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“Ndo confunda derrotas com fracasso nem vitérias com sucesso. Na vida de um
campedo sempre haverd algumas derrotas, assim como na vida de um perdedor
sempre haverd vitdrias. A diferenga é que, enquanto os campedes crescem nas

derrotas, os perdedores se acomodam nas vitorias.”

Roberto Shinyashiki
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Resumo

A preeclampsia (PE) é uma doenca especifica da gestacdo, e uma das principais responsaveis pela
mortalidade e morbidade materna e perinatal do mundo. A etiologia é ainda obscura e os
mecanismos placentarios e vasculares relacionados a esta desordem ainda ndo estdo esclarecidos.
Durante as Gltimas décadas, diversos estudos de rastreamento clinico, biofisico e bioquimico
buscam marcadores precoces e eficazes de preeclampsia que sejam acessiveis e Uteis ainda durante
0 pré natal. Por isso, buscou-se neste trabalho aferir e analizar as dosagens urinarias de endoglina e
da creatinina como preditores da PE, em gestagdes com fatores de risco. Realizou- se um estudo
longitudinal com recrutamento de 87 gestantes, durante sua consulta de pré-natal no ambulatério de
pré natal Jenny Faria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. As
gestantes selecionadas tiveram uma amostra de urina coletada uma vez antes de 20 semanas e outra
apos 20 semanas gestacionais. O método utilizado para determinagdo quantitativa para creatinina foi
0 cinético-colorimétrico, e as leituras foram obtidas em absorbancia com fator de correcéo. Para a
endoglina, a analise quantitativa foi realizada pela técnica de Elisa. Nas analises comparativas e
individuais das concentragdes urinérias de endoglina entre mulheres com PE e normotensas,
dosadas antes e apds 20 semanas gestacionais ndo foram significativas (p>0,05). Avaliou-se a
capacidade preditiva das concentracdes urinarias de creatinina encontrada nos dois grupos de estudo
e constatou-se que a cada mg/dL na concentracdo de creatinina em amostra de urina obtida antes de
20 semanas gestacionais, a chance de desenvolver PE aumenta 1,5% (p=0,001). Nesse estudo as
concentracgdes urinarias de endoglina em amostra aleatoria de gestantes com fatores de risco para PE
ndo se associou a doenca no momento do parto, em nenhuma das fases da gestacdo: antes ou apds
20 semanas gestacionais. No entanto, uma maior chance de desenvolver PE foi associada a uma
concentragdo de creatinina urinaria em uma amostra aleatdria, coletada durante a primeira metade

da gravidez.

PALAVRAS CHAVE: endoglina, creatinina, preeclampsia, angiogénese e neovascularizagdo




Abstract

The preeclampsia (PE) is a specific disease of pregnancy and a major cause of maternal and
perinatal mortality and morbidity in the world. The etiology is still obscure and placental, and
vascular mechanisms related to this disorder remain unclear. During the last decades, several studies
of clinical, biophysical and biochemical screening seek early and effective markers of preeclampsia
that would be accessible and useful even through the prenatal. The objective of this work was to
check and examine the urinary dosages of endoglin and creatinine as predictors of PE in
pregnancies with risk factors. This longitudinal study included 87 pregnant women enrolled during
their prenatal routine consultation at the Pregnancy Ambulatory Jenny Faria, placed in the Hospital
of the Federal University of Minas Gerais. Longitudinal samples of urine were collected, scheduled
for before and after 20 weeks of pregnancy. Urinary concentration of creatinine was determinated
by the kinetic colorimetric method, and readings were obtained in absorbance with a correction
factor. Urinary concentration of endoglin was performed by ELISA technique. The comparative and
individual rates of urinary concentration of endoglin was not significant (p> 0.05), both before and
after 20 weeks, among women with PE and normotensives.

We evaluated the predictive capacity of the urinary concentration of creatinine found in the two
study groups. For each 1mg / dL in the concentration of urinary creatinine sample obtained before
20 weeks of pregnancy, the chance of developing PE increases 1.5% (p = 0.001). The urinary
concentrations of endoglin, measured before and after 20 weeks of pregnancy in random samples of
pregnant women with risk factors for PE, were not associated with disease in delivery. However, a
greater chance of developing PE was associated with a urinary creatinine concentration in a random
sample, collected during the first half of pregnancy.

KEYWORDS: endoglin, creatinine, preeclampsia, angiogenesis, neovascularization
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1. INTRODUCAO

A Preeclampsia (PE) é uma das principais responsaveis pela mortalidade e morbidade
materna e perinatal no mundo(Bujold et al., 2005; Fayyad e Harrington, 2005; Kang et al.,
2011; Acog, 2013). A etiologia é ainda desconhecida e um desafio para pesquisadores,
profissionais de saude e gestores do cuidado, pois a abordagem atual ainda é focada na
prevencdo e tratamento das complicagbes. Varios sdo 0s caminhos que buscam
esclarecimentos a respeito, pois as pesquisas na area levam a um conjunto de hipdteses
diferentes que conjugadas ou nédo, sdo incompletas para elucidar sua causa, prevencdo ou
tratamento eficaz. Ocorre na frequéncia que varia de 4 a 13%(Fayyad e Harrington, 2005;
Kang et al., 2011), das gestacfes, mas responde por aproximadamente 16% da mortalidade
materna (Kang et al., 2011), desafiando até o cuidado em paises desenvolvidos (Dekker e
Sibai, 1998; Kang et al., 2011).

Considerada uma sindrome especifica da gravidez, de origem multifatorial, tentativas ja
foram feitas no sentido de se intervir preventivamente em seu estagio inicial, ou seja, no
inicio da gravidez, mas ainda sem sucesso aplicavel na pratica clinica (Fayyad e Harrington,
2005; Kang et al., 2011). Seria de suma importancia a identificacdo precoce das mulheres
com maior chance de PE, visando tanto ao seu diagndstico precoce, assim como, de
preferéncia, a sua identificacdo antes da fase clinica. Nesta perspectiva as possibilidades
ainda em pesquisas de prevengéo e tratamento eficaz, seria muito benéfica para a gestante e

para o feto.

As buscas por um marcador precoce e eficaz de PE vislumbram respostas onde o interesse

clinico € maior, ou seja, na expectativa de um biomarcador, que seja preditor acessivel e util



ainda durante o pré-natal. Os fatores de angiogénese presentes no plasma da gestante tém se

mostrado promissores (Teixeira et al., 2013).

Em 2007 entrei no curso de Biomedicina. Ainda frequentava a faculdade quando fui
convidada na qualidade de académica, a fazer parte de um programa de Iniciacdo Cientifica
dentro do Instituto de Ciéncia Bioldgicas da UFMG, no laboratério de membranas excitaveis
(Lamex) no Departamento de Bioquimica, no Projeto de pesquisa: Exercise capacity is
related to calcium in transients ventricular cardiomyocytes, orientada pelo professor Dr.
Thales Nicolau Primola Gomes, por onde permaneci até o primeiro semestre de 2009.

A busca incansavel pela oportunidade de participar de um estudo, onde eu pudesse
pesquisar em amostras humanas e ndo em animais era interminavel. Outros projetos vieram
até que, depois de formada, em 2013, fiquei conhecendo as pesquisas existentes na Salde da
Mulher, o que muito me motivou, ja que a minha intencdo também sempre foi trabalhar com

gestantes.

Trilhar o caminho da carreira cientifica para mim, iniciou-se efetivamente na entrada do
programa de Saude da Mulher e o contato com os profissionais da Faculdade de Medicina.
Como biomédica conhecia as infindaveis possibilidades de estudos em projetos dentro do
Centro de Medicina Fetal (CEMEFE) e ao me deparar com um projeto multidisciplinar que
buscava marcadores preditivos para o diagnostico e prognostico da professora Dr® Zilma
Reis, entendi a importancia desse tipo de iniciativa, que € proporcional a sua complexidade.
Percebi que ndo se trata apenas deum projeto, mas de uma linha de pesquisa, que
compreende uma teia de estudos. Para isto € necessaria uma base concisa de dados clinicos,

laboratoriais e estatisticos para assim se obter bons resultados.

Por ser um tema complexo, desafiador e a0 me deparar com tantas mulheres com esse
problema, aceitei o desafio, mesmo ndo sendo médica, mas, por poder ajudar com praticas
laboratoriais e com a ajuda de varios profissionais, contribuir para a elucidacdo da

fisiopatologia da PE. Motivou-me especialmente a busca por preditores em uma amostra de
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urina, em gestantes durante o pré-natal, que ndo fosse invasiva, uma vez que essas mulheres

ja sofrem com diversos outros fatores do préprio momento e risco gestacional.

Durante minha trajetéria no CEMEFE, liderado pelo professor Dr. Antdnio Carlos Vieira
Cabral acompanhei, semanalmente a reunido clinico-cientifica do grupo, assisti a aulas de
ultrassonografia com a professora Alamanda, acompanhei também gestantes com fetos
malformados, o0 que as vezes me deixava muito mal, mas com um conhecimento incrivel.
Além disto, o Programa de Pds-Graduacdo em Saude da Mulher na area de concentracdo em
Perinatologia e 0 CEMEFE dedicam-se, intensamente, h& décadas, na pesquisa em busca da

elucidacéo da PE.

Vaérias pesquisas nos antecederam e subsidiaram o presente estudo, em dissertacGes, teses e
publicacdes. Dentro deste Programa de Pds-graduacdo, uma linha de varios anos contou com
profissionais competentes e diretamente focados no estudo desta doenca. Especificamente a
procura por preditores, ja foi investigada em amostras séricas. Estamos pela primeira vez
com um estudo em espécimes urinarios e com desenho longitudinal que acompanhou
pacientes do pré-natal do Instituto Jenny de Andrade Faria por trés anos. No estudo
estiveram envolvidos grande nimero de professores, médicos e alunos de iniciacdo
cientifica que ajudavam nessa coleta. Para que isso acontecesse tivemos apoio da FAPEMIG
que financiou a compra de equipamentos e insumos para que as amostras fossem
armazenadas e processadas. Dessas amostras surgiram pesquisas, que antecederam e
subsidiaram o presente estudo, abordando os mais variados aspectos da PE. Contamos
também com o valioso apoio laboratorial do ICB, no laboratério de Angiogénese da Prof?

Silvia Andrade e Prof? Paula Campos.

O estudo realizado encontra-se aqui dividido em seis capitulos: o primeiro traz uma revisao
bibliografica da literatura focada na apresentagdo sumaria dos principais conceitos, estudos
cientificos e referenciais tedricos necessarios para a contextualizacdo das hipoteses a serem
testadas. O segundo pontua claramente os objetivos primarios e secundarios. O terceiro

descreve a metodologia proposta e executada para sele¢do das pacientes, registro dos dados

24



clinicos, dosagens laboratoriais, assim como os metodos estatisticos de analise. O quarto
capitulo traz os resultados encontrados de forma descritiva e analitica, utilizando-se de
graficos e tabelas. O quinto capitulo discute os resultados encontrados frente a literatura
cientifica atual, limitacdes e usos, e faz consideracdes para sua aplicabilidade e perspectivas

futuras. O sexto e Ultimo capitulo aponta as conclusdes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Os desafios atuais da predi¢ao bioquimica da PE

A PE é considerada a mais importante condicdo gestacional na qual a pressdo arterial tem
valores anormais, sendo reconhecida como um distdrbio hipertensivo préprio da gravidez
(Reis et al., 2003).

O tratamento correto e eficaz da PE seria a remocdo completa da placenta, 0 que pode
acarretar em um parto prematuro iatrogénico e suas sequelas. O surgimento de sinais
maternos, antes mesmo de o feto apresentar todas as funcgdes vitais devidamente prontas,
elevam o risco de morbidade e mortalidade neonatal associados a prematuridade (Levine et
al., 2005; Acog, 2013). Depois de retirada a placenta os sintomas da PE geralmente
desaparecem ap0s horas ou dias. Varias terapias sdo realizadas para assim evitar que ocorra a

morbidade perinatal (Baumann et al., 2007; Baumann et al., 2008).

A patogénese da PE ganha novos entendimentos a cada dia e exibe grande diversidade de
sintomas relacionados a doenca, extremamente variaveis ao longo da gestacdo e entre as
mulheres acometidas (Sibai et al., 2005). Em determinados subconjuntos de mulheres como
nas nuliparas, mulheres negras, adolescentes, diabéticas, hipertensas prévias entre outras, o
risco de desenvolver uma PE encontra-se aumentado em relagdo as demais. Além destes, a
idade superior a 35 anos, um baixo nivel sdcio econdmico, obesidade e ganho elevado de
peso durante a gravidez, também associam-se a doenca (Caritis et al., 1998; Duckitt e
Harrington, 2005; Coghill et al., 2011).
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Marcadores bioquimicos como a proteindria nem sempre estao presentes, ou sdo possiveis de
ser aferidos. Enquanto isso, 0s estudos apontam novas perspectivas que incluem alguns
fatores angiogénicos como capazes de identificar precocemente mulheres com a doenga
(Teixeira et al., 2013). Entretanto, na prética clinica existe uma lacuna a ser preenchida por

um marcador bioquimico precoce, acurado e custo-efetivo da doenca.

2.2 Diagnostico e classificagdao das sindromes hipertensivas da

gravidez

A PE conceitualmente é a elevacdo da pressdo arterial sistémica identificada ap6s 20
semanas de gestacdo, seja em uma mulher previamente normotensa ou ndo. A presenca de
proteindria apos 20 semanas também é um dado relevante, ja que ela é um marcador da
disfuncdo renal. A natureza sindromica da doenca, fez com que na Gltima revisdo e consenso
do grupo de especialistas que sugerem os critérios de classificacdo mais usados em todo
mundo, a dependéncia da proteiniria ndo seja mais um impeditivo ao diagndstico e
abordagem oportuna da doenca. O Quadro 1 apresenta sumariamente 0s critério para

classificacdo dos estados hipertensivos na gravidez (Acog, 2013).

O edema é frequentemente observado na PE, mas ndo é especifico da doenca. Mesmo em
pacientes que desenvolveram a eclampsia antes ou depois de 32 semanas, existe um numero
significativo de pacientes que sequer desenvolveu edema (Naljayan e Karumanchi, 2013). A
sobreposicdo da PE a hipertensdo arterial prévia pode aumentar significativamente a
morbidade materna e fetal ja comprometida com a doenca crénica (Acog, 2013).

As principais complicacdes da PE séo a eclampsia, disfungdo renal e a sindrome HELLP
(H=hemolysis, EL=elevated liver enzymes LP=low platelets count). Esta Gltima caracteriza-
se por, presenca de hemdlise, niveis elevados de enzimas hepaticas, e contagem baixa de

plaquetas), acomete de 2 a 12% de pacientes com PE grave. A hemdlise pode acontecer no
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espaco intravascular e provocar hemoglobinuria. A microangiopatia ocorrida na sindrome
HELLP, a hemdlise vascular é do tipo mecanica. Esquizocitos podem ser visualizados no
sangue periférico, pela sua passagem pelos vasos constritos ou por ter sofrido lesdo
endotelial (Silva et al., 2008).

