
se viabilizar a realizacao da ultrassonografia Doppler. Esse exame permitird4 avaliar o
espessamento médio-intimal e/ou a formacao de placas ateromatosas, contribuindo

para a avaliacdo do risco cardiovascular.
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APENDICE | - TERMO DE CONSCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(maior com histérico de PE)

Vocé esta sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa
“CARACTERIZACAO GENETICA, IMUNOLOGICA, HEMOSTATICA, BIOQUIMICAE
ANGIOGENICA DE MULHERES APOS TEREM APRESENTADO PRE-ECLAMPSIA
EM SUAS GESTACOES”, que tem como objetivo avaliar alguns aspectos da sua
saude de mulheres apos a gestacao. Serdo formados dois grupos: no primeiro estardo
as mulheres que tiveram pré-eclampsia, do qual vocé fara parte. O segundo grupo
sera formado por mulheres que tiveram gestacfes saudaveis e nao apresentaram
nenhuma complicacdo. Os resultados dessa pesquisa poderdo contribuir para o
melhor entendimento das consequéncias tardias causadas pela pré-eclampsia, uma
doenca especifica da gestacdo, que apresenta riscos a salde da méae e do bebé. O
intuito € a prevencédo de doencas e a manutencdo da saude.

Para realizar este estudo, faremos uma entrevista de aproximadamente 30
minutos. Serao feitas algumas perguntas sobre a sua saude, seus habitos e doencas
cronicas como hipertensdo. Além da entrevista, serdo avaliados peso, altura,
circunferéncia da cintura e pressdo sanguinea. Na segunda parte da pesquisa,
pedimos a sua autorizacao para a coleta, o depdsito, 0 armazenamento, a utilizacao
e descarte de 20 mL de sangue e de uma amostra de urina, a serem armazenados,
por tempo indeterminado, em freezer a -80°C. O descarte do material sera feito de
forma adequada a evitar a contaminacdo do ambiente. A utilizacdo do seu material
bioldgico esta vinculada somente a este projeto de pesquisa, ou, se vocé concordar,
em outros futuros. Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e
formacdo de um pequeno hematoma. O sangue sera coletado em trés tipos de tubos
e um pequeno desconforto pode ocorrer na troca de tubos. Para minimizar esse
desconforto e a formacdo de hematomas, a coleta de sangue sera realizada por um
profissional experiente. Seréo utilizados agulhas e tubos descartaveis, de forma que
nao ha risco de contaminagdo. Apds a coleta, sera feita a compressao local para
garantir o estancamento do sangramento. Nao sera realizada nova coleta de sangue.

Os exames laboratoriais sdo muito importantes para a prevencdo de doencas
cronicas. Os resultados dos seus exames serdo entregues a vocé de forma gratuita,
e qualquer davida podera ser esclarecida com os pesquisadores. Independentemente
dos resultados dos exames, vocé nao sofrera qualquer tipo de discriminacdo ou
estigmatizacdo. Caso seja encontrada alguma alteragdo nos exames, VOCé sera
avisada e orientada sobre o acompanhamento em um servi¢co de saude pela equipe
da pesquisa.

N&o havera nenhuma despesa para participar deste estudo, todos os custos
serdo arcados pelos pesquisadores. Vocé tera garantia de assisténcia, imediata,
integral e gratuita pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes direta
ou indiretamente da participacdo no estudo. Havera indenizagdo de qualquer dano
decorrente da pesquisa.

O estudo pode ser esclarecido em qualquer aspecto que desejar, e vocé esta
livre para participar ou recusar-se a participar em qualquer momento e sem quaisquer
prejuizos. Vocé pode ainda retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do material
biolégico armazenado no Biorrepositorio quando desejar, valendo a desisténcia a
partir da data de formalizacdo desta. A sua participacao € voluntaria, e a recusa em
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participar ndo acarretara quaisquer penalidades, tampouco mudanca na forma de
atendimento pelas pesquisadoras, que tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo. Seu home ou o material que indique sua participacao nao seréao
divulgados sem a sua permissdo. O seu nome ndo sera identificado em nenhuma
publicacdo resultante dessa pesquisa. Os resultados obtidos quando essa pesquisa
for finalizada, estardo a sua disposicdo. Este termo de consentimento encontra-se
impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador
responsavel, na Faculdade de Farmacia da UFMG, e a outra sera fornecida a vocé.
Os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responséavel por um periodo de até 10 anos na sala 4141 da Faculdade
de Farmacia da UFMG e apds esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacao
brasileira (Resolucdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de
Saude e suas complementares), utilizando as informacdes somente para fins
académicos e cientificos.

Sua concordancia em participar desse estudo é dada mediante assinatura
desse termo, autorizando a coleta, armazenamento e utilizacdo das amostras de
sangue e urina. Vocé ficara com uma via desse termo. Os pesquisadores
responsaveis se comprometem a cumprir integralmente o que esta descrito neste
termo e a esclarecer qualquer duvida que possa surgir.

Eu, , portadora do
documento de identidade , fui informada dos obijetivos,
meétodos, riscos e beneficios da pesquisa e declaro que concordo em participar da
pesquisa: “Caracterizagdo genética, imunologica, hemostéatica, bioquimica e
angiogénica de mulheres apds terem apresentado pré-eclampsia em suas gestagdes”.

Recebi uma via deste termo assinado pelo pesquisador, que me deu a
oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informac6es e modificar minha deciséo de participar
se assim desejar.

() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o meu material biol6gico possa ser utilizado em outras pesquisas,
mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de
consentimento livre e esclarecido que explique para que sera utilizado o material.

() Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste
termo de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que
me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Belo Horizonte, de de

Nome completo da participante Assinatura da participante
Nome completo do Pesquisador Responséavel: Dra. Patricia Nessralla Alpoim
Endereco: Faculdade de Farmacia-UFMG, Bloco 3, Sala 4108. Av. Antonio Carlos,
6627. Belo Horizonte/MG. CEP: 31270-901.

Telefone: (31) 3409-7492
E-mail: patnessralla@yahoo.com.br

Assinatura do pesquisador responsavel Data
Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, a vocé podera
consultar: COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005. Campus
Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(maior sem historico de PE)

Vocé esta sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa
“CARACTERIZACAO GENETICA, IMUNOLOGICA, HEMOSTATICA, BIOQUIMICAE
ANGIOGENICA DE MULHERES APOS TEREM APRESENTADO PRE-ECLAMPSIA
EM SUAS GESTACOES”, que tem como objetivo avaliar alguns aspectos da sua
saude de mulheres apos a gestacao. Serao formados dois grupos: no primeiro estardo
as mulheres que tiveram pré-eclampsia. Vocé fara parte do segundo grupo, formado
por mulheres que tiveram gestacfes saudaveis e ndo apresentaram nenhuma
complicacdo. Os resultados dessa pesquisa poderdo contribuir para o melhor
entendimento das consequéncias tardias causadas pela pré-eclampsia, uma doenca
especifica da gestacao, que apresenta riscos a saude da méae e do bebé. O intuito é
a prevencao de doencas e a manutencédo da saude.

Para realizar este estudo, faremos uma entrevista de aproximadamente 30
minutos. Serao feitas algumas perguntas sobre a sua saude, seus habitos e doencas
cronicas como hipertensdo. Além da entrevista, serdo avaliados peso, altura,
circunferéncia da cintura e pressdo sanguinea. Na segunda parte da pesquisa,
pedimos a sua autorizacao para a coleta, o depdsito, 0 armazenamento, a utilizacao
e descarte de 20 mL de sangue e de uma amostra de urina, a serem armazenados,
por tempo indeterminado, em freezer a -80°C. O descarte do material sera feito de
forma adequada a evitar a contaminacdo do ambiente. A utilizagcdo do seu material
bioldgico esta vinculada somente a este projeto de pesquisa, ou, se vocé concordar,
em outros futuros. Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e
formacdo de um pequeno hematoma. O sangue sera coletado em trés tipos de tubos
e um pequeno desconforto pode ocorrer na troca de tubos. Para minimizar esse
desconforto e a formacdo de hematomas, a coleta de sangue sera realizada por um
profissional experiente. Serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis, de forma que
ndo ha risco de contaminacdo. Apds a coleta, sera feita a compresséao local para
garantir o estancamento do sangramento. Nao sera realizada nova coleta de sangue.

Os exames laboratoriais s&o muito importantes para a prevencéo de doencas
cronicas. Os resultados dos seus exames serdo entregues a vocé de forma gratuita,
e qualquer davida podera ser esclarecida com os pesquisadores. Independentemente
dos resultados dos exames, vocé nado sofrera qualquer tipo de discriminacdo ou
estigmatizacdo. Caso seja encontrada alguma alteracdo nos exames, VOCé sera
avisada e orientada sobre o acompanhamento em um servico de saude pela equipe
da pesquisa.

N&o havera nenhuma despesa para participar deste estudo, todos os custos
serdo arcados pelos pesquisadores. Vocé tera garantia de assisténcia, imediata,
integral e gratuita pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes direta
ou indiretamente da participacdo no estudo. Havera indenizacdo de qualquer dano
decorrente da pesquisa.

O estudo pode ser esclarecido em qualquer aspecto que desejar, e vocé esta
livre para participar ou recusar-se a participar em qualquer momento e sem quaisquer
prejuizos. Vocé pode ainda retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do material
biolégico armazenado no Biorrepositorio quando desejar, valendo a desisténcia a
partir da data de formalizacdo desta. A sua participacao € voluntaria, e a recusa em
participar ndo acarretara quaisquer penalidades, tampouco mudanca na forma de
atendimento pelas pesquisadoras, que tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo. Seu nome ou o material que indique sua participacao nao seréao
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divulgados sem a sua permissdo. O seu nome nao sera identificado em nenhuma
publicacao resultante dessa pesquisa. Os resultados obtidos quando essa pesquisa
for finalizada, estardo a sua disposicao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais,
sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, na Faculdade de
Farmacia da UFMG, e a outra serd fornecida a vocé. Os dados, materiais e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o0 pesquisador
responsavel por um periodo de até 10 anos na sala 4141 da Faculdade de Farmécia
da UFMG e apoés esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira
(Resolucdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e
suas complementares), utilizando as informagdes somente para fins académicos e
cientificos.

