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RESUMO 
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O óxido nítrico (NO) exerce um importante papel durante as alterações 

hemodinâmicas que normalmente acompanham uma gravidez sadia (GS). 

Entretanto, em mulheres com pré-eclâmpsia (PE), uma síndrome caracterizada por 

hipertensão e proteinúria, a vasodilatação da circulação sistêmica materna está 

comprometida. Isso possivelmente ocorre devido a uma menor biodisponibilidade de 

NO, a qual resulta de uma menor produção e uma maior degradação do NO. Como 

a hemoglobina livre no plasma sequestra o NO pela rápida reação de dioxigenação, 

o que pode comprometer a eficiência do processo de vasodilatação mediado pela 

via do NO/guanilato ciclase, formulamos a hipótese de que pacientes com PE, 

quando comparadas com grávidas sadias, apresentariam concentrações 

aumentadas de hemoglobina livre no plasma, o que resultaria em maior degradação 

(consumo) do NO e menor biodisponibilidade de NO. Além disso, também 

formulamos a hipótese de que os diferentes fenótipos da haptoglobina (Hp) podem 

modular a biodisponibilidade de NO ao influenciar o consumo de NO na PE. A 

haptoglobina é uma proteína polimórfica (Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2) que se liga à 

hemoglobina para formar um complexo (Hb-Hp) que é removido da circulação, 

prevenindo o consumo de NO e o estresse oxidativo induzido pela hemoglobina. Os 

produtos do gene da haptoglobina apresentam diferentes propriedades bioquímicas 

e biofísicas, o que pode influenciar a taxa de eliminação (clearance) do complexo 

Hb-Hp. Para avaliar a biodisponibilidade de NO, foram analisadas as concentrações 

de nitrito no plasma e no sangue total em um analisador de NO. O consumo de NO 

foi determinado no plasma através do método de quimioluminescência. As 

concentrações de hemoglobina plasmática e haptoglobina foram analisadas com kits 

de imunoensaio enzimático (ELISA). Os genótipos da haptoglobina foram 

determinados pela Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). 

Encontramos concentrações reduzidas de nitrito no plasma e no sangue total de 

grávidas com PE comparado com grávidas sadias. As amostras de plasma de 

grávidas com PE consumiram mais NO e apresentaram maiores concentrações de 

hemoglobina livre do que as amostras de grávidas sadias. Além disso, verificamos 

que há correlação positiva entre as concentrações de hemoglobina plasmática e o 

consumo de NO, correlação negativa entre o consumo de NO e as concentrações de 

nitrito plasmático e no sangue total e, por fim, correlação negativa entre as 

concentrações de hemoglobina livre plasmática e as concentrações de nitrito no 
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plasma e no sangue total. Esses dados sugerem que níveis aumentados de Hb livre 

resultam em consumo de NO aumentado e baixa biodisponibilidade de NO em 

pacientes com PE, quando comparados com grávidas sadias. Não encontramos 

diferenças nas frequências dos genótipos da haptoglobina entre grávidas com PE e 

GS. Em grávidas sadias, os genótipos da haptoglobina não apresentaram efeitos 

nos níveis de hemoglobina livre, no consumo de NO e nas concentrações de nitrito 

plasmático. Entretanto, pacientes com PE e genótipos Hp2-1 e Hp2-2 apresentaram 

níveis aumentados de hemoglobina livre (heme), consumo de NO elevado e 

concentrações reduzidas de nitrito quando comparados com pacientes com PE e 

genótipo Hp1-1. Esses achados indicam que apesar de o genótipo da haptoglobina 

não afetar o risco de se desenvolver PE, o genótipo Hp1-1 possivelmente exerce um 

papel de proteção na PE ao reduzir o sequestro de NO, enquanto que os genótipos 

Hp2-1 e Hp2-2 podem agravar a PE ao reduzir a biodisponibilidade de NO. 

 

Palavra-chave: Haptoglobina, hemoglobina, hemólise, oxido nítrico, polimorfismo, 

pré-eclâmpsia. 
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Nitric oxide (NO) plays an important role in the hemodynamic changes found 

during normal pregnancy (NP). However, preeclampsia (PE), a syndrome 

characterized by hypertension and proteinuria, is associated with impaired 

vasodilation of the maternal systemic circulation, possibly due to decreased NO 

bioavailability resulting of lower NO production and increased NO degradation. 

Since cell-free hemoglobin scavenges NO through a high speed dioxygenation 

reaction, thus compromising the efficiency of the NO/soluble guanylyl cyclase 

pathway to elicit vasodilatory activity, we hypothesized that higher plasma 

hemoglobin concentrations exist in patients with preeclampsia compared with 

normal pregnant women, and the higher plasma hemoglobin concentrations 

could lead to increased NO consumption and lower NO bioavailability in 

preeclamptic patients. Moreover, we hypothesized that haptoglobin (Hp) 

phenotypes might modulate NO bioavailability by influencing NO consumption 

in preeclampsia. Haptoglobin is a polymorphic protein (Hp1-1, Hp2-1 and  Hp2-

2) that binds hemoglobin to form a complex that is removed from circulation, 

thus preventing Hb-driven oxidative stress and NO scavenging. Hp protein 

products differ in biochemical and biophysical properties, which reflects on the 

Hb-Hp complex clearance rate. To assess NO bioavailability, we measured 

plasma and whole blood nitrite concentrations using an ozone-based 

chemiluminescence assay. A NO consumption assay was used to measure NO 

consumption. Plasma hemoglobin and haptoglobin concentrations were 

assessed with a commercial immunoassay (ELISA). Haptoglobin genotypes 

were determined using Real Time Polymerase Chain Reaction. We found lower 

whole blood and plasma nitrite concentrations in preeclamptic patients 

compared with normal pregnant women. Plasma samples from preeclamptic 

women consumed more NO and had higher plasma Hb levels than those found 

in normal pregnant women. We found significant positive correlations between 

plasma Hb and plasma NO consumption, negative correlations between plasma 

NO consumption and whole blood and plasma nitrite concentrations, and 

negative correlations between plasma Hb and whole blood and plasma nitrite 

concentrations. These findings suggest that increased plasma Hb levels lead to 
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increased NO consumption and lower NO bioavailability in preeclamptic 

patients compared with healthy pregnant women. Furthermore, we found no 

differences in Hp genotype frequencies between preeclamptic and NP groups. 

