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RESUMO

As nefropatias obstrutivas sdo um grupo heterogéneo de doencas que acometem o
feto. O diagndstico precoce da morfologia e da funcéo renal tem grande relevancia,
pois permite estabelecer o nivel e a gravidade da lesédo, bem como o tratamento,
seja ele: acompanhamento em Centro de Referéncia, tratamento intrauterino
(alternativa para sobrevida e preservacao da funcao renal) ou antecipagéo do parto.
O sucesso terapéutico depende da adequada selecdo de fetos para cada
procedimento. Entre os fatores de bom prognoéstico, a idade gestacional (1° e 2°
trimestres) e a auséncia de malformacbes associadas se destacam. Entretanto, os
critérios utilizados atualmente na avaliacdo da fungéo renal ndo possuem a acuracia
desejada. Por isso, a dosagem de marcadores bioquimicos na urina fetal ou no
liguido amniético sdo Uteis em conjunto com a avaliacdo ultrassonogréfica e o
volume de liquido amniético na predicdo da funcéo renal do feto durante o periodo
pré-natal. Uma nova proteina pode contribuir para o diagnéstico das uropatias
obstrutivas. A uromodulina é produzida exclusivamente nos rins, e, em condi¢cdes
normais é a proteina excretada em maior volume na urina humana. Suas fun¢des
ainda sdo desconhecidas, mas ha indicios de que esta auxilia 0s processos de
transporte de ions e impermeabilidade & agua nos rins, além de fornecer defesa
contra infeccBes do trato urinario. Recentemente, algumas mutacdes desta proteina
apresentaram papel em doencas genéticas além de bons resultados na deteccao de
Doenca Renal Cronica em adultos. Diante da necessidade de predizer a funcéo
renal dos fetos antes do nascimento para definir o plano terapéutico em cada caso, e
os resultados controversos obtidos através de analises dos parametros bioquimicos
ja utilizados atualmente, o estudo da uromodulina em amostras de urina fetal e
liquido amniético pode apresentar um novo possivel marcador de funcao renal fetal.
Objetivos: Avaliar se a proteina uromodulina € produzida durante a vida fetal e
eliminada pelos rins, através de analise quantitativa desta proteina em urina fetal e
liguido amnidtico, além de comparar a dosagem da uromodulina com outros
parametros bioquimicos ja utilizados.

Métodos: Entre marco de 2013 a marcgo de 2015, foram selecionadas 29 gestantes
cujos fetos estavam em acompanhamento no Centro de Medicina Fetal do Hospital
das Clinicas da UFMG (CEMEFE/HC) e que tinham a indicacdo de exames
invasivos para diagnéstico fetal. As amostras foram dosadas através da técnica
ELISA utilizando o Kit BioVendor Human Uromodulin (RD19116320R).

Resultados: As amostras submetidas ao teste foram lidas e dosadas através do
calculo de absorbancia da uromodulina. Na urina fetal, além da dosagem da
uromodulina, realizou-se a dosagem de osmolaridade e creatinina, e os resultados
foram correlacionados. Os niveis de uromodulina apresentaram correlacédo
moderada com a dosagem da osmolaridade, e tal correlacdo se mostrou
estatisticamente significativa. Nao houve significancia com o0s outros parametros
analisados. Ademais, a uromodulina mostrou uma tendéncia em apresentar valores
reduzidos em fetos com mal formacgOes fetais diagnosticadas pelo ultrassom no
periodo pré-natal.

Conclusao: A dosagem da uromodulina se mostrou possivel e mensuravel em
amostras de urina fetal e em liqguido amnidtico em fetos portadores ou nao
portadores de uropatia obstrutiva.

Palavras-chave: Nefrouropatias obstrutivas, liquido amniético, urina fetal,
uromodulina, biomarcador de fungéo renal.



ABSTRACT

Obstructive nephropathys are a heterogeneous group of diseases that affect the
fetus. Early diagnosis of morphology and renal function is very important because it
allow establish the level and severity of the injury and treatment that could be:
monitoring Reference Center, intrauterine treatment (alternative for survival and
preservation of renal function) or anticipation of delivery. Therapeutic success
depends on the adequade selection of fetuses for each procedure. Among the good
prognostic factors, gestational age (1st and 2nd trimester) and the absence of
associated malformations stand out. However, the current criteria used in the
evaluation of renal function do not have the desired accuracy. Therefore, the dosage
of biochemical markers in fetal urine or amniotic fluid are useful in conjunction with
ultrasound and evaluation of amniotic fluid volume in the prediction of renal function
of the fetus during the prenatal period. A new protein may contribute to the diagnosis
of obstructive uropathy. Uromodulin is produced only in the kidney and in normal
conditions the protein is secreted in larger amounts in human urine. Its functions are
still unknown but there are evidences that this protein helps ion transport processes
and waterproofing kidney and also provides defense against urinary tract infections.
Recently, some mutations in this protein showed a role in genetic diseases and also,
good results on detection of chronic kidney disease (CKD) in adults. Given the need
to predict the kidney function of the fetus before birth to set up therapeutic in each
case and the controversial results obtained through analysis of biochemical
parameters already used, the study of uromodulin in samples of urine and fetal
amniotic fluid may present a new possible biomarker of fetal kidney function.
Objectives: Evaluate if the uromodulin protein is produced during fetal life and
eliminated by the kidneys, through quantitative analysis of this protein in fetal urine
and amniotic fluid and to compare the dosage of uromodulin with other biochemical
parameters already used.

Methods: From March 2013 to March 2015, 29 pregnant women were selected
whose fetuses were followed up at the Fetal Medicine Center of Clinical Hospital
(CEMEFE / HC) and had the indication of invasive tests for fetal diagnosis. The
assay was made by ELISA using the kit BioVendor Human Uromodulin
(RD19116320R).

Results: The samples submitted to test were read and assayed by absorbance
calculation of uromodulin. In fetal urine besides the dosage of uromodulin was held
the dosage of osmolality and creatinine and the results were correlated. Uromodulin
levels showed moderately correlation with Osmolarity and this correlation was
statistically significant. There was no significance with the other parameters
analyzed. Moreover, uromodulin showed a tendency to present lower values in
fetuses who had renal problems in prenatal care.