Sua concordancia em participar desse estudo é dada mediante assinatura
desse termo, autorizando a coleta, armazenamento e utilizacdo das amostras de
sangue e urina. Vocé ficara com uma via desse termo. Os pesquisadores
responsaveis se comprometem a cumprir integralmente o que esta descrito neste
termo e a esclarecer qualquer dlvida que possa surgir.

Eu, , portadora do
documento de identidade , fui informada dos obijetivos,
meétodos, riscos e beneficios da pesquisa e declaro que concordo em participar da
pesquisa: “Caracterizagdo genética, imunologica, hemostéatica, bioquimica e
angiogénica de mulheres apds terem apresentado pré-eclampsia em suas gestagdes”.
Recebi uma via deste termo assinado pelo pesquisador, que me deu a oportunidade
de ler e esclarecer todas as minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei
solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo de participar se assim desejar.
() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisas,
mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de
consentimento livre e esclarecido que explique para que sera utilizado o material.

() Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste
termo de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que
me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas davidas.

Belo Horizonte, de de

Nome completo da participante Assinatura da participante
Nome completo do Pesquisador Responsavel: Dra. Patricia Nessralla Alpoim
Endereco: Faculdade de Farméacia-UFMG, Bloco 3, Sala 4108. Av. Antdnio Carlos,
6627. Belo Horizonte/MG. CEP: 31270-901.

Telefone: (31) 3409-7492
E-mail: patnessralla@yahoo.com.br

Assinatura do pesquisador responsavel Data
Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, a vocé podera
consultar: COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG
Av. Antbnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005. Campus
Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.
E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: (31) 3409 4592.
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FICHA CLINICA

Grupo: () MP ( ) MN Paciente n°:

Data:

Diagndstico de pré-eclampsia: ( ) Nao

( ) Sim, data:

Nome:

Etnia: ( ) Branca ( ) Parda ( ) Negra

Estado civil:

Nacionalidade:

Naturalidade:

Data de nascimento: Idade:
Escolaridade: Ocupacgéo:
Endereco:

Telefones:

E-mail:

CRITERIOS DE EXCLUSAO

( ) Doenga autoimune

() Doenca hepética

( ) Doenca renal

() Doenca cardiovascular

( ) Diabetes

() Cancer

( ) Distarbios da coagulacdo
() Hipertenséo arterial crénica

ANTECEDENTES PESSOAIS

Doengas que provocaram internacéo ao longo da vida?

Cirurgias ao longo da vida?

Diagnéstico de doenca cronica atual? Quando? Esteve doente por quanto tempo?

Medicamentos em uso:

Tabagista? H& quanto tempo?

Uso de drogas? Ha quanto tempo?

Ingere bebida alcodlica? H& quanto tempo? Quantidade?

IANTECEDENTES OBSTETRICOS

Quantas vezes esteve gravida?

Quando foi sua primeira gestagdo?

Apresentou alguma doenca durante a gestagdo?

Precisou usar alguma medicacéo durante essa gestagdo?

Precisou ficar internada durante essa gestacao?

Parto normal ou cesariana?

Peso do bebé:

Quando foi sua segunda gestacao?

Apresentou alguma doenca durante a gestacdo?

Precisou usar alguma medicacéo durante essa gestacdo?

Precisou ficar internada durante essa gestacéo?

Parto normal ou cesariana?

‘ Peso do bebé:

Quando foi a sua terceira gestacao?

Vocé apresentou alguma doenca durante essa gestacao?

Vocé precisou usar alguma medicacdo durante essa gestacao?

Seu parto foi normal ou cesariano?

‘ Peso do bebé:

ACOLHIMENTO

Gravidez foi planejada? () Sim ( ) Néo
Teve rede de apoio? () Sim () Ndo
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Era o primeiro filho? ( )Sim ( ) Nao
Mais de um filho? ( ) Sim ( ) Néo Quantidade:
Trabalhava fora? ( )Sim ( ) Néo Carga horéria:

Qual atividade exercia?

Caso tivesse outros filhos, onde/com quem eles ficavam para trabalhar?

() Creche ( ) Escola ( )Avés ( ) Paidacrianca (' ) Qutros:
Estava em um relacionamento sério com o pai do bebé?

( )Sim () Nao
Como estava o relacionamento afetivo/convivéncia com o pai?
() Ruim () Normal ( )Bom () Excelente

Sentiu apoio do seu parceiro/pai do bebé?

( ) Nenhum () Pouco () Muito

Muito Como se sentiu em relagéo a gravidez?

() Triste () Feliz ( ) Normal ( ) Outro:
Outras informagdes:

INFORMACOES SOBRE A GESTACAO

G/Pnormal/Pceséareo/A: Gestacgdo multipla: ( ) Sim () Ndo

Sexo do bebé: () Feminino ( ) Masculino ( ) Ambos | Mesmo pai? ( )Sim( )N&o ( )N/A
Intervalo entre partos (meses): Parto prematuro? () Sim( )N&o ( ) N/A
Filhos vivos:

Desfecho da gestacao:

SINAIS E SINTOMAS APRESENTADOS NA GESTACAO

() Presséo arterial superior a 140/90 mmHg (dois episddios)
( ) Edema pulmonar

() Cefaleia irresponsiva a medicacéo

( ) Epigastralgia

() Escotoma

() Proteinuria superior a 0,3 g/L em 24 horas; igual ou maior que 30 mg/dL em urina aletatdria; igual ou maior
que 2+ pelo método de fita (semiquantitativo)

() Trombocitopenia (100000 mm3)

( ) Creatinina sérica maior que 1,1 mg/dL

() Aumento da concentracdo das trasaminases para o dobro da concentracdo normal

FATORES DE RISCO APRESENTADOS NA GESTACAO

() Pré-eclampsia em gestacgdo anterior

() Historico de pré-eclampsia na familia: () mae ( )irma () outro
() Primigesta

() Primipaternidade

( ) Doenca renal cronica

( ) Hipertensao arterial cronica (HAC)

() Limite extremo de idade (<18 anos e 235 anos)

() Intervalo longo entre gestagdes (>10 anos)

() Gestacao multipla

() Grupo sanguineo AB Se néo, qual o grupo sanguineo:
( ) Etnia ndo branca

( ) Diabetes mellitus

() IMC 2 35kg/m?

AVALIACAO CLINICAS

Presséo arterial: Peso: Altura:

IMC: % de gordura: Cintura
Abddmen: Quadril:

ALIMENTAGAO

Toma refrigerante? ()Sim () Néo

Consome peixes e frutos do mar? () Sim ( ) Néo Quantidade:
Suplementacéo? ()Sim ( )Nao Qual?

Leite e derivados? ()Sim ( ) Néo Quantidade/dia:
Castanhas e/ou outros? ()Sim ( ) Néo

Ingestdo diaria de agua: ()Até 1L ()Yla2lL () Mais de 2L

Funcionamento do intestino: () Todos os dias ( ) Dias alternados () 2 ou mais dias sem
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evacuar
Consome alimentos integrais? () Sim
Toma algum cha? () Sim
Alergia alimentar? () Sim

Outras informacées:

( ) Nao Quais:
( ) Nado Qual(is):
( ) Nao Qual(is):

ANOTACOES IMPORTANTES
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APENDICE Ill - DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO DE ELISA

1. Amostras bioldgicas

Foram utilizadas amostras de plasma heparinizado de voluntarios e dois pools,
0 pool 1 e o pool PERLA. O pool 1 foi obtido do Brazilian network of COVID-19 during
pregnancy (REBRACO: a multicentre study protocol) e o pool PERLA foi produzido a
partir de 50 amostras de plasma heparinizado de mulheres com e sem histérico de
PE, participantes do estudo PERLA.

2. Testes de avaliacado de desempenho

De acordo com o protocolo da R&D Systems®, inicialmente, as placas de
poliestireno (Costar® Ref. 2592) devem ser revestidas com 100uL por pogo do
anticorpo de captura (anticorpo de camundongo anti-PCSK9 humana - R&D
Systems®) na concentragdo de 2ug/mL, diluido em tampao fosfato salino (PBS)
(137mM de cloreto de sadio, 2,7mM de cloreto de potassio, 8,1mM de fosfato de sodio
dibasico, 1,5 mM de fosfato de potassio mobobasico, pH 7,2-7,4, filtrado em 0,2um).
A adicdo da solucdo deve ser seguida por incubacdo overnight, em temperatura
ambiente (20°C). Apds a incubacgéao, a placa deve ser lavada trés vezes com 400puL
por poco de tampéo de lavagem (0,05% Tween® 20 em PBS). Em seguida, deve ser
realizado o bloqueio com 300uL por pogo de reagente diluente (1% albumina sérica
bovina em PBS, pH 7,2-7,4, filtrado em 0,2um), incubando-se por uma hora em
temperatura ambiente. Apos a incubacéo, a placa deve ser lavada trés vezes com
400uL por pogo de tampéao de lavagem. Entdo, deve ser adicionado 100uL por pogo
da amostra/padréo ou amostra/padrao diluidos em reagente diluente, incubando-se
por duas horas em temperatura ambiente. Apds a incubacéo, a placa deve ser lavada
trés vezes com 400uL por pogo de tampdo de lavagem. Em seguida, deve ser
adicionado 100uL por pogo do anticorpo de detecgao (anticorpo biotinilado de ovelha
anti-PCSK9 humano — R&D Systems®) na concentracdo de 100ng/mL, diluido em
reagente diluente, incubando-se por duas horas em temperatura ambiente. Apds a
incubagao, a placa deve ser lavada trés vezes com 400uL por poco de tampao de
lavagem. Em seguida, deve ser adicionado 100uL por pog¢o de Estreptavidina-

horseradish peroxidase (HRP) (R&D Systems®) diluida 200 vezes em reagente
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diluente, incubando-se por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, a
placa deve ser lavada trés vezes com 400uL por pog¢o de tampé&o de lavagem. Em
seguida, deve ser adicionado 100uL por pogo de substrato tetrametilbenzidina (TMB)
(Scienco® — DY999), incubando-se 20 minutos em temperatura ambiente. A reacéo é
interrompida pela adigdo de 50uL por pogo de solugéo de parada (2N acido sulfarico).
Por fim, deve ser determinada, imediatamente, a densidade Optica de cada poco,

utilizando um leitor de microplacas ajustado para 450nm.