Quadro 1: Classificacdo dos estados hipertensivos na gravidez

Sindrome especifica do periodo gestacional, determinada pelo aumento da pressdo arterial
apos 20 semanas, podendo ser sobreposta a outra doenca hipertensiva. O termo PE leve,
deve ser evitado, sendo substituido por PE sem critérios graves.

v PAS 140mmHg/ PAD 90mmHg ou superior em duas ocasides, pelo menos, 4
horas depois, enquanto o paciente est4d em repouso na cama, apés 20 semanas de
gestacdo em uma mulher com uma pressdo arterial previamente normal.

v' PAS 160mhg / PAD110 mmHg ou superior enquanto o paciente esta em repouso,
sendo necessarias duas medigdes pelo menos em 4 horas de intervalo. Podendo ser
confirmado em dentro de intervalos mais curtos.

Preeclampsia v' Proteintria * Maior ou igual a 300 mg por coleta de urina de 24 horas

relagdo proteina / creatinina maior ou igual a 0,3 (leitura de fita 1+ ou mais, usado

apenas se outros métodos quantitativos ndo estiverem disponiveis)

Ou, na auséncia de proteindria, hipertensdo de inicio recente com o aparecimento de

qualquer um dos seguintes diagnosticos:

v Insuficiéncia hepatica, concentracdes elevadas de transaminases hepaticas até duas
vezes a concentragdo normal.

v" Trombocitopenia (contagem de plaquetas inferior a 100.000 / p

v" Concentragdo da creatinina no soro superior a 1,1 mg / dL ou de uma duplicagédo da
concentragdo de creatinina sérica, na auséncia de outra doenca renal.

v" Edema pulmonar

v" Distlrbios cerebrais ou visuais

Eclampsia E a fase convulsiva da desordem e esta entre as manifestages mais graves da doenga.

Hipertensdo  Durante a gravidez o aumento da PA antes de 20 semanas de gestacdo ou sendo detectada

arterial antes da gestacéo,
cronica
PE Tudo pode ser complicado, o prognéstico para a gestante e seu feto é pior do que na

sobrepostaa condi¢do de PE isolada. Hipertensdo antes do inicio da gestacdo que desenvolvem

hipertensao proteindria apds e antes de 20 semanas de gestacdo. Se a Unica manifestacdo ¢ a elevacdo da

crbnica PA para niveis inferiores a 160 mm Hg sistolica e diastolica 110 milimetros de Hg e
proteindria, este é considerado para ser PE sobreposta, sem recursos graves. A presenga de
disfuncdo organica é considerada PE sobreposta com caracteristicas graves, para fins de
classificagéo.

Hipertensdo  Na maioria das vezes é caracterizado por elevacdes da PA diagnosticadas pela primeira vez,
gestacional apods as 20 semanas de gestacdo, pode ser um sinal de hipertenséo crénica futura.

Fonte: (Acog, 2013)
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A eclampsia é uma complicacdo grave caracterizada pelo comprometimento neurologico,
gue aumenta sobremaneira o risco de morte (Roberts e Lain, 2002). A disfuncéo renal sera

discutida em mais detalhes adiante.

2.3 Fatores de angiogénese e preeclampsia

Nas semanas iniciais da gestacdo, o citotrofoblasto de origem fetal, penetra nas vilosidades
das artérias espiraladas materna, deixando o endotélio mais resistente para receber
sustentacdo destinada ao crescimento fetal. O citotrofoblasto muda seu fendtipo de células
epitelias para células endoteliais, num processo chamado de “mimetismo vascular”

(Karumanchi et al., 2005).

Na PE tal processo acontece de forma andmala, deixando as artérias espiraladas de alto
calibre, menos resistente a sustentacdo e sem capacidade de prover uma boa perfusdo
placentéria, o que leva a hipoxia tecidual e dificulta o crescimento fetal. A imperfeicdo no
mimetismo vascular traz consequéncias maternas e fetal, resultantes da hipdxia placentéria
(Dekker e Sibai, 1998; Kang et al.,, 2011). Desta forma, a placenta tem um papel
fundamental na fisiopatologia da PE. Para existir a doenga necessita obrigatoriamente do
trofoblasto, mas ndo necessariamente do feto, uma vez que pode haver PE em gestacoes
molares (Corréa Junior et al., 2009).

A invasdo inadequada do trofoblasto nas artérias espiraladas é considerada uma das grandes
responsaveis pela PE e eclampsia (Figura 1 e 2). O trofoblasto, derivado da camada exterior
do blastocisto, € o responsavel pela sua implantacdo e placentagdo. A PE inicia-se na
placentagdo em consequéncia ao desequilibrio funcional entre o vasodilatador e substancias
vasoativas. Por outro lado, para o sucesso da placentacdo, deve ocorrer um ajuste balanceado

nos fatores antiangiogénicos e proangiogénicos (Guzin et al., 2005).
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Figura 2: A e B —Invasdo trofoblastica anémala na preeclampsia (Karumanchi et al., 2005).

Em sequencia a hipdxia placentaria, a ativagcdo endotelial parece ser um processo chave na

patogénese da PE. O fracasso na invasdao das arteriolas espiraladas leva a isquemia

placentéaria e a liberacdo de um fator ainda desconhecido na corrente sanguinea materna,

capaz de causar dano endotelial generalizado (Higgins et al., 1998). A placenta mal

perfundida sofre estresse oxidativo e hipdxia liberando fatores para uma circulacao sistémica

materna. Essa disfungdo como consequéncia leva a resposta inflamatéria e sinais

caracteristicos da PE, com proteindria e hipertensdo (Kang et al., 2011). Acredita-se que a

placentacdo anormal aconteca ja no inicio da gravidez, causando uma isquemia placentaria.

Essa isquemia, porém faz que com que a placenta libere fatores sollveis circulantes,

especialmente durante o terceiro trimestre gestacional, induzindo uma disfungdo materna

endotelial sisttmica (Naljayan e Karumanchi, 2013).
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A vascularizacdo adequada é essencial para o desenvolvimento da placenta (Sibai et al.,
2005). A resposta vascular anormal na placentacdo estd associada com aumento da
resisténcia vascular sisttmica, aumento da agregacdo plaquetéria, ativacdo do sistema de
coagulacéo e disfuncdo de células endoteliais em mulheres com PE. E isso inclui os fatores
angiogeénicos que viabilizam a perfusdo do 6rgdo e os tecidos fetais na gravidez (Maynard et
al., 2003; Venkatesha et al., 2006).

A PE tem sido entendida como uma doenga da disfuncdo endotelial, com aumento
significativo de células endoteliais circulantes, comparando-se com gestantes saudaveis
controle (Grundmann et al., 2008). Pacientes com doencas endoteliais prévias, mesmo apos
0 parto continuam com quantidade de células endoteliais circulantes elevadas, enquanto que

as gestantes com PE apds o parto apresentam melhora clinica.

O VEGF (Vascular endothelial growth factor) é imprescindivel na regulacdo da pressao
sanguinea e na manutencdo da integridade da barreira de filtracdo glomerular. Em
consequéncia, formula-se a hipétese de que o0 excesso de sFItl secretado pela placenta na PE
leva a disfuncdo endotelial, hipertensdo, proteiniria e circulando pela antagonizacdo de
VEGF e PIGF (Placental growth factor). E assim o excesso de sFltl em gestantes com PE

associa-se a disfuncdo endotelial generalizada (Maynard et al., 2003).

Alteracdes patoldgicas resultantes da lesdo endotelial e hipertensdo sistémica podem ocorrer
no cérebro, figado e adrenal. A reducdo do fluxo sanguineo é visto em todos 0s orgdos
causada pela perfusdo reduzida, pela vasoconstricdo (Figura 3). No rim as repercussdes
agravadas por uma pressao arterial sisttmica (PA) aumentada, caracteriza-se pelo aumento

da proteindria e descamacéo precoce dos poddcitos renais (Roberts e Lain, 2002).
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Figura 3: Fisiopatologia da preeclampsia(Naljayan e Karumanchi, 2013)

Fatores angiogénicos e seus receptores sdo importantes para a regulacdo do desenvolvimento
vascular placentario adequado. S&o secretados pelas células da placenta e pelos linfécitos
NK na decidua materna (Kar, 2014). Além de estarem envolvidos na formagdo de novos
vasos, tém a funcdo de estabilidade e reparacdo de lesdes endoteliais. Exercem funcdes
através de ligacGes com receptores presentes na superficie das células endoteliais,

conhecidos como Flt-1 (Maynard et al., 2003).

A PE por estar ligada a uma disfuncéo placentéria parece refletir uma condicdo de estado
antiangiogénico (Bujold et al., 2005). AlteracGes na placentacéo estimulam uma exacerbada
reacdo inflamatéria e disfuncdo endotelial sistémica através da liberagdo de “debris
placentarios” e de fatores antiangiogénicos que resultam em manifestacfes clinicas
reconhecidas como pre-eclampsia. ( Corréa Janior et al., 2009). Dentro da placenta a
regulacdo da angiogénese é essencial para seu crescimento, resultando em um feto saudavel.
A concentracdo sérica de fator angiogénico placentario (PIGF) aumenta gradualmente a
partir de 8 semanas até 29-32 semanas de gestacdo (Muller-Deile e Schiffer, 2014). Em torno
de 33-40 semanas de gestacdo observa-se uma diminuicdo, na gestacdo normal (Muller-Deile
e Schiffer, 2014). Na PE os niveis de PIGF estdo diminuidos (Cetin et al., 2011), enquanto
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0s antiangiogénicos: receptor livre soltvel tirosina quinase (sFlt-1) e endoglina soluvel

(sEng) estdo aumentados na circulacdo materna (Polsani et al., 2013).

O sFIt-1 é uma proteina soltvel enddgena antiangiogénica que atua através da ligacdo as
proteinas proangiogénicas: fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e fator de
crescimento placentario (PIGF), reduzindo sua acdo. Ele se liga e antagoniza o VEGF e o
PIGF (Muller-Deile e Schiffer, 2014). A sEng é uma proteina antiangiogénica que age
perturbando o fator transformante de crescimento beta (TGF-B) que atua na sinalizacdo da

neovascularizagéo.

Estudos experimentais em ratas gravidas, mostram que a superexpressao do sFltl e sEng é
capaz de induzir hipertensdo grave, sindrome nefrética, proteinaria, endoteliose glomerular,

trombocitopenia, e restricdo do crescimento fetal. (Levine et al., 2006)

Na PE, os niveis sFltl, PIGF e sEng tem se mostrado alterado, com predominio dos fatores
antiangiogénicos sobre os proangiogénicos (Romero et al., 2008). Na gestacdo humana,
mulheres que desenvolvem PE apresentam niveis mais elevados de sFItl e sEng e

concentracdes menores de PIGF (Naljayan e Karumanchi, 2013).

Tais achados ndo foram observados em pacientes com hipertensdo gestacional. Nessas foram
encontradas maior dilatacdo fluxo-medial braquial (DILA), sugerindo uma circulagdo
hiperdindmica quando comparados com pacientes com PE. Estes resultados sugerem que a
fisiopatologia destas duas doencas sdo fundamentalmente diferentes, podendo haver alguma
sobreposicdo com fatores de risco para os pacientes que sdo susceptiveis de adquirir essas
duas doencas (Naljayan e Karumanchi, 2013). Alteracbes na circulacdo de fatores
angiogénicos podem explicar vérios fatores de risco como: gestacdo multipla, trissomial3,

nuliparidade, e gestacdo molar (Naljayan e Karumanchi, 2013).

Fatores angiogénicos presentes no plasma materno séo preditores da PE. ( Levine, 2006;
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Teixeira et al., 2013). Os niveis de sFlt-1 estdo aumentados e os niveis de PLGF foram
encontrados diminuidos no plasma materno das gestantes com PE. Porém, a concentracao de
PIGF e de sFlt-1 ndo apresentou-se significativamente diferente entre os grupos de
hipertensas cronicas e normotensas em sua analise transversal. O ratio PIGF/sFIt-1 que
demonstra o desequilibrio dos fatores proangiogénicos e antiangiogénicos foi o marcador

sérico mais promissor da doenca, em sua fase pré clinica.

Outros estudos tém mostrado o potencial das concentracfes séricas dos fatores angiogénicos
e antiangiogénicos na predicdo da PE. Niveis altos de sFlt-1 e niveis baixos de PIGF, além
de sua baixa concentracdo no primeiro ou segundo trimestre sdo considerados um risco de
desenvolver a PE (Levine et al., 2005; Teixeira et al., 2013). A relacdo PIGF / endoglina
sérica materna ao longo de uma gestagdo normal pode ser descrita por uma funcdo
curvilinea, uma vez que a concentracdo aumenta a partir do primeiro trimestre em diante e
atinge um pico em cerca de 28 semanas e a medida em que essa idade gestacional aumenta
vai diminuindo lentamente. Entretanto gestantes destinadas a desenvolver PE apresentam
menor relagdo PIGF/ endoglina ao longo da gestacdo que os controles (Romero et al., 2008).
Além disto, um desequilibrio mais recente relatado inclui o TGF-p e a sEng como

sinalizadores dos processos angiogénicos (Robinson e Johnson, 2007).

2.3.1 A endoglina e sua importancia na preeclampsia

A endoglina ou CD105 é um co-receptor de superficie celular para o fator transformante de
crescimento (TGF-B) e sua isoforma (TGF-f3), altamente expressa nas membranas de
células do endotélio vascular e do sinciciotrofoblasto placentario. E uma glicoproteina anti-
angiogénica de 180 kDa (Levine et al., 2006; Robinson e Johnson, 2007; Buhimschi et al.,
2010).Duas isoformas da membrana geradas por splicing alternativo foram descritas: L-
endoglina (longo) e S-endoglina (curto) que diferem um do outro nas suas caudas
citoplasmaticas, sendo L-Endoglina a isoforma mais abundante (Oujo et al., 2014).
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Funcionalmente a endoglina é um fator que interfere na producdo de éxido nitrico (NO),
vasodilatacdo e a formacdo de vasos capilares pelas células endoteliais (Robinson e Johnson,
2007; Kar, 2014). O NO é originado no endotélio com agdo vaso-relaxante altamente
potente e contribui para a regulagédo da pressao arterial sistémica, a permeabilidade vascular
e angiogénese (Venkatesha et al., 2006). Em ceélulas que estdo em estado de repouso, a
endoglina é expresso em niveis baixos, mas em células endoteliais é altamente expressa em
locais de angiogénese ativa, tais como vasos tumorais, tecidos inflamados, cicatrizacdo de
feridas, pele psoriatica, artrite sinovial inflamada, sobre a lesdo vascular, e durante a

embriogénese (Huret, 2015).

A endoglina circulante ( sEng), tem um papel no prognostico do cancer no pulmao, cancer
de mama, préstata e outros canceres. Estudos in vitro mostram que a ligagdo da sEng em
TGF-p inibe a formacgéo de vasos capilares, em soro materno se liga ao TGF-$ inibindo a
ativacdo da Endothelial nitric oxide synthase ( eNOS) e a vasodilatacdo (Robinson e
Johnson, 2007).

