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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é causa importante de mortalidade fetal e materna.
Existem evidéncias que a resisténcia a insulina esteja implicada em sua
fisiopatologia. A via Akt/PKB (Akt/ Proteina quinase B) é estimulada pela insulina e
exerce varias fungdes vitais como crescimento, sobrevivéncia e metabolismo celular.
O objetivo do trabalho foi comparar a expressdao da Akt/PKB em placentas de
pacientes normais e com pré-eclampsia estimuladas com insulina. Foram utilizadas
amostras de placenta de 12 pacientes normais e de 12 pacientes com PE foram
coletadas, estimuladas com insulina e analisadas por Western blot para
quantificacdo da expressao da proteina Akt/PKB basal e fosforilada em serina473.
Como resultados, a estimulagdo das amostras com a insulina foi comprovada
quando comparamos grupos estimulados (1,14 + 0,10) e ndo estimulados (0,91 +
0,08), P< 0,001. A atividade da via da Akt/PKB fosforilada em serina473 foi
semelhante entre placentas de mulheres normais (1,26 + 0,16) e com PE (1,01 %
0,11), P = 0,237. Concluimos que n&o ha diferengca de fosforilagdo na via da
Akt/PKB, apdés estimulagdo com insulina, em placentas de pacientes com PE e
normais. Contudo, ndo podemos descartar alteragcoes desta via de sinalizagdo na PE

sem analisarmos os substratos da Akt/PKB quando estimulados.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is an important cause of fetal and maternal mortality
around the world and there are evidences that insulin resistance has been implicated
in the pathophysiology of preeclampsia. Akt/PKB pathway is stimulated by insulin
and performs several vital functions as growth, survival and cellular metabolism.
Objective: to investigate stimulates expression of Akt/PKB pathway in the placenta,
of normal and preeclampsia parturient. Method: samples were collected from 12
normal patients and 12 PE patients, stimulate and analyzed by Western blot to
quantify the proteins expression in signaling of Akt/PKB. Results: stimulation of
insulin samples was confirmed when comparing stimulated groups (1.14 £ 0.10) and
non-stimulated (0.91 = 0.08), P <0.001. The Akt/PKB phosphor (Ser473) was not
different in placenta of the normal (1.26 + 0.16) and PE (1.01 £ 0.11) groups, with P =
0.237. Conclusions: there was no difference of phosphorylation in Akt/PKB pathway,
after stimulation with insulin, in placentas of normal and PE patients. However, we
cannot discard effects in this signaling pathway as pathophysiology of PE, because it

is still necessary to analyze the substrates stimulation of this pathway.
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1. INTRODUGAO

1.1. PRE-ECLAMPSIA
1.1.1. CARACTERIZAGAO E DIAGNOSTICO

A pré-eclampsia (PE) é uma doenga multi-sistémica, sendo considerada como
um dos problemas mais graves a saude da gestante [1]. A incidéncia desta doenca
varia entre 2% e 5% das gestagdes no Ocidente, mas esta complicagao supera 10%
das gestagdes nos paises em desenvolvimento [1]. Esta complicagdo pode afetar
tanto a saude da mae quanto a do feto [2], causando restricdo no crescimento fetal,

prematuridade e, em casos mais graves, morte materna [3-5].

A PE é uma doenga propria da gestacao e tem varias hipdteses etioldgicas.
Em 2000 houve concordancia entre grupos de especialistas na éarea para
estabelecer os critérios dos diagndésticos da pré-eclampsia [6]. Ela é caracterizada
por hipertensdo materna (pressédo sanguinea sistdlica e diastdlica igual ou maior que
140 e 90 mmHg) em duas medidas com intervalo de 6 horas, proteinuria (excregéao
de proteina igual ou maior 300 mg em coleta de urina de 24 horas) [1, 6, 7] que
ocorrem comumente apdés a 20% semana de gestagdo e, mais frequentemente,

proximo ao termo, em mulheres previamente normotensas. Dependendo do
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envolvimento sistémico, outros sintomas, como edema, vasoconstricdo do leito
vascular materno e aumento da resisténcia vascular [8], hemoconcentragao,
hipoalbuminemia, alteracdo de provas de fungdo hepatica, das provas de
coagulagao, aumento dos niveis de uratos (= 6 mg/dl) podem estar presentes [9, 10].
O diagnéstico da Sindrome HELLP inclui hemdlise intravascular, elevagdo de

enzimas hepaticas e trombocitopenia (plaquetas < 100.000/mm?®) [1, 4, 5].

Uma dificuldade atribuida para elucidacdo da PE esta no periodo de
desenvolvimento. Esta doenca se desenvolve no inicio da gestacéo, entretanto seus

sintomas aparecem geralmente no terceiro trimestre [11].

Os disturbios hipertensivos, em mulheres previamente normotensas, podem
evoluir para hipertensao gestacional (HG) ou PE (com proteinuria e/ou outros sinais).
Na PE, ha normalizagdo da pressao arterial cerca de seis semanas apods o parto,
porém essas mulheres apresentam maior risco de hipertensdo em fases mais tardias
da vida [12]. O diagnéstico diferencial entre HG ou PE é feito através do grau de
proteinuria (PE quando acima de 0,3 g/24h), quando inexistem outras manifestagbes
da doenca, sendo que permanece incerto se a PE e a HG sao doencgas diferentes ou
graus diferentes da mesma doenca [12].

A medida da proteinudria em 24 h é o método mais seguro para o diagnostico.
Caso a proteinuria de 24 h nado possa ser mensurada, realizar-se a relacao
proteina/creatinina em amostra de urina: relacdo maior que 0,5 € o ponto de corte
considerado para diagnéstico [13]. Teste com bastdo (multistix) pode ainda ser

utilizado, sendo considerados valores acima de 1+ em duas mensuragdes separadas
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por 6 horas. Contudo, seu uso ndo é consenso e nao € usado como critério para

diagndstico de proteinuria na PE por grupos norte-americanos [7].

A PE pode ter um inicio precoce (pré-eclampsia com inicio antes de 34
semanas de gestacdo) ou tardio (pré-eclampsia partida apés 34 semanas de
gestacao), pode mostrar sintomas leves ou mais graves (pressado sanguinea sistolica
maior que 160 mmHg ou diastélica maior que 110 mmHg, proteinuria maior que 5

g/24 h, oliguria, sintomas neuroldgicos e eclampsia nos casos mais severos [1].

Essa doencga tem incidéncia aumentada em mulheres nuliparas, em mulheres
que concebem com a técnica de reproducao assistida e em mulheres que sofrem de
doencas auto-imunes [1, 14, 15]. Mulheres com histéria de pré-eclampsia severa
tém o risco aumentado de desenvolver doenga cardiovascular (DCV) no futuro [16,

17].

Até o momento, apesar das pesquisas, nenhuma abordagem terapéutica para
prevencao ou tratamento da PE é conhecida. Terapias com vitaminas profilaticas
antioxidantes, calcio ou a suplementagcao com acido folico e acido acetilsalicilico nao
se mostraram efetivas para a prevengdo em nuliparas saudaveis, embora algum

beneficio tenha sido demonstrado nos grupos de alto risco [18-22].

Consequentemente, a cura da PE sé é atingida com a interrupgao da
gestacdo e a remocgao da placenta [1, 5]. Assim, a PE esta entre as principais

causas de morbi/mortalidade materna e neonatal em todo mundo [1].

A sindrome metabdlica (sindrome X), que é caracterizada por presenca de

obesidade, hipertrigliceridemia, hiperglicemia, resisténcia a insulina e hipertensao,
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esta associada com a PE [23, 24]. Estudos atuais evidenciam que a sindrome de
resisténcia a insulina pode contribuir com a fisiopatologia da pré-eclampsia, e este
mecanismo €& também apontado como possivel desencadeador da hipertensao
gestacional [12, 25, 26]. Todavia, ainda existem duvidas se esta resisténcia a

insulina realmente desencadeia ou é apenas uma consequéncia da PE [6, 27].