Tendo esse protocolo como referéncia inicial, foram realizadas algumas
modificacdes com o objetivo de otimiza-lo e adapta-lo para a deteccdo de PCSK9 na
populacao do estudo PERLA. A seguir, sdo descritos os testes realizados para avaliar

o desempenho do ensaio ap6s as modificacdes.

2.1. Avaliacao das condi¢cdes de tempo e temperaturade incubacé&o do anticorpo

de captura

O primeiro teste teve o0 objetivo de avaliar a viabilidade de reducdo da
temperatura de incubacao do anticorpo de captura. Foram utilizadas como amostras
o pool PERLA e seis amostras de plasma heparinizado de voluntarios (Al a A6). Um
ensaio ELISA foi realizado seguindo o protocolo do fabricante, com incubacéo
overnight do anticorpo de captura a temperatura ambiente (20°C). E um segundo
ensaio ELISA foi realizado com a temperatura de incubac¢éo do anticorpo de captura
ajustada para 4°C. As demais etapas foram realizadas de acordo com o protocolo
descrito no item 2, exceto a leitura espectrofotométrica, que foi realizada a 450nm
(comprimento de onda primario) e 630nm (comprimento de onda secundario). Os

resultados deste teste estdo demonstrados no Grafico 1.
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Gréfico 1 — Incubacdes overnight 20°C versus 4°C
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As absorbancias das amostras incubadas a 4°C foram praticamente
equivalentes as das amostras incubadas a 21°C. Como ndo houve prejuizo a
eficiéncia do ensaio, essa adaptacdo foi mantida nos testes subsequentes. Além
disso, a leitura espectrofotométrica nos comprimentos de onda de 450nm e 630nm

também foi mantida nas etapas seguintes.

2.2. Diluicado das amostras

O segundo teste teve como objetivo avaliar a viabilidade de diluicdo das
amostras. Foram utilizadas como amostras o pool PERLA e uma amostra de plasma
heparinizado de um voluntario (Al). Em um ensaio ELISA foram testadas sete
diluicdes da amostra (1:2, 1:4, 1:8, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512). As demais etapas foram
realizadas de acordo com o protocolo descrito no item 2, com excecéo da incubacao
do anticorpo de captura, que foi realizada overnight a 4°C e a leitura
espectrofotométrica que foi realizada nos comprimentos de onda de 450nm e 630nm.

Os resultados deste teste estdo demonstrados no Gréafico 2.
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Gréfico 2 — Diferentes diluicdes do Pool PERLA e Amostra 1 (Al)
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As absorbancias da diluicdo 1:2 de ambas as amostras excederam o intervalo
de deteccdo do ensaio. Ja nas diluicdes 1:4 e 1:8 as absorbancias do pool PERLA
excederam o intervalo de deteccdo do ensaio. Como o0 proximo teste iria envolver a
diluicdo do anticorpo de captura, optou-se por selecionar a diluicdo 1:2, uma vez que
era esperado uma reducdo na absorbancia das amostras devido a diluicdo do

anticorpo.

2.3. Diluicdo do anticorpo de captura e comparacdo do uso da amostra sem

diluir versus diluida 1:2

O terceiro teste teve como objetivo avaliar a viabilidade de diluicdo do anticorpo
de captura combinada ou ndo com a diluicdo da amostra. Foram utilizadas como
amostras o pool PERLA e uma amostra de plasma heparinizado de um voluntéario
(Al). Em um ensaio ELISA foram testadas trés diluicdes do anticorpo de captura
(1000ng/mL — 1:2, 500ng/mL — 1:4, 250ng/mL — 1:8). Um ensaio ELISA foi realizado
com as trés diluicbes dos anticorpos e com as amostras ndo diluidas. E um segundo
ensaio ELISA foi realizado com as trés diluicbes dos anticorpos e com as amostras
diluidas 1:2. As demais etapas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito
no item 2, com excecado da incubacdo do anticorpo de captura, que foi realizada
overnight a 4°C e a leitura espectrofotométrica que foi realizada nos comprimentos de
onda de 450nm e 630nm. Os resultados deste teste estdo demonstrados no Gréfico
3.



138

Gréfico 3 — Diferentes diluicdes do anticorpo de captura e da amostra
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A sensibilidade do ensaio foi mantida nas trés diluicbes testadas. Como o
préximo teste também envolveria a diluicdo do anticorpo de deteccao, era esperado
uma reducéao adicional nas absorbancias devido a diluicdo combinada dos anticorpos.
Por isso, optou-se por selecionar, para a préxima etapa, a diluicdo de 1:4 (500ng/mL)
do anticorpo de captura e utilizar amostras ndo diluidas. A deciséo de utilizar amostras
nao diluidas levou em consideracao o trabalho adicional necessario para realizar as

diluicdes das amostras, buscando otimizar o processo.

2.4. Diluicdo do anticorpo de captura e do anticorpo de deteccéo

O quarto teste teve como objetivo avaliar a viabilidade de diluicdo do anticorpo
de captura e do anticorpo de deteccéo. Foram utilizadas como amostras o pool PERLA
e amostras de plasma heparinizado de voluntarios (A1 a A6). Em um ensaio ELISA
foi testada a combinacdo da diluicdo 1:4 (500ng/mL) do anticorpo de captura e a
diluicdo 1:4 (25ng/mL) do anticorpo de deteccdo. As demais etapas foram realizadas
de acordo com o protocolo descrito no item 2, com excecao da incubacgéo do anticorpo
de captura, que foi realizada overnight a 4°C e a leitura espectrofotométrica que foi
realizada nos comprimentos de onda de 450nm e 630nm. Os resultados deste teste

estdo demonstrados no Grafico 4.
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Gréfico 4 — Absorbancias obtidas utilizando a concentracdo de 500ng/mL do anticorpo de

captura e 25ng/mL do anticorpo de deteccéo
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A sensibilidade do ensaio foi satisfatoria. Em funcéo disso, as concentracdes

dos anticorpos utilizadas foram mantidas no préximo teste.

2.5. Avaliacdo das condicdes de tempo e temperatura de incubacédo da amostra

O quinto teste teve como objetivo avaliar a viabilidade de reducdo do tempo de
incubacdo da amostra por meio do aumento da temperatura de incubacédo. Foram
utilizadas como amostras o pool PERLA e amostras de plasma heparinizado de
voluntarios (Al a A6). Em um ensaio ELISA, as amostras foram incubadas na estufa
por uma hora (37°C). Além disso, utilizou-se a diluicdo 1:4 (500ng/mL) do anticorpo
de captura e a diluicdo 1:4 (25ng/mL) do anticorpo de deteccdo. As demais etapas
foram realizadas de acordo com o protocolo descrito no item 2, com excecdo da
incubacdo do anticorpo de captura, que foi realizada overnight a 4°C e a leitura
espectrofotométrica que foi realizada nos comprimentos de onda de 450nm e 630nm.

Os resultados deste teste estdo demonstrados no Gréafico 5.
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Grafico 5 — Absorbancias obtidas incubando a amostra na estufa por 1 hora
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A incubacao das amostras na estufa por uma hora ndo afetou a sensibilidade

do teste. Em funcao disso, essa condicdo foi mantida no préximo teste.

2.6. Avaliacéo das condicdes de tempo e temperaturadeincubacéo do anticorpo

de deteccéo e da amostra

O sexto teste teve como objetivo avaliar a viabilidade de reducgéo do tempo de
incubacdo do anticorpo de detecc¢éo, além da reducédo do tempo de incubacéo da
amostra, por meio do aumento da temperatura de incubacdo de ambas as etapas.
Foram utilizadas como amostras o pool PERLA e amostras de plasma heparinizado
de voluntarios (Al a A6). Em um ensaio ELISA as amostras e o anticorpo de detec¢éo
foram incubados na estufa (37°C) por uma hora. Além disso, utilizou-se a diluicdo 1:4
(500ng/mL) do anticorpo de captura combinada com a diluicdo 1:4 (25ng/mL) do
anticorpo de deteccéo. As demais etapas foram realizadas de acordo com o protocolo
descrito no item 2, com excecdo da incubacdo do anticorpo de captura, que foi
realizada overnight a 4°C e a leitura espectrofotométrica que foi realizada nos
comprimentos de onda de 450nm e 630nm. Os resultados deste teste estdo

demonstrados no Grafico 6.
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Gréfico 6 — Absorbancias obtidas incubando as amostras e o anticorpo de deteccdo na estufa
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As absorbancias da amostra A2, A3, A4 e A6 ficaram proximas as absorbancias
do branco. Diante disso, na proxima etapa optou-se por usar a diluicdo 1:1
(2000ng/mL para o anticorpo de captura e 100ng/mL para o anticorpo de deteccao) e
1:2 (1000ng/mL para o anticorpo de captura e 50ng/mL para o anticorpo de deteccao),
ao invés da diluicdo 1:4 (500ng/mL para o anticorpo de captura e 25ng/mL para o

anticorpo de deteccao).