Conclusion: The analysis of uromodulin proved that is possible and measurable in
fetal urine and amniotic fluid samples on fetuses who carries or noncarriers
obstructive uropathy.

Keywords: obstructive fetal nephropathies, amniotic fluid, fetal urine, uromodulina,
biomarker of kidney function.
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1 - INTRODUCAO

Meu interesse pela Medicina Fetal se deu desde as aulas de Embriologia e
Genética na faculdade durante a graduacdo. O modo como dois gametas se fundem
e formam um embrido - que se desenvolve desde o0 zigoto até se tornar um pequeno
feto em formagdo - sempre me encantou. Queria conhecer mais sobre o
desenvolvimento embrionario dos seres humanos e o diagnostico de possiveis
anormalidades durante o periodo fetal, bem como sua propedéutica e tratamento.

No ultimo ano da minha graduacdo em Ciéncias BiolOgicas, realizei um
estagio administrativo no Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade
de Medicina da UFMG. Através do contato diario, aprendi um pouco mais sobre a
rotina dos professores do departamento e aprofundei meus conhecimentos sobre
Medicina Fetal.

Conheci muitos profissionais que lecionam na faculdade, entre eles a
professora Alamanda. Ela participa do servico de Medicina Fetal do Hospital das
Clinicas da UFMG (CEMEFE HC/UFMG) e tem grande conhecimento e experiéncia
sobre anomalias fetais do trato urinario. Conversando com a profa. Alamanda sobre
0 meu interesse em realizar uma pés-graduacdo na area de perinatologia, ela me
convidou a conhecer um pouco mais sobre as anomalias do trato urinario. Fui
aprovada na selecdo de Mestrado e comecei o acompanhamento ao CEMEFE em
Marco de 2013, iniciando minha pesquisa na medicina fetal.

A Medicina Fetal surgiu como uma subespecialidade médica que possibilita
uma melhor abordagem, tanto no periodo pré-natal quanto no pés-natal. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ja reconhece o diagndstico intradtero como
um procedimento do pré-natal (CARRERA, 1987). Desta forma, o feto passa a ser
individualizado como um paciente, no qual as possibilidades de diagnéstico e
tratamento prévio contribuem efetivamente para a sua evolugéo perinatal (PEREIRA
et al., 2000).

O CEMEFE HC/UFMG é referéncia do Sistema Unico de Satde (SUS) em
todo o estado de Minas Gerais para o diagnoéstico e acompanhamento dos casos de
gravidez com malformacdes fetais, gerando grande fluxo de pacientes que
necessitam de acompanhamento especializado, de todas as partes do estado.
Desenvolve pesquisas com o intuito de compreender cada vez mais 0 contexto do

diagnéstico de malformacédo fetal para que a assisténcia possa ser sempre
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7

aprimorada e especifica. Semanalmente, também ¢é realizada uma reunido da
equipe, conduzida por obstetras, neonatologistas, geneticistas, psicologos, bidlogos,
e outros profissionais da area da saude. S&o discutidos os casos encaminhados
para 0 centro na semana, rediscutidos a evolugcdo de casos onde ja ha o
acompanhamento da equipe e noticiados os resultados de pds-natal das pacientes
acompanhadas.

Inicialmente, o volume de liqguido amnidtico presente na cavidade uterina era
considerado o Unico indice de desenvolvimento renal durante a gestacdo (MUSSAP
et al.,, 1995). Com o passar dos anos, o avanco dos métodos diagndsticos de pré-
natal e com o desenvolvimento de aparelhos ultrassonogréficos eficazes e com
melhor resolucdo, pdde-se avaliar de forma minuciosa a anatomia, maturidade, bem-
estar e possiveis anormalidades do feto, dentre as quais as anomalias do sistema
urinario.

As nefrouropatias obstrutivas sdo um grupo heterogéneo entre as doencas
gue acometem o feto e cujo diagndstico precoce tem grande relevancia. Primeiro,
porque essas anomalias sdo, quase sempre, assintomaticas ao nascimento. Nos
estudos de recém-nascidos sabidamente portadores de malformagdes do trato
urinario (pela ultrassonografia pré-natal), em apenas 10 a 30% dos casos 0s
achados clinicos permitiriam a suspeita diagnostica (THOMAS & GORDON, 1989). A
doenca frequentemente é reconhecida tardiamente na infancia, na vigéncia de
complicacBes tais como infeccdo do trato urinario, hipertensdo, atraso no
crescimento e, algumas vezes, uma silenciosa e progressiva deterioracao da fungao
renal. As uropatias sdo uma das causas mais frequentes de insuficiéncia renal na
infancia e adolescéncia, em todo o mundo, além de serem as Unicas juntamente
com as glomerulonefrites cujo tratamento precoce é capaz de prevenir ou adiar a
perda cronica da funcéo renal (PEREIRA et al., 2000). Segundo o censo de 2007 da
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN, 2007), ha, no Brasil, cerca de
aproximadamente 70.872 pacientes de Insuficiéncia Renal Crénica (IRC), dos quais
90,7% estdo em tratamento hemodialitico e 9,3% em didlise peritoneal. Destes
pacientes, 1,5% tem idade inferior a 18 anos. Entre as causas mais frequentes de
IRC em criancas e adolescentes, estdo as malformacfes congénitas do trato
urinério. Outros dados, obtidos através de um estudo multicéntrico realizado no
Brasil entre os anos de 2004 e 2013, mostraram que foram realizados 1751

transplantes renais em pacientes com menos de 18 anos nos 13 centros médicos
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participantes do estudo. A média de idade dos transplantes foi de 12.4 anos e a
etiologia mais comum dos procedimentos foram de uropatias obstrutivas, em 31%
dos casos (GARCIA et al., 2015). Apesar de uma incidéncia e de uma prevaléncia
aparentemente baixas, essa populacdo demanda extensivos cuidados de
assisténcia e de materiais, além de medicamentos onerosos para o Estado,
especialmente quando em doenca renal crbnica em tratamento dialitico ou apés
transplante renal (ZORZO, 2004).