A seng é o resultado da clivagem do dominio extracelular proteolitica de endoglina ou um
produto de mecanismos de processamento alternativo. Altos niveis de sEng sao liberados na
circulacdo humana antes das manifestacfes clinicas da PE, e por isso tem sido proposta
como um biomarcador da doenca ( Levine et al., 2006). Possui acdo blogueadora dos fatores
proangiogénicos: TGF-B1 e VEGF (Venkatesha et al., 2006).

Estudos em animais por meio de vetores adenovirais constatou sua acdo no aumento da
permeabilidade vascular e hipertensdo induzida sem proteindria. O sFlt e a endoglina séo
capazes de desencadear graves danos vasculares, nefrotica, proteindria, hipertensédo arterial
grave, uma sindrome similar a sindrome HELLP (hemolise, elevacdo das enzimas hepéticas

e plaquetas baixas) e restricdo de crescimento fetal (Levine et al., 2006).

Na Figura 4 as formas de apresentacdo da endoglina foram ilustadas. S&o duas as isoformas

ligadas a membrana: S-endoglina e L-endoglina. Elas séo diferentes no comprimento e na
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composicao de suas caudas citoplasmaticas. Caudas citoplasmaticas de endoglina curto (S) e
endoglina longo (L). As diferentes sequéncias das isoformas de L e S estdo em azul. O
motivo de ligagdo PDZ em L-endoglina esta sublinhado. O que gera a endoglina em
endoglina soltvel é o processamento proteolitico de membrana vinculado que é regulada em

cancer e PE.
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Endoglina
Cancer ,
5.5 Preeclampsia
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Figura 4: Membrana ligada e formas sollveis de endoglina. Adaptado de (Huret, 2015)

Os niveis de sEng na circulacdo sanguinea em uma gravidez normal sdo estaveis e
aumentam aos poucos por 33-42 semanas de gestacdo. Em mulheres com PE 0s niveis
séricos de sEng estdo aumentados em mulheres com sinais clinicos. A endoglina placentario
é regulado para cima e sendo assim estd aumentando na circulacdo de mulheres com PE. O
aumento dos niveis de sEng podem indicar o inicio da PE (Levine et al., 2006). Mulheres
com niveis mais elevados de sEng em 21 a 32 semanas de gestacdo tiveram um risco
aumentado de PE (Levine et al., 2006; Kar, 2014) e aumento do risco de um bebé pequeno
para a idade gestacional (Levine et al., 2006; Laskowska et al., 2012). Gestantes com niveis
séricos aumentado entre 15 e 20 semanas de gestacdo desenvolveram PE e seus bebés
apresentam pesos inferiores a de bebés de gestacGes normais, segundo pesquisas feitas por
(Robinson e Johnson, 2007). Baixa concentracdo materna de sFlt- 1 no inicio da gravidez,
seguido por um forte aumento posterior do sFlt-1 e SEng associou-se a um risco elevado de

restricdo do crescimento fetal, retardo do crescimento placentario; insuficiéncia placentaria;
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fator de crescimento transformador beta; fatores de crescimento vasculares endoteliais
(Asvold et al., 2011).

Apos o parto, as mulheres com PE apresentam reducdo de ate 70% em média de niveis
circulantes de sEng em relacdo as gravidas normais, sugerindo assim que a placenta é uma
importante fonte de SsEng durante a gravidez, porém outras fontes como a vasculatura

materna ndo podem ser descartadas (Venkatesha et al., 2006)

2.4 A funcgao renal na preeclampsia e os marcadores urinarios

O rim apresenta um papel fundamental no equilibrio dos demais sistemas corporais (Dunlop,
1979). Em individuos saudaveis, diversos sdo 0s mecanismos associados a regulacdo da
excrecdo de proteinas, no sentido de impedir a perda plasmatica, como por exemplo: a
filtracdo glomerular, secrecdo tubular e a ndo reabsorcdo tubular (Nunes, 2007). Mesmo
assim, a excrecdo de proteinas e de outros nutrientes na urina em uma pessoa € comum,
porém em pequenas quantidades. Em uma gestacdo normal essa perda é consideravelmente
maior (Hytten, 1973). As moléculas pequenas sdo encontradas quantidades praticamente
iguais no filtrado e no plasma capilar. Antes da gestacdo, uma mulher saudavel tem a
maioria das substéancias excretadas prontamente reabsorvidas (Dunlop, 1979).

Na gravidez normal os rins sdo submetidos para um grande fluxo de plasma (Hytten, 1973),
estando o fluxo sanguineo renal e a filtracdo glomerular aumentados (Cunningham et al.,
2010). Varias sdo as alteracdes adaptativas a gestacdo no sistema urinario. O Quadro 2 traz
estas mudancas de forma sumaria. Uma dilatacdo do sistema pielocalicial, um aumento de
até 30%, é vista durante o segundo trimestre e mais proeminente no lado direito. Existe uma
probabilidade que durante a gravidez desenvolva hidronefrose, apenas como resultado da
compressdo dos ureteres entre o utero gravido e a linea terminalis (Rasmussen e Nielsen,
1988). O ritmo de filtracdo glomerular no terceiro trimestre depende da posic¢ao corporal. Em

decubito lateral esquerdo a filtracdo é 100% maior do que no decubito dorsal. Esse aumento
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ocorre pelo fato da compressdo da veia cava inferior pela massa uterina na vigéncia do
decubito dorsal, que ha entdo uma diminuicédo do débito cardiaco e do fluxo plasmatico renal
(Atallah, 2003).

Quadro 2: Alteragdes renais em uma gravidez normal

Alteracéo Relevancia clinica

Radiografia mostra-se Volta ao tamanho normal pos parto
Tamanho dos rins aproximadamente 1 cm mais

longo

Pode haver uma confusdo com
Na ultrassonografia é semelhante uropatia  obstrutiva,  problemas
Dilatacéo a hidronefrose mais evidente a urinarios podem estar relacionados
direita com a retencdo urinérios, as
infecgBes urinarias  ficam  mais
persistentes e virulentas.
A taxa de filtracdo glomerulare A creatinina sérica em uma

Funcdo renal o fluxo plasmético aumentam gestacdo normal fica reduzida,
cerca de 50%. (>0,8 mg/dI>72 pmol/l). A excregéo
de proteinas, aminoacidos e glicose

aumentam.

Acontece uma reducdo no limiar ~ Bicarbonato sérico reduzido em 4 a

Equilibrio &cido base do bicarbonato, a progesterona 5 mig/l PCO, reduzida em
estimula o centro respiratério 10mmHg.
A regulagdo osmética fica Osmolaridade  sérica  reduzida,
Osmolaridade plasmatica alterada, aumento da excrecdo elevacédo do metabolismo
hormonal placentario de vasopressina pode

causar diabetes insipido transitério.

Fonte: (Cunningham et al., 2010)

Nas gestantes com PE observam-se uma perfuséo renal e uma filtracdo glomerular reduzida
em cerca de 25% ao contrario das mulheres normotensas que tem um aumento na filtracao
glomerular em torno de 50% que ja se inicia por volta do segundo més de gestacdo (Barros
et al., 2006). Nas gestantes com PE leve, a filtragdo glomerular diminui moderadamente e
parece ser o resultado de volume plasmatico, reduzido que conduz a valores de creatinina no

plasma mais que o dobro do esperado em uma gravidez normal(Hayashi et al., 2002)

No entanto, em alguns casos de PE grave, o sistema renal é afetado profundamente e a

creatinina no plasma pode estar aumentado muitas vezes o valor de uma gravidez normal ou
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até 2-3 mg / dl, o que pode estar relacionado com um grande vasoespasmo intrinseco renal
(Navarro Echevarria, 2010). As principais alteragdes no sistema urinario consequentes a PE

foram apresentadas no Quadro 3.

Quadro 3: Alteragdes renais em uma gravidez com preeclampsia

Alteracéo Relevancia clinica
O comprimento renal aumenta Volta ao tamanho normal pos
Tamanho dos rins ematé 1,5 cm. parto

Pode haver uma confusdo com
uropatia obstrutiva, problemas

Na ultrassonografia é semelhante  urinarios podem estar
a hidronefrose mais evidente a relacionados com a retengdo
Dilatacéo direita urinarios, as infecgbes urinarias
ficam mais persistentes e
virulentas.

A creatinina sérica em uma
gestacdo com PE fica

Funcdo renal Perfuséo renal e a filtracdo aumentada, (2-3 mg/dl). A
glomerular é reduzida. excrecao de proteinas,
aminoacidos e glicose
aumentam.
A regulagdo osmética fica Osmolaridade sérica reduzida,
Osmolaridade plasmatica alterada, aumento da excrecdo elevacédo do metabolismo
hormonal placentério de vasopressina pode
causar diabetes insipido
transitério.

As células que residem na membrana basal glomerular sdo as chamadas de poddcitos e sédo
responsaveis pela manutencdo da estrutura do filtro glomerular. A falta deles acarreta um
prejuizo na filtracdo glomerular e acredita-se que sua descamacdo precoce contribua para o
aparecimento da proteinaria (Schiffer et al., 2001). O podécito quando danificado, perde
suas interdigitacGes, iniciando um processo de desdiferenciacdo. Sua aderéncia a membrana
glomerular basal torna-se inadequada, e consequentemente, ele é excretado excessivamente
na urina. Sabe-se que o montante de proteindria esta diretamente relacionado na PE aos
desfechos desfavoraveis materno e perinatal (Coelho et al., 2004), e que hd uma correlagao
positiva entre 0 niUmero de podocitos e o grau de proteindria (Craici et al., 2013).
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Outra associacao importante no processo ligado a podocitiria e a doenca é o desequilibrio
dos fatores proangiogénicos e antiangénicos na circulacdo materna. Nos rins a endoteliose
glomerular e proteinurias sdo esperadas em graus varidveis. As manifestagdes renais na PE
pode ser pelo excesso de sFItl (Naljayan e Karumanchi, 2013). Estudos comprovam que o
sFIt1 se liga e neutraliza as ac¢Oes do fator pro-angiogénico VEGF e do PIGF. As altas
concentragdes circulantes de sFlt-1 com relacdo a diminuicdo do VEGF e do PIGF, sdo
visualizadas mesmo antes da sintomatologia dos sinais clinicos da PE. Suspeitam que lesdes
trofoblasticas aumentem a producéo de sFItl placentaria antagonizando o VEGF e o PIGF.
(Maynard et al., 2003; Hertig et al., 2004; Hertig et al., 2010).

Postula-se que a excrecdo dos poddcitos na PE pode ser explicado por excesso sFItl com
perda de acGes VEGF nos glomérulos. A perda de fenestra endotelial devido a falta de
sinalizagdo de VEGF glomerular e também ao dano das células podocitarias leva a uma
reducdo significativa da taxa de filtracdo glomerular e renal em PE (Lafayette et al., 1998;

Naljayan e Karumanchi, 2013).

Estudos recentes tém sugerido que no plasma ou na urina circulam fatores de angiogénese
que podem ser utilizados para diferenciar PE de outras doencas similares, tais como
hipertensdo arterial cronica, gestacional hipertensdo, nefrite lUpica, e trombocitopenia
gestacional (Buhimschi et al., 2010; Naljayan e Karumanchi, 2013), demonstram em seu
estudo que o sFIt-1 urinario e o PIGF a relacdo sFIt / PIGF é superior do que qualquer analito

analisado isoladamente ou aleatorio para ser usado no prognostico e diagnostico de PE.

Um biomarcador ideal seria aquele com alta sensibilidade e especificidade, capaz de prever o
prognostico e a progressdo da doenca, tendo assim uma resposta a tratamentos que ndo sejam
invasivos de facil acesso (Polsani et al., 2013). A urina e seus componentes tem sido
extensivamente estudada como marcadora de prognostico da PE, especialmente a
proteindria. No entanto, novos marcadores como a excre¢do dos fatores de angiogénese séo

ainda motivo de analises recentes.
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Caracteriza-se como proteinuria na gravidez a excrecdo de proteina em uma concentragédo de
300 mg ou mais em uma coleta de urina de 24 horas. Como existe variabilidade de testes
laboratoriais para aferir este parametro, pode haver variagdes nesta quantificacdo (Acog,
2013). A proteinaria pode ser detectada pelo método de leitura em fitas e o resultado para

que seja positivo tem que ter 1+ ou mais(Acog, 2013).

Park et al. (2013) avaliou pacientes com PE, encontrando na urina de 24 horas resultados de
proteina > 300 mg, porém resultados negativos na fita urinaria. No entanto, a excrecdo de
proteina na urina de 24 horas tem sido considerada como o padrdo-ouro para esta medida
(Park et al., 2013).

Em uma série de gestantes acompanhadas em hospital de referéncia, Reis et al. (2010) que a
excrecdo urindria de proteinas e a pressdo arterial em gestantes com PE precoce foi

maior,que com PE tardia, sendo este um marcador de prognostico da doenca.

A creatinina é um composto organico produto da degradagdo da creatina, componente das
fibras musculares, liberada no sangue. E um produto formado constantemente sob condicées
estaveis. E filtrada pelos glomérulos, ndo é reabsorvida pelos tibulos renais, sendo em
seguida excretada pela urina. Por isto, tem sido usada para avaliacdo da funcdo glomerular.
Assim, funcdo renal estd diminuida, a concentragdo de creatinina sanguinea aumenta
(Schmitz, 2012). Assim quando a taxa de filtragdo glomerular (TFG) diminui, a
concentracdo de creatinina sérica aumenta, porém a excrecdo urinaria de creatinina
permanece ainda constante. Entretanto, um aumento exagerado na concentracdo de

creatinina plasmatica reflete na diminuigéo de 50% na TFG (Schmitz, 2012).

A depuracgdo da creatinina é mais elevada que outros metabolitos como a uréia e o acido
darico, mas, na maioria das circunstancias a depuracdo de creatinina enddgena ndo difere da
inulina, sendo amplamente utilizada em préticas clinicas, para taxa de filtracdo glomerular
durante a gravidez (Dunlop, 1979). A excrecdo urindria de creatinina é relativamente

constante, entretanto pode haver variagdo nesta excrecdo em 24 horas, especialmente devido
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a ingestdo variada de liquidos. Sendo assim, os resultados em tempos inferiores devem ser

interpretados com extrema cautela (Dunlop, 1979).

A dosagem em amostra de urina aleatoria da relagdo proteina / creatinina parece ser um
indicador confiavel de proteindria na PE. Esta razdo, estimada em amostra unica, pode
fornecer informacdes para o diagnostico mais precoce da PE do que a excre¢do de proteinas
na urina de 24 horas e com mais precisdo do que o teste de fitas urinarias. No entanto, este
teste ainda apresenta algumas desvantagens como custo e a demora no resultado, se
comparado a proteindria de fita. Sendo assim o método de fita por ser o de mais baixo custo
e simplicidade ainda € o mais utilizado para inferir a perda protéica na PE, mesmo com
elevado falso-positivo consequentes as flutuacdes da excrecdo no decorrer do dia e a

ingestdo de agua, entre outros fatores (Park et al., 2013).