2.7. Avaliacdo das condicdes de tempo e temperatura de incubacdo da amostra
e do anticorpo de deteccédo e comparacao do uso dos anticorpos de captura e

de deteccdo sem diluir versus diluidos 1:2

O sétimo teste teve como objetivo avaliar a viabilidade de reducéo do tempo de
incubacdo da amostra e do anticorpo de deteccdo, por meio do aumento da
temperatura de incubagéo de ambas as etapas, associada ou nao a diluicéo 1:2 dos
anticorpos de captura e de deteccéo. Foram utilizadas como amostras o pool PERLA
e amostras de plasma heparinizado de voluntarios (Al a A6). Um ensaio ELISA foi
realizado utilizando-se as concentracdes do anticorpo de captura e de deteccéo
recomendadas pela fabricante (2000ng/mL e 100ng/mL, respectivamente). E um
segundo ensaio ELISA foi realizado utilizando-se as diluigbes 1:2 do anticorpo de
captura e de deteccdo (1000ng/mL e 50ng/mL, respectivamente). Além disso, as

amostras e o anticorpo de deteccao foram incubados na estufa (37°C) por uma hora
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nos dois ensaios ELISA. As demais etapas foram realizadas de acordo com o
protocolo descrito no item 2, com excecao da incubacéo do anticorpo de captura, que
foi realizada overnight a 4°C e a leitura espectrofotométrica que foi realizada nos
comprimentos de onda de 450nm e 630nm. Os resultados deste teste estéo

demonstrados no Grafico 7.

Gréfico 7 — Absorbancias obtidas incubando as amostras e o anticorpo de deteccdo na estufa

por 1 hora em duas condi¢c8es de diluicdo dos anticorpos de captura e de deteccéo
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O ensaio manteve a sensibilidade em ambas condicdes testadas. Com isso,

avancou-se para a avaliacdo da curva de calibracao.

2.8. Curva de calibracdao: comparacdo do uso dos anticorpos de captura e
deteccao sem diluir versus diluidos 1:2

O oitavo teste teve o0 objetivo de verificar se as concentracbes amostras
estavam dentro do intervalo de deteccdo do ensaio (0—8000pg/mL), utilizando os
anticorpos sem diluir e diluidos 1:2. Foram utilizadas como amostras o padrao (Padrao
PCSK9 humana recombinante — R&D Systems®), o pool PERLA, o pool 1 e amostras
de plasma heparinizado de voluntarios (A1 e A2). Em um ensaio ELISA foram
realizadas diluicbes seriadas do padrédo de PCSK9 para que fossem obtidos sete
pontos de calibracdo, com a concentracdo de nivel mais elevado de 8000pg/mL.
Nesse ensaio, seguiu-se o protocolo do fabricante. Ou seja, utilizou-se o anticorpo de
captura na concentracdo de 2000ng/mL e o anticorpo de detecgao na concentracao

de 100ng/mL. Em um segundo ensaio ELISA, a curva padréao foi realizada com o
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anticorpo de captura diluido a 1:2 (1000ng/mL) e o anticorpo de deteccéo diluido a 1:2
(50ng/mL). As demais etapas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito no
item 2, com excec¢ao da incubacgéo do anticorpo de captura, que foi realizada overnight
a 4°C e a leitura espectrofotométrica que foi realizada nos comprimentos de onda de

450nm e 630nm. Os resultados deste teste estdo demonstrados nos Graficos 8, 9 e
10.

Grafico 8 — Curva de calibracdo obtida utilizando a diluigdo 1:1 dos anticorpos de captura e de

deteccdo
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Grafico 9 — Curva de calibracdo obtida utilizando a diluicdo 1:2 dos anticorpos de captura e de
deteccéo
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Grafico 10 — Absorbancias das amostras obtidas utilizando diferentes concentragdes dos

anticorpos de captura e de deteccéo
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Tanto na curva obtida utilizando o anticorpo sem diluir, quanto na curva obtida
utilizando o anticorpo diluido, os limites superiores do intervalo de detec¢éo do ensaio

foram menores que as absorbancias das amostras.

2.9. Ampliag&o da curva de calibragao

O nono teste teve como objetivo ampliar o intervalo da curva de calibracéo
(Opg/mL — 30000pg/mL), de modo a garantir que as absorbancias obtidas das
amostras estivessem dentro do intervalo de deteccdo do ensaio. Para isso, foram
realizadas diluicdes seriadas do padrédo da PCSK9 para que fossem obtidos nove
pontos de calibracdo, com a concentracdo de nivel mais elevado de 30000pg/mL.
Foram utilizadas como amostras o padréo (Padrao PCSK9 humana recombinante —
R&D Systems®), o pool PERLA, o pool 1 e amostras de plasma heparinizado de
voluntarios (A1l a A5). Um ensaio ELISA foi realizado seguindo o protocolo do
fabricante. E um segundo ensaio ELISA foi realizado utilizando-se a diluicdo 1:2 do
anticorpo de captura (1000ng/mL) e a diluicAo 1:2 do anticorpo de detecgéo
(50ng/mL). As demais etapas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito no
item 2, com excecao da incubacgao do anticorpo de captura, que foi realizada overnight
a 4°C e a leitura espectrofotométrica que foi realizada nos comprimentos de onda de
450nm e 630nm. Os resultados deste teste estdo demonstrados nos Graficos 11, 12
e 13.
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Grafico 11 — Curva de calibracédo obtida utilizando a diluicéo a diluicdo 1:1 dos anticorpos de
captura e de deteccéo, de acordo com o protocolo do fabricante
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Grafico 12 — Curva de calibracdo obtida utilizando a diluicéo a diluicdo 1:2 dos anticorpos de

captura e de deteccéo
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Gréfico 13 — Absorbancias das amostras obtidas utilizando diferentes concentracfes dos

anticorpos de captura e de deteccéo

-
—
—

o

1,966

Absorbancia (450nm)
I 0,050
0,045
0,825
0,907
I 1450
0,616
I 1,B00
0,992
I 1,347
0,741
» I 1411
0,535

Branco Pool Pool 1 A1 A2 A3

Perla
u Ac de captura e Ac de deteccdo sem diluir

4

-
o

Ac de captura e Ac de deteccéo diluidos 1:2

Tanto na curva obtida utilizando o anticorpo sem diluir, quanto na curva obtida
utilizando o anticorpo diluido, as absorbancias das amostras ultrapassaram os limites
superiores do intervalo de deteccdo do ensaio. Além disso, os coeficientes de
determinacdo (R?) das duas curvas foram baixos, sugerindo uma ampla dispersdo nos
pontos da curva padrédo, comprometendo a precisao e a confiabilidade na interpolacéo

das concentracdes das amostras.

2.10. Curva de calibracao: avaliacdo das condi¢cdes de tempo e temperatura do

anticorpo de deteccéo e da estreptavidina-HRP e diluicdo da amostra

O décimo teste teve dois objetivos. O primeiro foi avaliar a curva de calibracéo
ampliada (Opg/mL — 30000pg/mL), sob as condicbes de reducdo do tempo de
incubacdo da amostra e do anticorpo de deteccdo, por meio do aumento da
temperatura de incubacdo de ambas as etapas, além do aumento da temperatura de
incubacdo da estreptavidina-HRP (estufa — 37°C). Para isso, foram realizadas
diluicdes seriadas do padrdo PCSK9 humana recombinante (R&D Systems®) para que
fossem obtidos nove pontos de calibracao, com a concentracao de nivel mais elevado
de 30000pg/mL. Um ensaio ELISA foi realizado seguindo o protocolo do fabricante. E
um segundo ensaio ELISA foi realizado incubando-se a amostra e o anticorpo de
deteccdo por uma hora na estufa (37°C) e a estreptavidina-HRP por 20 minutos na

estufa (37°C). As demais etapas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito
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no item 2, com excecdo da incubacdo do anticorpo de captura, que foi realizada
overnight a 4°C e a leitura espectrofotométrica que foi realizada nos comprimentos de
onda de 450nm e 630nm. Os resultados deste teste estdo demonstrados nos Graficos
14 e 15.

Gréfico 14 — Curva de calibracdo obtida seguindo o protocolo do fabricante
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Grafico 15 - Curva de calibragao obtida incubando as amostras e anticorpo de deteccéo na
estufa por 1 hora e a estreptavidina-HRP na estufa por 20 minutos

0,02
0,018
0,016
0,014 1,655
0,012
0,01
0,008

0,006

y = 6E-05x + 0,1538
0,004 R2 = 0,8885
0,002

0
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000

Concentragéo (pg/mL)

Absorbancia (450nm)

O segundo objetivo desse teste foi avaliar a viabilidade de diluicdo das
amostras, incubando as amostras e o anticorpo de deteccéo na estufa por 1 hora e a
estreptavidina-HRP na estufa (37°C) por 20 minutos. Para isso, foram testadas trés
diluicdes da amostra (1:4, 1:10 e 1:20). Foram utilizadas como amostras o pool PERLA
e o0 pool 1. Um ensaio ELISA foi realizado seguindo o protocolo do fabricante. E um

segundo ensaio ELISA foi realizado incubando-se a amostra e o anticorpo de
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deteccdo por uma hora na estufa (37°C) e a estreptavidina-HRP por 20 minutos na
estufa (37°C). As demais etapas foram realizadas conforme o protocolo descrito no
item 2, com excec¢ao da incubacgéo do anticorpo de captura, que foi realizada overnight
a 4°C e a leitura espectrofotométrica que foi realizada nos comprimentos de onda de

450nm e 630 nm. Os resultados deste teste estdo demonstrados no Grafico 16.

Gréfico 16 — Absorbancias das amostras em diferentes diluicdes, comparando o protocolo do
fabricante versus aincubacdo da amostra e do anticorpo de deteccéo por 1 hora na estufae
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Os coeficientes de determinacdo (R?) das duas curvas de calibragdo foram
baixos, sugerindo uma ampla dispersao nos pontos da curva padrdao, comprometendo
a precisdo e a confiabilidade na interpolacéo das concentracbes das amostras. Em
relacéo ao teste das diluicbes das amostras, 0 ensaio manteve sensibilidade em todas

as condicdes testadas.