Estudo de Soares et al. (2003) com criancas e adolescentes, evidenciou que
dentre as causas basicas de IRC nas uropatias, predominaram a bexiga
neurogénica, o refluxo vesicuretral e a valvula de uretra posterior.

Os fetos portadores de anomalias congénitas do sistema nefrourinario
(Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary Tract — CAKUT) representam a
maioria dos atendimentos do servico. Desde meados dos anos 90, a partir da
integracdo do CEMEFE com a Unidade de Nefrologia Pediatrica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da UFMG, tem sido possivel aprimorar, além da
assisténcia destes individuos desde a vida fetal, a busca por melhorias no
tratamento dessas anomalias, através de pesquisas e publicagbes, contribuindo
também para a formacao multiprofissional em nivel de p6s-graduacao.

Este trabalho busca contribuir para o diagndstico das doencas nefrouninéarias
no periodo pré-natal, apresentando um novo biomarcador quimico para possivel
analise da funcéo renal, diante da necessidade de predizer, ainda no pré-natal, a

funcéo dos rins do feto no periodo pés-natal.
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2 — REVISAO DE LITERATURA
2.1 - SISTEMA URINARIO: DESENVOLVIMENTO

Durante a gestagéo, o sistema nefrourinério do feto desenvolve-se através de
uma série de sucessivas e interdependentes mudancas morfogénicas e fisiolégicas
(MUSSAP et al., 1995).

A cavidade amnioética aparece durante a terceira semana de gestacéo a partir
de uma massa de células implantadas do blastocisto. Pela quinta semana os rins
mesonéfricos sao funcionais. Durante as primeiras 12 semanas a cavidade
amnidtica é separada da placenta por uma cavidade coribnica que contém o saco
vitelinico. Depois, 0 saco vitelinico se degenera e esta cavidade coribnica é
progressivamente obliterada por uma crescente cavidade amniotica (MOORE,
1988). A funcéo tubular renal aparece no rim metanéfrico humano por volta da nona
semana de gestacdo e pela décima quarta semana a alca de Henle é funcionante,
sendo iniciada a reabsorcéo glomerular (PITKIN & ZWIREK, 1967).

O conhecimento sobre o rim fetal € importante por inUmeras razdes, pois
produz a urina que é a principal fonte de liquido amnidtico, principalmente na ultima
metade da gestacdo do feto humano (BOIM et al., 1995).

Trés conjuntos de érgaos excretores sao formados, em diferentes momentos
e de forma independente, durante o periodo embrionério: o pronefro, o mesonefro e
0 metanefro.

O primeiro grupo de “rins” € rudimentar, sendo analogo aos rins de alguns
peixes primitivos. Surge no inicio da quarta semana como um acumulo de células
tubulares em sua regido cervical, com ductos que se abrem na cloaca. O pronefro
nado é funcionante no embrido humano. Ele se degenera, mas a maioria dos ductos
pronéfricos é aproveitada pelo conjunto de rins que segue o desenvolvimento
(EKBLOM, 1994).

O mesonefro € analogo aos rins dos anfibios, aparece no final da quarta
semana, em posi¢cao caudal ao pronefro, e funciona como um rim temporario até o
funcionamento do metanefro, o rim permanente. O mesonefro se degenera no
primeiro trimestre, mas 0s seus tubulos se transformam nos ductos eferentes dos
testiculos (MOORE, 1988).
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O metanefro, ou rim permanente, é formado a partir de duas fontes: o
diverticulo metanéfrico (ou broto uretérico) e o0 mesoderma metanéfrico (ou blastema
metanéfrico), ambos de origem mesodérmica. O broto uretérico, como o préprio
nome diz, € um orgao tubular, primordio do ureter. Ele penetra no mesoderma
metanéfrico e passa a se ramificar, formando, assim, a pelve renal, os célices e os
tubulos coletores. A extremidade de cada tubulo coletor induz a formagdo, no
mesoderma metanéfrico circunjacente, do corpusculo renal (capsula de Browman e
glomérulo), do tubulo contorcido proximal, da alca de Henle e do tabulo contorcido
distal, que, em seu conjunto, constituem um néfron. Os tdbulos contorcidos distais
entram em contato com os tubulos coletores, tornando-se confluentes e induzindo a
diferenciacdo do néfron. Assim, o rim € constituido de dois componentes
embriologicamente diversos: o néfron (originado do mesoderma metanéfrico) e os
tubulos coletores (originados do diverticulo metanéfrico) (QUINTERO, 1996). Para
que haja um desenvolvimento adequado do sistema renal € necessario que 0
sistema coletor (diverticulo metanéfrico) esteja em contato com o0 mesoderma
metanéfrico e induza sua diferenciacdo. Quando isso ndo ocorre (COmo noS casos
de obstrucbes urinarias precoces, nas quais existe pressao elevada desse sistema),
ndo ha formacao adequada dos néfrons e ha substituicdo por tecido fibroso. Nesses
casos, 0 estudo histopatol6gico mostra hipoplasia e displasia renal, e pode haver
insuficiéncia renal pés-natal (BECK, 1971).

No feto a termo cada rim contém cerca de 800 mil a 1 milh&o de néfrons, e 0
aumento do tamanho do rim apés o0 nascimento se deve principalmente ao
alongamento dos tubulos contorcidos proximais e as alcas de Henle, bem como o
aumento do tecido intersticial. Ele comeca a produzir urina quando o feto tem de 11
a 13 semanas de vida, sendo responsavel pela composicdo do liquido amniotico,
juntamente da placenta e secre¢des pulmonares. Presume-se que a urina fetal
contenha fatores de crescimento necessarios ao desenvolvimento pulmonar, o que,
juntamente do fator mecanico, explicaria a grande incidéncia de hipoplasia pulmonar
associada a fetos com uropatia e oligoidramnio (POTTER, 1965).