Além de a alteragao endotelial vascular provocar a hipertensdo, ha um
aumento da permeabilidade vascular que resulta em edema. Proteinas angiogénicas

afetam o mecanismo de filtracdo renal e sdo responsaveis pela proteinuria [27].

1.1.2. FATORES DE RISCO

A pré-eclampsia € duas vezes mais frequente em nuliparas do que em
multiparas. No entanto, a troca de parceiro aumenta o risco da doenca para
multiparas, sugerindo correlagées imunolégicas. Embora a maioria dos casos de
pré-eclampsia seja esporadica, observagdes sugerem que fatores genéticos
desempenham um papel na susceptibilidade a doenga. Primigestas com histéria
familiar de pré-eclampsia (mae ou irma) tém de dois a cinco vezes maior risco da

doenca do que primigestas sem essa historia [9, 28].

Mulheres com gestagbes multiplas (gémeos e trigémeos) sado mais
susceptiveis de desenvolver pré-eclampsia. Além disso, um abortamento ou uma
gestacado normal prévia diminui o risco para proxima gestagao, mas se houver troca
de parceiro, o risco aumenta novamente. Os extremos da idade materna também

sao fatores de risco para PE (idade materna maior que 40 ou menor de 20) [7, 29,
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30]. A frequéncia de PE em mulheres com episddio prévio de PE é em torno de 15 -

25 % [31, 32].

Mulheres negras tém uma incidéncia de PE duas vezes maior do que
mulheres brancas. A obesidade é considerada um fator de risco importante [7]. O
indice de massa corporal (IMC) materna e a resisténcia a insulina sao fatores de
risco diretamente implicados com o desenvolvimento de PE e disfuncdes endoteliais,

sendo que paracada5a’7 kg/m2 de aumento no IMC o risco para PE dobra [23].

O IMC relaciona a altura com o peso para estabelecer o percentual de massa
gorda, determinando a quantidade de adiposidade do corpo. O valor é obtido
dividindo-se o peso pela altura ao quadrado [23]. A classificacdo adotada pela

Organizagcao Mundial de Saude (OMS) é apresentada na Tabela 1.

Fatores como hipertensdo, diabetes, aumento da resisténcia para insulina,
sao fatores de risco para PE e comuns para doencga endotelial — como aterosclerose
- e diabetes mellitus tipo Il [2]. Além disso, dislipidemias, com aumento de
triglicerideos e LDL, e diminuicao de HDL, mostram-se presentes nessas patologias
com evidéncias para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, em fases

mais tardias da vida, para mulheres que desenvolveram PE [16, 17].
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Tabela 1. Classificagao de IMC segundo OMS.

IMC < 18,5 kg/m? Baixo peso
IMC=18,5 até 25 kg/m? Peso normal
IMC = 25 até 29,9 kg/m? Sobrepeso

IMC 230,0 kg/m? Obesidade

1.1.3. FISIOPATOLOGIA DA PRE-ECLAMPSIA

A pré-eclampsia esta relacionada com a ma insercao da placenta, por falha
de invasdao do trofoblasto, e inadequada invasdo das arteriolas espiraladas
promovendo aumento da resisténcia vascular e maior resposta inflamatéria materna
(Figura 1). A formagao inadequada dos leitos capilares resulta em ma perfuséao fetal,
podendo causar restricdo de crescimento, oliguria fetal, prematuridade e morte fetal

intra-utero [5, 9, 33-35].

Na gravidez normal, as artérias espiraladas que perfundem a placenta sofrem
notavel remodelagao, distendendo-se significativamente e penetrando no interior do
miométrio. Este processo comega provavelmente no primeiro trimestre da gravidez,
e se completa em torno de 18 a 20 semanas de gestacdo. Esta extensa modificagédo
nao ocorre na pré-eclampsia, quando o citotrofoblasto, apesar de infiltrar parte da

decidua, n&o consegue penetrar na por¢gao miometrial. Assim, 0s vasos
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permanecem estreitos levando a hipoperfusédo [33, 34, 36]. A inadequada invasao
trofoblastica nas artérias uterinas espiraladas, resulta em relativa isquemia
placentaria, seguida de liberacdo placentaria de proteinas angiogénicas que

levariam a disfungado endotelial generalizada [27].
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~ Miomeétrio

- Artéria Espiral

’ IA- = ___J Artéria Arqueada

Mao gestante  Pré-eclimpsia  Gestacdo normal

A = C

Figura 1. Invasao trofoblastica na PE.

O esquema (acima) demonstra a artéria espiral no miométrio de uma mulher nao
gestante (A), gestante com pré-eclampsia (B) e gestante normal (C). Observa-se a
maior invasao trofoblastica na gestagao normal, fazendo com que o leito placentario

tenha uma baixa resisténcia e alto fluxo quando comparado ao da gestante com PE.

Em 2006, foi descrito por Scioscia e colaboradores, resisténcia a insulina em

placentas de mulheres com PE. Nesse estudo Scioscia demonstrou uma diminuigédo



21

do estimulo insulinico, com menor grau de fosforilagdo em tirosina do IRS-1
(Substrato do Receptor de Insulina-1) em mulheres com PE do que em mulheres

normais [25].

A resisténcia a insulina é definida pela alta concentracdo sérica de insulina
em associagdo com concentragao de glicose sérica normal ou elevada. Quando a
resisténcia a insulina se associa com diabetes tipo 2, hipertensao, perfil lipidico
aterogénico (o qual inclui hipertrigliceridemia, baixo HDL-colesterol, alto LDL-
colesterol) é entdo chamada Sindrome Metabdlica (ou sindrome de resisténcia a

insulina ou sindrome X) [25].

A gravidez normal é caracterizada por ser um periodo de aumento da
resisténcia a insulina e consequente hiperinsulinemia. Estas atingem seu maximo no
terceiro trimestre e € mediado por varias alteragdes hormonais. Na pré-eclampsia,
parece haver um aumento exagerado de resisténcia a insulina e de alteragbes
metabolicas. Os estudos disponiveis sdo consistentes com a hipétese de que a

resisténcia a insulina tem um papel na patogénese da pré-eclampsia [25].

A resisténcia a insulina, com consequente hiperinsulinemia [36], parece ser
causada por um defeito na transmissao do sinal de insulina nas células. Tardiamente
a gestacao, a hiperinsulinemia permanente pode contribuir para o aumento do risco
para doenca cardiovascular, como coronariopatia isquémica, e para desenvolver

doencgas como diabetes mellitus (DM) e hipertensao arterial sistémica (HAS) [37].
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O estresse oxidativo parece ter também um papel na patogénese da PE e da
diabetes gestacional (DG), estando relacionado com o aumento da formagao de

espécies reativas ao oxigénio e ou a diminuigdo da habilidade antioxidativa [38].

1.1.4. COMPLICAGOES MATERNO-FETAIS DA PRE- ECLAMPSIA

Os resultados maternos e perinatais da pré-eclampsia dependem de fatores
como idade gestacional em que a doencga tem inicio e da severidade do quadro.
Geralmente os resultados sdo melhores em gestantes com pré-eclampsia leve
iniciada apos 36 semanas de gestagao. Ja em pacientes que desenvolvem a doenga
antes de 33 semanas de gestagao, nas com doengas pré-existentes e nas gestantes
de paises em desenvolvimento, ha grande aumento na morbi/mortalidade materna e

perinatal [1].

As complicagbes maternas sao relacionadas aos efeitos da pré-eclampsia nos
varios orgaos, aos efeitos do aumento da pressao arterial e aos problemas
associados ao parto, tais como hemorragia, descolamento prematuro de placenta
(DPP), coagulacao intravascular, edema pulmonar e sangramento pds-operatorio.
As complicagbes serdo maiores se a pré-eclampsia for grave ou se ocorrer

eclampsia.