3. Alteragbes nos parametros do ensaio

Como néo foi possivel obter uma curva de calibragéo satisfatoria utilizando os
anticorpos de captura e deteccdo diluidos 1:2 e nem pela reducdo dos periodos de
incubacdo da amostra e do anticorpo de deteccdo e aumento da temperatura de
incubacdo da estreptavidina-HRP, optou-se por utilizar as concentracdes dos
anticorpos, os tempos e as temperaturas de incubacdo da amostra, anticorpo de
deteccdo e estreptavidina-HRP recomendados pelo fabricante. As alteracdes

implementadas em relag&o ao protocolo original foram:
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— Incubacao do anticorpo de captura overnight a 4°C (geladeira).
— Incubacéo a temperatura ambiente controlada (20°C).
— Diluigcdo da amostra 1:50 no reagente diluente.

— Medicdo espectrofotométrica em 450nm (comprimento de onda primario) e

630nm (comprimento de onda secundario).
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ANEXO | - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP - UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Platboforme
MINAS GERAIS Q%ﬁmﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagéo genética, imunolégica, hemostatica, bioquimica
e angiogénica de mulheres apods terem apresentado pré-eclampsia em suas
gestacoes.

Pesquisador: Patricia Nessralla Alpoim
Area Tematica: versao 4

CAAE: 54887721.0.0000.5149
Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
NUmero do Parecer: 5.547.421

Apresentacao do Projeto:

A pré-eclampsia (PE) € um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV) ao longo da vida. Mulheres que tiveram alguma doenca
hipertensiva da gravidez tém um risco aumentado de 2 a 8 vezes para o
desenvolvimento de hipertenséo crénica no futuro, principalmente no periodo de 1 a
20 anos ap06s o parto. Serdo recrutadas mulheres que apresentaram PE em suas
gestacbes ha 2-14 anos, a fim de avaliar parametros laboratoriais genéticos,
imunoldgicos, hemostaticos bioquimicos, angiogénicos visando correlacionar com o
aparecimento e fisiopatologia de doencas crbnicas nestas participantes.

Para isso, mulheres que fizeram parte do estudo em pré-eclampsia do grupo das
professoras Luci e Patricia, e mulheres que tiveram seus partos realizados no
Hospital Sofia Feldman entre os anos de 2008 e 2016, serdo convidadas para uma
avaliacdo de aspectos clinicos bem como para a coleta de amostras de sangue e
urina.

A hipotese dos pesquisadores € que mulheres que tiveram pré-eclampsia apresentam
alteracdo de marcadores laboratoriais relacionados aos aspectos genéticos,
imunoldgicos, hemostaticos, bioquimicos e angiogénicos que podem ser usados na
triagem ou no entendimento da fisiopatologia de doencas crénicas nesta populagéo.
A solicitacao de apreciacao de emenda refere-se a inclusdo do Hospital Sofia Feldman
como instituicdo colaboradora da pesquisa, o que ira possibilitar atingir o nUmero de
individuos estabelecido para a realizacdo das andlises laboratoriais propostas (100
mulheres, sendo 50 do grupo caso e 50 do grupo controle), viabilizando sua
realizacdo e a obtenc¢éo de resultados de maior relevancia.

Objetivo da Pesquisa:
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Obijetivo Primario:

Avaliar marcadores sanguineos relacionados ao perfil genético, imunoldgico,
hemostatico, bioquimico e angiogénico de mulheres, 2 a 14 anos ap0s apresentarem
PE em suas gestacles, e correlacionar com o seu desfecho clinico, bem como de
mulheres que ndo apresentaram PE em suas gestacdes, apdés o0 mesmo periodo de
tempo.

Objetivo Secundario:

1) Avaliar, apdés extracdo de DNA de leucdcitos das mulheres, polimorfismos e
mutacdes de genes responsaveis pela sintese de: mediadores inflamatorios, enzimas
relacionadas direta ou indiretamente a via do 6xido nitrico e de genes envolvidos na
hemostasia e coagulacéo;

2) Determinar os niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatdrias e reguladoras de
proteinas envolvidas no processo de resolucdo da inflamacdo, de marcadores da
coagulacéo, fibrindlise e lesdo endotelial, dos anticoagulantes naturais e marcadores
da angiogénese;

3) Determinar os niveis plasmaticos de: glicose, hemoglobina glicada (HbAlc),
insulina, colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), colesterol, acido urico,
triglicerideos e proteina C de alta sensibilidade;

4) Determinar 0s niveis plasmaticos de marcadores de funcdo hepatica
(aspartatoaminotranferase - AST, alanina aminotransferase - ALT, Gama GT), funcao
renal (uréia, creatinina, acido Urico, cistatina C e outros), funcéo cardiaca (troponina
de alta sensibilidade, peptideo natriurético tipo B), estresse oxidativo [substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico -TBARS, (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide- MTT], Dimetil Arginina Assimétrica(ADMA) e
guanosina3’, 5 -ciclica monofosfato (GMP) ciclico;

5) Determinar o numero de plaquetas circulantes e dos novos parametros
plaguetarios (volume plaquetario médio — MPV, amplitude de variacdo de tamanho
das plaquetas - PDW, e plaquetdcrito - PCT) e os agregados plaquetas-leucocitos
(PMA, PNA);

6) Determinar o niumero de microparticulas plasmaticas circulantes (endoteliais,
leucocitarias, plaquetérias e eritrocitarias;

7) Investigar o grupo sanguineo ABO.
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formagdo de um
pequeno hematoma. O sangue sera coletado em trés tipos de tubos e um pequeno
desconforto pode ocorrer na troca de tubos.Para minimizar esse desconforto e a
formacdo de hematomas, a coleta de sangue serd realizada por um profissional
experiente. Serao utilizados agulhas e tubos descartaveis, de forma que néao ha risco
de contaminagdo. ApOs a coleta, serd feita a compressédo local para garantir o
estancamento do sangramento. N&o sera realizada nova coleta de sangue.



152

Beneficios:

As participantes terdo acesso ao resultado dos seus exames laboratoriais, e poderao
obter qualquer esclarecimento desejado sobre eles. A avaliacdo laboratorial auxiliara
na prevengao do desenvolvimento de hipertensdo cronica, aterosclerose e outras
doencas cardiovasculares, como o infarto agudo do miocardio, acidente vascular
encefalico (AVE) e embolia pulmonar, por exemplo. Além disso, a participacdo no
estudo permitira uma melhor avaliagdo do risco cardiovascular de mulheres expostas
a pré-eclampsia nesta populacao.

Comentarios e Consideragfes sobre a Pesquisa:
O projeto € meritorio e relevante para area de obstetricia e da saude da mulher em
geral.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacado obrigatoria:

Folha de rosto assinada.

Carta de anuéncia do Hospital Sofia Feldman.

Parecer favoravel da Céamara do Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicoldgicas da Faculdade de Farméacia da UFMG.

Roteiro de investigacao.

Cronograma atualizado.

Termo de biorrepositorio.

Justificativa da emenda.

TCLES em forma de carta convite adequados, incluindo informacdes referentes ao
CEP do Hospital SofiaFeldman.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Pelo exposto, somos pela aprovacéo.

Considerac0fes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacdo vigente (Resolugcdo CNS 466/12), o CEP-UFMG
recomenda aos Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e do
termo de consentimento via emenda na Plataforma Brasil, informar imediatamente
qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa (via
documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacdo relatérios
parciais do andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa
encaminhar a este Comité um sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_196690( 14/06/2022 Aceito
do Projeto 5 E2.pdf 15:40:34
Outros CartaRespostaCepSofiaFeldman.pdf 14/06/2022 | THAISE EMILIA Aceito
15:33:28 | MOREIRA DA SILVA

TCLE / Termos de | TCLEs.pdf 14/06/2022 | THAISE EMILIA Aceito

Assentimento / 15:15:29 |MOREIRA DA SILVA

Justificativa de

Auséncia

Cronograma CRONOGRAMA pdf 14/06/2022 | THAISE EMILIA Aceito
15:15:13  |MOREIRA DA SILVA

Projeto Detalhado / | Projeto_emenda.pdf 14/06/2022 | THAISE EMILIA Aceito

Brochura 15:14:29 |MOREIRA DA SILVA

Investigador

Declaragéo de TermodeConstituicaodeBiorrepositorio.p| 05/05/2022 | THAISE EMILIA Aceito

Manuseio Material |df 16:00:25 |MOREIRA DA SILVA

Biologico /

Biorepositario /

Biobanco

Qutros Justificativa_da_emenda.pdf 18/04/2022 | THAISE EMILIA Aceito
21:59:33  |MOREIRA DA SILVA

Outros Ficha_anamnese.pdf 18/04/2022 | THAISE EMILIA Aceito
16:06:04 | MOREIRA DA SILVA

Declaracéo de Anuencia_Sofia_Feldman.pdf 18/04/2022 | THAISE EMILIA Aceito

concordancia 16:04:07  |MOREIRA DA SILVA

Outros Parecer_consubistanciado_ACT .pdf 03/01/2022 | THAISE EMILIA Aceito
20:35:36 | MOREIRA DA SILVA

Outros Declaracao_aprovacao ACT.pdf 20M12/2021 | THAISE EMILIA Aceito
00:43:53 |MOREIRA DA SILVA

Folha de Rosto FolhadeRosto1.pdf 10/12/2021 | THAISE EMILIA Aceito
09:51:43 |MOREIRA DA SILVA

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

BELO HORIZONTE, 27 de julho de 2022

Crissia Carem Paiva Fontainha

Assinado por:

(Coordenador(a)
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ANEXO Il - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP - FHEMIG

FHEMIG  FUNDACAO HOSPITALAR DO
ruwoackososaatto  ESTADO DE MINAS GERAIS - W"@
EHEMIG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COVID-19 E GESTAGAO: ALTERAGOES LABORATORIAIS, COMPLICAGOES
TROMBOTICAS E DESFECHOS MATERNOS E FETAIS

Pesquisador: Patricia Nessralla Alpoim

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 46792921.3.3002.5119

Instituicao Proponente: Fundagdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais - FHEMIG
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.906.245

Apresentacao do Projeto:
Estudo reencaminhado para solugao de pendéncias.