Aléem do desenvolvimento propriamente dito, os rins sofrem na vida
intrauterina mudancas em sua posi¢cao: inicialmente intrapélvicos, sofrem uma
ascensdo resultante do crescimento da parte caudal do embrido. A medida que
sobem, vao se afastando entre si, e seu hilo, de inicio ventral, faz uma rotacdo de

quase 90° assumindo uma posicao anteromedial (MOORE, 1988). O processo de
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desenvolvimento renal ndo se completa com o0 nascimento. Apos esse periodo,
ainda ocorre a formagcdo de néfrons a partir de mesénquima indiferenciado na
camada cortical externa ao longo de varios meses apdés o0 nascimento. Ocorre
também o crescimento dos néfrons por hipertrofia (LEESON et al., 1988).

O rim de um recém-nascido € imaturo, ndo tendo a mesma capacidade
funcional de um adulto. Possui atividade limitada, ndo tendo a mesma capacidade
de concentracdo e diluicho da urina (GUIGNARD, 1993). Além disso, seu
parénquima é mais vulneravel a agressoes infecciosas, formando cicatrizes corticais
gue levam a um comprometimento funcional com mais facilidade. Por serem mais
comuns em criangas com anomalias nefrouroldgicas, as infec¢des das vias urinarias
tendem a agravar ainda mais o prognostico desses pacientes. Uma das finalidades
do diagnodstico pré-natal dessas anomalias € permitir que seja introduzida nesses
pacientes a profilaxia adequada e precoce (KULLENDORFF et al., 1984).

A figura 1 mostra um desenho esquematico de um embrido com os diversos

elementos do desenvolvimento renal.
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Figura 1: Desenho esquematico de embrido com os diversos elementos do desenvolvimento do sistema renal. (Fonte: ZUGAIB,
2012)
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2.2 — FORMACAO DO LIQUIDO AMNIOTICO

O liquido amniotico é produto do cérion e do corddao umbilical em conjunto
com a urina fetal e o fluido trdqueo-bronquico (MUSSAP et al., 1995). O amnio forma
0 saco amnidtico que apresenta uma consisténcia membranosa e liquida em seu
interior, envolvendo o embrido e mais tarde, o feto. Como o amnio esta junto as
margens do disco embrionario, sua juncdo com o embriao (futuro umbigo) se localiza
na superficie ventral apés o dobramento do embrido. A medida que o amnio
aumenta de tamanho ele oblitera gradualmente a cavidade coriGnica e envolve o
cordao umbilical (MOORE, 1982).

O liquido amnidtico envolve e protege o feto na cavidade amnidtica. Serve de
protecao a traumas externos, proporcionando espaco para movimento e crescimento
do feto e permitindo também a maturacdo pulmonar. O fluido amnidtico ajuda a
manter a temperatura corporal, além do papel na homeostase de fluidos e eletrdlitos.
Os mecanismos de producdo e consumo de liquido amniético, bem como volume e
composicao, dependem da idade gestacional (CALLEN, 1994).

Durante o primeiro trimestre a maior fonte de liquido € a membrana amnidtica,
uma fina membrana composta de uma Unica camada de células epiteliais. A 4gua
atravessa a membrana livremente sem nenhum mecanismo de transporte ativo.
Assim a producéo de fluido na cavidade amni6tica € comumente acompanhada por
transporte ativo de eletrélitos e outros solutos pelo @amnio com difusdo passiva de
dgua em resposta a mudancas de pressdo osmoética. O amnio pode também
sintetizar proteinas para a secre¢do na cavidade (BRACE, 1995).

Ao final do primeiro e inicio do segundo trimestre, a medida que a placenta e
o feto se diferenciam, novas vias de producdo e consumo surgem. Estas incluem
movimento de fluido através do cérion frondoso e pele fetal, débito urinério,
mecanismos de degluticdo e absorcao intestinal (BOIM, 1995).

O coérion frondoso, a porcao do corion que se desenvolve para a porcéo fetal
da placenta é o sitio no qual a agua € trocada livremente entre o sangue fetal e o
liquido amnidtico através do amnio. A pele fetal € permeavel a agua e alguns solutos
permitem troca direta até a 26° semana, quando ocorre a queratinizacdo (BRACE,
1995).

A producdo fetal de urina e degluticdo inicia-se entre a 8° e a 11° semana de

gestacao e torna-se a principal fonte de producdo e consumo a partir do 2° trimestre.
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A degluticdo fetal acarreta consumo de liquido a medida que é absorvida pelo trato
gastro-intestinal (BRACE, 1995).

A formacdo de urina continua ao longo da vida fetal. E excretada para a
cavidade amnidtica e forma a maior parte do liquido amnio6tico. Um feto maduro
engole vérias centenas de mililitros de fluido amnidtico por dia. Este liquido é
absorvido pelo intestino, e os produtos de excrecdo sao transferidos através da
placenta para o sangue materno, a fim de serem eliminados (BRACE, 1995).

O liquido amnidtico renova-se entre 4 e 6 horas, e a sua secrecao atinge
cerca de 4 a 8 litros por dia. A producao de urina aumenta com a idade gestacional e
é estimada em 2,2 ml por hora com 22 semanas, 12 ml por hora com 32 semanas e
27 ml por hora no feto a termo (SAUDAN et al.,1998).

O trato respiratério também apresenta mecanismos de producdo e consumo
do liquido amnidtico, embora a exata constituicdo ndo seja bem entendida. Sabe-se
que o fluido pode ser absorvido e excretado através de capilares alveolares ou pela
traqueia. Algumas trocas de fluido alveolar ocorrem através da presenca de
fosfolipidios pulmonares no liquido amnidtico, ocorrendo aumento das
concentracbes a medida que a gestacdo evolui. Observa-se também que o0s
mecanismos de producédo do liquido amnidtico vdo se modificando a medida que a
idade gestacional progride. No primeiro e inicio do segundo trimestre a producao
envolve primariamente fluxo passivo de agua através das membranas e da pele
fetal, desta forma a composicdo e osmolaridade do fluido assemelha-se ao soro
materno e fetal (CALLEN, 1994).