As complicacbes fetais na pré-eclampsia sao decorrentes do DPP,
inadequada perfusao placentaria ou parto pré-termo [7]. A Tabela 2 mostra as

complicagdes mais frequentes da PE.
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Tabela 2. Complicag¢des da Pré-Eclampsia.

MATERNAS FETAIS
DPP (1 — 4%) Prematuridade (15-67%)
CIVD/ Sindrome HELLP (10-20%) CIUR (10-25%)

Edema Pulmonar / Aspiragéo (2 -5%) Hipoxia- dano neurologico (<1%)

Insuficiéncia renal aguda (1-5%) Morte perinatal (1-2%)

Morbidade cardiovascular futura associada ao

Eclampsia (<1%) CIUR

Insuficiéncia hepatica’lhemorragia (<1%)

Acidente vascular Cerebral (raro)

Morte (rara)

Morbidade cardiovascular futura

DPP: descolamento prematuro de placenta; CIVD: coagulagdo intravascular
disseminada; HELLP (hemdlise, elevacdo enzimas hepaticas e diminuigdo de

plaquetas); CIUR: crescimento intra-uterino restrito. Adaptado de Sibai, 2005.

1.2. VIA DE SINALIZAGAO AKT/PKB

1.2.1. RECEPTOR TIROSINA QUINASE

O receptor de insulina (IR) pertence a familia dos receptores tirosina quinases
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(RTKs). Estes sao caracterizados por ter dominios extracelular, transmembrana e

intracelular [39, 40].

No dominio extracelular € onde ocorre a ligagado do fator de crescimento ou
horm&nio. A porgao intracelular tem atividade intrinseca de tirosina quinase, a qual é

ativada apés ligacéo extracelular [39].

O IR é uma proteina heterotetramétrica, isto &, tem duas subunidades
extracelulares (alfa) e duas subunidades transmembrana-intracelulares (beta). Estas
ultimas, apos ligagcdo da insulina, sofrem modificacdo conformacional, se
autofosforilam e desencadeiam a cascata intracelular de transmissao do sinal. A
importancia da atividade de tirosina quinase do receptor de insulina na transducao

deste sinal hormonal esta bem estabelecida [40, 41].

1.2.2. ATIVAGAO DA FOSFATIDILINOSITOL 3 QUINASE (PI3K)

A autofosforilagdo de receptores tirosina quinase por ligagdo de fatores de
crescimento, como insulina, ativa a via downstream da fosfatidilinositol 3 quinase

(PI3K) [42-45].

As fosfatidilinositol 3 quinases (PI3Ks) sao enzimas membros de um familia
unica e bem conservada de quinases intracelulares que fosforilam o grupo 3’-
hidroxila de fosfatidilinositol e fosfoinositideos. Essa reagao leva a ativacao de varias
vias de sinalizagdo que regulam o metabolismo, sobrevivéncia, crescimento e

diferenciagcao celular, e ainda o trafico de vesiculas intracelulares. Elas sao
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classificadas em trés classes (I, Il e lll), sendo que a classe | é dividida em duas
subclasses A e B. As PI3Ks classe |IA sido ativadas por receptores tirosina quinase
(RTK) pois possuem uma subunidade p85 regulatéria essencial para essa interagao,
enquanto as PI3Ks classe IB, as quais sdo ativadas por receptores acoplados a
proteina G, ndo possuem essa subunidade. As diferentes classes de PI3K ainda
diferem quanto a capacidade de fosforilar os lipideos de membrana, sendo
capacidade de fosforilar fosfatidil inositol-bi-fosfato (PIP2) e produzir fosfatidil

inositol-tri-fosfato (PIP3) até entdo descrita somente para PI3K classe | [46].

Uma vez ativada, a PI3K classe |IA que é composta por duas subunidades
(p85 e p110) fosforila os fosfoinositideos de membrana (PIP), transformando PIP2

em PIP3 [46, 47].

1.2.3. Akt/PROTEINA QUINASE B

A Akt/proteina quinase B (Akt/PKB) contém trés dominios funcionais: um
dominio N-terminal PH (pleckstrin homology), um dominio central quinase e um
dominio regulatério C-terminal que contém um motivo hidrofébico (HM-hydrophobic
motif), sendo os dominios, central e HM altamente conservados. O dominio PH é
essencial para ligacao dessas proteinas em lipidios como fosfoinositol-tri-fosfato

(PIP3), um fosfolipideo de membrana plasmatica [47-49].

Para a Akt/PKB ser ativada, € necessario a fosforilacdo do sitio treonina 308
(THR308) no dominio PH e a fosforilagdo do sitio serina 473 (Ser473) no dominio

regulatorio. Os dominios Pleckstrin Homology (PH) da Akt/PKB s&o atraidos do
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citoplasma para a membrana por PIP3 que recruta também a enzima PDK1 (3-
phosphoinisitide-dependent protein kinase). Essa enzima é a responsavel pela

fosforilagao da Akt/PKB no sitio Thr308 situado no dominio catalitico [50] (Figura 2).

“P85 P110

Akt/PKB

Figura 2. Fosforilagdo da Akt/PKB nos sitios serina 473 e treonina 308.

GF (Fator de crescimento), GFR (Receptor de Fator de Crescimento), PI3K (fosfatidil

inositol 3 quinase), p85 (subunidade da PI3K), p110 (subunidade de PI3K).
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A fosforilagao do sitio treonina 308 (THR308) ocorre por ligagdo do dominio
PH da Akt/PKB aos fosfoinositideos de membrana e por aumento da atividade da
PDK1 (3-phosphoinisitide-dependent protein kinase). Essa fosforilagdo aumenta a

atividade da Akt/PKB em 100 vezes.

A fosforilagdo do sitio Serd73 (no dominio regulatério) mantém-se
controversa, mais recentemente mTOR complex (mammalian target of rapamycin) foi
indicado como a quinase responsavel pela fosforilagdo do sitio Ser473 (Figura 2)
[51]. Sabe-se que a fosforilacdo desse sitio € fundamental para a ativacdo da
Akt/PKB, pois ela ira mudar sua conformacdo para um estado mais estavel [52].
Uma vez ativada a Akt/PKB pode se translocar para o citoplasma ou para o nucleo

celular, podendo fosforilar seus substratos [53].

Os principais substratos da Akt/PKB conferem a ela varias fungdes celulares
como, controle do metabolismo, da sobrevivéncia, da captagcdo de glicose, na
proliferagcdo, no crescimento, e na angiogénese. Ha vias de sinalizagdo que
conferem a varios substratos da Akt/PKB a participacdo em mais de uma dessas

fungdes como demonstra as figuras 3 e 4.
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Figura 3. Agoes dos substratos sobre as fungoées celulares.

O diagrama mostra que a fosforilagdo de um substrato da Akt/PKB pode inibir ou
estimular suas fungdes, sendo que essa fosforilagao ira repercutir em uma ou mais

fungdes celulares.
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Figura 4. Via downstream da Akt/PKB.

A Akt/PKB tem como fungdes primordiais a regulagcdo da sobrevivéncia, do
crescimento, do metabolismo e da apoptose celular, bem como, o a regulagdo da
sintese protéica, transcricdo e angiogénese. Essas fung¢des serdo reguladas pelos

substratos da Akt/PKB que irdo atuar no citoplasma ou no nucleo.



2. HIPOTESE

A transducdo do sinal da Akt{/PKB estimulada por insulina € menor em
placentas de pacientes com pré-eclampsia comparadas com normais demonstrando

resisténcia a insulina.



3. OBJETIVOS

v Estabelecer a técnica para isolamento e estimulacdo do tecido

placentario com insulina.

v Verificar e comparar a atividade da Akt{/PKB em placenta de
parturientes normais e com pré-eclampsia, estimuladas e ndo estimuladas com

insulina.

v Comparar a atividade da Akt/PKB total e fosforilada no sitio de serina

473.



4. METODO

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um ensaio experimental, caso-controle.