Haptoglobin genotypes had no effects on plasma heme levels, NO consumption 

and plasma nitrite in normal pregnant women. However, in preeclampsia, Hp2-1 

and Hp2-2 were associated with higher plasma heme levels, increased NO 

consumption, and lower plasma nitrite compared with Hp1-1.  These findings 

indicate that although haptoglobin genotype does not affect the risk of 

preeclampsia, Hp1-1 genotype may exert a protective role in preeclampsia by 

reducing NO scavenging, whereas Hp2-1 and Hp2-2 may further aggravate 

preeclampsia by reducing NO bioavailability. 

 

Keywords: Haptoglobin, hemoglobin, hemolysis, nitric oxide, polymorphism, 

preeclampsia. 
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1.1 – Fisiopatologia da Pré-eclâmpsia  

A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome sistêmica clinicamente 

caracterizada por hipertensão e proteinúria, após a 20° semana de gestação. A 

PE afeta de 3 a 5% das mulheres grávidas, sendo a principal causa de 

mortalidade materna e fetal no mundo [1]. No Brasil, a PE é responsável por 

37% das causas de morte obstétricas diretas [2]. Diversos fatores tais como 

doença autoimune crônica, obesidade, diabetes e hipertensão pré-existentes, 

doença renal, etnia, primigravidez, PE em uma gestação prévia e história 

familiar de PE estão associados com maior risco de se desenvolver PE [3].  

A pré-eclâmpsia parece progredir em dois estágios: pré-clínico (1° e 2° 

trimestres) e clínico (3° trimestre). O primeiro estágio é marcado por um 

processo de placentação anormal, seguido pela produção de fatores 

antiangiogênicos pela placenta, os quais entram na circulação materna e 

causam disfunção endotelial generalizada. O segundo estágio é caracterizado 

por hipertensão e proteinúria, os sinais clínicos da pré-eclâmpsia [4].  

Em uma gestação normal, os citotrofoblastos invadem a decídua e as 

arteríolas espiraladas maternas, promovendo o remodelamento do endotélio e 

a destruição do tecido elástico-muscular das arteríolas, transformando-as em 

vasos de alta capacitância e baixa resistência [4]. Esse processo, referido 

como “pseudovasculogênese”, tem início no final do primeiro trimestre e 

termina entre a 18° e a 20° semana de gestação, o que permite um maior 

suprimento sanguíneo para o feto em crescimento [5]. Entretanto, na pré-

eclâmpsia, parte das artérias uterinas espiraladas não sofre invasão 

trofoblástica, impedindo o remodelamento vascular adequado à crescente 

demanda de fluxo sanguíneo durante o progresso da gestação [6]. Com isso, 

devido à redução na perfusão uteroplacentária, a placenta torna-se isquêmica 

com o progresso da gestação, liberando fatores antiangiogênicos para a 

circulação materna, os quais podem causar disfunção endotelial generalizada 

[7-9].  

A expressão aumentada de fatores antiangiogênicos produzidos pela 

placenta está associada a níveis plasmáticos aumentados desses fatores em 



 

 

20 

 

 

mulheres com pré-eclâmpsia [10, 11]. Um desses fatores, a forma solúvel do 

receptor para o fator de crescimento endotelial vascular-1 (sVEGFR1), também 

conhecido como sFLT-1 (do inglês soluble fms-like tyrosine kinase-1), liga-se 

ao fator de crescimento  endotelial vascular (VEGF) e ao fator de crescimento 

placentário (PLGF), bloqueando efeitos como a angiogênese [12], a síntese de 

óxido nítrico pelas células endoteliais [13] e os efeitos vasodilatadores 

promovidos pelo VEGF e pelo PLGF [14]. 

Um segundo fator antiangiogênico que está aumentado na PE, a 

endoglina solúvel (sENG), é o co-receptor para os ligantes TGFβ-1 e TGFβ-3 

[15]. Ao se ligar ao TGβ-1 e ao TGβ-3, a sENG impede que esses fatores 

liguem-se à endoglina, o que pode reduzir a produção de NO e, 

consequentemente, a vasodilatação arterial induzida pelo NO [11]. Além disso, 

a endoglina pode modular a expressão e a atividade da eNOS, afetando, 

portanto, o tônus vascular [16, 17]. 

 

1.2 – Papel do óxido nítrico na gestação 

O óxido nítrico (NO) desempenha papéis fisiológicos fundamentais no 

sistema cardiovascular. Neste sistema, é produzido principalmente pela enzima 

sintase endotelial do óxido nítrico (eNOS), a qual é expressa constitutivamente 

em células endoteliais [18]. O NO produzido pela eNOS exerce importante 

controle no fluxo sanguíneo ao promover o relaxamento do músculo liso 

vascular [19]. A eNOS utiliza L-arginina, oxigênio molecular e diferentes 

substratos (NADPH, FAD, FMN e BH4) para a produção de NO e L-citrulina. 