De acordo com o documento PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1791325:

A pandemia COVID-19 é o mais importante desafio no mundo hoje em dia. As gestantes € um grupo de
pacientes suscetiveis e requerem um atendimento diferenciado, principalmente por causa de sua resposta
imunoldgica e fisiolégica alterada que propicia a ocorréncia de infec¢gdes. Embora o incipiente conhecimento
da patogénese da COVID-19, dados clinicos em andamento sugerem uma associagao entre a infec¢ao pelo
SARS-CoV-2 e o aparecimento de condi¢des potencialmente fatais para mulheres gravidas e seus bebés,
como a PE. Dessa forma, neste estudo propomos explorar possiveis alteragées em exames laboratoriais de
rotina causados pela COVID-19 na gravidez a fim de ajudar no entendimento da fisiopatologia da doenca
bem como levantar os melhores biomarcadores de progndéstico e monitorizagao e avaliar possiveis
associagdes com outras complicagdes fetais e maternos, como a pré-eclampsia.

Objetivo da Pesquisa:
De acordo com o documento PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1791325:

Objetivo Primario: Levantamento e analise de dados (clinicos, epidemiolégicos, bioquimicos,

Endereco: Alameda Vereador Alvaro Celso, 100

Bairro: Bairro Santa Efigénia CEP: 30.150-260
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3239-9552 Fax: (31)3239-9552 E-mail: cep@fhemig.mg.gov.br

Pagina 01 de 05
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FHEMIG  FUNDACAO HOSPITALAR DO
funpackososmras o ESTADO DE MINAS GERAIS - W"F
FHEMIG

Continuacgéo do Parecer: 4.906.245

hematolégicos, imunolégicos e correlagédo com desfechos maternos e perinatais) do prontuario de gestantes
com RT-PCR positivo para infec¢do por SARS-CoV-2 e comparagdo com gestantes com RT-PCR negativo
(grupo controle) atendidas no Hospital Julia Kubitschek em Belo Horizonte, Minas Gerais durante o segundo
semestre de 2021.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
De acordo com o documento PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1791325:

Riscos: Considerando o risco inerente de quebra de sigilo e confidencialidade, por se tratar de informacdes
de prontuario, estratégias de analise e coleta dos dados de prontuario bem como o armazenamento dos
mesmos serao adotadas. Para o presente projeto apenas o docente e o coordenador do projeto terdao
acesso aos prontuadrios e coletas de dados, sera adotada uma codificagdo em substituicdo ao nome de cada
participante e os dados serdo registrados e armazenados em arquivo codificado com senha.

Beneficios: *Contribuicdo no entendimento da COVID-19 em gestantes.IMPACTO: Compreender o papel
das alteragbes hemostaticas e inflamatdrias na patogénese da doenga.*Contribuicdo no entendimento das
consequéncias da COVID-19.IMPACTO: Contribuir para a monitoragéo de tais consequéncias, adogao de
medidas terapéuticas adequadas, e melhor qualidade de vida dos recém-nascidos.*Possibilitar a
identificacdo de biomarcadores potencialmente uUteis na monitoragdao da COVID-19.IMPACTO: Contribuir
para a conduta terapéutica adequada e para a reducdo da mortalidade das gestantes, fetos e recém-
nascidos.*Possibilitar a identificagdo de novos alvos farmacolégicos. IMPACTO: Sugerir novas condutas
terapéuticas a serem implementadas com potenciais beneficios na monitoragdo das gestantes com COVID-
19.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

- Projeto: Relevante, pertinente e de valor cientifico;

- Metodologia: Adequada para se alcangar o objetivo proposto;

- Curriculos: Com competéncia reconhecida para a condugéo do estudo;
- Cronograma: Adequado;

- Aspectos Eticos: O projeto cumpre a Res.466/2012 do CNS-MS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
- Projeto: devidamente descrito.
- TCLE: adequado.

Endereco: Alameda Vereador Alvaro Celso, 100

Bairro: Bairro Santa Efigénia CEP: 30.150-260
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3239-9552 Fax: (31)3239-9552 E-mail: cep@fhemig.mg.gov br

Pagina 02 de 05
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Continuacdo do Parecer: 4.906.245

- FR: devidamente preenchida e assinada.
- Orgamento: adequado.

Recomendacgoes:

Tendo em vista a legislagao vigente (Resolugdo CNS 466/2012), o CEP-FHEMIG recomenda aos
Pesquisadores:

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na Plataforma
Brasil;

2. Informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da Pesquisa;

3. Apresentar na forma de NOTIFICACAO relatérios parciais do andamento do mesmo a cada 06 (seis)
meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um sumario dos resultados do projeto
(RELATORIO FINAL).

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
SOLUCAO DE PENDENCIAS:

PENDENCIA 1. Corrigir no TCLE o contato do CEP-FHEMIG (...)
SOLUCAO (1) Feita a corregao.

PENDENCIA 2. Orgcamento: descrever custos com deslocamento, materiais de escritério, etc.
SOLUCAO (2) Os custos relacionados ao deslocamento e aos matérias de escritério serdo arcados pelos
préprios pesquisadores que fardo as coletas de dados.

PENDENCIA 3. Descrever melhor os grupos de estudo e controle, uma vez que as pacientes com resultado
positivo para COVID-19 nao ficam no mesmo local (unidade hospitalar) que as pacientes com resultado
negativo.

SOLUCAO (3) Enviada a correco via carta de pendéncia.

- O estudo pode ser realizado com base na metodologia e nos documentos apresentados.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Endereco: Alameda Vereador Alvaro Celso, 100

Bairro: Bairro Santa Efigénia CEP: 30.150-260
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3239-9552 Fax: (31)3239-9552 E-mail: cep@fhemig.mg.gov.br
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qe
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mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/08/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1791325 .pdf 15:42:10
Outros CartaRespostaCoepFHEMIG.pdf 09/08/2021 | Patricia Nessralla Aceito

20:45:48 |Alpoim
Outros CartaEmenda.pdf 30/06/2021 | Patricia Nessralla Aceito
13:02:47 | Alpoim
Outros ParecertecnicoFHEMIG.pdf 29/06/2021 |Patricia Nessralla Aceito
16:43:43 | Alpoim
TCLE / Termos de | TCLEresponsaveispelasmenoresde18an| 02/06/2021 |Patricia Nessralla Aceito
Assentimento / os.pdf 15:16:05 |Alpoim
Justificativa de
|Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEmaioresde18anos.pdf 02/06/2021 | Patricia Nessralla Aceito
Assentimento / 15:15:52 | Alpoim
Justificativa de
| Auséncia
TCLE / Termos de | TALEmenoresde18anos.pdf 02/06/2021 | Patricia Nessralla Aceito
Assentimento / 14:53:49 | Alpoim
Justificativa de
Auséncia
Outros fichaclinicaCOEP.pdf 02/06/2021 | Patricia Nessralla Aceito
14:46:40 | Alpoim
Outros Folharostocerta.pdf 02/06/2021 | Patricia Nessralla Aceito
14:44:32 | Alpoim
Outros CartaRespostaCoep.pdf 02/06/2021 | Patricia Nessralla Aceito
14:38:49 | Alpoim
Outros CartaanuenciaFHEMIGHJK . pdf 13/05/2021 |Patricia Nessralla Aceito
15:55:26 | Alpoim
Outros TCUD.pdf 28/04/2021 |Patricia Nessralla Aceito
14:22:42 | Alpoim
Projeto Detalhado / |projetocovidgestacaoCOEP.pdf 20/04/2021 | Patricia Nessralla Aceito
Brochura 16:31:38 | Alpoim
|Investigador
Outros ParecerACTCOEP.pdf 20/04/2021 | Patricia Nessralla Aceito
16:20:40 | Alpoim

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:

UF: MG
Telefone:

Alameda Vereador Alvaro Celso, 100

Bairro: Bairro Santa Efigénia
Municipio:

(31)3239-9552

CEP: 30.150-260
BELO HORIZONTE

Fax: (31)3239-9552 E-mail:

cep@fhemig.mg.gov.br
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Continuacéo do Parecer: 4.906.245

BELO HORIZONTE, 14 de Agosto de 2021

Assinado por:

Vanderson Assis Romualdo
(Coordenador(a))

Enderego: Alameda Vereador Alvaro Celso, 100

Bairro: Bairro Santa Efigénia CEP: 30.150-260

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3239-9552 Fax: (31)3239-9552 E-mail: cep@fhemig.mg.gov.br
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ANEXO Il - PRODUCOES DO MESTRADO

Carta de submisséao do artigo “Preeclampsia beyond pregnancy: why follow-up

of women matters?”

M Gma|| Isabella Macedo <mcostaisabella@gmail. com>

Enc: Women & Health - WWAH-2024-0487 has been unsubmitted

1 message

patricia nessralla <patnessrallai@yahoo.com.brs Mon, Jun 24, 2024 at 11:04 AM
Reply-To: patricia nessralla <patnessmllai@yahoo.com. br>
Too Isabella Macedo <mcostaisabellai@gmail com>

‘fahoo Mail: Busgue, organize & aumenie sua produtividade

——- Mensagem encaminhada ——-

De: "Women & Health” <cnbehalfofi@manuscrptcentral coms>

Para: "patnessrallai@yahoo.com.br® <patnessrallaf@yahoo.com.br=
Ce:

Enviada: seq., 24 24a jun. 24e 2024 as 0:33

Assunto: Women & Health - WWAH-2024-0487 has been unsubmitted
23-Jun-2024

Diear Dr nessralla:

‘four abowve referenced manuscript, entiled "Preeclampsia beyond pregnancy: why follow-up of women matters?"
has been unsubmitted to Women & Health. The edilor would like you to address the following items befare we
consider sending it out for peer review.

An anonymous copy of the manuscript should not contain the acknowledgment, author's contribution, Compliance
with Ethical Standards, ethical approval, funding details, disclosura form, data availability statement, ORCID
number, and conflict of interest.

Please visit the instructions o authors io complete your submission and re-submil the manuscript for
consideration of publication.

To re-submit your manuscript, please go to your author dashboard at hitps:rp tandfonline.com/dashboard/, locate
the manuscript and click ‘Resumea’.