4.2, POPULAGAO E AMOSTRAS

Participaram desse trabalho, 12 pacientes normais (controle) e 12 pacientes
com pré-eclampsia (PE). As amostras de tecido placentario coletadas foram
distribuidas em quatro grupos: controle estimulado, controle n&o-estimulado, PE
estimulado e PE nao-estimulado. As amostras de placenta foram coletadas no
momento do parto no Centro Obstétrico do Hospital de Clinicas de Porto Alegre no

periodo de julho de 2008 a julho de 2009.

Informagdes como idade, utilizagdo de medicacdo hormonal, histéria de
diabetes mellitus na familia, antecedentes gineco-obstétricos, glicemia de jejum,
pressao arterial, proteinuria, dados do teste de tolerdncia a glicose e tempo de

gestacao foram coletadas momentos antes do parto (Anexo 1).



33

4.3. CONSIDERAGOES ETICAS

As indicagbes de parto foram obstétricas, ndo tendo relagdo com este estudo.
Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (projeto de pesquisa numero 08-124). As pacientes foram informadas sobre
os objetivos do projeto e foram incluidas apds assinarem termo de consentimento

informado (Anexo 2).

4.4. COLETA DAS AMOSTRAS

Aproximadamente 30 gramas de placenta foram obtidos imediatamente apds
a dequitacao placentaria. As amostras foram lavadas com PBS - Tampao Salina
Fosfato (4°C) para retirada do excesso de sangue e levadas para o Laboratério de
Ginecologia e Obstetricia Molecular (LaGOM), no Hospital de Clinicas de Porto

Alegre para preparagao e estimulagdo com a insulina.

4.5. PREPARAGAO DAS AMOSTRAS E ESTIMULAGAO COM INSULINA

A preparacao da placenta foi realizada pela técnica de dissociacdo de Klein
(1986) com modificagdes [54]. O tecido no laboratério foi pesado, separado de vasos
sanguineos e cortado em fatias finas, sendo adicionado 5 mL de tampao-BSA
(bovine serum albumin) (32 mM HEPES, 195 mM NaCl , 7,2 mM KCI, 1,8 mM
KH,PO4, 8,3 mM glicose, albumina 1 %) para cada 1 g de tecido. Foi adicionado 1

mg/mL de colagenase para dissociagcao (5 mg colagenase/5 mL Buffer- BSA/ 1 g
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tecido). A seguir foi realizada incubagao a 37°C em agitagéo orbital (100 rpm) por 45

min.

Apés, foi adicionado o mesmo tampdo para lavar e inibir a acdo da
colagenase e entdo, foi realizada filtragcdo (com uma membrana de 250 ym) para

remover as grandes particulas e fibrina remanescentes.

Para separacdo das células, a amostra foi dividida em dois tubos de 50 mL e

centrifugada a 2000 x g, por 10 minutos, a 30°C.

Depois de desprezar o sobrenadante, uma pequena parte da amostra foi
visualizada em lupa com Azul de Tripan, para observar a viabilidade das células
antes da estimulagdo. As células, entdo, foram homogeneizadas com 0,5 mL de
PBS. Estas amostras foram transferidas para dois tubos de 1,5 mL, onde foram
incubadas com 0,5mL de um tampao de estimulagdo contendo 50 mM Tris-HCI (pH
7,4),0,01% BSA, 1 mM ATP, 2 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 5 mM pirofosfato de sddio,
1 mM ortovanadato de sédio, e 50 mM fluoreto de sddio, sem e com insulina [107M],

por 8 min, a 37°C [25].
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4.6. EXTRACAO E QUANTIFICAGAO DE PROTEINA

Para extragao protéica, as células foram homogeneizadas com 0,5 mL de
tampéao de lise — RIPA — modified radioimmunoprecipitation buffer (50 mM Tris-HCI,
150 mM NacCl, Triton X100 1%, 0,25% deoxicolato de sodio, 100 mM EDTA) e

agitadas por duas horas a 4°C.

Apo6s a homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas a 10000 x g, por

10 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi coletado.

Cerca de 10 pL de amostra foram utilizados para dosagem de proteinas com
o0 Método Colorimétrico de Bradford [55]. A quantidade de proteina das amostras foi
analisada por leitura de espectrometria com comprimento de onda de 595 nm. Todas
as amostras foram testadas em duplicata, com 5 pL de amostra diluida em 95 uL de
agua e 1000 pL de solucdo de Bradford, e comparadas com curva padrdo de

albumina. Para a realizagdo dos Western blots foram carregadas 60 ug de proteina

por pogo.

4.7. WESTERN BLOTS

Com base nos trabalhos de Beisiegel, 1986, e Gershoni e Palade, 1983, [56,
57] foi realizada a técnica de Western Blot com algumas modificagcbes para
verificacdo da expressdo protéica das proteinas Akt/PKB fosforilada em Ser473,

Akt/PKB basal.

As proteinas foram inicialmente separadas em um SDS-PAGE 10% e a seguir
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transferidas para uma membrana de nitrocelulose.

Aproximadamente 60 ug de proteina total das preparagdes de membrana de
cada amostra foram desnaturados em solugéo de Laemmli (glicerol 30%, SDS 10%,
DTT 750 mg e 0,001 % azul de bromofenol) a 95°C por 5 minutos, e colocadas em
cada pogo do gel. A eletroforese foi efetuada na presengca de tampao contendo
glicina 192 mM, Tris 25 mM e SDS 0,1%, pH 8,3. Depois de efetuada a eletroforese,
foi realizada a etapa de transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose
(NC) por sistema semi-seco para as membranas. A transferéncia foi efetuada por 1

hora, com voltagem de 25 v.

As membranas de nitrocelulose foram entdo incubadas durante 1 hora em
solucado bloqueadora, contendo NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Tris 50 mM, Tween
0,05%, leite em pé desnatado 5%, pH 7,4, para o bloqueio de sitios de ligagao
inespecificos. Em seguida, colocadas sob agitacdo em primeiro anticorpo em
camara fria (4°C) overnight. Os anticorpos primarios utilizados sdo descritos na
tabela 3. Apds a incubagdao com o primeiro anticorpo as membranas foram lavadas 3
vezes de 10 minutos (30 minutos) com a solugdo tampao descrita acima, e
incubadas com o segundo anticorpo (anti- Rabbit Santa Cruz® — SC-2357) por duas
horas em temperatura ambiente e novamente, lavadas 3 vezes de 10 min (30 min).
Em seguida, em camara escura, as NC foram expostas por aproximadamente 1 min

a substancia quimiluminescente (ECL).
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4.8. AUTORADIOGRAFIAS

Apoés a incubagao com solugdo para quimiluminescéncia, as membranas de
nitrocelulose foram colocadas em contato com o filme autoradiografico (GE
Healthcare®) por aproximadamente 15 a 120 segundos. Apds a revelagao, o filme foi
analisado por densitometria no equipamento Image Master VDS (Amershan
Pharmacia Biosciences®) para identificar as bandas e quantificar a densidade
permitindo a comparacao e a analise dos resultados da expressao protéica, os quais

sao apresentados em unidades arbitrarias.
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Tabela 3. Anticorpos.

Anticorpo Mono/policlonal Firma Catalogo n°
Akt/PKB Policlonal Santa Cruz® 8312
Serd473 Akt/PKB Policlonal Santa Cruz® 7985

4.9. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software SPSS versdo 15.0.
Foi utilizado o teste t de Student para amostras pareadas e independentes nas

variaveis numéricas paramétricas, sendo considerados como significativos P < 0,05.

4.10. CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho da amostra para a analise da expressao protéica foi calculado
através do programa estatistico PEPI versao 404x para teste t pareado, utilizando-se
dados de estudo prévios realizado por Scioscia em 2006 [25]. O calculo foi de pelo
menos 8 mulheres por grupo, levando e consideragdo uma diferenca de 0,3
unidades arbitrarias na variavel pAkt entre as médias dos grupos controle e PE, e
um desvio padrao de 0,25, para um nivel de significancia bicaudal de 0,05, e poder

estatistico de 90%.