Após sua produção e liberação, o NO ativa a enzima guanilato ciclase ao se 

ligar à porção heme desta enzima, levando à produção de GMP cíclico. Este 

último relaxa o músculo liso vascular por interferir na concentração 

citoplasmática de cálcio [20]. Além de contribuir para a vasodilatação, o NO é 

um regulador crítico da homeostase vascular, pois inibe a agregação 

plaquetária [21], a adesão de leucócitos [22], a proliferação de células do 

músculo liso vascular [23] e estimula a angiogênese [24], além de ter atividade 

antioxidante e antiinflamatória [25].  
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Durante uma gestação normal, o organismo materno está sujeito a uma 

série de alterações cardiovasculares e hemodinâmicas [26, 27]. A partir do 

primeiro trimestre de gestação, há aumento da frequência cardíaca, do volume 

plasmático e do débito cardíaco, os quais são acompanhados por uma queda 

na resistência vascular periférica e na pressão sanguínea [28]. Entretanto, em 

mulheres com pré-eclâmpsia, a vasodilatação da circulação sistêmica materna 

está comprometida [29], o que pode ser devido a uma reduzida 

biodisponibilidade de NO [8], a qual resulta de uma menor produção [30] e de 

uma maior degradação de NO [31]. De fato, a quantidade de NO biodisponível 

resulta do balanço entre a sua síntese e a sua degradação. Esse balanço é 

controlado dinamicamente por diversos processos, vários dos quais podem 

estar alterados na pré-eclâmpsia. Por exemplo, níveis alterados de fatores 

angiogênicos [10], aumento na expressão da enzima arginase [32], maior 

estresse oxidativo [33], concentrações alteradas de tetrahidrobiopterina (cofator 

para a eNOS) [34], inibição da eNOS devido a altas concentrações de 

dimetilarginina assimétrica (ADMA) [35] e variações genéticas [36, 37] parecem 

comprometer a biodisponibilidade de NO na pré-eclâmpsia. 

 

1.3 – Hemólise como causa da baixa biodisponibilidade do NO 

Além dos diversos fatores brevemente discutidos acima, há evidências 

apontando a relevância de outro mecanismo capaz de aumentar a degradação 

do NO. Este mecanismo fisiopatológico envolve o aumento das concentrações 

de hemoglobina livre no plasma, comprometendo a biodisponibilidade do NO 

produzido pelo endotélio, o que pode contribuir para a disfunção endotelial, 

aumento da expressão de moléculas de adesão, ativação plaquetária e 

produção de espécies reativas de oxigênio [38-44].  

Usualmente encontrada em altas concentrações em pacientes com 

anemias hemolíticas, a hemoglobina livre no plasma reage rapidamente com o 

NO através da clássica reação de dioxigenação, produzindo metahemoglobina 

e nitrato, o que destrói efetivamente as atividades protetoras cardiovasculares 

do NO [45]. Em condições fisiológicas, a taxa de reação entre o NO e a 

hemoglobina é muito lenta, uma vez que a hemoglobina está 
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compartimentalizada dentro dos eritrócitos [46, 47]. Além da barreira física 

criada pela membrana dos eritrócitos, o fluxo sanguíneo intravascular tende a 

manter os eritrócitos fluindo nas regiões mais centrais da luz dos vasos, 

distantes do endotélio, onde o NO é produzido, o que contribui para criação de 

uma barreira que evita a degradação (consumo) do NO pela hemoglobina [48].  

Entretanto, quando há hemólise intravascular, nenhum desses 

mecanismos protege o NO contra interações imediatas com a hemoglobina, 

levando a consumo aumentado de NO quando a hemoglobina sai do 

compartimento eritrocitário [47, 49]. Deste modo, a rápida dioxigenação do NO 

reduz sua biodisponibilidade, comprometendo a ativação fisiológica da via 

NO/cGMP e o processo de vasodilatação [50].  

Outro fator agravante após a descompartimentalização da hemoglobina 

é a liberação da enzima arginase-1, a qual compete com a eNOS pela             

L-arginina (substrato para a produção de NO), reduzindo as concentrações 

deste aminoácido, o que contribui para menor produção de NO [40]. A baixa 

biodisponibilidade de L-arginina também leva ao desacoplamento da eNOS, a 

qual passa a produzir radicais livres que reduzirão ainda mais as 

concentrações de NO [20]. Deste modo, a hemoglobina livre causa diferentes 

efeitos pró-oxidantes, proliferativos e pró-inflamatórios no sistema 

cardiovascular [44, 51]. 

As alterações bioquímicas induzidas pela hemoglobina livre e pelo 

consumo de NO podem agravar diversas doenças e condições em que a 

disfunção endotelial possui um papel central, tais como anemia falciforme [52], 

talassemias [42], malária [53], “bypass cardiopulmonar” [42], anemia induzida 

por drogas [54] e, mais recentemente, transfusão de bolsas de sangue 

armazenadas por longos períodos [43]. Ainda que pacientes com estas 

diferentes condições hemolíticas apresentem sintomas únicos, eles 

frequentemente compartilham sequelas relacionadas ao aumento das 

concentrações de hemoglobina livre tais como hemoglobinúria, dor abdominal, 

espasmo esofágico, disfagia, aumento na pressão arterial, ativação plaquetária, 

etc, com aumento da taxa de mortalidade [42]. Ainda, observações realizadas 

após administração de carreadores de oxigênio à base de hemoglobina 
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(HbOCs) em humanos, apoiam as evidências de que há uma relação entre o 

excesso de hemoglobina livre na corrente sanguínea e alterações 

cardiovasculares como hipertensão e aumento da resistência vascular 

sistêmica nestes pacientes [55-57]. 

Recentemente, as complicações resultantes do consumo de NO pela 

hemoglobina livre em doenças hemolíticas passaram a receber maior atenção. 

Isto se deve em parte, ao fato de se acreditar que os níveis de hemoglobina 

plasmática eram considerados muito baixos para produzirem alguma alteração 

fisiopatológica relevante. Entretanto, evidências encontradas em experimentos 

com animais transgênicos, animais de grande porte e estudos epidemiológicos 

em humanos tem contribuído para o entendimento do papel da hemoglobina na 

patofisiologia de doenças hemolíticas [41, 50, 58, 59]. Em pacientes com 

anemia falciforme, mostrou-se que concentrações de hemoglobina livre tão 

baixas quanto 6 µM (em heme) são suficientes para inibir a vasodilatação 

mediada pela acetilcolina [60]. Outro experimento mostrou respostas reduzidas 

ao NO em tecido de coelhos que foram infundidos com baixas concentrações 

de hemoglobina (6µM em heme) [61]. Também foi demonstrado que a hemólise 

intravascular resulta em vasoconstrição e comprometimento renal em um 

modelo canino de hemólise intravascular [50]. 