Na gravidez saudavel o limite superior no nivel sérico esperado da creatinina ¢ 0,8mg/dL.
Uma concentracdo plasmatica de 1,0 mg/dL ja demonstra uma diminuicdo significativa da
funcéo renal. Assim, acredita-se que uma gravida com 1,2mg% de creatinina tenha uma

reducédo de aproximadamente 50% na ritmo da filtragcdo glomerular (Barros et al., 2006).

O valor de depuracdo da creatinina pode parecer alterado em consequéncia da técnica
incorreta de coleta da urina. Valores subestimados podem refletir um aumento da secrecéo
tubular da creatinina, que ocorre quando a taxa de filtracdo glomerular diminui. 10% a 40%
da creatinina excretada é originada da secrecdo tubular de céations organicos no tubulo
proximal. E esta secrecdo é mais significativa quando a taxa de filtracdo glomerular estiver
reduzida (Nunes, 2007).
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3. OBJETIVO GERAL

O presente estudo se propde avaliar as dosagens urinarias de endoglina e da creatinina como

preditoras da PE, em gestacGes com fator de risco para esta doenca.
Obijetivos especificos:

A. Avaliar se a dosagem de endoglina urinério é factivel em amostra aleatéria de

urina de gestantes, obtidas durante o periodo pré-natal.

B. Analisar se as concentracdes urinarias de endoglina obtidas possuem valores

médios superiores nas mulheres que irdo desenvolver PE ao final da gestacao.

C. Avaliar se a dosagem de creatina urinaria é factivel em amostra aleatéria de

urina de gestantes, obtidas durante o periodo pré-natal.

D. Analisar se as concentracfes urinarias de creatinina urinério obtidas possuem
valores médios superiores nas mulheres que irdo desenvolver PE ao final da

gestacao.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes

Em um estudo observacional longitudinal, foram recrutadas mulheres gravidas para
participar do estudo, atendidas no hospital das clinicas da UFMG em Belo Horizonte. A
selecdo foi realizada segundo critérios de elegibilidade para um maior risco de PE e o

seguimento até o parto.

4.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas gestantes com idade gestacional < 20 semanas, que ndo faziam uso de
tabaco, ndo podendo ter uma gravidez gemelar, que apresentavam pelo menos um dos

fatores de risco para desenvolvimento de PE :

Historia obstétrica:
o Nuliparidade
o Primipaternidade

o Historia de PE em gestagdo anterior;

» Obesidade, avaliada por IMC> 30kg/m2;
* Idade > 35 anos;

» Raga ndo-branca;

« Portadora de hipertenséo arterial crénica.
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O ajuste da idade gestacional foi realizado com a data da ultima menstruacdo, através da

regra de Nagele, corrigida através de exame de ultrassom, realizado na primeira metade da

gravidez. A definicdo de hipertensdo arterial crénica na gestacao seguiu critérios do Colégio

Americano de Ginecologistas e Obstetras, resumidas no Quadro 1 (Acog, 2013).

4.1.2 Critérios de exclusao

Foram critérios de exclusdo, condi¢bes que pudessem alterar as condi¢cdes de leitura dos

exames bioguimicos ou perda gestacional antes de 20 semanas, tais como:

« Diabetes gestacional;

« Abortamentos

N&o houve necessidade de realizar nenhuma exclusdo. Apenas os dados do parto, em dois

casos, foram considerados imprecisos quanto a idade gestacional no parto. Estes

permaneceram no estudo e a variavel faltante dada como perdida.

Gestantes (1G<20sem)
n=92

(Normotensas no parto 66(71,7%f

(& J

Hipertensas no parto
26 (28,3%)

Preeclampsia 21 (22,8%)

Hipertensdo gestacional
3(3,3%)

[

Hipertensdo arterial cronica 2
(2,2%)

|

Preeclampsia pura

16 (76,2%)

.

Preeclampsia sobreposta

5(23,8%)

J

Figura 5: Diagrama do recrutamento pré-natal e seguimento das gestantes até o parto, por estado hipertensivo
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Para fins de andlise comparativa serdo considerados apenas os 21 casos de PE (pura ou
sobreposta) e as 66 mulheres normotensas (controles), totalizando 87 casos. Os trés casos de
hipertensdo gestacional e os dois casos de hipertensdo arterial cronica com bom controle no
momento do parto foram excluidos da analise

4.2 Métodos:

As 87 gestantes selecionadas foram encaminhadas para coleta de amostra de urina, em dois

periodos da gestacdo, durante sua consulta de pré-natal:

* Primeiro periodo: < 20 semanas gestacionais

« Segundo periodo: > 20 semanas gestacionais

Todos os casos tinham como critério de inclusdo, pelo menos uma coleta antes de 20
semanas gestacionais. No entanto, em 76(82,6%) delas a segunda amostra de urina, apos 20

semanas gestacionais, foi obtida (Figura 6).

Coleta urinaria antes de
20sem 87(100%)

Coleta urinaria apos 20

semanas 72(82,8%)
]
Normotensas com ambas as Preeclampsia com ambas as
coletas 60(90,9%) coletas 12(57,1%)

Figura 6: Diagrama de coleta das amostras urinarias nas gestantes recrutadas
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4.2.1 Coleta e andlise dos dados

Primeira etapa: Foi realizada a selecdo das pacientes, a coleta e 0 armazenamento da urina
em tubos Eppendorf rotulados com um numero sequencial. Os dados clinicos coletados na
entrevista da primeira consulta foram armazenados em um banco de dados informatizado
(Medquest, 2015).

Segunda etapa: As dosagens de endoglina urinario foram realizadas no Laboratério de
Angiogénese do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. As concentra¢des de creatinina
urinaria foram obtidas por técnica quantitativa colorimétrica, no laboratério CEMEFE-
HC_UFMG.

Terceira etapa: A anélise dos desfechos clinicos. Uma busca ativa de dados do parto e
diagndsticos de interesse foram realizados através de visita do pesquisador a Vérias
maternidades de Belo Horizonte, cidades proximas, uma vez que nem todas tiveram sua
assisténcia ao parto realizada no HC-UFMG. O diagnostico de PE foi consultado
diretamente no prontuério. Nos casos em que essa busca ndo foi efetiva os dados foram
obtidos através de contato telefénico com a mulher. Os desfechos de interesse no seguimento
da coorte foram classificados, no momento do parto, em normotensa, PE, Hipertensao
arterial cronica, PE sobreposta a Hipertensdo arterial cronica ou Hipertensdo gestacional,

segundo achados clinicos e laboratoriais descritos no Quadro 1.

4.2.2 Questoes éticas e financiamento da pesquisa

A participacdo foi voluntaria e houve consentimento verbal e assinado prévio das gestantes
em participar do estudo. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG,
sob o protocolo ETIC 462/08.
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O estudo recebeu apoio financeiro FAPEMIG, captado pelo Edital Universal, Projeto CDS
APQ-01112-09. Contou com a participacdo de alunos bolsistas e voluntarios do Programa de
Iniciacdo Cientifica da Faculdade de Medicina da UFMG. Os alunos de graduacdo
participaram do recrutamento, coleta de urina, processamento e congelamento dos

espécimes, assim como no registro de dados clinicos em base de dados eletronica

4.2.3 Coleta de urina materna

As gestantes selecionadas tiveram uma amostra de urina coletada simultaneamente a sua
consulta de pré-natal, uma vez antes de 20 semanas e outra ap6s 20 semanas gestacionais.
Foi coletada amostra aleatéria de cerca de 50ml de urina em recipiente estéril sob
orientacbes de limpeza externa com agua e sabdo. Cerca de 5ml da urina pura nao
centrifugada e 5ml de urina centrifugada (1000 a 1500 rpm/ 5 a 10 min.) foram congeladas
para as dosagens dos marcadores urinarios SEng e creatinina. Todas as amostras foram

armazenadas em freezer -80°C, para as dosagens. A urina residual foi desprezada.

4.2.4 Técnica de dosagem de creatinina urinaria

Para a dosagem desta substancia na urina foi necessaria uma pequena quantidade de amostra
coletada. O método utilizado foi o cinético-colorimétrico (Analisa cat 435) que € uma
técnica para determinacdo quantitativa em que a creatinina presente na amostra reage com o
picrato em meio alcalino originando um complexo colorido. A velocidade de formacdo desse
complexo é medida em um curto periodo evitando a interferéncia de outros compostos
formados. Para a dosagem, a urina da paciente foi ser diluida (1:50) com agua deionizada.
Pipetou-se 100uL da amostra em 1ml de reagente de trabalho (&cido picrico 25mmol/L +
tampéo hidréxido de sddio 400mmol/L e Brij 35 1g/L a 1:1) em cubeta pré-aquecida (37°C),
agitou-se a amostra e o cronémetro foi imediatamente acionado. Uma primeira leitura (A30)
em espectofotdmetro (500nm) foi realizada aos 30 segundos iniciais da reagé@o para eliminar

o0 efeito dos interferentes de reacdo rapida. Aos 90 segundos de reagdo a segunda leitura
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(A90) foi realizada em espectofotdmetro (filtro 500nm) antes que os interferentes de reacéao
lenta possam ter efeitos significativos. Desta forma isola-se a formacdo do complexo
creatinina-quelante e a determinacdo colorimétrica do produto final torna-se livre de
interferentes. A solucdo padrdo de creatinina do kit apresenta concentra¢do 2mg/dl. Também
foram realizadas 2 leituras deste padrdo ( Ap 30 e Ap 90) utilizando 100uL da solucao

estoque a 1ml do reagente de trabalho.

As leituras foram obtidas em absorbancia. O fator de correcdo utilizado foi calculado através
da Concentracdo do padréo (2mg/dl) dividindo-se pelo resultado obtido da subtracdo das
leituras Ap90- Ap30. Este fator de correcdo foi utilizado para obter o resultado em
concentracdo ao multiplica-lo pelo delta das leituras de 90 e 30 segundos (A90 - A30) das
leituras das amostras de urina. Os calculos empregados para calcular a concentracdo final de
creatinina urinaria foram:

AA do teste = A90 segundos - A 30 segundos

AP = (A 90 — 30) Padrdo

AT = (A90 — A 30) Teste

Cp= concentracdo do padrdo em mg/dl

Ct = concentracdo do teste em mg/dl

Fc = Cp/AP ( Fc = 2/(Ap90- Ap30)

Ct=Fcx AT

Ct x fator de diluicdo (50) = Concentragéo final ( mg/dl).

O ensaio técnico de dosagem de creatinina foi realizado pela Dr®. Jacqueline Braga Pereira .
Esta curva foi construida conforme orientages do fabricante . Usamos apenas os resultados

que foram realizados por ela.
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4.2.5 Dosagem do fator de angiogénese (Endoglina)

A analise quantitativa do fator de angiogénese foi realizada pela técnica de
EnzimeLinkedImunosorbentAssay (ELISA), que se baseia no principio de “sanduiche” de
anticorpos.Para deteccdo urinaria da Endoglina foi utilizado kit DuoSet ELISA comercial da
R&D Systems.Foi utilizada uma placa de Enzyme Linked IMmunosorbent Assay (ELISA)
para o fator de angiogénese Endoglina.O ensaio foi realizado conforme o protocolo de
ELISA.

Técnica de dosagem

As amostras armazenadas em freezer -80° foram levadas para o Laboratério de Angiogénese
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG campus Pampulha, com o cuidado de estarem
preservadas em gelo seco.

Sensibilizacdo da placa de ELISA para deteccdo de Endoglina

No 1° dia a realizacdo do ensaio iniciou-se pela adicdo de anticorpos de captura 100ul
especificopreviamente diluido em tampdo PBS a 4 pg/mLa uma microplaca para ensaio de
ELISA com 96 pocos estéril. Sendo esta, a fase de sensibilizacdo da placa com anticorpos
especificos. Essa placa ficou incubada overnight dentro da geladeira a 4°C, em uma caixa
vedada e umedecida.

Segunda etapa do ensaio para detec¢do de Endoglina: blogueio

No segundo dia as amostras foram descongeladas, foi retirado todo o conteddo dos pocos
vertendo a placa na pia de uma s6 vez. O excesso de anticorpo foi removido por lavagens
manuais com tampdo PBS-tween20 (100ul/pogo) cinco vezes usando-se pipeta de
multicanal. Depois, foram colocados em cada poco 300 pL de tampao de bloqueio com 300

uL de reagente diluente (1:10/ BSA 1% albumina serum bovina) em cada orificio. A placa
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foi vedada e incubada por uma hora em temperatura ambiente. Apds esse tempo, o conteido

da placa foi retirado e novas lavagens manuais foram realizadas com tampédo PBS-tween20.

As amostras ja centrifugadas, contendo o antigeno que se desejava quantificar, foram entdo

adicionadas (100ul/pogo) em duplicatas aos pocos da placa previamente identificadas.
Padronizacgdo do padréo da curva

O padréo foi reconstituido com 10,5mL com reagente diluente (kit diluido 1:10). Para o
ensaio foi diluido a 10.000 pg/ml com reagente diluente. Foi feita a curva Padréo da seguinte

diluicao:

Tubo 60 pL padrao + 450 pL de reagente diluente= 510 pL de solucao
510 pL de solugdo a 10.000pg/ml dilui¢des seriadas 1:2.

1. 510 pL SOIUGED ESTOQUE.....c.eeveviiirierieeiieiieeee s 10.000pg/ml

2. 250 pL reagente diluente + 250 plLsolucdo 1 ......cccocevvevveennen. 5.000 pg/ml
3. 250 pL reagente diluente + 250 puLsolugao 2.......c.cceceevvniennne 2.500 pg/mi
4. 250 pL reagente diluente + 250 pLsolugdo 3.......c.cecveveivnnnnne. 1.250 pg/mi
5. 250 pL reagente diluente + 250 ulsolugao 4...........ccceeveeveveneene. 625 pg/ml
6. 250 pL reagente diluente + 250 pLsolugdo 5........ccceeeeveeenneee. 312,5 pg/ml
7. 250 pL reagente diluente + 250 pLsolug@o 6...... c.cceeveeennnn, 156,25 pg/ml
8. 250 pL reagente diluente + 250 pLsolugao 7.......ccceevvevvenvenuennee 78 pg/ml
9. 250 pL reagente diluente + 250 plLsolugdo 8 .........cceevevveeennennee. 39 pg/ml
10. 250 pL reagente diluente + 250 pLsolugdo 9.........cceeevveeenneennn. 19,5 pg/ml
11. 250 pL reagente diluente + 250 pLsolucao 10 ........ccccevveennnns 9,75 pg/ml

As diluicOes seriadas das solugbes da curva contendo 8 padrbes de concentracfes diferentes
foram pipetadas nos orificios da placa e incubadas overnighta 4°C. Nesta etapa ocorre a

ligacdo dos antigenos da amostra com os anticorpos aderidos previamente a placa.
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Foram pipetados 100 puL do branco e dos padrdes em duplicatas em cada orificio da placa da
curva obtida através da diluicdo, contendo 8 padrdes de concentracdes diferentes foram
pipetadas nos orificios da placa .