5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Os resultados das caracteristicas das pacientes estao apresentados na tabela

4 (média £ desvio padrao).

Tabela 4. Perfil das pacientes

Normais PE P
Idade (anos) 26,8 + 4,1 27,8 +8,2 0,714
IMC (kg/m?) 28,4+3,5 31,3+4,1 0,080
Idade gestacional (semanas) 39,1+04 35,6+0,5 <0,001*
Numero de gestagdes 25+2,1 1,8+ 1,1 0,303
Glicemia de jejum (mg/dL) 76,0+ 2,3 915+28 <0,001*

*teste t de Student.

A média de idade, IMC e numero de gestacées ndo apresentaram diferencas

significativas entre os dois grupos, sendo a idade com P = 0,71, o IMC P = 0,08 e o
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numero de gestagdes com o P= 0,303. A idade gestacional foi significativamente
menor no grupo PE (35,67 £ 0,55 semanas) quando comparado com as gestantes
sem PE (39,17 + 0,42 semanas) P< 0,001. A glicemia em jejum foi significantemente
maior no grupo PE (91,58 + 2,83) quando comparado com as gestantes sem PE

(76,00 + 2,39) P< 0,001.

As pressdes diastdlica e sistdlica foram significativamente mais elevadas nas
pacientes com PE, sendo de 118,5 £ 10,2 mmHg em gestantes normais e 154,8 +
10,4 mmHg em PE para pressao sistdlica com P< 0,001 e 70,6 + 6,4 mmHg em

normais e 97,5 £ 5,9 mmHg em PE para pressao diastolica com P< 0,001 (Grafico

1),
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Grafico 1. Pressao arterial sistélica e diastélica das pacientes.

Em A comparacgéao entre as médias da PAS (Presséao Arterial Sistélica) P <0,001. Em

B comparacgao entre as médias da PAD (Pressao Arterial Diastélica) P < 0,001.

Como critério diagnéstico, as 12 pacientes com PE apresentaram proteinuria
acima de 300 mg/dL, associado com a hipertensao arterial. As gestantes normais

nao apresentavam nenhuma patologia associada.

O teste de tolerancia a glicose (TTG) € um exame laboratorial que tem como
objetivo a identificagdo de resisténcia a insulina. Este é realizado com a ingestao de
dextrosol (glicose anidra), seguido de coletas de sangue e/ou de urina para avaliar a

acgao da insulina na metabolizagdo da glicose. As 12 pacientes com PE realizaram o
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TTG e obtiveram valores normais segundo OMS (2h pds-dextrosol < 140 mg/dL),

com uma média de 89,42 + 7,6 mg/dL.

5.2. ESTIMULAGOES DAS AMOSTRAS

Apo6s coletadas, as amostras foram estimuladas com insulina conforme
protocolo descrito na metodologia. Foi avaliada a expressao da Akt/PKB, fosforilada
em Ser473, comparando entre as amostras estimuladas (+) e ndo estimuladas (-) de
cada parturiente (Figura 5). Como proteina normalizadora foi utilizada a Akt/PKB

total.

Analisando as 12 pacientes controles e as 12 pacientes PE em grupos
separados, no grupo controle a expressao da Akt/PKB fosforilada foi de 1,26 + 0,16
para amostras estimuladas com insulina (+) e de 0,93 £ 0,12, para amostras nao
estimuladas (-), com uma diferenca significativa de P< 0,001. Enquanto no grupo PE
apresenta-se expressao de 1,01 £ 0,10 para o grupo estimulado (+) e 0,89 £ 0,10
para o grupo nao estimulado (-), com uma diferenga estatisticamente significativa de

P = 0,001, confirmando que as amostras foram estimuladas (Grafico 2).



43

C- C+ PE- PE+ C C+

" 60KDa

D-AKIT/2I3 (Ser 473) | ——

AKE12/3 ‘. - ' B ok

Figura 5. Western blot representativo com anticorpo Akt/PKB fosforilado.

Western blot representativo com anticorpo Akt/PKB fosforilado (p-Akt1/2/3) e
anticorpo Akt/PKB total (Akt1/2/3) para amostras de placenta de pacientes com pré-
eclampsia (PE) e controles normais (C). (+) amostra estimulada com insulina, (-)

amostra ndo estimulada.
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Grafico 2. Andlise da expressdo da Akt/PKB fosforilada nos grupos controle e
PE, estimulado e nao estimulado com insulina.

No controle (A), 0,93 £ 0,12 para amostras nao estimuladas (-) e 1,26 + 0,16 para
amostras estimuladas (+) (n = 12) P< 0,001. Na PE (B), 0,89 £+ 0,10 para o grupo
nao estimulado (PE-) e 1,01 + 0,10 para o grupo estimulado (PE+) (n = 12) P =

0,001, confirmando a estimulacdo das amostras.
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5.3. EXPRESSAO DA PROTEINA Akt/PKB EM PLACENTAS

Os resultados para expressao da proteina Akt/PKB fosforilada em serina 473

foram normalizados pela proteina Akt/PKB total (Figura 5).

Para comparagao da expressao da via da Akt/PKB entre os grupos controle e
PE a andlise das amostras foram realizadas em dois estados: no basal (sem

estimulacdo com insulina) e no estado estimulado.

No estado basal, a expresséao foi de 0,93 + 0,13 no grupo controle (n = 12) e

0,89 £ 0,11 no grupo PE (n =12), com P = 0,82.

Comparando nas amostras estimuladas com insulina, a expresséo do grupo
controle foi de 1,26 + 0,16 (n = 12) e no grupo PE de 1,01 + 0,11 (n=12), com P =

0,23.

Tanto no estado basal, como no estimulado ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos controle e PE (Grafico 3) .
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Grafico 3. Comparagao da expressao da fosforilagao entre os grupos controle

e pré-eclampsia estimulados e nao estimulados com insulina.

Comparacéo da expressao da fosforilagdo entre os grupos controle e pré-eclampsia
nao estimulados (A) P = 0,828, e controle e pré-eclampsia estimulados (B) P =

0,237, n&o obtendo diferenga significativa estatisticamente.



6. DISCUSSAO

A pré-eclampsia é uma das principais morbidades na gestagédo, sendo uma
doenca multi-sistémica, de causa desconhecida [7, 35]. A resisténcia a insulina é

definida como um fator de risco para o desenvolvimento dessa doenca [24-26].

Nesse estudo, tanto idade quanto IMC né&o diferiram significativamente entre
os grupos controle e PE. A idade ainda € discutida como fator de risco para PE, pois
extremos da idade (mais que 40 anos ou menos de 20) aumentam o risco da
doenca. Fatores como a primeira gestacédo influencia aumentando os casos em
mulheres jovens [30]. Quanto ao IMC, nas pacientes controles, 6 apresentaram
sobrepeso (IMC = 25 até kg/m? 29,9 kg/m?) e 4 obesidade (IMC 230,0 kg/m?),
enquanto na PE, 5 apresentaram sobrepeso e 6 obesidade. A obesidade € um fator
de risco importante para PE, visto que o aumentode IMCacada5a7 kg/m2 duplica

o risco da doenca [23].

Um estudo de Soonthornpun e colaboradores, 2009, investigou a existéncia
de resisténcia a insulina pds-parto em mulheres com histéria de pré-eclampsia
severa, e verificou que mesmo nao havendo diferencga significativa no IMC da mulher
com histdrico de pré-eclampsia com o da controle, o niveis séricos de triglicerideos

estavam elevados e niveis de HDL diminuidos significativamente no grupo PE grave
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[16]. No presente trabalho ndo avaliamos o perfil lipidico das pacientes, pois nao

fazia parte dos nossos objetivos.

Villa e colaboradores, 2009, verificaram o perfil dos acidos graxos livres em
mulheres com PE e controles, e constatou que mesmo sem diferengca de IMC, o
grupo PE apresentou uma quantidade elevada de &acido oléico, linoléico e

araquidonico, potencializando a resisténcia a insulina [24].