Na pré-eclâmpsia, Sarrel PM et al propôs que níveis aumentados de 

hemoglobina livre poderiam limitar a vasodilatação mediada pelo NO [62]. Além 

disso, mostrou-se que as subunidades da hemoglobina alfa2 e gama estão 

expressas em grande quantidade na placenta de grávidas com PE, o que 

poderia levar ao acúmulo de hemoglobina no lúmen dos vasos da placenta, 

resultando em extravasamento de hemoglobina fetal (HbF) e adulta (HbA) para 

a circulação materna [63]. 

1.4 – Clearance da hemoglobina na hemólise intravascular 

A haptoglobina (Hp) é uma proteína plasmática produzida pelos 

hepatócitos, a qual apresenta alta afinidade pela hemoglobina [64]. Sua síntese 

é rapidamente aumentada em resposta a diferentes estímulos inflamatórios e 

sua concentração normal varia de 0,3 à 3 mg/ml [65]. Quando os eritrócitos são 

destruídos dentro do compartimento vascular, o tetrâmero que constitui a 
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hemoglobina se divide, formando dímeros que rapidamente se ligam à 

haptoglobina [66]. O complexo hemoglobina-haptoglobina (Hb-Hp) é 

reconhecido pelo receptor de macrófagos/monócitos CD163 [67], ao qual se 

liga com grande afinidade, sendo então internalizado e degradado por enzimas 

lisossomais após sua endocitose. Após a degradação da proteína ligante, o 

grupo heme é convertido pela enzima heme oxigenase-1 em monóxido de 

carbono, biliverdina e ferro [68]. O ferro é estocado pela ferritina, evitando seus 

efeitos oxidativos, enquanto que a biliverdina é convertida em bilirrubina pela 

enzima biverdina redutase [69]. Diversos trabalhos mostram que o monóxido 

de carbono e a biliverdina apresentam propriedades anti-inflamatórias e 

antioxidantes [70, 71]. 

Outro mecanismo de proteção contra a hemoglobina livre atua em 

paralelo com a haptoglobina [72, 73].  Após a descompartimentalização da 

hemoglobina, o grupo heme contendo o átomo de ferro no estado ferroso (Fe2+) 

é oxidado para o estado férrico (Fe3+), sendo então liberado da molécula de 

hemoglobina. Este grupo heme no estado férrico se liga com alta afinidade à 

glicoproteína plasmática hemopexina, a qual é internalizada após ser 

reconhecida pelo receptor LRP/CD91, presente em monócitos, hepatócitos e 

em outras células. Por fim, o complexo hemopexina-heme é degradado por 

enzimas lisossomais e pela heme oxigenase [72]. 

 Além desses mecanismos diretos de proteção contra os efeitos da 

hemoglobina livre, ao se ligar ao receptor CD163, o complexo Hb-Hp sinaliza 

para a produção de heme oxigenase-1 nos monócitos circulantes e para a 

produção da citocina antiinflamatória IL-10 [74]. Deste modo, os efeitos 

antioxidantes, anticoagulantes e antiproliferativos dos sistemas CD163/heme 

oxigenase-1/biliverdina redutase parecem representar uma forma 

compensatória para o consumo do NO e para os efeitos pró-oxidantes e 

vasoconstritores promovidos pela hemoglobina livre e pelo grupo heme. 

 

1.5 – Polimorfismos da Haptoglobina 

O gene para a haptoglobina está localizado no cromossomo 16q22. 

Existem no homem duas classes de alelos para a Hp (1 e 2), que geram três 



 

 

25 

 

 

diferentes genótipos (1-1, 2-1 e 2-2) [66]. O alelo humano Hp1 é composto por 

5 exons, sendo encontrado em todos os mamíferos. O alelo Hp2 está presente 

somente em humanos, é composto por 7 exons e parece ter evoluído a partir 

do alelo Hp1 pela duplicação dos exons 3 e 4 [75]. O produto protéico do gene 

da haptoglobina é um monômero, encontrado no plasma como um polímero 

constituído de 2-10 monômeros covalentemente ligados. A estequiometria do 

polímero da haptoglobina é Hp-genótipo-dependente devido à diferença nas 

valências da Hp1 (monovalente) e Hp2 (bivalente). Isso ocorre, pois o domínio 

de multimerização do Hp está localizado no exon 3 do gene da Hp, o qual está 

duplicado no alelo Hp2 [76]. Como resultado dessas diferenças, em indivíduos 

Hp1-1, a haptoglobina apresenta-se na forma de dímeros (2 monomêros de 

Hp), nos indivíduos Hp2-1 como um polímero linear (2-8 monômeros) e nos 

Hp2-2 como um polímero cíclico (3-10 monômeros) [77]. 

Alguns trabalhos mostram que, mesmo após a ligação entre a 

hemoglobina e a haptoglobina, o complexo Hb-Hp é capaz de inibir o 

relaxamento dependente do endotélio [78]. Isso pode ser explicado pela 

capacidade da hemoglobina em consumir o NO produzido pelo endotélio, 

mesmo estando ligada à haptoglobina [39, 46]. Desse modo, é possível que, 

devido às diferenças nas estruturas moleculares, os polimorfismos da 

haptoglobina possam influenciar os mecanismos de proteção contra o estresse 

oxidativo dirigido pela hemoglobina e contra o consumo do NO na pré-

eclâmpsia [46, 79]. 
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2 – HIPÓTESE 
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Formulamos a seguinte hipótese: mulheres com pré-eclâmpsia 

apresentam níveis aumentados de hemoglobina livre no plasma, os quais estão 

associados com maior consumo de NO e menor biodisponibilidade de NO 

quando comparados com os níveis desses marcadores em grávidas sadias. 

Também propusemos que os diferentes genótipos da haptoglobina podem 

modular as concentrações de hemoglobina livre, os níveis de consumo de NO 

e a biodisponibilidade de NO na pré-eclâmpsia. 
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3 – OBJETIVOS 
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1- Determinar os níveis de hemoglobina livre no plasma, consumo de NO 

pelo plasma e as concentrações dos produtos de oxidação do NO, nitrito 

e nitrato em grávidas sadias e mulheres com pré-eclâmpsia.  