Posteriormente o liquido vai se assemelhando a urina fetal, tornando-se cada
vez mais hipotoénico em relacdo ao soro materno e fetal (BRACE, 1995).

Durante as 20 primeiras semanas de idade gestacional o volume do liquido
amnidtico esta correlacionado com o peso fetal e aumenta rapidamente com o
passar do tempo, passando de 20 ml a 500 entre a 7° e a 20° semana (DAFFOS &
FORESTIER, 1988).

O volume total de liquido amniético aumenta durante a gestagédo até 38 a 40
semanas, diminuindo apos. Aproximadamente no final do 1° trimestre o volume
normal € em torno de 60 ml. Em torno da 16° semana quando se realiza a maioria
das amniocenteses o volume aproximadamente é de 200 ml (CALLEN, 1994).

No feto a termo o volume aproximado é em torno de 900 ml com uma

variacdo normal de 500 a 1200 ml. Na gestacéo pos-termo o declinio é em torno de
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250 a 500 ml. Da mesma forma existe uma correlacdo entre a idade gestacional e o
peso da placenta e do feto (CALLEN, 1994).

Existem também fatores maternos que influenciam maiores ou menores
producdes de liquido amniotico como volume plasmatico, hidratacdo, permeabilidade
a placenta, entre outros menores. Devido a urina fetal ser o componente mais
importante do liquido amnidético o manejo durante gestacdes de alto risco e
prevencdo de insuficiéncia renal podem ser realizados através de marcadores

bioquimicos contidos no fluido amniético (MOORE, 1982).

2.3 - NEFROUROPATIAS OBSTRUTIVAS: DIAGNOSTICO MORFOLOGICO

A incidéncia de anomalias estruturais detectadas pela ultrassonografia fetal &
de 1 a cada 100 gestacdes avaliadas. As malformacfes do trato urinario fetal
correspondem a aproximadamente 20% do total das alteragbes diagnosticaveis
durante o periodo pré-natal (CABRAL, 2005). Dentre elas, as uropatias obstrutivas
sao as mais frequentes.

A maioria das anormalidades do trato urinario sdo diagnosticadas durante o
exame ultrassonogréafico morfolégico detalhado de segundo trimestre, ou no terceiro
trimestre da gestacdo. Até a pouco tempo atras o tratamento sé era possivel ap0s o
nascimento. Porém, cada vez mais, técnicas permitem alterar o progndéstico com
seguranca e eficacia, como a colocacao de cateteres de drenagem vesico-amniética
(HARRISON & FILLY, 1988).

As uropatias obstrutivas sdo definidas como anomalias que cursam com
dilatacdo das vias urinarias e que nem sempre apresentam real obstru¢cdo. Uma vez
gue a dilatacdo do sistema coletor tenha sido detectada — a chamada hidronefrose -
a avaliacdo subsequente deve incluir trés questdes principais: a origem da dilatagéo,
a coexisténcia de anomalias associadas e, finalmente, o prognostico da
malformacéo (CALLEN, 2008).

A controvérsia em relagdo ao achado de hidronefrose fetal se d4 no grau de
dilatacéo da pelve, pois muitas vezes, uma dilatacdo minima da pelve pode ser um
achado clinico comum na ultrassonografia. Estudos feitos na década de 1980
mostram como limiar indicativo de alteragéo patologica um didmetro antero-posterior
da pelve renal (DAP) maior que 10 mm. Atualmente em nosso servico, estabelece-se

a presenca de hidronefrose fetal com um DAP da pelve renal maior que 5.0 mm e
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esta hidronefrose é classificada como: leve (de 5.0 a 9.9 mm), moderada (10.0 a
14.9 mm), ou severa (215.0 mm) (BOUZADA et al., 2004).

As obstrucbes podem ser altas, se encontradas na juncdo ureteropélvica,
meédias, se encontradas na juncao vesicoureteral e baixas se encontradas na jungao
vesicouretral. Os achados ultrassonogréficos pré-natais dependerdo do nivel e
gravidade da obstrucao.

2.3.1 - Obstrucao de juncéo ureteropélvica

A obstrucdo de juncdo ureteropélvica € a uropatia mais freqientemente
associada a hidronefrose fetal, sendo responsavel por cerca de 11% das causas de
dilatag&o do trato urinario (ISMAILI et al., 2003). Ocorre em aproximadamente uma
em cada 2.000 criancas, com predominio de 3:1 em criancas do sexo masculino
sobre o sexo feminino, sendo bilateral em 20 a 25% dos casos. E usualmente
causada por estenose intrinseca da porcdo proximal do ureter (75%),
freqientemente associada a uma insercdo anémala alta do ureter na pelve renal,
fibrose peripélvica ou vasos anémalos (20% dos casos séo associados a uma artéria
renal acesséria) (WOODWARD & FRANK, 2002).

O diagnéstico é frequentemente suspeitado no feto ou recém-nascido com
dilatacdo da pelve renal e ectasia de calices pela ultrassonografia, mas que
apresentam espessamento e esvaziamento normal da bexiga e volume adequado de
liqguido amnidtico. O grau de acometimento é proporcional & intensidade da
obstrucdo. Dudley et al. (1997) mostraram que trés quartos dos fetos com DAP maior
ou igual a 15 mm tiveram diagnostico pés-natal de obstrucdo da juncado
ureteropélvica e nenhum dos 70 fetos com DAP menor que 15 mm teve esse

diagndstico.

2.3.2 - Rim displasico multicistico

O rim displasico multicistico € uma anomalia do desenvolvimento renal na
qual o parénquima €& ocupado por multiplos cistos multiplos, arredondados,
periféricos e ndo comunicantes, de tamanho variado, ndo sendo possivel distinguir o
cortex renal. A incidéncia é estimada em um a cada 4.300 nascimentos (GORDON

et al., 1988), com predominancia de 2:1 do sexo masculino sobre o feminino. A
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alteracdo ndo € genética, ao contrario da doenca policistica — com a qual é
confundido - que é hereditaria (recessiva ou dominante), sempre bilateral e, em
geral, os cistos sdo vizibilizados em dimensfes reduzidas ou nado visualizados a
ultra-sonografia inicial.