Quanto ao numero de gestacdes, também ndo houve diferenca significativa
entre os grupos, sendo que nas pacientes com PE, 7 estavam na primeira gestagao,
enquanto no grupo controle foram 5. Pacientes primigestas tém risco aumentado
desta doenga, e um abortamento ou uma gestagdo normal prévia diminui o risco

para a proxima gestacgao [28].

A média da idade gestacional €& menor significativamente em
aproximadamente 4 semanas nas pacientes com PE comparadas com o grupo
controle. O trabalho de Orcy e colaboradores, 2008, comparando 17 pacientes
controles e 17 pacientes com PE, demonstrou que o grupo PE tem em média trés
semanas a menos de idade gestacional comparando com pacientes normais [4]. Em
outro estudo, Yung e colaboradores analisaram mulheres em gestagcbes normais,
gestacdes com complicagdes de restricdo do crescimento intra-uterino e gestacoes
com restricdo do crescimento intra-uterino associado com pré-eclampsia. Foi
demonstrada uma importante diferengca na média de idade gestacional entre os
grupos, sendo que as gestagdes normais apresentaram uma média de 39 semanas,

enquanto o grupo com restricado do crescimento intra-uterino e PE obteve uma média
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de 31 semanas de gestacao [8]. Essa média de tempo gestacional menor em
pacientes com PE comparada com normais resulta em consequéncias como

prematuridade e aumento das taxas de morte perinatal [7].

Apesar dos valores de glicemia em jejum nos dois grupos nao ultrapassarem
o valor de referéncia normal, as pacientes com PE apresentaram indices maiores
significativamente em relagdo ao grupo controle, ficando sua média muito préxima
dos valores para intolerancia a glicose. Isto se pode relacionar com a associagao da

PE a hiperinsulinemia em jejum [58].

A pressao arterial sisttmica é um importante critério diagndstico, sendo a
hipertensao arterial (PAS > 140 mmHg e PAD> 90 mmHg) relacionada com a PE [7,
17, 38]. As pressoes sistdlica e diastdlica estao significativamente elevadas na PE,
onde as 12 pacientes deste grupo apresentaram valores hipertensos, sendo este,
concordando com a literatura, que sugere a PAD como um forte fator para o

diagndstico de PE [59].

No estudo de Orcy e colaboradores, 2008, o grupo PE teve uma média de
pressao arterial de 150/100 mmHg, enquanto o grupo controle uma média de 120/70
mmHg. Villa e colaboradores, 2009, quando comparado um grupo de pacientes com
PE e um grupo controle normal, a média demonstrada da pressao arterial foi

respectivamente 140/90 mmHg e 110/70 mmHg [4, 24].

A PE é uma das mais importantes doengas da gestacdo, porém seus

mecanismos moleculares ndo sao completamente conhecidos [60]. Nesse estudo,
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foi analisada a expressado da via da Akt/PKB no estado basal e com acédo da

insulina.

As funcdes da Akt/PKB na resisténcia a insulina ficaram evidentes quando se
demonstrou que sua ativacao € promovida pela sinalizacdo da PI3K, a qual é ativada
pela autofosforilacdo de receptores tirosina quinase, como o receptor de insulina e
outros receptores de fatores de crescimento [42-45]. Uma vez ativada, a PI3K ira
gerar a fosforilagdo do segundo mensageiro PIP2 formando o PIP3 recrutando assim
a Akt/PKB para a membrana plasmatica e ativando a por fosforilagdo dos sitios
Thr308 (situado no dominio catalitico) e Ser473 (no dominio regulatério) [46]. A
PDK1 é a responsavel pela fosforilagdo do dominio Thr308, apds ser recrutada do
citoplasma para membrana plasmatica por PIP3 [50]. Para a fosforilagcdo do sitio
Ser473, recentemente, descreveu-se a acdo do complexo mTOR [51]. A fosforilagao
de Ser473 é um passo decisivo para a ativacao da Akt/PKB, pois estabiliza o seu
estado ativo [52]. Uma vez ativada na membrana, a Akt/PKB pode se deslocar para
o citoplasma ou para o nucleo [53]. Fica evidente que os niveis de Akt/PKB
fosforilada em Ser473 e Thr308 demonstram atividade dessa via de sinalizagao
desencadeada por fatores de crescimento, como a insulina, e em placentas foi

realizada uma analise desta via, com estimulagdo com insulina in vitro.

Apo6s padronizacdo do protocolo, a estimulacdo foi confirmada quando
comparadas a expressdo da Akt/PKB fosforilada em Ser473, utilizando como
normalizador a Akt/PKB total, entre as células das placentas que foram estimuladas

pela insulina com as que nao sofreram estimulagdo. A estimulacdo desta via € um
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importante fator para averiguar mecanismos moleculares da sindrome de resisténcia

a insulina nas pacientes com PE [25].

A placenta é o principal tecido envolvido nas disfuncbes desta doenca, a ma
formacdo e ma implantacdo das artérias espirais na PE parece ser a alteracao
melhor aceita em sua fisiopatologia [8, 11, 35, 61]. Ja foi demonstrada em animais a
importancia da Akt/PKB para vascularizagao e desenvolvimento placentario [62]. A
via da Akt/PKB tem atuacao na fisiologia da angiogénese, e se relaciona com a via
de sinalizacdo da insulina, pois a eNOS (endothelial nitric oxide syntase) € uma
enzima que promove liberacédo de Oxido Nitrico (NO) e é ativada pela Akt/PKB ativa

[26, 38, 63]. O NO produz vasodilatacéo e estimula a angiogénese [64].

O trabalho de Scioscia e colaboradores, em 2006, demonstrou uma
diminuicdo do sinal da insulina, em preparagcdo de placentas estimuladas em
mulheres com PE comparando com normais, constatando um menor grau de
fosforilagdo em tirosina do IRS1 (Substrato 1 do Receptor de Insulina) nas mulheres

com PE [25].

Orcy e colaboradores, em 2008, analisaram a via da Akt/PKB no estado basal
em placenta, musculo esquelético e tecido adiposo em pacientes com PE e
pacientes controles, porém seus achados ndao demonstraram diferenca significativa
desta proteina entre os grupos de pacientes [4]. Nossos resultados também néao
mostraram diferengas significativas entre a expressao basal na proteina da Akt/PKB

em placenta de pacientes com PE e controles.
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Nesse trabalho, mesmo com a estimulagdo da insulina nas amostras de
placenta ndo houve diferenga significativa na expressdo da Akt/PKB quando
comparado PE e controle. Outros niveis de ativagdo desta via, como substratos da
Akt/PKB envolvidos na sobrevivéncia celular (BAD e Caspase-9), que promovem
angiogénese e vasodilatagcdo (eNOS), que estdao envolvidos com metabolismo e
crescimento celular (GSK3) e que estdo envolvidos na captagao de glicose (AS160),

precisam ser avaliados apos estimulacao.



7. CONCLUSAO

Neste estudo, foi desenvolvido um protocolo de estimulagdo pela insulina em
amostras de placenta, a qual foi confirmada quando comparada a fosforilacido de
amostras estimuladas com a insulina com amostras ndo estimuladas. A expresséao
da Akt/PKB, tanto comparando controles e PE ndo estimulados (estado basal),
quanto no grupo controle e PE estimulados com insulina, em amostras de placenta,

foram semelhantes, sugerindo uma igualdade na atividade dessa via.