2- Correlacionar o consumo de NO com os níveis de hemoglobina livre. 

3- Correlacionar o consumo de NO e os níveis de hemoglobina livre com as 

concentrações de nitrito no plasma e no sangue total. 

4- Determinar os genótipos e as concentrações de haptoglobina.  

5- Avaliar a influência dos genótipos da haptoglobina sobre os níveis de 

hemoglobina livre, consumo de NO e nitrito plasmático em pacientes 

com pré-eclâmpsia e em grávidas sadias. 
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CAPÍTULO 1 

 

INCREASED CIRCULATING CELL-FREE 
HEMOGLOBIN LEVELS REDUCE NITRIC 

OXIDE BIOAVAILABILITY IN 
PREECLAMPSIA 
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CAPÍTULO 2 

 

HAPTOGLOBIN POLYMORPHISM AFFECTS 
NITRIC OXIDE BIOAVAILABILTY IN 

PREECLAMPSIA 
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5 – DISCUSSÃO 
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 O primeiro estudo teve como principal objetivo mostrar a relevância da 

hemoglobina descompartimentalizada para a biodisponibilidade de NO na pré-

eclâmpsia. Nesse trabalho, foram encontrados níveis aumentados de 

hemoglobina livre e maior consumo de NO em mulheres com PE quando 

comparadas com grávidas sadias, além de uma correlação positiva entre 

consumo de NO e hemólise. Também se mostrou uma relação inversa entre 

esses parâmetros e os produtos de oxidação do NO, nitrito e nitrato. De modo 

geral, esses achados sugerem que a menor biodisponibilidade de NO na PE 

pode ser devida ao maior consumo de NO. 

Para avaliar a biodisponibilidade de NO, foram medidas a concentrações 

de nitrito em amostras de plasma e sangue total. O ânion nitrito foi escolhido 

como biomarcador do NO, pois, estudos recentes, mostraram que os níveis de 

nitrito plasmático podem refletir a produção endógena de NO pela eNOS em 

aproximadamente 70% [80] e outros estudos mostraram que a inibição da 

atividade eNOS resulta em  redução nas concentrações de nitrito [81]. Também 

foram avaliados os níveis de nitrato em gestantes normais e com pré-

eclâmpsia, porém não foi encontrado diferença entre os grupos analisados. O 

fato de se ter encontrado níveis reduzidos de nitrito, e não nitrato, em gestantes 

com PE comparadas com grávidas normais, sugere que o nitrito pode melhor 

refletir a baixa biodisponibilidade de NO na PE. 

Nesse estudo, mostrou-se que o NO detectado no plasma e no sangue 

pelo método de quimioluminescência tinha como origem o ânion nitrito, e não 

outras espécies como os S-nitrosotióis e as N-nitrosoaminas. Para isso, as 

amostras foram tratadas com sulfanilamida ácida, um reagente que converte o 

nitrito em um cátion diazônio, [82] o qual não é detectado pelo analisador de 

NO [83, 84]. Esse tratamento reduz o sinal de quimioluminescência a níveis 

basais, mostrando que o nitrito é o maior responsável pelo sinal obtido no 

analisador de NO. Para confirmar os valores encontrados, utilizou-se outro 

método para detectar NO, baseado em uma solução de ácido ascórbico, o qual 

detecta somente o NO gerado a partir do ânion nitrito, sem a interferência de S-

nitrosotióis, N-nitrosoaminas, proteínas e lipídeos nitrados [85]. Ambos os 

métodos (tri-iodo e ácido ascórbico) geraram resultados similares, mostrando 

níveis reduzidos de nitrito em gestantes com PE. Não podemos descartar a 
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possibilidade de que outras espécies possam ter pequena contribuição para os 

picos detectados no analisador de NO, porém os métodos para analisar NO 

vêm sendo extensivamente utilizados e validados por diferentes laboratórios 

[86, 87].  

Diversos outros fatores podem modificar as concentrações de nitrito [88], 

incluindo a redução de nitrato a nitrito por bactérias comensais presentes na 

cavidade oral e no trato gastrointestinal, o nitrito ingerido na dieta [89] e a 

atividade nitrito sintase da enzima ceruloplasmina [90]. No presente estudo, 

foram encontrados níveis aumentados de ceruloplasmina em gestantes com 

PE comparadas com grávidas normais, confirmando achados de outros 

estudos [91, 92]. Apesar de se esperar que níveis aumentados de 

ceruloplasmina pudessem resultar em concentrações aumentadas de nitrito, 

encontramos níveis reduzidos de nitrito na PE. Isso pode ser devido a uma 

menor formação e maior degradação NO na PE. 

Em condições normais, a hemoglobina está compartimentalizada dentro 

dos eritrócitos, permitindo que o NO gerado pelas células endoteliais alcance 

as células do músculo liso vascular produzindo vasodilatação. Entretanto, 

quando há hemólise intravascular, a hemoglobina livre pode reagir com o NO 

pela reação de dioxigenação, gerando metahemoglobina e nitrato, o qual não 

apresenta atividade vasodilatadora [39]. Para confirmar se o consumo de NO 

pelo plasma foi mediado somente pelo ferro do grupo heme da hemoglobina 

livre, adiciou-se ferricianeto de potássio e cianeto de potássio nas amostras de 

plasma. O ferricianeto oxida a hemoglobina (FeII) em metahemoglobina  (FeIII) 

e o cianeto converte a metahemoglobina em cianometahemoglobina, a qual 

não consome o NO [39]. Com isso, as amostras tratadas com 

ferricianeto/cianeto não consumiram o NO gerado pela solução doadora de NO. 