O diagnéstico do rim displasico multicistico é confirmado por ultrassonografia
e cintilografia no periodo poés-natal. A avaliagdo do rim contralateral se faz
necessaria, pois, anormalidades renais podem ser detectadas em aproximadamente
10 a 25% dos pacientes, incluindo agenesia renal, obstrucdo da juncéo
ureteropélvica e refluxo vesicoureteral ( WOODWARD & FRANK, 2002).

2.3.3 - Refluxo vesicoureteral

Os achados ultrassonogréaficos que sugerem o refluxo sdo: hidronefrose com
dilatacao ureteral, sem espessamento da parede vesical, parénquima renal e liquido
amniético normal, especialmente em fetos masculinos. Todavia, a condicdo também
pode ser observada mesmo em ultrassonografia pés-natal normal (JASWON et al.,
1999). Pode ser encontrado nos casos de hidronefrose leve, DAP entre 4 e 10 mm,
mesmo sem dilatacédo ureteral (HOMSY et al., 1997).

O refluxo vesicoureteral € diagnosticado & avaliagdo pds-natal em
aproximadamente 10% dos recém-nascidos com hidronefrose fetal (WOODWARD &
FRANK, 2002). A maioria dos estudos na literatura relata predominancia dos casos
de refluxo em criancas do sexo masculino (LEBOWITZ et al., 1985).

Em recente estudo prospectivo, Ismaili et al. (2006) encontraram prevaléncia
de refluxo em 9% dos casos de dilatacdo pélvica, com predominancia do sexo

masculino (2,4:1), 49% dos quais apresentando acometimento bilateral.

2.3.4 - Megaureter primario

E causado por um segmento aperistaltico do ureter distal, o qual ndo permite
a propulsdo normal da urina. Esta presente em 4% dos casos de hidronefrose. O
diagnéstico fetal € obtido pela observacéo da dilatacao uretral pelo ultrassom, ou, as
vezes, apenas a dilatagdo da pelve e/ou cdlices renais pode ser identificada na
ultrassonografia fetal, sendo o ureter dilatado diagnosticado na investigacdo pos-

natal. O megaureter obstrutivo tem predominancia de 4:1 do sexo masculino sobre o
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feminino, € bilateral em 25% dos casos e o ureter esquerdo € mais comumente
acometido (SHOKAIR & NIJMAN, 2000).

Antes dos avancos da ultrassonografia fetal, as criancas com megaureter
frequentemente apresentavam infeccdo urinaria, dor abdominal e hematuria.
Naquela época, a abordagem de rotina do megaureter consistia em correcédo
cirdrgica, uma vez que se presumia que houvesse uma obstrucdo ao fluxo urinério
no ureter distal. Entretanto, a histéria natural do megaureter assintomatico nao era
conhecida, e por isso, ndo havia controvérsias sobre a conduta cirargica. Mas esse
contexto vem se alterando nos ultimos tempos, com casos de regressao espontanea
de neonatos com megaureter assintomatico. A diferenca entre a dilatacdo do trato
urinario associada a obstrucdo significativa daquela que representa apenas variacao
anatbmica permanece um problema desafiador. Tem se encontrado muita
dificuldade para definir o que é uma obstrucdo do trato urinario e quais 0s pacientes
se beneficiariam de conduta conservadora ou de tratamento cirlirgico mais precoce
(WOODWARD & FRANK, 2002).

De todo modo, com o advento da ultrassonografia a abordagem tem sido
mais conservadora, consistindo em exames clinicos, laboratoriais e ecografias
peridédicas. Estudos apontam que essa € uma Op¢ao segura, com maioria dos
ureteres regredindo espontaneamente em um tempo de seguimento variavel
(OLIVEIRA, 2000).

2.3.5 - Ureterocele e duplicacéo ureteral

A ureterocele é uma duplicacédo cistica da extremidade intravesical do ureter e
ocorre em um em cada 5.000 recém-nascidos, acometendo mais o sexo feminino. E
diagnosticada em cerca de 2% dos casos de hidronefrose (WOODWARD & FRANK,
2002).

Em um sistema duplo, o ureter ectopico drena o pdlo superior entrando na
parede vesical medial e inferior ao ureter responsavel pela drenagem do pélo inferior
e pode estar obstruido, resultando em hidronefrose do polo superior. Uma grande
ureterocele pode também obstruir o orificio uretérico contralateral, resultando em
obstrucdo bilateral, sendo necesséria urgente investigagdo neonatal (WOODWARD
& FRANK, 2002).
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E usualmente possivel identificar a duplicacio do sistema coletor e
ureterocele pela ultrassonografia pos-natal. Além de aumentar o risco de infecgdes,
a ureterocele pode ser causa de dificuldade no esvaziamento vesical, havendo
assim, a indicacao de intervencdo para descompressao da unidade obstruida ja nas
primeiras semanas de vida neonatal ( WOODWARD & FRANK, 2002).

2.3.6 - Valvula de uretra posterior (VUP)

E a causa mais comum de uropatia obstrutiva grave, ocorrendo em
aproximadamente um em cada 8.000 recém-nascidos, responsavel por cerca de 1%
dos casos de hidronefrose, e ocorrendo em especial em fetos do sexo masculino
(WOODWARD & FRANK, 2002). As valvulas da uretra séo folhetos de tecido que se
abrem em leque, distalmente, da uretra prostética para o esfincter urinério externo.
O diagnéstico pré-natal se da ao observar hidronefrose bilateral progressiva
associada a megaureter, megabexiga, e espessamento da parede vesical. Este
diagnéstico pré-natal também é reforcado no exame fisico, pela presenca de
tumoracao hipogéstrica (bexigoma) que se reduz um pouco com a micgdo. O
diagnostico definitivo no recém-nascido sera obtido por meio da uretrocistografia
miccional (WOODWARD & FRANK, 2002).