As amostras foram descongeladas e centrifugadas a 12000 rpm por 10min, foram diluidas
1:3 com reagente diluente. Adicionaram-se as amostras urinarias, o qual tinha o antigeno
pesquisado, que era o objetivo quantificar. Ocorreu a partir desse momento a ligagdo dos
antigenos com os anticorpos, incubada a placa overnigh a 4°C.

Terceira etapa do ensaio: deteccao e revelacao

No terceiro dia desprezou-se todo o conteudo da placa. Foram realizadas lavagens com
tampdo de lavagem 5 vezes, afim de retirar 0 excesso da reacdo e adicionou-se
(100pl/poco), anticorpo de deteccdo biotinilado (part 842595), capaz de detectar a reacao
anterior entre anticorpo/antigeno, ja ocorrida entre o antigeno da amostra e o anticorpo da

placa, finalizando o chamado “sanduiche” de ELISA. Esse processo ficou incubadoao abrigo
da luz (2h).

Apobs o processo de incubacdo foram feitas novas lavagens com tampéo de lavagem 5 vezes
com pipeta multicanal. Em seguida, o contetdo dos pocos das placas foi aspirado seguido de
novas lavagens (4x), e adicionou-se a estreptovidina (1:200/100ul/poco) (HRP part
890803). A placa da reacdo foi coberta com papel aluminio ao abrigo da luz por 20 minutos,
procedeu-se nova lavagem (4x) e adicionou-se a solugédo substrato (100pl/pogo- regente de
cor A e reagente de cor B 1:1 ref. DY 999).0Observou- se o aparecimento de uma cor azulada
em todos os orificios. Adicionou a solucdo stop para a paralizacdo da reacdo em todos 0s

orificios. A cor passou a ser amarela
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Foi realizada leitura em leitor de microplaca de ELISA, em absorbancia, num comprimento
de onda de 492nm. A conversdo de absorbancia para pg/ml foi obtida por meio da média

aritmética da somatoria das absorbancias.

O ensaio de ELISA para ENDOGLINA foi padronizado segundo o protocolo existente e
cedido por colaboradores do Laboratorio de Angiogénesedo ICB enquanto a curva para o
ensaio para Endoglina foi inteiramente padronizado em nosso laboratdrio para dosagens em
urina humana, pela Dr® Jacqueline Braga Pereira. Esta curva foi construida conforme
orientacdes do fabricante e as diluicbes foram adequando-se a diluicdo dos padrdes e

anticorpos de modo a tornar possivel a deteccdo da Endoglina na urina.

4.3 Método estatistico

4.3.1 Calculo amostral

Para a estimativa do tamanho amostral empregou-se o programa estatistico GPower 3.1.3da
Universidade de Dusseldorf (Gpower, 2015), que requer a escolha do nivel de significancia
(o), da poténcia do teste (B) e do tamanho do efeito pretendido. Optou-se por escolher um
nivel de significancia e uma poténcia de teste standard: a=0.05 ¢ p=80%. A amostra foi
estimada em 71 gestantes, para aferir diferencas médias em um estudo longitudinal,
admitindo-se 0s seguintes parametros: um erro alfa de 5%, erro beta de 20%, diferenca
média esperada na concentracdo de endoglina de (Endoglina urinario em gestantes
normotensas: 22.9pg/mgc (5.5-73.3) e em gestantes hipertensas 59.9pg/mgc (41.4-125.4) p
<0.001,(Buhimschi et al., 2010); portanto efeito tamanho moderado (valor: 0,50).
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4.3.2 Coleta e armazenamento de dados

A gestante recrutada para a coorte foi seguida, de forma paralela ao seu pré-natal,
observando-se 0 comportamento da pressdo arterial e com investigacdo complementar
adequada, no caso de suspeita de PE. Dados de interesse para o estudo como peso, altura, cor
de pele, histdria obstétrica, doencas intercorrentes, medicacdo em uso, valores de pressao
arterial, idade gestacional, ultrassonografias, proteinuria de fita, dados do parto e suas
complicacBes foram utilizados para compor o banco de dadosespecificos deste estudo. Para
isto empregou-se a base eletrdnica de apoio aos estudos clinicos, oMedquest, cedida pela
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto (Medquest, 2015).

4.3.3 Analise dos dados

Os grupos de estudo, tomados individualmente ou em conjunto, foram apresentados através
de suas variaveis descritoras, utilizando-se de medidas-resumo. A média e respectivo desvio-
padrdo foram utilizados para descrever variaveis numéricas com distribui¢cdo normal, como a
idade da mulher, estatura, peso e IMC, pressdo arterial da gestante e idade gestacional. A
mediana, valor maximo e minimo foram empregados para descrever variaveis numéricas
com distribuicdo assimétrica: paridade, Apgar, dosagens de endoglina e creatinina. A
natureza da distribuicdo das variaveis foi definida através da avaliacdo visual do histograma
de frequéncia e, na davida, empregou-se o teste de Kolmogorov Smirnoff. As varidveis nao

numeéricas foram descritas através de contagem simples, percentuais absolutos e relativos.

Em seguida cada grupo de estudo teve individualmente suas dosagens urinarias de endoglina
e creatinina comparadas, segundo momento da coleta urinaria: antes e ap6s 20 semanas

gestacionais. Para isto empregou-se o teste de medianas repetidas, Wilcoxon.

As caracteristicas gestacionais e neonatais de cada grupo também foram comparadas

estatisticamente através dos testes t-médias, teste de medianas, qui-quadrado de Pearson e
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teste exato de Fisher, dependendo da natureza da variavel e de sua distribuicdo. O grupo de
gestantes normotensas foi comparado ao grupo de gestantes que desenvolveu PE, quanto as

dosagens urindrias realizadas, através do teste de medianas independentes, Mann Whitney.

O potencial das dosagens urinarias realizadas, em ambos 0s momentos da gestacdo, para
predizer a ocorréncia de PE no momento do parto foi aferido através da metodologia de
regressao logistica univariada. Para este objetivo, empregou-se a funcéo logistica binaria do
software estatistico IMB SPSS, versdo 22. A varidvel dependente foi a ocorréncia de PE e
asindependentesforam as dosagens de endoglina, creatinina e relacdo endoglina / creatinina,
tomadas individualmente. O resultado foi registrado na forma de razdo de chances e p-valor

a partir do teste de Wald.

Empregou-se o software estatistico IMB SPSS, versdo 22 para realizacdo da analise
estatistica descritiva e inferencial. Os testes de hipdteses foram acertados para significancia
de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros clinicos do acompanhamento das gestacoes

desde o recrutamento até o momento do parto.

As 87gestantes acompanhadas no estudo apresentavam caracteristicas clinicas, gestacionais e
fatores de risco para PE, conforme dados sumariados na Tabela 1. A maioria das gestantes
era primigesta, com cor de pele ndo branca e apenas cinco (5,7%) delas eram portadoras de
hipertensdo arterial prévia a gestacdo. Chama atencdo também que a idade gestacional no

momento em que as mulheres foram recrutadas para o estudo era de apenas 13 semanas.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das gestantes da coorte, no momento do recrutamento
(N=87)

Variavel clinica n Valores
Idade (anos), média £DP 87 26,53+7,65
Estatura (cm), média +DP 85 1,61+0,69
Peso (kg), méedia £DP 70 66,63+13,71
IMC (kg/m2), média +DP 69 24,85+4,86
Cor da pela (ndo branca) 87 52(59,8%)
Paridade Mediana (amplitude) 87 0(0a4)
Primiparas (n,%) 87 53(60,9%)
Primipaternidade (n,%) 87 8(23,5%)
Idade Gestacional* (sem), média +DP 87 13,21+3,96
Hipertensdo arterial cronica (n,%) 87 5(5,7%)
Pressao arterial Sistélica (mmHg), média +DP 70 111,49+11,37
Presséo arterial Diastolica (mmHg), média £DP 70 70,40+9,19
Histoéria de PE 87 6(6,9%)

*corrigida pelo 1o. ultrassom. DP: desvio padrdo; IMC: indice de massa corporal; sem: semana; HELLP:
hemolysis-liver-enzimes-low-plaquets
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Entre as 87 gestantes acompanhadas, a maior parte usava apenas medicamentos
recomendados na gestacdo para prevencdo da anemia: sulfato ferroso e acido folico. No
entanto, quatro faziam uso continuo de metildopa, trés de Acido Acetil Salicilico (AAS),
duas usavam antidepressivos (Amitriptilina, fluoxetina, paroxetina), uma usava
antiretroviral, uma usava antiasmaticos (beclometasona e salbutamol), uma fazia uso de

triodotironina e uma utilizava a medicacgéo oxibutina, para controle de incontinéncia urinaria.

Ap0s o seguimento de todo periodo gestacional, as mulheres foram reavaliadas no momento
do parto. Nesta oportunidade, os achados clinicos e obstétricos foram analisados e os dados
encontram-se estatisticamente descritos na Tabela 2. A incidéncia de PE neste grupo foi de

24,1%. Nao houve nenhum caso de eclampsia.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas e obstétricas das gestantes da coorte, no momento do parto (n=87)

Variavel clinica N Valores

Peso (kg), media £DP 74 74,33+13,58
IMC (Kg/m2), média +DP 75 28,69+5,02
Ganho de peso (IMC), média £DP 54 10,4945,12
Idade Gestacional*(sem), média +DP 83 38,17+2,85
Parto cesariana(n, %) 84 34(39,1%)
HELLP sindrome 87 2(2,3%)

PE 87 21(24,1%)
Presséo arterial Sistélica (mmHg), média +DP 87 125,91+17,76
Pressdo arterial Diastolica (mmHg), média £DP 87 81,30+13,52

*corrigida pelo 1o ultrassom. DP: desvio padrdo; IMC: indice de massa corporal; sem: semana; HELLP:

hemolysis-liver-enzimes-low-plaguets.

Em relacdo as complicagdes da PE, houve dois casos que desenvolveram a Sindrome
HELLP. Ambas eram gestacOes a termo, com idade gestacional no momento do parto de 39
semanas. Uma delas era primipara, com idade de 18 anos e 0s niveis pressoricos atingiram
valores de170/110mmHg. O neonato pesou 2700g e o Apgar foi 8e 9no primeiro e quinto

minutos, respectivamente. A outra gestante, secundigesta de 34 anos, com histérico de
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primipaternidadefoi incluida no estudo com 16 semanas. Na internacdo para o parto, a
pressdo arterial atingiu valores de 140/110mmHg. O Neonato pesou 3840g, sendo o0 Apgar 9
e 9 no primeiro e quinto minutos, respectivamente. Nenhuma das duas era portadora de

hipertensdo arterial prévia e evoluiram favoravelmente, sem internagdo em UTI.

Em relacdo ao resultado perinatal das gestacGes seguidas nesta coorte, a morte intrauterina e
neonatal precoce ocorreram duas vezes (Tabela 3). Ndo houve nenhum caso materno, de
internacdo em UTI. Foram verificados quatro casos de CIUR, sendo dois deles em gestantes

normotensas e 0s outros dois em gestantes que desenvolveram PE.

Tabela 3: Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos neonatos, no momento do parto (n=87))

Variavel clinica N Valores
Idade Gestacional*(sem), média £DP 83 38,17+2,85
Peso neonatal, média +DP 87 2,96+669,87
Apgar 10 minuto, mediana (amplitude) 84 8(1a10)
Apgar 50 minuto, mediana (amplitude) 84 9(1al0)
Morte intrauterina 87 1(1,1%)
Morte neonatal precoce 87 1(1,1%)
UTI neonatal (n, %) 87 3(3,4%)
CIUR 87 4(4,6%)

* corrigida pelo 1o ultrassom. DP: desvio padrdo; sem: semana; UTI: unidade de tratamento intensivo;
CIUR: crescimento intrauterino restrito.

5.2 Anadlises comparativas da evolu¢ao das gestagOes, segundo

diagndstico de PE no parto.

Em coeréncia com a proposta do estudo de verificar as diferengas entre as gestantes que
desenvolveriam PE no final da gestacdo, em relacdo as que permaneceriam normotensas,

descrevemos de forma comparativa as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos dois
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grupos (Tabela 4).Podemos ver nesta tabela que as mulheres com diagnostico de PE no parto
ja apresentavam IMC superior as que permaneceriam normotensas (p=0,034).A histéria
pregressa de PE foi mais frequente em gestantes hipertensas (p=0,003), assim como a
pressdo arterial sistolica e a pressdo arterial diastolica no recrutamento j& eram superiores

(p=0,003 e p=0,001, respectivamente).

Tabela 4: Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das gestantes normotensas e com PE, no momento do

recrutamento (n=87)

Mulheres normotensas Mulheres PE

Variavel clinica (n=66) (n=21) P

Idade (anos), média £DP 25,83+7,84 28,71+6,69 0,133*
Estatura (cm), média £DP 1,60+ 0,06 1,64+ 0,08 0,018*
Peso (kg), mediana (amplitude) 60,00(44 a 90) 73,50(54,10 2 113,00)  0,004**
IMC (kg/m2), mediana (amplitude) 23,34(19,03 a 37,46) 26,07(17,67 a40,23)  0,034**
Cor da pela (néo branca) 41(62,1%) 11(52,4%) 0,4284#
Paridade Mediana (amplitude) 0(0a3) 1(0a4) 0,055**
Primiparas (n,%) 44(66,7%) 9(42,9%) 0,051#
Primipaternidade (n,%) 7(31,8%) 1(8,3%) 0,123#
Idade Gestacional* (sem), média +DP 13,33+4,11 12,81+3,922 0,600*
Pressdo arterial Sistdlica (mmHg), média DP 109,21+9,9 118,11+12,92 0,003*
Pressdo arterial Diastolica(mmHg),média +DP 68,13+8,5 77,24+7,93 <0,001*
Historia de PE 1(1,5%) 5(23,8%) 0,003##

PE: preeclampsia, DP: desvio padrdo; sem: semana; *Teste-t de medias; **Mann-Whitney, #qui-quadrado,
##Teste de Fisher

No momento do parto, diferencas importantes também foram observadas na analise
comparativas destes dois grupos (Tabela 5). A idade gestacional ao nascer e o peso dos
neonatos das gestantes com PE foram significativamente menores do que os dos neonatos
das que terminaram as gestagdes normotensas (p=0,045 e 0,013). A pressdo arterial sistélica
e diastolica das gestantes foi estatisticamente maior no grupo que desenvolveu PE, como era

de se esperar (p<0,001, para ambos os parametros).
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Tabela 5: Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das gestantes normotensas e com PE, no momento do parto

(n=87)
Mulheres Mulheres PE
Variavel clinica normotensas (n=21) P
(n=66)

Peso (kg), média +DP) 73,29+12,88 77,97+15,67 0,211
IMC (Kg/m2), média +DP 28,08+4,59 30,25+7,17 0,394*
Ganho de peso (IMC), média +DP 10,77+4,86 9,1745,57 0,318*
Idade Gestacionala(sem), média +DP 38,33+£2,95 36,41+3,68 0,045*
Parto cesariana (n, %) 23 (34,84%) 11(52,38%) 0,199#
Peso neonatal, gramas média £DP 3054,23+581,16  2643,48+831,67 0,013*
Apgar 1 minuto, mediana (amplitude) 8(1al0) 8(4a10) 0,460**
Apgar 5 minutos, mediana (amplitude) 9(1-10) 9(6-10) 0,492**
UTI neonatal (n, %) 3(4,5%) 0(0%) 1,000#
CIUR 2(3,0%) 2(9,5%) 0,244t
Pressdo arterial Sistélica (mmHg), média +DP 117,88 £9,13 151,14+14,26 <0,001**
Pressdo arterial Diastolica(mmHg), média +DP 75,48+6,98 99,57+12,85 <0,001**

PE: preeclampsia, UTI: unidade de tratamento intensivo, CIUR: restricdo de crescimento intrauterino
acorrigida pelo 1o ultrassom, *Teste-t de medias; **Mann-Whitney, #qui-quadrado de Pearson, ##Teste de

Fisher

5.3

Variagdes nas concentragdes urinarias de endoglina e

creatinina durante a gestacao, em mulheres normotensas e com

PE.