Com o objetivo de avaliar se os grupos tiol também poderiam consumir 

NO, foi adicionado N-etilmaleimida, um inibidor de tiol, nas amostras de 

plasma. Ambas as amostras, com e sem N-etilmaleimida, apresentaram uma 

mesma quantidade de consumo de NO. Para confirmar esses achados, 

demonstramos que a glutationa (um tiol não protéico), em concentrações 

similares as encontradas no plasma de mulheres com PE [93], não consome 
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NO. Esses experimentos confirmam que o grupo tiol não participa do consumo 

de NO. 

Também foi avaliado se as reduzidas concentrações de nitrito presentes 

no plasma de pacientes com PE poderiam modificar o consumo de NO. Para 

isso, adicionou-se nitrito ao plasma dessas pacientes em quantidade suficiente 

para alcançar os níveis de nitrito encontrados no plasma das grávidas sadias. 

Porém, não houve alterações nos níveis de consumo de NO. Isso consiste com 

a ideia de que, em níveis fisiológicos (escala nanomolar), o nitrito 

provavelmente não oxida todo o heme presente no plasma de grávidas com 

PE, o qual está na escala micromolar.  

Ainda que outras substâncias também possam consumir o NO [38], a 

correlação significativa que encontramos entre o consumo de NO e a 

hemoglobina plasmática apoia a ideia de que a hemoglobina livre possa reduzir 

a biodisponibilidade de NO. De fato, alguns trabalhos mostraram que a 

hemoglobina livre inibe completamente a dilatação mediada pelo NO nas 

artérias coronárias [94] e produz efeito vasoconstritor dose-dependente, efeito 

que não é encontrado quando a hemoglobina está compartimentalizada [95]. 

Em outras condições onde há hemólise, como na hemoglobinúria paroxística 

noturna, no “bypass” cardiopulmonar, anemia falciforme e malária [39, 41, 42, 

53, 96] mostrou-se que o aumento nas concentrações de hemoglobina 

plasmática compromete a função cardiovascular normal. Além disso, outros 

estudos mostraram associação entre doenças hipertensivas da gravidez e a 

anemia falciforme em mulheres grávidas, o que poderia, em parte, explicar as 

alterações hemodinâmicas encontradas em mulheres com PE [97, 98]. 

A biologia do óxido nítrico é muito complexa e outros mecanismos 

também podem comprometer a biodisponibilidade de NO na PE. Por exemplo, 

maiores concentrações de ADMA (um inibidor endógeno da eNOS) [99], fatores 

antiangiogênicos [8], variações genéticas [36] e o estresse oxidativo [100]. 

Além desses fatores, o aumento nas concentrações de hemoglobina 

plasmática resulta em um excesso de grupos heme livre. O átomo de ferro do 

grupo heme participa da produção de espécies reativas de oxigênio, como o 

ânion superóxido, o qual pode reagir com o NO para formar o peroxinitrito, um 

oxidante muito mais potente [69]. Essas reações resultam na liberação de 
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mediadores inflamatórios [101, 102], além de lesar as células endoteliais [103]. 

Em acréscimo, a atividade da enzima que degrada o grupo heme, a heme 

oxigenase, está reduzida na PE, o que pode contribuir para maiores níveis de 

heme plasmático e consumo de NO [104]. 

Além da hemoglobina livre, o complexo formado entre a hemoglobina e a 

haptoglobina (Hb-Hp) também é capaz de sequestrar o NO. Neste complexo, o 

dímero da hemoglobina se apresenta no estado ferroso, o qual consome NO 

através da reação de dioxigenação, inibindo o relaxamento dependente do 

endotélio [38, 78]. Essas observações conferem uma possível explicação para 

as diferentes propriedades antioxidantes associadas com as diferentes 

estruturas da haptoglobina encontradas em humanos [66]. 

Em nosso segundo estudo, encontramos níveis aumentados de 

hemoglobina livre associados com maior consumo de NO e reduzida 

concentração de haptoglobina para os genótipos Hp2-1 e Hp2-2 em gestantes 

com PE comparadas com grávidas sadias. No entanto, o genótipo Hp1-1 na PE 

não mostrou aumentos significativos nos níveis de heme plasmático ou 

consumo de NO, quando comparado com grávidas normais. Esses achados 

estão de acordo com outros estudos com PE, onde se mostrou que a Hp1-1 

apresenta papel protetor contra o estresse oxidativo induzido pela hemoglobina 

[105], enquanto que a Hp2-2 parece ser um fator de risco para doença 

cardiovascular [106]. 

Em humanos, a proteína Hp1-1 é um dímero, e como ela possui um 

tamanho menor que os polímeros linear (Hp2-1) e cíclico (Hp2-2) encontrados 

nos outros genótipos, ela pode ser eliminada mais rapidamente via receptor 

CD163 de monócitos/macrófagos após se ligar aos dímeros de hemoglobina, 

conferindo maior proteção contra o estresse oxidativo [46]. 

 Além disso, pacientes com PE e genótipo Hp2-1 ou Hp2-2 

apresentaram níveis aumentados de heme plasmático associado a maior 

consumo de NO quando comparados com pacientes com genótipo Hp 1-1. Isso 

está de acordo com outros achados onde se mostrou que o complexo            

Hb-Hp1-1 é eliminado mais rapidamente do que o complexo Hb-Hp2-2 [106]. 

Como o consumo de NO pela reação de dioxigenação ocorre a uma mesma 

taxa para a hemoglobina livre e para a hemoglobina ligada a haptoglobina          
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(Hp1-1 ou Hp2-2), foi proposto que as diferentes taxas de captação dos 

complexos Hb-Hp1-1 e Hb-Hp2-2 pelos macrófagos poderiam ter um efeito 

importante na biodisponibilidade do NO [46]. Em acréscimo, mostrou-se que a 

expressão do receptor de monócitos/macrófagos CD163, o qual liga o 

complexo Hb-Hp, pode variar em diferentes patologias [107, 108]. Portanto, 

além do genótipo da haptoglobina, a expressão do receptor CD163 pode ter 

importância clínica na regulação da taxa na qual o complexo Hb-Hp é retirado 

da circulação na PE, mas essa hipótese ainda precisa ser testada. 