Diagnostico no pré-natal antes da 242 semana de gestacao, hidronefrose
bilateral grave, e sinais como elevacdo de sddio, cloro e B-2 microglobulina urinaria
fetal, ou oligoidramnio, sdo reconhecidos como preditores de pior progndstico no
periodo pré-natal. No periodo pdés-natal, os recém-nascidos com displasia renal
bilateral grave podem evoluir com hipoplasia pulmonar. Infelizmente, apesar dos
avancos no diagnostico e tratamento dessa uropatia, o percentual de mau
progndéstico, em termos de funcgéo renal e sobrevida, é ainda alto, variando entre 30
e 60%. Um adequado manejo para essas crian¢as requer a identificacdo correta no
pré-natal, para que a intervencdo adequada seja realizada no feto ou logo apés o
nascimento (SMITH et al., 1996).

Alguns autores, como Smith et al. (1996), sugerem que a imediata ablacéo
das valvulas seria a terapéutica mais favoravel em longo prazo em termos de funcao
renal. Na unidade de Nefrologia Pediatrica do HC-UFMG, a vesicostomia cutanea
tem sido realizada nos recém-nascidos, mas, parece que o prognoéstico esta mais

associado aos danos renais intra-ttero do que ao método inicial de tratamento.
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2.4 — NEFROUROPATIAS OBSTRUTIVAS: DIAGNOSTICO FUNCIONAL NAO
INVASIVO

2.4.1 - Avaliacdo do volume do liquido amniético

Inicialmente o volume do liquido amnidtico era o Unico indice de
desenvolvimento do rim fetal. Entretanto, estudos indicam que o volume do liquido
amniético € preditivo somente nos casos graves. O volume de liquido amnidtico
normal no terceiro trimestre de gestacéo sugere adequada funcéo renal e a reducgéo
desse liquido no inicio infere grave comprometimento do desenvolvimento do trato
urinario (HOLMES et al., 2001).

A acurécia da avaliacdo do volume de liquido amniético (LA) por critérios
subjetivos depende da experiéncia do operador do ultrassom. Até aproximadamente
a 222 semana de gestacao o feto ocupa menos da metade do volume intrauterino.
SO apos este periodo, ele cresce progressivamente, ocupando a maior parte da
cavidade uterina (ZUGAIB, 2012).

Diante da dificuldade de padronizacdo dos métodos subjetivos, foram
desenvolvidos métodos semiquantitativos que indicam o valor do LA. A técnica do
maior bols&o de LA consiste na medida isolada do diametro vertical do maior bolséo
de liquido. Nesse caso, considera-se oligoidramnio acentuado quando esta medida
for menor de 1 cm e polidrdamnio grave quando a medida for maior que 16 cm
(CHAMBERLAIN et al., 1984).

Atualmente, e em nosso servi¢co, a forma utilizada para avaliar o volume do
liquido amnidtico consiste na determinacdo do indice de liquido amniético (ILA),
originalmente descrito por PHELAN et al., consiste na soma do didmetro vertical do
maior bolsdo de LA nos quatro quadrantes do abdome materno. Considera-se
normal quando o indice estiver entre os percentis 5 e 95 para a idade gestacional no
momento da medida. E considerado oligoidramnio quando o ILA é inferior ao
percentil 5 e polidramnio quando o indice encontra-se acima do percentil 95 para a
idade gestacional no momento do exame (RUMACK, 2006).

A quantidade de liquido amniotico esta diretamente relacionada com a
producdo de urina pelo feto. A diminuicdo do liquido amnibtico geralmente é
consequéncia da diminuicdo da producdo urinaria fetal. OLIVEIRA et al. (1999)

demonstraram, em uma analise multivariada, que a reducéo do liquido amnidtico é o
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fator progndstico mais significativo na predicdo de Obito e/ou insuficiéncia renal

durante o seguimento pés-natal.

2.4.2 - Avaliagao do parénquima renal fetal

As alteracdes renais em decorréncia das obstrucdes do trato urinario implicam
em danos irreversiveis da fungéo renal fetal como consequéncia da pressao elevada
no interior do trato urindrio em desenvolvimento. A disfungéo renal vai depender da
extensado e da gravidade da displasia.

O parénquima renal nos rins displasicos tende a exibir aumento de
ecogenicidade quando comparado a outras estruturas que o circundam,
provavelmente em decorréncia do tecido fibroso abundante (TRINKA et al., 2012).
Alguns estudos associaram esses achados ecograficos com displasia renal
confirmada por histologia poés-natal. O achado de hiperecogenicidade a
ultrassonografia associou-se ao achado histolégico de displasia com sensibilidade
de 73% e especificidade de 80%. Porém, o aumento da ecogenicidade renal pode
ser encontrado em aproximadamente 20% dos fetos com rins normais e em 25%
dos fetos com displasia renal ndo foi encontrada essa alteracdo ao exame
(MAHONY et al, 1984). E importante ressaltar que a determinacdo da
ecogenicidade do parénquima renal pode ser influenciada por vérios fatores, como a
capacidade do equipamento, a subjetividade do examinador, presenca de lesdes
cisticas que podem aumentar a transmissao sonica e, principalmente na presenca
de oligoidramnio dificultando a visibilizagdo dos rins. A presenca de cistos corticais
em fetos com uropatias obstrutivas também se correlaciona com a gravidade do
comprometimento renal, inferindo significativo dano irreversivel, mas ndo sempre
letal (PEREIRA, 1999).

2.4.3 - Avaliacao da pelve renal

O avanco e a modernizagao nos aparelhos de ultrassonografia resultaram na
maior deteccao de hidronefrose fetal. Uma vez detectada a dilatagdo ao exame
ultrassonografico no pré-natal, o grau da hidronefrose € calculado pela medida do

diametro anteroposterior (DAP) da pelve renal no plano transversal do rim. Essa
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medida tem correlacdo com a idade gestacional em questdo. Embora ndo exista
consenso na definicdo de hidronefrose pré-natal, estudos descrevem anormalidades
renais persistentes na avaliacdo pds-natal quando o DAP da pelve renal fetal mede
mais de 6 mm antes da 20% semana de gestacdo, mais de 8 mm entre 20 e 30
semanas e mais de 10 mm acima de 30 semanas de gestacdo (SIEMENS et al.,
1998).