As coletas urinarias durante pré-natal seguiram a programacao, acontecendo uma vez na

primeira metade da gestacdo e novamente na 22 metade. A idade gestacional media foi na

primeira coleta foi 13,4+4,1 semanas, enquanto que na segunda coleta foi 31,8+3,6 semanas.

N&o houve coleta urinaria durante o parto.
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Foram realizadas 159 dosagens de endoglina em amostras urinarias. Antes de 20 semanas
gestacionais, a dosagem foi realizada em 66 mulheres normotensas e em 21 mulheres que
desenvolveriam PE. Apds 20 semanas gestacionais, a dosagem foi possivel em 60 mulheres

normotensas e 12 que desenvolveriam PE.

A presenca de concentracdes variaveis de endoglina nas 159 amostras urinarias mostrou que
esta dosagem é possivel e que existem oscilagcbes em sua excrecdo. No momento do
recrutamento as concentragdes urinérias variaram de 1,57pg/mL a 7,77pg/mL(mediana 2,63
pg/mL). Na segunda metade da gestacdo, variaram de 1,64pg/ml a 7,02pg/ml (mediana 2,66
pg/mL).

5.3.1 Variagcao das concentragdes urinarias de endoglina em mulheres

normotensas ao longo da gestagao

No grupo de mulheres normotensas, as concentracdes urinarias de endoglina dosadas antes
de 20 semanas apresentaram valor mediano de 2,63 pg/mL, variando de 1,57 pg/mL a 7,77
pg/mL. Neste mesmo grupo, as dosagens ap6s 20 semanas tiveram valor mediano
semelhante estatisticamente, de 2,66pg/mL variando de 1,64 pg/mL a 7,02pg/mL (p= 0,868,
Figura 7).
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Figura 7: Evolugdo das concentracdes de endoglina urinério durante a gestacdo em mulheres normotensas

*Teste Wilcoxon, medianas emparelhadas

5.3.2 Variacao das concentra¢des urinarias de endoglina em mulheres que

desenvolveram PE

No grupo de mulheres com PE, as concentracGes urinarias de endoglina dosadas antes de 20
semanas apresentaram mediana 2,62pg/mL, variando de 1,94 pg/mL a 6,17 pg/mL.Neste
mesmo grupo, as dosagens apds 20 semanas mostraram valor mediano de 2,58pg/mL,
variando de 2,07 pg/mL a 4,61pg/mL. Esta diferenca ndo foi significativa (p=0,875,Figura
8).
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antes de 20 semanas
Endoglin urinario pg/mL,
apos 20 semanas
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Endoglin urinario pg/mL,
1 p=0,875

6

2,58 pg/mL
2,62 pg/mL P9

1

Preecl!.-impsia
Figura 8: Evolugdo das concentracdes de endoglina urinério durante a gestacdo em mulheres com PE

*Teste Wilcoxon, medianas emparelhadas

5.3.3 Comparag¢ao das concentragoes urindrias de endoglina antes de 20
semanas gestacionais, entre mulheres normotensas e as que

desenvolveram PE

Considerando todo o grupo de estudo no momento da primeira coleta, as concentracfes
urinarias de endoglina foram comparadas. Nao houve diferenca significativa entre os valores
medianos do grupo de mulheres normotensas, comparados aos das que desenvolveram PE
(p=0,796, Figura 9):Grupo de normotensas 2,63pg/mL (1,57 a 7,77pg/ml); grupo com PE
2,62pg/mL (1,94a 6,17pg/ml).
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Endoglin urinario pg/mL, antes de 20 semanas
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Normotensa Preeclampsia

Figura 9: Comparagdo entre as concentragdes urinarias de endoglina entre mulheres com PE e normotensas,
dosadas antes de 20 semanas gestacionais

*Teste MannWhitney, medianas independentes

5.3.4 Comparagao das concentragdes urinarias de endoglina apos de 20
semanas gestacionais, entre mulheres normotensas e as que

desenvolveram PE

Considerando todo o grupo de estudo no momento da coleta urinaria ap6s 20 semanas
gestacionais, as concentracfes urinarias de endoglina foram comparadas. Ndo houve
diferenca significativa entre os valores medianos do grupo de mulheres normotensas,
comparados aos das que desenvolveram PE (p=0,803, Figura 10): Grupo de normotensas
2,66pg/mL (1,64a 7,02pg/ml); grupo com PE 2,58pg/mL (2,07 a 4,61pg/ml).
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Figura 10: Comparagdo entre as concentragdes urinarias de endoglina entre mulheres com PE e normotensas,
dosadas apds 20 semanas gestacionais

*Teste MannWhitney, medianas independentes

5.4 VariagOes nas concentragdes urinarias de creatinina durante

a gestacdo, em mulheres normotensas e com PE

Foram realizadas 141 dosagens de creatinina em amostras urinarias. Antes de 20 semanas
gestacionais a dosagem foi feita em 75 mulheres. Cinquenta e seis mulheres eram
normotensas e em 19 mulheres desenvolveriam PE. Apds 20 semanas gestacionais, a
dosagem foi possivel 66 mulheres, sendo 55 mulheres normotensas e 11 que desenvolveriam
PE.

A presenca de concentragdes variaveis de creatinina nas amostras urinarias mostrou que esta
dosagem é possivel com a técnica descrita e que existem oscilagdes em sua excrecdo. No

momento do recrutamento as concentragdes urinarias variaram de 0,5mg/dL a 214,8mg/dL
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(mediana 27,0mg/dL). Na segunda metade da gestacdo a mediana foi de 27,0mg/dL,
variando entre 1,0mg/dL a 390,3 mg/dL.

5.4.1 Variagao das concentragdes urinarias de creatinina em mulheres

normotensas ao longo da gestacao

No grupo de mulheres normotensas a concentracdo urinaria de creatinina ndo mostrou
mudanca significativa, comparando-se os valores dosados antes de 20 semanas, em relacéo

aos dosados ap6s 20 semanas (p=0,417, Figura 11).

B CREATININA_ANTES _20
40077 p=0417 [ CREATININA_APOS _20

300

2007

100

27 0mafdL
19, 1ma/dL

Normotensas

Figura 11: ConcentracGes de creatinina urindria durante a gestagcdo em mulheres normotensas no momento do
parto

*Teste Wilcoxon, medianas emparelhadas
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5.4.2 Variagcao das concentragdes urindrias de creatinina em mulheres que

desenvolveram PE.

No grupo de mulheres com PE a concentragdo urinaria de creatinina também ndo mostrou
mudanca significativa comparando-se os valores dosados antes de 20 semanas (79 mg/dL, 7
a 194,0mg/dL), em relacdo aos dosados apds 20 semanas (27,0 mg/dL, variando de 5,4 a
86,0 mg/dL), p=0,062, Figura 12.No entanto nota-se que houve uma tendéncia para sua
reducao.

Bl CREATININA_ANTES_20
o004 p=0062 [ CREATININA_APOS_20
o

1509

100

79 Omg/dL

50+

27 Oma/dL

T
Preeclampsia
Figura 12: Evolucdo das concentragdes de creatinina urindria durante a gestacdo em mulheres com PE

*Teste Wilcoxon, medianas emparelhadas

5.4.3 Comparagao das concentragdes urindrias de creatinina antes de 20
semanas gestacionais, entre mulheres normotensas e as que

desenvolveram PE

Em seguida, foram comparadas as mulheres que desenvolveram PE com seus controles

normotensos. O valor mediano da concentracdo de creatinina urinaria em mulheres com PE
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ja estava elevado na 1* metade da gestacdo 79,0mg/dL(7,0 a 194,0mg/dL) em mulheres que
desenvolveriam PE (p=0,001, Figura 13). Em relacdo aquelas que permaneceriam

normotensas. Os valores nas normotensas foram: 19,1mg/dL (0,5 a 214,8mg/dL).

250,00 p=0,001

200,00

150,00

100,00

50,00
19,1mg/dL

o0 4

79,0mgldL

Creatinina urinaria antes de 20 semanas (mg/dL)

T T
Mo Sim

Preeclampsia

Figura 13: Comparagdo entre as concentragdes urinarias de creatinina entre mulheres com PE e normotensas,
dosadas antes de 20 semanas gestacionais
Teste de Mann-Whitney

5.4.4 Comparagao das concentragdes urinarias de endoglina apos de 20
semanas gestacionais, entre mulheres normotensas e as que

desenvolveram PE

Na 22 metade da gestacdo, ndo houve diferenca significativa entre os valores medianos de
creatinina urindria, comparando as gestantes normotensas com as gestantes que
desenvolveram PE (p=0,816, Figura 14). Os valores foram 27,0mg/dL (1,0mg/dL a
390,0mg/dL) entre normotensas. J& no grupo da PE os valores foram 27,0mg/dL (5,4mg/dL
a 86,0mg/dL).
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Figura 14: Comparagdo entre as concentragdes urinarias de creatinina entre mulheres com PE e normotensas,
dosadas apds 20 semanas gestacionais
Teste de Mann-Whitney

5.5 Avaliacdo das concentragoes urinarias de endoglina,
creatinina e relagdo endoglina / creatinina, como marcadores da

PE, em gestantes com fator de risco

Avaliando-se a capacidade preditiva das concentracdes urinaria de endoglina e creatinina
encontradas nos dois grupos de estudo, uma analise de potenciais marcadores foi realizada.
Observou-se que a cada mg/dL na concentragcdo de creatinina em amostra de urina obtida
antes de 20 semanas gestacionais, a chance de desenvolver PE aumenta 1,5% (p=0,001,
Tabela 6). As demais dosagens, incluindo a relacdo endoglina /creatinina ndo foram
significativas.
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Tabela 6:Andlise univariada logistica dos preditores urinarios de PE estudados

Fator n  Razdo de chances p

Endoglina antes de 20 semanas (pg/mL) 87 0,057 0,850
Endoglina apos de 20 semanas (pg/mL) 72 -0,052 0,854
Creatinina antes de 20 semanas (mg/mL) 67 0,015 0,001
Creatinina apés 20 semanas (mg/mL) 66 -0,006 0,405
Endoglina / Creatinina antes de 20 semanas 79 -3,509 0,077
Endoglina / Creatinina apds de 20 semanas 63 -0,788 0,545
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6. DISCUSSAO

6.1 Contextualizacao do estudo e caracteristicas da coorte

estudada

A PE vem sendo estudada ha décadas, mas ainda se mantém frequentemente associada a
desfechos adversos na gravidez, tanto para o feto como para a gestante. Permanece como
uma importante causa de morbimortalidade materna e fetal no pais(Brasil, 2012). Uma
grande parte destes Obitos poderia ser evitada se houvesse um acompanhamento antenatal
diferenciado aquelas com fatores de risco ja conhecidos ou a serem ainda determinados. Para
isso é necessario que se busquem novos preditores da doenca capazes de sinalizar

anormalidades, mesmo antes dos sintomas.

A preocupacdo com a melhoria da saude das gestantes e com o sucesso da gravidez € um
assunto de interesse mundial. Atualmente, com a interferéncia direta das discussées no
ambito da Organizacdo das Nagdes Unidas, que propds os“8 Jeitos de Mudar o Mundo”, nas
quais os paises membros pactuaram acdes especificas de melhoria na qualidade de vida até
2015 (Brasil, 2015c). Entre os Objetivos do Milénio (ODM), as metas nimero quatro e
cinco: reduzir a mortalidade infantil e melhorar a salde das gestantes estdo diretamente
influenciadas pela abordagem pré-natal adequada e controle das complicacdes da gravidez,
entre elas, a PE.

A busca pela identificacdo e o controle da gravidez de risco, aliado a exames periodicos
efetivos e sensiveis no momento do pré-natal, podem contribuir diretamente para a reducao

das complicacfes na gestacdo, parto e puerpério. Porém, a realidade brasileira j& mostrou
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que o Brasil ndo conseguira atingir as metas tracadas pela ONU, pelo menos no que se refere
a da morte materna (Brasil, 2012; 2015a). Uma das causas mais frequentes de Obitos
maternos continua sendo as relacionadas a hipertensdo arterial, ou seja, a abordagem
adequada da PE influencia diretamente 0 mau desempenho do indicador brasileiro (Brasil,
2015a).

E busca dos profissionais de salide, em centros obstétricos de pré-natal ou no parto, oferecer
apoio, seguranca e exceléncia no cuidado as gestantes. A qualidade da assisténcia prestada,
fundamentada em evidéncias cientificas ¢ proposta para todos os niveis de cuidado a
gravidez: primério, secundario e terciario (Brasil, 2012). Nesta pratica, incluem-se
tecnologias que apoiam o diagnostico, como 0s exames laboratoriais cada vez mais
adequados. E por isso, nos Ultimos anos, percebe-se a busca por inovagdes tecnolégicas que
possam detectar a PE, antes que a doenga evolua para uma fase perigosa (Millman et al.,
2011).

Marcadores que se mostrem acessiveis, de baixo custo, ndo invasivos, com alta sensibilidade
e especificidade sdo desejaveis. Para isto, além do sangue, a urina materna pode vir a se
tornar um espécime Util para testes de rastreamento, agregando mais uma estratégia aos
parametros clinicos ja conhecidos (Poon e Nicolaides, 2014). Os achados do presente estudo
nos levam a crer que este espécime tem o potencial de contribuir ainda mais para a rotina no
pré-natal, a partir do momento em que se encontrar nele o elemento correto e os referenciais

quantitativos para a predicdo da PE.