Esse estudo possui algumas limitações. Primeiramente, não provamos 

que a hemoglobina contribui diretamente para a hipertensão na PE. Porém, 

existem vários estudos mostrando que a hemólise contribui para a hipertensão 

em outras patologias [42]. Também não encontramos diferença na frequência 

dos genótipos da haptoglobina. Entretanto, os dois maiores estudos, em 

número de pacientes, que compararam as frequências do fenótipo da 

haptoglobina na PE, mostraram que a Hp1-1 apresenta maior prevalência em 

grávidas sadias [105] e que a Hp2-1 está associada com maior risco de se 

desenvolver PE in mulheres caucasianas [109], o que apoia nossos resultados. 

Além disso, mostrou-se que Hp2-2 apresenta maior incidência em doenças 

hipertensivas da gravidez [110].  

Esses resultados podem ter implicações clínicas relevantes. É possível 

que terapias farmacológicas que restaurem a atividade NO-cGMP ou protejam 

contra o consumo de NO mediado pela hemoglobina, possam atenuar as 

alterações hemodinâmicas associadas com essa síndrome. De fato, mostrou-

se que o tratamento com o substrato para eNOS L-arginina [111], a inibição da 

fosfodiesterase tipo 5 com sildenafil [112] e ou aumento da atividade da 

hemeoxigenase (a qual degrada o grupo heme) pela administração de 

estatinas  [113], melhoram os sintomas da PE em modelos animais de pré-

eclâmpsia por rotas bioquímicas que podem aumentar a biodisponibilidade de 

NO.   

Outros estudos são necessários para se compreender melhor o papel do 

NO e da hemoglobina livre na PE, como a concentração dessas moléculas 

varia durante o curso da gravidez e se há correlação entre esses dados e os 

parâmetros hemodinâmicos na PE. 
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6- CONCLUSÃO 
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Nesse estudo, encontramos níveis aumentados de hemoglobina livre e 

de consumo de NO em grávidas com pré-eclâmpsia comparadas com grávidas 

sadias, o que está associado a uma menor biodisponibilidade de NO. Além 

disso, encontramos uma correlação positiva entre esses dois parâmetros, o 

que sugere que a hemoglobina livre pode aumentar o consumo de NO pelo 

plasma, alterando a biodisponibilidade do NO.  Também mostramos que há 

uma possível associação entre os genótipos da haptoglobina, os níveis de 

hemoglobina descompartimentalizada e o consumo de NO encontrados. 

Apesar do genótipo da haptoglobina não afetar o risco de se desenvolver PE, o 

genótipo Hp1-1 parece exercer um papel protetor na pré-eclâmpsia ao reduzir o 

consumo de NO, enquanto que os genótipos Hp2-1 e Hp2-2 podem agravar a 

PE ao reduzir a biodisponibilidade de NO.  
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OBSERVAÇÃO: 

 

O projeto intitulado “IMPLICAÇÕES FISIOPATOLÓGICAS DA 

DESCOMPARTIMENTALIZAÇÃO DA HEMOGLOBINA PARA A BIOLOGIA DO 

ÓXIDO NÍTRICO EM PACIENTES COM PRÉ-ECLÂMPSIA” é um sub-projeto 

do projeto intitulado “FARMACOGENÉTICA DO TRATAMENTO ANTI-

HIPERTENSIVO DE PACIENTES COM PRÉ-ECLÂMPSIA: RELEVÂNCIA DO 

HAPLÓTIPO DA eNOS”, o qual já foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - Universidade de São 

Paulo
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  TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - 

ESTUDO 

Projeto: “Farmacogenética do tratamento anti-hipertensivo de pacientes 

com pré-eclâmpsia: relevância do haplótipo da eNOS 

Responsáveis: 

- Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (FMRP-USP) – CREMESP 

84.966 

- Prof. Dr. Ricardo de Carvalho Cavalli – CREMESP 91.680 

       -     Dra. Valéria Cristina Sandrim 

Você está sendo convidada a participar de um estudo cujos detalhes são: 

1) Este projeto pretende estudar se a Sra/Srta apresenta algumas diferenças 

em alguns dos seus genes (que são responsáveis pela transmissão de suas 

características hereditárias, que passam de pais para filhos) que poderiam 

contribuir para o desenvolvimento da pré-eclâmpsia (pressão alta na gravidez) 

e na resposta aos medicamentos utilizados no tratamento desta doença. Além 

disso, pretendemos estudar como estas diferenças nos genes podem modificar 

as concentrações de substâncias importantes no controle da sua pressão 

sanguínea. Estes dados poderão nos auxiliar no entendimento das alterações 

cardiovasculares que acontecem durante a gravidez e na obtenção de 

marcadores genéticos de desenvolvimento da pré-eclâmpsia.  

 

2) Sua participação neste estudo será: 

      Serão retirados, no máximo, 30 mL do seu sangue, coletados por punção 

venosa utilizando técnica adequada. Este volume de sangue é cerca de 15 

(quinze) vezes menor do que o volume de sangue habitualmente doado 

quando um indivíduo doa sangue para bancos de sangue. Este sangue será 

utilizado para realizar todas os estudos bioquímicos e genéticos mencionados 

acima. Uma segunda coleta (20 mL de sangue venoso) será realizada caso o  
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seu médico prescreva para o tratamento da pressão alta o medicamento a-

metildopa. Com isto, encerra-se a sua participação neste estudo. 

 

3)  Você terá direito a ressarcimento financeiro caso haja gastos gerados 

exclusivamente pela sua participação como voluntário desta pesquisa. 

 

4) Caso haja dano comprovadamente decorrente da pesquisa você terá direito 

à indenização. 

 

5) NÓS NÃO PODEMOS E NÃO GARANTIREMOS QUE VOCÊ RECEBERÁ 

QUALQUER BENEFÍCIO DIRETO DESTE ESTUDO.  

 

6) Indiretamente, acreditamos que este estudo trará como benefício um 

entendimento da fisiopatologia da pré-eclâmpsia, bem como na obtenção de 

marcadores genéticos de susceptibilidade a pré-eclâmpsia e de resposta à a-

metildopa.  