Nosso resultado sugere que nao ha diferenga na expressao da Akt/PKB entre
placentas de pacientes com PE e controles normais, porém nao podemos descartar
efeitos desta via de sinalizagdo com a fisiopatologia da PE, sendo necessarios

estudos dos substratos da Akt/PKB apds estimulo.
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Idade:

Data:
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Tempo de gestagao
Medicagao hormonal

Historia de diabetes mellitus na familia
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Antecedentes gineco-obstétricos

Gesta Para Ces Abort

Glicemia de jejum

Teste de tolerancia a glicose
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10. ANEXO Il - CONSENTIMENTO INFORMADO

AUTORIZAGCAO PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUISA

NOME DO ESTUDO: ATIVIDADE DA VIA DE SINALIZACAO DA AKT/PKB EM
PLACENTA DE PACIENTES COM PRE-ECLAMPSIA

Numero do protocolo: 08-124 Instituicao: UFRGS
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gustavo Ferreira / Edison Capp
TELEFONE para contato:

NOME DO PACIENTE:

Estamos convidando vocé para participar de um projeto de pesquisa chamado
‘ATIVIDADE DA VIA DE SINALIZACAO DA Akt/PKB EM PLACENTA DE
PACIENTES COM PRE-ECLAMPSIA®.

Necessitamos de sua autorizagao para utilizar um pequeno pedaco, 30g, de
placenta que é normalmente jogada fora. A coleta desse material sera realizada
apos o parto, ndo causando nenhum desconforto adicional a vocé.

Durante a realizag&o do projeto e a publicacdo dos resultados sua identidade
sera mantida confidencial. As informacdes obtidas com este estudo poderdao ser
publicadas com finalidade cientifica. A recusa em participar deste estudo nao
causara prejuizo a sua assisténcia médica.

Os riscos de aumento da dor ou hematoma no pés-parto, a custa desse
procedimento, ndo existem, visto que a placenta completamente descartada.

Este estudo trara beneficios cientificos com informacgdes importantes sobre o
papel da insulina, permitindo identificacdo de possiveis alteracbes no seu
mecanismo e influéncia no desenvolvimento de pré-eclampsia durante a gestagao.

Declaro ter lido as informacdes acima antes de assinar este formulario. Foi-
me dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas
duvidas. Por este instrumento, tomo parte voluntariamente no presente estudo.

Assinatura do paciente Assinatura do Pesquisador
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Abstract

Preeclampsia (PE) is an important cause of fetal and maternal mortality around the
world and there are evidences that insulin resistance has been implicated in the
pathophysiology of preeclampsia. Akt/PKB pathway is stimulated by insulin and
performs several vital functions as growth, survival and cellular metabolism.
Objective: to investigate stimulated expression of Akt/PKB pathway in the placenta,
of normal and preeclampsia parturients. Method: samples were collected from 12
normal patients and 12 PE patients, stimulated and analyzed by Western blot to
quantify the phosphorylated protein expression in Akt/PKB signaling. Results: insulin
stimulation was confirmed when stimulated (1.14 + 0.10) and non-stimulated (0.91 +
0.08) groups were compared, P < 0.001. The phosphorylated Akt/PKB (Ser473) was
not different in placenta of the normal (1.26 £ 0.16) and PE (1.01 £ 0.11) groups, P =
0.237. Conclusions: there was no difference of phosphorylation in Akt/PKB
pathway, after stimulation with insulin, in placentas of normal and PE patients.
However, we cannot discard effects of this signaling pathway in the pathophysiology

of PE, because the phosphorylation of substrates involved remains to be analyzed.

Key Words: preeclampsia, placenta, insulin signal transduction, Akt/PKB
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Introduction

Preeclampsia (PE) is a multi-systemic disease and is considered one of the
most significant health problems of pregnant women. It occurs mainly in nulliparous
women, particularly after the 20" week of gestation, and more frequently near birth
[1]. It is diagnosed when the patient presents gestational hypertension and new onset
proteinuria, with vasoconstriction of the maternal vascular bed and, consequently, an
increase of vascular resistance [2-4]. The incidence of this disease is 2% to 5% of
pregnancies, but this complication exceeds 10% of pregnancies in developing
countries, where prenatal care is still inadequate [1]. This complication can affect
both mother's and fetus’ health [5], causing fetal growth restriction, prematurity, and
in severe cases, maternal and perinatal death [6-8]. Studies have shown that insulin

resistance is associated with preeclampsia and contributes to its pathophysiology [9].

Defects in the phosphorylation of insulin receptor and substrates, and no
activation of PI3-kinase-Akt may have an important role in developing insulin
resistance [10, 11]. If not activated, the Akt/PKB pathway will not phosphorylated its
substrates. The main substrates of this pathway participate in various cellular
functions, such as control of metabolism, survival, glucose uptake, proliferation,

growth, and angiogenesis [12].

In this study, we investigated the expression of the protein Akt/PKB in the
basal state and after stimulation with insulin, in the placenta of normal and

preeclampsia parturient.
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Methods

An experimental assay, case-control, was performed, where 24 women
participated, including 12 patients who presented preeclampsia (PE) and 12
normotensive pregnant women (control group). The samples were divided in four
groups: stimulated control, non-stimulated control, stimulated PE and non-stimulated
PE. Information such as age, use of hormonal medication, familiar history of diabetes
mellitus, gynecological and obstetric history, fasting glucose, blood pressure,
proteinuria, glucose tolerance test and gestational age were collected before birth.
This study was submitted to and approved by the Research Ethics Committee of the
Research and Post-Graduation Group of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre

(GPPG 08-124).

Sample

Approximately 30 g of placenta were obtained immediately after birth. The
samples were washed with PBS - Phosphate Buffer Saline (4 ° C) to remove excess

blood and taken to the Laboratory for preparation and stimulation with insulin.

The preparation of the placenta was performed according to Klein [13] with
modifications. The tissue was weighed in the laboratory, separated from blood
vessels and cut in slices. 1g of tissue was incubated in 5 ml BSA (bovine serum
albumin) buffer — 32mM HEPES, 195mM NaCl, 7.2mM KCI, 1.8mM KH;PO4, 8.3mM
glucose and albumin 1% in distilled H,O. Briefly, placental tissue was digested with

colagenase type | (Gibco, Invitrogen Corporation) and incubated at 37°C in orbital
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agitation (100 rpm) for 45min. After this, it was separated by 250 um filter to remove
large particles and fibrin remaining. For separation of cells, the sample was divided
into two 50mL tubes and centrifuged at 2000xg for 10 minutes at 30°C. After you
discard the supernatant, a small portion of the sample was visualized with
microscope to observe the viability of cells to stimulation. The cells were then
homogenized with 0.5mL of PBS. These samples were transferred to two 1.5mL
tubes, which were incubated with 0.5mL of a stimulation buffer containing 50mM Tris-
HCI (pH 7.4), 0.01% BSA, 1mM ATP, 2mM MgCl,, 1mM EDTA, 5mM sodium
pyrophosphate, 1mM sodium orthovanadate, and 50mM sodium fluoride, with and
without insulin [10"M] for 8min at 37°C [9]. For analysis, placental pieces were
pooled and homogenated. Protein concentration was measured with Bradford’s

Method [14].

Samples were analyzed by Western blot [15, 16]. 60 ug of protein (per lane)
was loaded in the acrylamide gels of 10% concentration. Proteins were transferred to
membranes of nitrocellulose with a semidry system. We used rabbit polyclonal
antibodies of Santa Cruz (California, U.S.A): total anti-AKT (sc-8312) and phosphor-

Akt (Ser473) (sc-7985).

Statistics

Statistical analysis was performed by using SPSS 15.0 statistical software.
Data was tested with Student’s t test for paired samples and independent samples, in

parametric variables (data shown as mean = SD) with a significance of p < 0,05.
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Results

The 12 patients with PE fulfilled the diagnostic criteria and had proteinuria over
300 mg/dL and were hypertensive. In normotensive group we did not find any patient

that got proteinuria over 300 mg/dL.

The normotensive and PE groups did not differ significantly in age (26.8 + 4.1
vs.. 27.8 £ 8.2, p = 0.714) and BMI (28.4 + 3.5 vs. 31.3 £ 4.1, p = 0.08) and number

of pregnancies (2.5 + 2.1 vs. 1.8 £ 1.1, p = 0.303) (table1).