Ao estudar as concentracdes de endoglina e creatinina excretadas na urina, abrem-se
possibilidades de que, no futuro, estas dosagens possam apontar para uma sinalizacéo
precoce desta condi¢do, ainda na primeira metade da gravidez. A analise dos resultados desta
coorte traz uma importante e inédita contribuigdo neste sentido, pois aponta um possivel

marcador urinario de PE, a concentracdo de creatinina na primeira metade da gravidez.
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Os eventos patogénicos especificos desencadeantes da PE, especialmente se mensuraveis
antes das 20 semanas gestacionais, refletindo a placentacdo anormal e perfusdo placentaria
reduzido, sdo de grande interesse clinico (Roberts e Lain, 2002; Polliotti et al., 2003). Os
marcadores bioquimicos, principalmente aqueles indicadores da disfuncdo endotelial e da
ativacdo da coagulacdo estdo entre os mais estudados (Conde-Agudelo et al., 2004). A
concentracdo de endoglina urinario em amostra unica, ndo se mostrou nesta coorte de grande
valor preditivo, nem quando foi corrigido pela creatinina, mas a creatinina isoladamente,

sim. Estes achados serdo melhor discutidos a seguir.

Um elemento analitico de rastreamento urinario ja usado para o diagnostico de PE tem sido a
fita reagente da proteindria, de forma simultanea a medida da presséo arterial (Bell, 2004).
Entretanto, a baixa acurécia deste exame tem desestimulado seu emprego precoce no pré-
natal para este fim (Morris et al., 2012).0 padrdo-ouro da proteindria esta vinculado a coleta
de urina de 24 horas, o0 que traz limitacGes como dificuldades na coleta, perda de parte da
amostra e demora no resultado. Este Gltimo é muitas vezes impeditivo para a rapidez
necessaria para o diagnostico, ja que a gestante pode chegar ao servigco de saide com um
quadro grave da doenca ou em trabalho de parto (Acog, 2013). A aferi¢do da proteinuria no
pré-natal ndo foi objeto deste estudo, que abordou as gestantes durante o pré-natal, obtendo

amostra de urina aleatdria em dois momentos: antes e apds 20 semanas gestacionais.

Antes de se discutir os resultados laboratoriais em si, merecem destaque a metodologia
empregada neste estudo. A possibilidade de se realizar uma abordagem longitudinal
incluindo toda a gravidez foi uma experiéncia pioneira para este grupo de pesquisa. Por
outro lado, muitos foram os desafios para que o estudo fosse concluido. Foi necessario a
participacdo de inimeros colaboradores, incluindo alunos de iniciacéo cientifica, professores
e preceptores, nas Vvarias etapas de recrutamento, seguimento, dosagens laboratoriais e

anélise.

O recrutamento envolveu gestantes com fatores de risco para PE, em um centro de referéncia

obstétrica, procurando-se alocar um grupo mais heterogéneo possivel, para a melhor
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aproximacdo da realidade da atencdo secundaria. Nesta andlise, a identificacdo de mulheres
em situacao de risco, pode ajudar na compreensao da patogénese da PE. O interesse aqui foi
propor, para o grupo prioritéario de risco, o rastreamento da PE comum método adicional aos
epidemioldgicos. Por isto mesmo, os resultados aqui apresentados se aplicam apenas as
gestantes com caracteristicas semelhantes as estudadas: primigestas, com PE prévia, obesas,

hipertensas, entres outros fatores de risco ja conhecidos para a doenca.

Os critérios de inclusdo e exclusdo das gestantes foram obedecidos, conforme recomendados
na metodologia proposta, 0 que conferiu uma boa qualidade as analises. Mesmo assim,
acompanhar as gestantes deste o primeiro trimestres até o nascimento muitas vezes nao foi
tarefa facil. Outro fator a se comentar é que as gestantes foram recrutadas no estudo por livre
e espontanea vontade, assim como cada coleta urinéria feita durante a consulta de pré-natal
foi voluntéria. Ocasionalmente uma paciente, mesmo recrutada e orientada inicialmente se
recusou a colher a amostra programada para aquele dia. Isto € um dos fatores que explica
porque entre as 87 gestantes recrutadas, 15 (17%) delas ndo tiveram uma segunda coleta de
urina, na segunda metade da gestacdo e com maior perda entre as que desenvolveriam PE
(Figura 5). Adicionalmente, algumas mulheres apresentaram a forma precoce da doenca e
por isto ndo coletaram amostra na segunda metade da gestacdo. No entanto, como o desfecho
era conhecido, foram mantidas na analise. Em alguns casos, amostras de urina, colhidas,
aliquotadas em tubos ependorff, foram consideradas perdidas no momento do ensaio por nao
ter a quantidade suficiente, por estar ilegivel no frasco a identificacéo.

Merece comentario que as gestantes, mesmo realizando o pré-natal no ambulatorio do HC-
UFMG, muitas das vezes tiveram 0 parto em outra instituicdo. Como o parto é um evento
imprevisivel algumas preferiram ou foram transferidas para outras unidades. Uma intensa
busca ativa foi realizada em varios hospitais de Belo Horizonte. Algumas se internaram em
outros servigcos de salde ou cidade, sem, contudo perder informagdo sobre seu desfecho
primario, a PE. Apenas dois casos ficaram sem a informacao precisa da idade gestacional no

parto e este dado foi considerado perdido e ndo foram excluidos da analise.
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Quanto ao perfil clinico e obstétrico da coorte no momento do recrutamento, as gestantes
apresentavam caracteristicas clinicas e epidemioldgicas que justificaram sua inclusdo.
Destaca-se que a maioria ndo apresentava sinais de doenca hipertensiva instalada, mas na
maioria eram primigestas (60,9%) ou com primipaternidade (23,5%). Apenas cinco gestantes
(5,7%) ja eram hipertensas previamente a gestacdo. Os valores da PAS, PAD e dados
antropomeétricos (peso, altura e IMC) foram cuidadosamente analisados no momento do

recrutamento de todas as gestantes.

Outro fator favoravel a realizacdo desse estudo de predicdo, foi a idade gestacional no
recrutamento de 13,2 semanas em média. Tal fato possibilitou uma avaliacdo pressorica
antes de 20 semanas de gestacdo, a datacdo correta da gravidez, favorecendo o diagndstico
mais adequado da PE e de suas formas clinicas. O inicio precoce no pré-natal, visando a um
bom acompanhamento assistencial, recomenda que a primeira consulta deve acontecer até o

3.° més de gestacao; o que caracteriza uma boa assisténcia em nossa comunidade.

Notou-se, ao final do estudo, uma alta incidéncia de casos de PE (24,1%), em relacdo a
populacdo geral 8% (Sibai et al., 2005). Isto se deve basicamente aos critérios utilizados para
recrutamento que considerou a existéncia de pelo menos um fator de risco gestacional. Por
outro lado, a validade externa dos achados que aqui serdo discutidos ndo se aplicam as
gestantes de modo geral, como de atendimentos da atencdo basica. Quanto ao resultado da
gestacdo, verificou-se que os neonatos das gestantes com PE apresentaram um peso inferior
comparado aos neonatos das normotensas (p=0,013). Embora este seja um achado relevante
e ja descrito em estudos prévios ele serve aqui para destacar a gravidade dos casos de PE
estudados. Uma diminuicdo na perfusdo Utero-placenta associa-se a deficiéncia no
crescimento durante o periodo perinatal (Venkatesha et al., 2006; Corréa Junior et al., 2009).

Para fins de andlise comparativa entre gestantes normotensas no parto e gestantes com PE,
foram considerados apenas os 21 casos de PE e os 66 de mulheres normotensas. Foram

excluidos da analise os trés casos de hipertensdo gestacional e os dois casos de hipertenséo
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arterial cronica com bom controle no momento do parto, pois ndo poderiam ser consideradas

grupo controle, tampouco tinham critérios para o diagnostico de PE.

6.2 Analise comparativa entre o grupo de gestantes que

desenvolveu preeclampsia e o que permaneceu normotenso

Analisando-se comparativamente as caracteristicas clinicas epidemioldgicas das gestantes
normotensas em relagdo as que desenvolveram PE, alguns pontos podem ser destacados. Os
grupos eram homogéneos quanto a idade da gestante (p=0,133) e idade gestacional no
recrutamento (p=0,600), Tabela 4. Estes achados sdo importantes, pois ndo influenciardo nas
diferencas ou semelhancas encontradas nas dosagens urindrias de creatinina e endoglina
solivel. O inicio precoce do seguimento da coorte permitiu a avaliacdo de possiveis
manifestacdes da PE ja no inicio do pré-natal. A elevacdo da creatinina urinaria antes de 20
semanas gestacionais no grupo de mulheres que iriam desenvolver a doenca foi um achado

inédito e surpreendente que sera melhor discutido neste capitulo.

Ja os indices antropométricos: peso e IMC ja eram maiores na primeira metade da gravidez,
naquelas que desenvolveram a doenca (p=0,004 e p=0,034, respectivamente). Uma
associacao entre obesidade e PE ja foi demonstrada previamente(Bianco et al., 1998; Sebire
et al., 2001). A pressdo arterial sistolica e diastolica das gestantes foi estatisticamente maior
no grupo que desenvolveu PE, como era de se esperar, uma vez que incluiu mulheres com

doenca hipertensiva prévia (p<0,001, para ambos 0s parametros).

Um dos fatores fortemente relacionados a doenca € a historia pregressa, e nesse estudo €
marcante o resultado encontrado, ja que 23,8% das mulheres com PE tiveram esta doenca em
gestacdo anterior (p=0,003). O dado reforca a recomendacdo de que essas mulheres tém um
risco diferenciado das demais. Portanto, necessitam de orientacdo e acompanhamento

especializado no pré-natal, com o intuito de amenizar as chances da recorréncia da doenca.
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No momento do parto, diferencas importantes também foram observadas na analise
comparativas destes dois grupos (Tabela 5). A idade gestacional ao nascer e o peso dos
neonatos das gestantes com PE foram significativamente menores do que os dos neonatos
das que terminaram as gestacGes normotensas (p=0,045 e p=0,013). Um fator que pode
explicar esta diferenca é a interrup¢do da gravidez previamente em comparacao com as
normotensas, ja que as mulheres com PE tiveram idade gestacional no parto inferior em
relacdo as normotensas. Além disto, o peso neonatal tem relacdo com a severidade da doenca
hipertensiva, principalmente quando a insuficiéncia placentaria é de grande importancia
(Chaim et al., 2008; Cunningham et al., 2010).

As diferencas pressdricas entre 0s grupos, também encontradas no momento do parto, fazem
parte da propria fisiopatologia da PE (p<0,001). Por outro lado, no momento do parto,
embora o IMC das gestantes com PE, superiores no recrutamento, ndo se mantém no
momento do parto (p=0,394). Tal achado pode também ser explicado pela menor duracédo
média da gestacdo no grupo com PE em relacdo as normotensas (36,4 semanas versus 38,3

semanas, p=0,045).

Este estudo ndo tem por objetivo avaliar preditores clinicos, mas sim novos preditores
bioquimicos que possam no futuro se associar a eles para melhorar a capacidade preditiva
desta doenca. Em relacdo aos marcadores bioquimicos estudados, as concentragdes urinarias

da endoglina e da creatinina, importantes consideracdes merecem ser feitas.

Entre as pacientes acompanhadas, ndo foi possivel detectar diferencas significativas nas
concentragdes urinarias de endoglina ao longo da gestacdo. Os valores medianos encontrados
na urina antes e apos 20 semanas foram semelhantes tanto nas mulheres que permaneceram

normotensas (p=0.868, Figura 7), quanto nas que desenvolveram PE (p=0,875, Figura 8).

Estes achados nos levam a crer que,naquelas que ndo desenvolveram a doenca, 0s niveis
séricos desta substancia tendem a permanecer estavel ao longo da gravidez, pelo menos na

urina. Estudos anteriores que dosaram este fator antiangiogénico ja haviam descritos niveis

80



séricos de endoglina sollvel estaveis em gestantes normotensas (Levine et al., 2006).
Podemos também inferir que as alteracBes fisiologicas do sistema urinario, proprias da
gestagcdo, como 0 aumento expressivo do ritmo de filtragdo glomerular (Dunlop, 1979). ndo
impactam de forma expressiva a excre¢do urindria da endoglina solivel ao longo da
gravidez. Estudos sobre a concentracdo urinaria de endoglina solivel na gestacdo sao
escassos para uma comparacdo. No entanto, Buhimschi et al. (2010)observaram uma
elevacdo nestas concentracGes ao longo do ultimo trimestre gestacional, corrigidas pela
concentragéo de creatinina, tanto em normotensas quanto em hipertensas. Nossa abordagem
se deu por comparacdo entre a primeira e a segunda metade da gestacdo e, sob estes
referenciais, a elevacdo ndo foi expressiva nas concentracdes obtidas em amostra urinaria

aleatdria Unica.

Em relacdo aquelas que desenvolveram PE, a auséncia de diferencas na concentracdo
urinaria da endoglina antes e apds 20 semanas gestacionais sdo intrigantes. Esperava-se um
aumento na concentracdo deste fator ao longo da gravidez, naquelas que desenvolveram PE,
refletindo diretamente os achados ja& descritos nas concentragfes sanguineas. Fatores
antiangiogénicos circulantes como o sFltl e a prdpria endoglina soltvel, derivados da
vascularizacdo errbnea da placenta tem valores aumentados elevados no plasma (Naljayan e
Karumanchi, 2013). Valores séricos de endoglina parecem ja se encontrar aumentados dois
a trés meses antes do aparecimento das manifestacfes clinicas da PE (Levine et al., 2006).
Gestantes com niveis séricos aumentado de endoglina solGvel entre 15 e 20 semanas,
desenvolveram PE com maior frequéncia e seus bebés apresentam pesos inferiores a de

bebés de gestacbes normais (Robinson e Johnson, 2007).

Especulamos que a concentragdo urinaria de endoglina aferida em amostra aleatoria Unica
ndo tenha sido capaz de refletir a concentragdo sérica deste fator antiangiogéncio. Uma das
possibilidades é grande variabilidade esperada na funcéo renal da gestante com PE, que pode
apresentar-se sem quaisquer anormalidades, preservando-se a capacidade excretora, até as
formas graves de disfuncdo renal. Para isto, fizemos também a corre¢do entre endoglina /

creatinina em cada amostra urinéria, mas o resultado ndo foi diferente. Desta forma, neste
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estudo, a dosagem urinaria de endoglina mesmo que corrigida pela creatinina, ndo foi um
bom preditor da PE. (Tabela 6). Outra possibilidade para explicar este achado é que, a
semelhanca da eliminacdo de proteinas na urina, que € intermitente (Park et al., 2013), a
excrecdo urinaria de endoglina também o seja e assim as diferencas s6 seriam encontradas
em amostras de 24 horas. Estudos futuros com dosagem sérica e urinaria simultaneas,
amostras de 24 horas ou pelo menos a partir de varias amostras durante o dia, poderiam

resultar em explicages mais conclusivas do que fizemos nesta abordagem.

Concentraces de endoglina soluvel urinério também ja foram estudas em 234 gestantes
recrutadas no terceiro trimestre gestacional no estudo de Buhimschi et al. (2010). No
entanto, tal estudo avalia apenas o terceiro trimestre da gravidez e as concentragcdes urinarias
de endoglina corrigidas por creatinina mostraram-se elevadas neste grupo. Atribuimos as
diferencas metodoldgicas do recrutamento e seguimento como pontos principais que
justificam as diferencas encontradas em relacdo aos descritos na coorte aqui descrita. O
presente estudo, caracteristicamente longitudinal, recrutou precocemente gestantes de risco,
em média com 13 semanas gestacionais. Nestas condi¢cBes foi possivel avaliar

comparativamente os momentos antes e ap6s 20 semanas gestacionais.