 

7) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas 

científicas, não revelará a sua identidade. Entretanto, órgãos governamentais 

ligados à saúde podem solicitar informações a respeito da pesquisa e 

identidade dos voluntários nela envolvidos. 

 

8) Você pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a 

qualquer momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuízo para 

você.  

 

9) Você terá a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou 

esclarecimento de qualquer dúvida a respeito dos procedimentos, riscos, 
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benefícios e de outras situações relacionadas com a pesquisa e o tratamento a  

que será submetida.  Qualquer questão a respeito do estudo ou de sua saúde  

deve ser dirigida ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (telefone 0xx16 

3602-3163), do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP), ao Dr. Ricardo de Carvalho Cavalli (telefone 0xx16 

36022588), do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto (FMRP) ou à Doutora Valéria Cristina Sandrim 

(telefone 0xx16 36262851, 0xx16 36023329) do Departamento de 

Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP). O telefone 

do Comitê de Ética em Pesquisa da FMRP é 016-3602-2228.  

 

Eu, 

_____________________________________________________________, 

abaixo assinado, declaro que em ____/____/____ fui devidamente informada 

em detalhes pelo pesquisador responsável no que diz respeito ao objetivo da 

pesquisa, aos procedimentos que serei submetido, aos riscos e benefícios, à 

forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como à 

indenização quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho 

pleno conhecimento dos direitos e das condições que me foram 

asseguradas e acima relacionadas. 

 

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condições que me 

foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar 

do referido projeto. 

 Ribeirão Preto, __________ de ______________ de ______.   

  

_____________________________          ____________________________ 

 Assinatura do voluntário   Assinatura do investigador/testemunha 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -  GRÁVIDAS 

CONTROLE 

 

Projeto: “Farmacogenética do tratamento anti-hipertensivo de pacientes 

com pré-eclâmpsia: relevância do haplótipo da eNOS 

 

Responsáveis: 

- Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (FMRP-USP) – CREMESP 

84.966 

- Prof. Dr. Ricardo de Carvalho Cavalli – CREMESP 91.680 

       -     Dra. Valéria Cristina Sandrim 

Você está sendo convidada a participar deste estudo COMO UMA 

VOLUNTÁRIA APRESENTANDO GESTAÇÃO NORMAL. Sua participação visa 

oferecer dados CONTROLES.   

Você está sendo convidada a participar deste estudo cujos detalhes são:  

1) Este projeto pretende estudar se algumas diferenças em alguns genes (que 

são responsáveis pela transmissão de suas características hereditárias, que 

passam de pais para filhos) poderiam contribuir para o desenvolvimento da pré-

eclâmpsia (pressão alta na gravidez) e na resposta aos medicamentos 

utilizados no tratamento desta doença. Além disso, pretendemos estudar como 

estas diferenças nos genes podem modificar as concentrações de substâncias 

importantes no controle da sua pressão sanguínea. Estes dados poderão nos 

auxiliar no entendimento das alterações cardiovasculares que acontecem 

durante a gravidez e na obtenção de marcadores genéticos de 

desenvolvimento da pré-eclâmpsia.  
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2) Sua participação neste estudo será: 

      Serão retirados, no máximo, 30 mL do seu sangue, coletados por punção 

venosa utilizando técnica adequada. Este volume de sangue é cerca de 15 

(quinze) vezes menor do que o volume de sangue habitualmente doado 

quando um indivíduo doa sangue para bancos de sangue. Este sangue será 

utilizado para realizar todas os estudos bioquímicos e genéticos mencionados 

acima.  

 

3)  Você terá direito a ressarcimento financeiro caso haja gastos gerados 

exclusivamente pela sua participação como voluntário desta pesquisa. 

 

4) Caso haja dano comprovadamente decorrente da pesquisa você terá direito 

à indenização. 

 

5) NÓS NÃO PODEMOS E NÃO GARANTIREMOS QUE VOCÊ RECEBERÁ 

QUALQUER BENEFÍCIO DIRETO DESTE ESTUDO.  

 

6) Indiretamente, acreditamos que este estudo trará como benefício um 

entendimento da fisiopatologia da pré-eclâmpsia, bem como na obtenção de 

marcadores genéticos de susceptibilidade a pré-eclâmpsia e de resposta à a-

metildopa.  

 

7) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas 

científicas, não revelará a sua identidade. Entretanto, órgãos governamentais 

ligados à saúde podem solicitar informações a respeito da pesquisa e 

identidade dos voluntários nela envolvidos. 

 

8) Você pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a 

qualquer momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuízo para 

você.  
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9) Você terá a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou 

esclarecimento de qualquer dúvida a respeito dos procedimentos, riscos, 

benefícios e de outras situações relacionadas com a pesquisa e o tratamento a 

que será submetida.  Qualquer questão a respeito do estudo ou de sua saúde 

deve ser dirigida ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (telefone 0xx16 

3602-3163), do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP), ao Dr. Ricardo de Carvalho Cavalli (telefone 0xx16 

3602-2588), do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto (FMRP) ou à Doutora Valéria Cristina Sandrim 

(telefone 0xx16 36262851, 0xx16 36023329) do Departamento de 

Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP). O telefone 

do Comitê de Ética em Pesquisa da FMRP é 016-3602-2228.  

 
Eu, 

_____________________________________________________________, 

abaixo assinado, declaro que em ____/____/____ fui devidamente informada 

em detalhes pelo pesquisador responsável no que diz respeito ao objetivo da 

pesquisa, aos procedimentos que serei submetido, aos riscos e benefícios, à 

forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como à 

indenização quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho 

pleno conhecimento dos direitos e das condições que me foram 

asseguradas e acima relacionadas. 

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condições que me 

foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar 

do referido projeto. 

 Ribeirão Preto, __________ de ______________ de ______.   

___________________________                ____________________________ 

 Assinatura do voluntário                         Assinatura do investigador/testemunha 
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