Sincaraly,
Srimathi Anandan
Women & Health Ediforial Office
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Publicacéo de artigo, como coautora “Changes in MicroRNA expression

associated with preeclampsia: a systematic review”

M Gmail Izabella Macedo <mcosiaisabella@gmail.com>

BJMER - 13988.R2 - Aceito no merito cientifico
1 message

Journal Office <onbehalof@manuscipicentral comz> Mon, Moy 25, 2024 at 4:14 PM

Reply-To: bjowrnalfftenra com_ br
To: patriclanessralla@gmail com

Ci: anacristinalopesmpi@gmall.com, akxandreal 28@@outicok com, femanda. santosmg@hotmail. com,
mecostalkabelaiigrmsad com, lucdussefgmall.com, patriclanessralag@gmall com

25-Mov-2024
Prezada Dra. Patricia Alpoim,

Temos & satisfagdo de informar gue seu manuscito *13088.R2 - CHANGES IN MICRORMNA EXPRESSION
ASSOCIATED WITH PREECLAMPSIA: A Systematic Review” fol aprovado quanio ao méniio centifico para
publicaghs no Brazillan Jowmal of Medical and Blolegical Reseanch.

0 processo de publicacdo do trabalho degende do pagamento de “Fublication Fee”, & para tanbo precisamos das
informacies abaixn, © mals rapedaments possivel.

Para emizsio do Bolelo Bancario e da Mota Fiscal Eletrdnica, precisamos gue V.Sa informme com urpdncla e clareza,
wig sl | )

1. Em nome de guemn deverd ser emitido o Boleto Bancano & a Mota Fiscal Eletrdnica. Ambos os documenios serdo
remmetidos conjuntaments & V.5a_, via emall. Certfigue-se bem antes de fomecer estes dados pols depols de amitida,
a Mola Fiscal Elstrdnica MAD poderd ser refeita com outro nome ou insbiulgso.

2. 0 CNPJ (Pessoa Juridica) ou o CPF (Pessoa Fisica) pols & exignela obngaitna para emiss&o da Mota Fiscal
Elatrdnica.

3. Usualmente s&0 fixados 15 dias para o pagamento do boleto. Caso V. 5a. necessite de um prazo malor, Infomme na
hora em que enviar os dados.

4. Para qual enderego elebirdnico deverdo ser remetidos os documenios.

5.0 Boleto Bancano & a Mota Fiacal Eletrdnica, com os dados fomecidos, deverd ser pago abé a data do vencimento.
Caso isto ndo ocora ja existe uma multa inserida no boleto que deverd ser paga por conta do Interessado pois NAO
SERA POSSIVEL FAZER CAMCELAMENTO OU SUBSTITUICAD DE NENHUM DESTES DOCUMENTOS. Esta
miedida fol sdoteda por exigéncias de onglos fnanciadores (Fapesp, CMNPg. Capes, Universidades federals,
estaduals, ete. ).

IMFORTANTE: Apds o pagamento da “Publcation Fee” o rabalho serd preparado de acondo CoOMm &8 NOMEs da
revista g serd verificado pele Editor de Estilo de ingles. O trabalho corrigedo & evenbuals quesiies sobre fexbo,
imapgens elou tabelss serdo enviadas a V.5a. via e-mail.

Sormente apds recebsrmos este texdo, via emall, e apds a aprovaglo pelo edior de estilo seu trabalho receberd a
data de acedacdo definitiva. Atrasos evenbuals serfio descontados da data de submissio do trabalho. Neste
momento serd providenciada a preparacio da Prova Grafica gue serd lida pela Redatora da revista e enviada para

dos autores. A prova grafica serd pubbcada peda revisia em seu aibe (www bjoumal.om), junto so Sclelo
{www_acialo.bribymbr) @ am PubMed Central [Ritpa:iassw nctndm.nin.gospmafjournatal 7330 . O tarmpo previsto
destes pasaos @ estimado em 30-50 dias.

Estarmos & disposicio para esclarecer qualguer questio adicional, atravds do e-mal (bjourneltema com.br ou
reinaldo souzafibjoumal.com br)

Conamos Com U8 compreansdo e colaboracio. POR FAVOR ACUSE O RECEBIMENTO DESTE EMAIL.
Alenciosammente,
Prof. Roberio César Lima-Jdanlor

Editor
Brazlan Journal of Medical and Blological Research
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Participagao no projeto de extensao “Ciéncia na Preconcepg¢ao, Gestacao e

Puerpério”, no periodo de 1° de marco de 2023 a 1° de fevereiro de 2025

Sistema de Informagdo da Extensdo

Projeto - 404386 - Ciéncia na Pré-Concepcéo, Gestacao e Puerpério Imprimir

Identificaglo  Descricdo  Equipe  Atividades Vinculadas  Parcerias  Abrangéncia  Resultados Alcancados  Histérico  Anexos

carga
Participagio Nome Telefone E-mail Vinculo Periodo horaria
semanal
Faculdade de Farmacia
Coordenador PATRICIA NESSRALLA ALPOIM (Lattes) (31) 3409-6893  patnessralla@ufmg.br DAt ht Do thies hokias & oot hens 01/12/2021 a 28/01/2026 5
. Estudante de Pés-Graduaglo
Co-coordenador  THAISE EMILIA MOREIRA DA SILVA (31)99349-7678  thaiseemiliams@gmail.com B e (Mot 01/12/2021 a 28/01/2026 s
Voluntirio ANA PAULA SILVA FERREIRA anapferr@ufmg.br ;.’:‘::;;:":' Grakacko 09/03/2023 a 28/01/2026 2
Voluntario FERNANDA NARCISO DIAS fnd@ufmag.br Estudante de Graduagdo 01/09/2023 a 28/01/2026 2
Biomedicina
Estudante de Pés-Graduagio
Voluntario ISABELLA MACEDO COSTA isabellamacedoc@ufmg.br A ilises Chkons 2w cosatcas (estrade) 15/03/2023 2 01/04/2025 2
Voluntario JUSSARA DE SOUZA MAYRINK NOVAIS (Lattes) ossacamayrinkgfmg.br: Facuidade de ";:i‘i"' 20/03/2024 a 01/12/2025 2
Voluntario VANESSA DUARTE PASA vduartepasaz@gmail.com :i’;“m":‘;‘i:ng' Gradimcio 09/03/2023 a 28/01/2026 2

Certificado de participagao na apresentagao da palestra “Incentivo a pesquisa”
na Maternidade Odete Valadares (Projeto Gestar Ciéncia) e Postagens

cientificas no perfil do projeto Gestar Ciéncia no Instagram
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"5 Winternectid Sogueres o+ Hospebind Auge dis Crecmga
ESTADO DE MINAS GERAIS " ey < anam pres f

. 667 1%
Pubhcagtes Segudores  Seguindo
Gestar Ciéncia
Seja bem-vindo a0 Gestar Clincia UFMG i

AGRADECIMENTO I e g T
Ver tradugdo

2 hnitr ee/gestarcrenca

A Maternidade Odete Valadares, em nome de s e &
toda equipe de enfermagem, agradece a P

Compartihar perfd
Isabella Macedo Costa ome g = +
Eoupe Soesiace Nowa
ela palestra “Incentivo a pesquisa”
peap pesq . -~ @

proporcionada aos profissionais de Enfermagem
no ano de 2023. i -

S M
Eagora 7, ﬂ & -
~
* p— _.
Belo Horizonte, 11 de maio de 2023 Por que fala o wedreig
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- wﬂ“ﬂi” “w':wmlw‘%m ’ '
— S — MoV
Cintia Aparecida Costa e Silva Renata Maria Silva Santos @ Q G @

RT de Enfermagem Coordenadora do NEP
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Estande interativo na Praca de Servicos da UFMG, realizado no dia 22 de

novembro de 2023, em homenagem ao dia mundial da prematuridade

Estande interativo na Praca de Servicos da UFMG sobre pré-eclampsia,
diabetes gestacional e hipertenséo gestacional, realizado no dia 21 de agosto
de 2024
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Certificado de producédo de Tema Livre para o 56° Congresso Brasileiro de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial

Congresso Brasileiro
de Patologia Clinica
Medicina Laboratorial

. 560

Exposi¢ao Técnico-Cientifica

10 a 13 de setembro de 2024

Salvadar - BA | Centro de Convencies Savador

Isabella Macedo Costa

Participou na qualidade de autor responsavel do tema
livre: Autoanticorpo do receptor 1 da angiotensina
2 (A2R1Ab) em mulheres com historico de PE:
Associacdo com o risco de doencas
cardiovasculares?

tendo como co-autores:

Leticia Gongalves Silva, Thaise Emilia Moreira da
Silva, Ana Paula Silva Ferreira, Patricia Nessralla

s -
; - T < "2
Alpoimms —L-°
AR MARD D = 10 SO0NE ALYARD PULCHNELLY JUNOR
2 (Bt n Bhoong | dww v e Pobotnga O Vindoirw |2 - S Peickre Chvn e Welng Perbnzie Chaen Rlordeve L obwetrris
1 b 2042028 Lobosstwial Beirdo JTM. 2009
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Certificado de participacdo no 56° Congresso Brasileiro de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial

Congresso Brasileiro
de Patologia Clinica
Medicina Laboratorial

56°

Exposicao Técnico-Cientifica

10 a 13 de setembro de 2024
Salvador - BA | Centro de Convenghies Sshvador

© PAPEL DA PATOLOGIA CLINICA/MEDICINA LABORATORIAL NA SUSTENTABILIDADE DOS SISTEMAS DE SAUDE

CERTIFICADO DE PARTICIPACAO

Realizagdo SBPC ML

Isabella Macedo Costa

Concluiu com sucesso na qualidade de congressista

0 2024 - BA - 56° Congresso Brasileiro de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial

realizado nos dias de 10/09/2024 até 13/09/2024,

totalizando uma carga horaria de 31 horas.
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2 crl»—-
AN AT AR D04 o sooat ALYARO PULCHNELLI JUMOR
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Certificado de participacdo no Simposio Académico de Biomedicina da UFMG

Verifique o codigo de

Simposio Académico de
Biomedicina da UFMG

Culfcad

CONCEDEMOS ESTE CERTIFICADO A

{SABM

Isabella macedo Costa

por ter participado com éxito do evento X Simpdsio Académico de
Biomedicina da UFMG, realizado presencialmente entre os dias 16 e 20
de outubro de 2023, e apresentado o trabalho

AVALIA AO DE iNDICES INFLAMATORIOS

HEMATOLOGICOS EM MULHERES APOS TEREM
APRESENTADO gRE ECLA g]%A BE): ESTUDO PERLA-
RAFAELLA TERENCIO 9 m PATRICIA NESSRALLA

FERREIRA ot eadimico e Bomedicins ALPOIM
A UG UFMmMG “Biomedicinada UFMG.