Da mesma forma, comparando-se as dosagens realizadas na primeira e segunda metade da
gravidez entre 0s grupos , ndo se constatou diferenca entre os valores medianos da endoglina
urinario no grupo de mulheres normotensas, comparados aos das que desenvolveram PE
(p=0,796 e 0,803, respectivamente). Sendo assim, as diferencas encontradas nas
concentracdes de endoglina ao longo da gestacdo por grupo de estudo, ndo foram
significativas nem em gestantes normotensas e tampouco nas que desenvolveram PE. Mais
uma vez, o significado destes achados merece ser reavaliado em outros estudos, que possam
acompanhar simultaneamente tanto as concentra¢des sanguineas quanto urinérias deste fator.
Novamente, é possivel que a funcdo urinaria alterada nas mulheres que desenvolveram PE
tenha de alguma forma reduzido a excrecdo da endoglina, sabidamente elevado na circulagédo
sanguinea (Venkatesha et al., 2006).
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A funcdo renal nas gravidas com PE apresenta varios impedimentos anatbmicos e
histopatolégicos. Uma importante molécula envolvida na disfungéo renal descrita na PE é a
prépria endoglina e sua acgao junto as integrinas e 0 TGF- .Uma falha nestas interrelacoes
se atribui a ocorréncia de podocitdria, presente em gravidas com PE, tanto para o fim do
segundo trimestre da gestacdo quanto no momento do parto, contribuindo para o
aparecimento e gravidade da endoteliose glomerular (Buhimschi et al., 2010). A perda
precoce de poddcitos vidveis consequente a perda de sua adesividade na membrana
glomerular basal antecede a proteindria (Craici et al., 2013). A permeabilidade capilar é
aumentada por acdo do SEng e do sFItl nos pulmdes, figado e rins. Ambos induzem
consideravel dano vascular e interferem com a ligacdo de receptores da superficie celular de
células endoteliais do TGF-B1, (Venkatesha et al., 2006). O estudo da podocitdria foi uma
das vertentes planejadas, mas ainda nao efetivadas nesta linha de pesquisa. Acredita-se que a
continuidade deste estudo, com espécimes ja colhidas destas mesmas mulheres, poderia
ainda contribuir sobremaneira para o entendimento da funcao renal na PE e contribuir para

uma melhor compreensdo dos achados aqui discutidos.

Em relagdo as dosagens de creatinina urinaria, inicialmente consideradas no estudo como um
fator de correcdo da funcdo renal para a excrecdo da endoglina, os achados foram
surpreendentes. Seu uso em analises de biomarcadores urinarios assume que a excrecao
urinaria de creatinina seja constante entre os individuos e que ela seja um fator de ajuste
necessario para amostras isoladas, coletadas durante o dia. Biomarcadores urinérios entéo
sdo frequentemente analisados em relacdo a concentracdo de creatinina para controlar as

variacOes na taxa de fluxo urinario (Waikar et al., 2010).

Neste estudo, entretanto, a relacdo endoglina / cretinina na urina ndo se mostrou util em
relacdo aos valores de endoglina isoladamente. Apesar de estes ajustes serem uma préatica
frequente, sabe-se que a normalizagcdo por creatinina pode subestimar ou superestimar a
excrecdo do biomarcador (Waikar et al., 2010).No caso de mulheres com PE com disfuncao
renal ela poderia teoricamente amplificar os valores reais de endoglina excretados. Também,

hipoteticamente, a hiperperfusdo renal caracteristica da gestagdo poderia subestimar 0s
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valores de endoglina excretados, especialmente no grupo controle ou em mulheres com
doenca leve. Desta forma, até que novos parametros de ajuste para excre¢do sejam testados,
podemos afirmar que a excre¢do urinaria da endoglina, corrigidos ou ndo, foram falhos em
predizer a PE nos casos por nds acompanhados (p=0,850; p=0,854; p=0,077 e p=0,545,
Tabela 6).

Concentracbes de creatinina analisadas isoladamente durante a gestacdo em mulheres
normotensas foram constantes quando comparadas no primeiro e segundo trimestre
gestacionais (p=0,417, Figura 11). Estes achados nos servem como parametro que qualifica
as dosagens de creatinina pelo método cinético-colorimétrico (Analisa cat 435). Nas
mulheres com PE a concentragdo urinaria de creatinina também ndo mostrou mudanca
significativa ao longo da gestagdo, mas houve uma tendéncia a queda (79 mg/dL para 27,0
mg/dL, p=0,062, Figura 12).No entanto nota-se que houve uma tendéncia para sua reducao,
0 que se explica pela reducéo progressiva da funcdo renal ao longo da gravidez, uma vez que
a doenca ja tem seu curso patolégico mesmo antes do surgimento dos sintomas (Teixeira et
al., 2013).

Isto se confirma na constatacdo de que as gestantes que desenvolveriam PE ja exibiam, na
primeira metade da gestacdo, concentragcdes de creatinina urinaria superiores aquelas que
permaneceriam normotensas (p=0,001, Figura 13). O potencial deste marcador precoce de
PE se confirmou na analise logistica, pois foi o Unico marcador, entre os estudados, com
potencial de predizer a doenca. A cada elevacdo 1mg de creatinina urinaria associou-se
elevacdo de 1,5% na chance de PE (Tabela 6). As gestantes com PE em sua fase inicial
experimentam uma moderada reducéo na filtragdo glomerular, 0 que parece ser o resultado
de volume plasmatico diminuido. Estas modificacdes associam-se a valores de creatinina no
plasma mais que o dobro do esperado em uma gravidez normal. (Hayashi et al., 2002).
Acreditamos que esta seja uma explicacdo possivel para 0 achado de reducdo em sua

concentragdo urinaria.
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Apds 20 semanas, no entanto esta diferenca desapareceu nas gestantes acompanhadas.
Deparamos com valores estatisticamente similares de creatinina urinaria nos grupos de
estudo no grupo (p=0,816). Gestantes com PE em sua forma mais grave apresentam uma
perfusdo renal e uma filtracdo glomerular reduzida em cerca de 25% ao contrério das
mulheres normotensas que tem um aumento na filtracdo glomerular em torno de 50%
(Barros et al., 2006). Este conhecimento prévio explica de certa forma a auséncia de
diferencas encontradas na segunda metade da gravidez, quando as alteracdes sistémicas
decorrentes da PE se fazem presentes também no sistema urinario. Sendo assim, uma menor
capacidade excretora no grupo com PE impediria que a creatinina, sabidamente elevada na

circulacdo sanguinea, fosse proporcionalmente eliminada na urina.

Estudos prévios tém destacado promissores biomarcadores séricos da PE como o PIGF,
VEGEF, skng e sFlit-1 (Levine et al., 2004; Levine e Karumanchi, 2005; Levine et al., 2006;
Poon e Nicolaides, 2014). No entanto a literatura € escassa quanto aos marcadores urinarios.
As vantagens potenciais de um teste urinario em comparagdo as dosagens sanguineas sdo a
sua natureza verdadeiramente ndo-invasiva e facilidade de repeticdo quando necessario. As
desvantagens dizem respeito as incertezas quanto a depuracdo renal destas substancias e

quanto as suas relacdes com as concentracfes séricas.

Embora a concentragdo endoglina na urina nao tenha confirmado o seu potencial de predi¢éo
como o do marcador sérico, pelo menos quando obtidos em amostra aleatéria Unica, novos
estudos poderdo futuramente incorporar outras rotinas de coleta urindria e quem sabe
introduzir novos parametros de correcdo para amostras menores.

Destacamos que os achados deste estudo acrescentam conhecimentos novos sobre 0s
marcadores urinarios da PE e aponta a concentracdo de creatinina urinéria, mesmo dosada

em amostra aleatoria, como possivel preditora precoce da doenga.
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7. CONCLUSAO

1. A dosagem de endoglina urinario é factivel em amostra aleatéria de urina de
gestantes, obtida durante o periodo pré-natal.

2. As concentragdes urinarias de endoglina em amostra aleatéria de gestantes
com fatores de risco para PE ndo se associou a doenga no momento do parto, em
nenhuma das fases da gestacao: antes ou ap6s 20 semanas gestacionais e sua correcdo

pela concentracdo de creatinina ndo se mostrou Gtil na predi¢do da PE.

3. A dosagem de creatinina urinaria é factivel em amostra aleatoria de urina de
gestantes, obtida durante o periodo pré-natal, e as concentracdes urinarias de

creatinina refletiram precocemente uma maior chance de desenvolvimento da PE.
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Anexo 1: Ata da Defesa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UFIG
i

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DA MULHER

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DA ALUNA
LUCIA APARECIDA CAMPOS COSTA

Realizou-se, no dia 08 de maio de 2015, as 14:30 horas, Faculdade de Medicina,
sala 062, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de dissertacéo,
intitulada Estudo longitudinal da dosagem urinaria do endoglin e da creatinina como
preditor da preeclampsia, apresentada por LUCIA APARECIDA CAMPOS COSTA,
numero de registro 2013652741, graduada no curso de BIOMEDICINA, como
requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre em SAUDE DA MULHER, &
seguinte Comissao Examinadora: Prof(a). Zilma Silveira Nogueira Reis - Orientador
(UFMG), Prof(a). Andre Luiz Barbosa Roquette (UFMG), Prof(a). Mario Dias Correia
Junior (UFMG), Prof(a). Paula Peixoto Campos Lopes (UFMG).

A Comissao considerou a dissertagao:

(~.) Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por

mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 08 de maio de 2015.

,/") \

O e e,
Prof(a). Zilma Silveira Nogueira Reis ( Doutora )

g {
Prof. Andre Luiz Barbosa oqﬁette ( D).Aor)

! L'\/\/\/\-/'
Prof. Mario'Dias Correia Junié ( Doutor )

'\.;//

Souda Bl Brrpiodyus
Prof(a). Paula Peixoto Campos Lopes ( Doutora )
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Anexo 2: Folha de aprovagao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UEMG
[

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DA MULHER

FOLHA DE APROVACAO

Estudo longitudinal da dosagem urinaria do endoglin e da creatinina como
preditor da preeclampsia

LUCIA APARECIDA CAMPOS COSTA

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
P6s-Graduagdo em SAUDE DA MULHER, como requisito para obtengdo do grau de Mestre
em SAUDE DA MULHER, érea de concentragdo PERINATOLOGIA.

Aprovada em 08 de maio de 2015, pela banca constituida pelos membros:

Prof(a). Zilma Silveira Nogueira Reis - Orientador
UFMG

Prof(a). Andre Luiz Barba$a
UEMG

Prof(a). Mario Dias Correia Ju
UFMG

Prof(a). Paula Pc{é))égﬁgos Loped IJZ?P(A

UFMG

Belo Horizonte, 8 de maio de 2015.
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Anexo 3: Parecer de aprovacao do COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 462 /08

Interessado(a): Prof. Antonio Carlos Vieira Cabral
Depto. de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 28 de outubro de 2008, ap6s atendidas as solicitagdes de diligéncia,
o projeto de pesquisa intitulado "Perfil do marcadores de angiogénese
no plasma e urina de gestante com pré-eclampsia e gestante
normotensas” bem como o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

rofa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2°andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@prpg .ufing.br
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Anexo 4: Termo de consentimento Livre e Esclarecimento

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Perfil dos marcadores de angiogénese no plasma e urina de
gestantes com pré-eclampsia e gestantes normotensas.

1- Vocé esta sendo convidada a participar deste estudo por fazer o seu
acompanhamento e parto no Hospital das Clinicas. O nosso objetivo é
estudar uma doenga chamada pré-eclampsia, que ocorre em mulheres
gravidas.

2- A pré-eclampsia € uma doenca grave na gestagdo, na qual a pressdo
arterial se eleva, colocando em risco a mae e o filho. Até o momento néao
se conhece exatamente como evitar o aparecimento da doenca. Diversos
estudos vém sendo feitos na tentativa de entender porque a pré-eclampsia
acontece apenas em algumas gestantes.

3- Recentemente, algumas substancias produzidas na placenta e que estdo
presentes no sangue e na urina de mulheres gravidas tém sido estudadas,
€ parecem estar alteradas nas gestantes que desenvolvem pressao alta.

4- Acreditamos que esta pesquisa possa esclarecer o comportamento dessas
substancias no sangue e na urina das gestantes com pré-eclampsia.
Acreditamos também na possibilidade do uso dessas substancias, isoladas
ou associadas (sangue e/ou urina), para detectar a doenca e correlaciona-
las com sua gravidade.

5- Para que essa pesquisa se realize, é necessaria a coleta de 10 ml (um
pouco mais de uma colher de sopa) de sangue da veia de seu brago e
10ml de urina. Esses procedimentos seguirdao normas rigidas de anti-
sepsia e nao apresentardo nenhum risco adicional para vocé ou seu filho.

6- Os resultados desses exames serdao comparados com gestantes sem pré-
eclampsia e utilizados apenas para estudo.

7- A puncao da veia do seu bracgo, para colher o sangue, pode provocar dor
de leve intensidade e, as vezes, levar a formagdo de um hematoma
(coloragao arroxeada) no local e muito raramente vermelhidao. A coleta de
urina nao oferece riscos. '

8- Esses exames nao fazem parte da rotina de internacdo ou parto no
Hospital das Clinicas e vocé deve estar consciente de que a coleta da urina
esta sendo realizada apenas para pesquisa. No momento da internacao é
colhido sangue para fazer o VDRL. Iremos aproveitar este momento para
retirar o sangue para este estudo.
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9- Caso hao concorde em participar deste estudo ou mesmo queira sair do
acompanhamento a qualquer momento, ndo havera alteragdo do seu
acompanhamento durante o pré-natal ou o parto no Hospital das Clinicas.

10-Caso seja de seu interesse, os resultados ficardo guardados com ©
pesquisador e Ihe ser&o entregues assim que vocé solicitar. Em caso de
novos estudos no futuro vocé serd procurada para autorizar ou ndo a
utilizago destes resultados.

FAEBU mmmenmrssssmennssssmns s 00 B R o O R VA A A AT :
portadora do documento de identidade..............c.cooiiiiii
expedido pela...................... ., estou ciente do que foi exposto acima e

autorizo a coleta de amostra do meu sangue e urina para pesquisa.
Participo voluntariamente deste estudo e estou ciente de que as amostras
colhidas ndo traréo prejuizo a@ minha satde ou do meu filho.

Assinatura da

Telefone de contato:

Maternidade Hospital das Clinicas da UFMG - 34099421

Cristina Mércia Nogueira Saloméao - 34099421

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - (31) 34094592

Av. Antdnio Carlos 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005 —
Campus da Pampulha.

Belo Horizonte — Minas Gerais — CEP: 31270 -S01
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