The mean gestational age was approximately four weeks shorter in the PE
group (35.6 £ 0.5 vs. 39.1 £ 0.4, p < 0.001), while the fasting glucose (mg/dL) was
significantly higher in PE group (91.58 + 2.83 vs. 76.00 + 2.39, p < 0.001). Diastolic

and systolic blood pressures were significantly higher in PE patients, p < 0.001 (table

1),

Stimulation of the samples

Stimulation of the samples was assessed by comparing the expression of
phosphor-Akt(Ser473) in samples stimulated with insulin (+) and not stimulated (-)
both in the control group (C) as well as in the PE group. Normalized by total anti-AKT

protein expression (60kDa) (figure 1).

The control group (n = 12), the expression of phosphor-Akt(Ser473) was 1.26
+ 0.16 for samples stimulated with insulin (+) and 0.93 * 0.12 for samples not

stimulated (-), with a significant difference of p < 0.001, while in the PE group (n=12),
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the expression was 1.01 £ 0.01 for samples stimulated and 0.89 + 0.11 for samples
not stimulated, with a significant difference of p = 0.001, confirming that the samples

were stimulated (figure 2).

Protein Expression in PE group and control group

To compare the expression of Akt/PKB between the PE and control group, the
analyses were performed in two states: the basal (not stimulation with insulin) and

stimulated state.

At basal state, the expression of phosphor-Akt(Ser473) was 0.93 + 0.13 in

control group (n = 12) and 0.89 + 0.11 in the PE group (n = 12), p = 0.82 (figure 3A).

When comparing the samples stimulated with insulin, the expression of the
control group (n = 12) was 1.26 £ 0.16 and in the PE group (n = 12) was 1.01 £ 0.11,
p = 0.23 (figure 3B). There was no statistically significant difference between the PE

group and control group, both at basal state as in stimulated.

Discussion

Preeclampsia is a major disease during a pregnancy, being a multi-system
disease of unknown etiology [3, 17]. Insulin resistance and obesity are defined as a

risk factor for the development of this disease [9, 18, 19].
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In this study, age and BMI did not differ between the control and PE. The age
is discussed as a risk factor for PE, as extremes of age (more than 40 years or less
than 20) increase the risk of disease, and factor such as the first pregnancy
increases the influence cases in young women [20]. BMI in the control patients, 6
were overweight (BMI = 25 kg/m? to 29.9 kg/m?) and 4 obesity (BMI = 30.0 kg/m?),
while in PE, 5 were overweight and 6 obesity. Obesity is a major risk factor for PE,

because the increase in BMIl in 7 kg/mz, doubles the risk of disease [21].

Soonthornpun et al. demonstrated that even with no significant difference in
BMI of women with a history of PE and control. The serum triglycerides were higher
and HDL levels decreased significantly in the Group with severe preeclampsia [22].
Villa et al. investigated the profile of fatty acids in women with PE and controls, and
found that even without difference in BMI, the PE group showed a high amount of

oleic acid, linoleic acid, and arachidonic acid, increasing insulin resistance [18].

In the number of pregnancies there was no significant difference between the
PE and control groups. Their first pregnancy is at increased risk of this disease, and
an abortion or a previous normal pregnancy decreases the risk for next pregnancy

[23].

The mean gestational age is significantly lower in about 4 weeks in patients
with PE compared with the control group. Orcy et al. examined 17 control patients
and 17 PE patients. He showed that the PE group has less three weeks gestational
age compared with normal patients [6]. Yung et al. showed significant difference in

mean gestational age between groups of normal pregnancy, 39 weeks, and a group
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with restricted intrauterine growth and with preeclampsia, 31 weeks of gestation [4].
The smaller gestational age results have consequences such as premature birth

increased of perinatal death [3].

Systemic blood pressure is an important criterion, because hypertension (SBP
> 140 mmHg and DBP > 90 mmHg) is associated with PE [3, 24, 25]. The systolic
and diastolic pressures are significantly higher in PE, where 12 patients in this group
had values with hypertension. DBP is a strong factor for the diagnosis of PE [26].
Orcy et al. showed that the PE group had a mean of blood pressure of 150/100
mmHg, while the control group 120/70 mmHg. Villa et al. compared the mean of
groups of patients with PE and normal control, being respectively 140/90 and 110/70

mmHg [6, 18].

PE is one of the most important diseases of pregnancy, but its molecular
mechanisms do not know [27]. In this study, we analyzed the expression the Akt/PKB

in the basal state and with stimulation of insulin.

The functions of Akt/PBK in insulin resistance are evident when it is shown
that its activation is performed by PI3K signaling, which is activated by
autophosphorylation of tyrosine kinase receptors, such as the insulin receptor and
other receptors of growth factors [28-31]. When activated, PI3K activates the second
messenger then activating the Akt/PKB, in the phosphorylation sites serine 473 and
threonine 308 [32]. When activated, the Akt/PKB can move to the cytoplasm or the
nucleus, activated substrates with actions on metabolism, growth and cell survival

[12].1t is true that the levels of Akt/PKB phosphorylated have demonstrated activity of
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this signaling pathway that begins with growth factors, such as insulin, and placentas

needed to analysis with insulin stimulation in vitro.

After making the protocol, stimulation was confirmed when compared to
expression of phosphor-Akt/PKB(Ser 473) between the cells of the placentas that
were stimulated by insulin with those that were not stimulated. Stimulation of this
pathway is an important factor to analyze the molecular mechanisms of the

syndrome of insulin resistance in patients with PE [9].

Scioscia et al. showed a decrease in tyrosine phosphorylation of IRS1, in
insulin-stimulated preparations of human preeclamptic placenta compared with

normal placenta, noting a lower level of insulin signal in women with PE [9].

Orcy et al. has the path of Akt/PKB in the basal state in placenta, skeletal
muscle and adipose tissue in PE patients with controls, but their findings showed no
significant difference of protein between the groups of patients [6]. Our results also
showed no significant differences between the basal protein expression of Akt/PKB in

placenta of patients with PE and controls.

In this study, even with the stimulation of insulin in samples of placenta were
not significant different in the expression of Akt/PKB when compared PE and control.

The substrates of this pathway need to be analyzed after stimulation.
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Conclusion

The expression of Akt/PKB, comparing PE patients and controls, both at basal
state, and stimulated with insulin, in samples of placenta, were similar, suggesting an
equal activity of this pathway. We cannot rule out effects of this signaling pathway in
the pathophysiology of PE, more studies of substrates of Akt/PKB after stimulation

are needed.
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Hospital de Clinicas de Porto Alegre and the Conselho Nacional de Desenvolvimento
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Normal PE p
Age (years) 26.8 £ 4.1 27.8+8.2 0.714
BMI (kg/m?) 28.4+3.5 31.3+4.1 0.080
Gestational period (weeks) 39.1+04 356+0.5 < 0.001
Systolic blood pressure (mmHg) 118.5+10 154.8 + 10 < 0.001
Diastolic blood pressure (mmHgQ) 70.6+6.4 97.5+5.9 < 0.001
Number of pregnancies 25+21 1.8+1.1 0.303
Fasting glucose (mg/dL) 76.0+2.3 91.5+2.8 <0.001*

*Student t test.
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Legends

Table 1. Patient profiles.

Figure 1. Representative Western blot for samples of placenta of patients with
preeclampsia (PE) and normal controls (C). Sample stimulated with insulin (+),

sample not stimulated with insulin (-).

Figure 2. Expression of phosphor-Akt(Ser473) in samples stimulated and not
stimulated. In the control group (A), 0.93 + 0.12 for not stimulated samples (-) and
1.26 £ 0.16 for the stimulated samples (+), p<0.001. In PE group (B), 0.89 + 0.11 for
the not stimulated samples (PE-) and 1.01 + 0.11 for the stimulated samples (PE +)

p=0.001.

Figure 3. Expression of phosphorylation of Akt/PBK between the control group and
PE group not stimulated (A) p=0.828, and control group and PE group stimulated (B)

p=0.237.