Comissao Organizadora — Comissao Organizadora
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Certificado de participacdo no 3° Simposio do Programa de Pds-Graduacao

em Andlises Clinicas e Toxicoldgicas

UG 3°< i Aﬁ\‘T PPGACT

o
urme

Certifico que Isabella Macedo Costa participou como ouvinte do 3° Simpédsio do Programa de
Pos-Graduagao em Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia da Universidade

Federal de Minas Gerais com durag¢io de 03 horas no dia 07 de novembro de 2023.

Belo Horizonte, 10 de novembro de 2023.

T

Me. Aislander Junio da Silva Prof. Dr. Adriano de Paula Sabino
Doutorando do PPGACT Professor do Departamento ACT
Representante Discente do 3° SIACT Presidente do 3" SIACT
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Certificado de participacdo, como coautora, em Tema Livre no 56° Congresso

Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial

Congresso Brasileiro de
Patologia Clinica Medicina
Laboratorial

55°

32™ wasPaLM World Congress

i_a.|jrrJ'5.i|:j A0 Técnico=-Cientifica | 5 a

CERTIFICADO DE PARTICIPACAO

Thaise Emilia Moreira da Silva

Participou na qualidade de autor responsavel do tema livre: Pré-eclampsia e

riscos latentes apés o parto - Estudo PERLA: Avaliacdo de Dimero-D e PAI-1
tendo como co-autores:

Leticia Gongalves Silva/lsabella Macedo Costa/Ana Paula Silva Ferreira/Luci
Maria Sant'ana Dusse/lussara de Souza Mayrink Novais/Patricia Nessralla

Alpoim.
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Certificado de participagdo, como coautora, no trabalho apresentado no Congresso ISTH

2024: Conferéncia sobre Trombose e Hemostasia

Session: Thrombotic complications in pregnancy

OC 31.4-Lipid profile, D-dimer, PAI-1, and thrombin generation in women with a
history of pre-eclampsia - PERLA Brazil Study

% Monday, June 24, 2024 ® 10:15-10:30ICT ¢ Room: Ballroom B1

Presenting Author(s)
Thaise Emilia Moreira da Silva

Master in Clinical and Toxicological Analyzes

Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of
Minas Gerais, Brazil

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

Co-Author(s)
Isabella Costa
Student
IC Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of

Minas Gerais, Brazil
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

Ana Ferreira

Graduation Student

AF . ) ) . N
Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of
Minas Gerais, Brazil
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil
Co-Author(s)

Leticia Silva

Master in Clinical and Toxicological Analysis

LS Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of
Minas Gerais, Brazil
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

Co-Author(s)
Thays Costa

Graduation Student

TC Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of Minas Gerais,
Brazil
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

Fabiana Bonfim

Student

Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of Minas Gerais,
Brazil

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

FB

Jussara Novais

PhD, Full Professor
JN


https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1834993
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1851531
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1851532
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1888739
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1851533
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1851534
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1851535
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Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of
Minas Gerais, Brazil
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

Danyelle Romana Alves Rios
DR Associate Professor

Federal University of Sdo Joao del-Rei
Divinépolis, Minas Gerais, Brazil

Maria das Gracas Carvalho, PhD

PhD, Full Professor

Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of Minas Gerais,
Brazil

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

Luci Maria Sant’Ana Dusse

Full Professor

LD - . . . . . . .
Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of Minas Gerais
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil
Patricia Alpoim
PhD, Full Professor
PA

Department of Clinical and Toxicological Analysis - Faculty of Pharmacy, Federal University of
Minas Gerais, Brazil
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

Background: Preeclampsia (PE), a serious disease of pregnancy, is associated with an increased risk of
cardiovascular diseases (CVD) later in women's life. Hypertension, high body mass index (BMI), and a
hypercoagulability state are common factors for PE and CVD.

Aims: The study aimed to evaluate lipid profile, D-dimer (Di-D) and plasminogen activator inhibitor (PAI-1) plasma
levels, and thrombin generation in Brazilian women with a history of PE to assess the cardiovascular risk.

Methods: A total of 202 women who were pregnant between 2008 and 2016 were enrolled in the study: 101
developed PE, and 101 had normotensive pregnancy. Lipid profile was assessed by colorimetric enzymatic
method, thrombin generation by Calibrated Automated Thrombogram (CAT) method, and Di-D and PAI-1 levels by
immunoturbidimetry and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), respectively. The Shapiro-Wilk test was
used to assess the normality of continuous variables. Continuous variables that presented symmetric distribution
were described through mean. Comparison of mean values between groups was performed using Student's t-test.
Variables with asymmetric distribution were described through median and interquartile ranges. Comparison of
medians was performed through Mann-Whitney U test. The level of significance was set at p < 0.05. The statistical
software used was IBM SPSS Statistics 26.

Results: Table 1 presents the results obtained for both groups of women.

Conclusion(s): PE and CVD share a predisposition to vascular and metabolic diseases. History of PE associated
with endothelial changes, increased LDL levels and blood pressure, and changes in body composition may favor
the emergence of CVD. The trend towards an increased risk of CVD in women with a history of PE shows the need
to monitor them throughout life to reduce the impact of PE on CV risk.


https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1851536
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1820969
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1851537
https://isth2024.eventscribe.net/ajaxcalls/presenterInfo.asp?PresenterId=1851538
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Certificado de participagdo, como coautora, no trabalho apresentado na Semana do
Conhecimento da UFMG

Semana do
Conhecimento
UFMG 2024

Diversidade: conhecer,
preservar e restaurar

Certificamos que o trabalho intitulado Avaliacdo da estabilidade bioquimica de soro armazenado em -20°C e -80°C por
um periodo de 6 meses , foi apresentado na XXXl Semana de Iniciacdo Cientifica , promovida pela Pré-Reitoria de
Pesquisa, nos dias 21 a 25 de outubro de 2024.

De autoria de: THAYS SANTOS DA COSTA, THAISE EMILIA MOREIRA DA SILVA, ISABELLA MACEDO COSTA

Orientador(a): PATRICIA NESSRALLA ALPOIM

S
Cisdiga de avtenticidade: Bebbicl 3dETha50b3 0batdB 03 Tdebd 548601 1ab369 K03 1 2 2celleYRabbickY

Apoic: Este documento dispensa carimba zmmmne\'am{;ﬁ sua sutenboidade com o QRCode.
fudp @cweg cAPEs m@;“ e reaese  UFMG &
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Certificado de participacdo, como coautora, em Tema Livre no 56° Congresso Brasileiro de

Patologia Clinica/Medicina Laboratorial

Congresso Brasileiro
de Patologia Clinica
Medicina Laboratorial

Exposigao Técnico-Cientifica

. 560

10 a 13 de setembro de 2024

Salhvador - 8A | Centro de Comwencbes Savador

Renlizagdo SBPC ML

Nathalia Greco Coelho

Participou na qualidade de autor responsavel do tema livre

Avaliagao dos polimorfismos rs505151 e rs562556 da Pro

proteina convertase subtilisina kexina do tipo 9 (PCSK9)

relacionados aos niveis dos parametros do perfil lipidico
em individuos dislipidémicos.

tendo como co-autores:

Luana Bernardes Xavier, Gabriela Lopes Martins, Tabata
Tauani Araujo Chagas, Isabela Macedo Costa, Helton José
Reis, Karina Braga Gomes Borges, Claudia Natalia Ferreira.
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Certificado de participacdo, como coautora, no trabalho apresentado no 6° Congresso

Mineiro de Farmacia

1334 x;ﬂo

CERTIFICADO

’)*
?ﬂ\'gm)yl"\

O CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA DO ESTADO DE MINAS GERAIS
CERTIFICA QUE O TRABALHO INTITULADO

NIVEIS DE CITOCINAS E RISCO CARDIOVASCULAR EM MULHERES COM
HISTORICO DE PRE-ECLAMPSIA

foi apresentado no 6° Congresso Mineiro de Farmacia, realizado
nos dias 10 e 11 de outubro de 2024, em Uberlandia/MG.

Avutor: FABIANA SORAIA SILVA SOARES BONFIM

Coautores: THAISE EMILIA MOREIRA DA SILVA, A N
ISABELLA MACEDO COSTA, LETICI A ONCALVES SILVA, PATRICIA
ALPOIM, ANA PAULA LUCAS MOTA

Belo Horizonte, 12 de outubro de 2024

sCongresso
Mineiro de,

Marcia Alfenas

Presidente do CRF/MG e do
6° Congresso Mineiro de Farmécia

Conselho Regional de Farmdcia ransforme a prética farmacéuti
v CRFMG | do Estado de Minas Gerais HUMANIZEu mo“;'é Erggﬁscﬁ
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Certificado de treinamento operacional do equipamento Audmax 240l

DE PARTICIPACAO

Certificamos que

U Isabella Macedo Costa
.o CPF: 021.755.106-89

participou do treinamento operacional do Audmax 240l, promovido pela Centerlab nos

dias 11 a 14/11/2024 no Laboratorio de bioquimica da faculdade de Farmacia da UFMG na
cidade de Belo Horizonte-MG, com carga horaria de 24 horas

Belo Horizonte, 14 de Novembro de 2024.

Hilse ’,'," / o

CENTERLAB ASSESSORIA CIENTIFICA