A literatura considera normal um DAP menor que 5 mm, mas nao ha
consenso sobre uma real medida preditiva de hidronefrose. Uma dilatacéo
moderada, conhecida como pieloectasia, corresponde a DAP maior ou igual a 4 mm
e menor que 10 mm, e geralmente possui um prognéstico favoravel, podendo,
entretanto, requerer intervencdes pos-natais.

Existe um consenso em relacdo a duas situacoes:

¢ Antes de 24 semanas, o trato urinario fetal € normal se o DAP da pelve renal
€ de 4 mm ou menos, os calices e 0s ureteres ndo sao visiveis e a bexiga &
normal.

e Depois de 24 semanas, o trato urinario € anormal se o DAP excede 10 mm,
os calices sao visiveis, o ureter é dilatado, a bexiga esta aumentada e/ou com
parede espessada e a uretra estd distendida (TOIVIAINEN-SALO et al.,
2004).

A maioria dos autores concorda que a DAP maior que 15 mm ¢é altamente
preditivo de doenca significativa do trato urinario (LEE et al., 2006).

The Society of Fetal Urology (SFU), em 1993, propde que a gravidade da
dilatacdo renal também pode ser classificada (Figura 2) através de aspectos
ecogréficos, levando-se em consideracdo o grau de dilatacdo da pelve renal, o
namero de calices observados, a presenca e a gravidade da atrofia do parénquima
renal (FERNBACH et al., 1993).

Grau 0: sem dilatacéao;

Grau I: somente a pelve renal e visibilizada;

Grau lI: visibilizada pelve renal e alguns calices;

Grau lllI: hidronefrose com quase todos os calices visibilizados;

Grau IV: hidronefrose com quase todos os calices visibilizados, acompanhada

de atrofia do parénquima renal.
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Ultra-sonografia e Urografia excretora
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Figura 2 — Classificagéo da hidronefrose de acordo com The Society of Fetal Urology (SFU)

2.4.4 - Avaliacao ultrassonografica do ureter

Os ureteres fetais normais ndo sdo visualizados ao exame ultrassonograficos.
Entretanto, na presenca de megaureter, este é visualizado e pode ser indicativo de
obstrucéo ureteral, vesical ou refluxo vesicoureteral (DUVAL et al., 1985).

2.4.5 - Avaliacao ultrassonogréfica da bexiga fetal

A bexiga fetal preenchida por urina fetal € identificada entre 13-15 semanas
de gestacdo. A presenca de urina na bexiga implica no funcionamento de pelo
menos um dos rins. A parede fetal normal é fina. O espessamento da parede da

bexiga fetal sugere obstrucdo uretral, como valvula de uretra posterior em fetos
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masculinos. Se a bexiga ndo é visualizada, diagnésticos como agenesia renal

bilateral ou extrofia vesical devem ser considerados (COHEN et al., 2004).

2.5 — NEFROUROPATIAS OBSTRUTIVAS: DIAGNOSTICO FUNCIONAL INVASIVO

As uropatias obstrutivas possuem lenta evolugcédo e possivel degradacao da
funcdo renal. Os parametros ultrassonograficos quando usados isoladamente, néo
sao suficientes para a avaliagdo completa da viabilidade dos rins no periodo fetal. O
equilibrio hidroeletrolitico € mantido pela placenta, logo, o estudo do soro fetal ndo
contribui para analise da funcdo renal intrauterina. Entretanto, a concentracdo de
eletrdlitos na urina fetal correlaciona-se diretamente com a funcgéo renal (EKBLOM,
1994). Ela pode ser avaliada bioguimicamente a partir da 15% semana de gestacéo,
onde os rins se encontram funcionantes e produzindo urina. Acredita-se que tais
dosagens podem ser também realizadas em liquido amnidtico, ja que grande parte
de sua composicao é de urina fetal (GRANNUM & COPEL, 1990).

HARRISON & FILLY, em 1988, compararam alguns marcadores bioquimicos
na urina fetal, em pacientes com boa funcéo renal e em pacientes com funcgéo renal
comprometida. O estudo mostrou aumento das dosagens de creatinina em pacientes
com funcdo renal comprometida, e diminuicdo das concentragbes de soédio, cloro,
potassio e osmolaridade nos que apresentavam boa funcao renal.

Esforcos tém sido feitos para a determinacdo do grau de acometimento da
funcdo renal intradtero. Através da analise bioquimica, varios eletrélitos e proteinas
tém sido dosados com objetivo de se determinar aquele que melhor se correlaciona
com a real funcéo renal (OLIVEIRA, 2001).

Existe uma direta correlacdo entre os niveis de maturacdo da funcao renal
fetal com a avaliacdo bioquimica. Com o evoluir da gestacéo, e consequentemente
maturacdo dos sistemas de excrecao e absorcao do rim fetal associado ao aumento
da taxa de filtracdo glomerular, ocorre modificacao na excrecéo urinaria de eletrélitos
componentes da urina. A presenca de urina fetal hipotdnica sugere funcgéo
glomerular e tubular normais (NICOLAIDES et al., 1992).

Estes séo alguns dos marcadores bioquimicos utilizados para avaliar a funcéo

renal no feto:
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2.5.1 — Sédio

O sodio é o maior céation extracelular. Ha muitos mecanismos envolvidos na
regulacdo do sodio. A medida que a gestacdo evolui e o rim se desenvolve, ha
aumento da taxa de filtracdo glomerular e consequente aumento da capacidade de
reabsorcdo deste soluto. Isto também se deve a capacidade dos tubulos proximais
de responderem a angiotensina Il. A reabsorcéo de sédio pelo rim fetal, no final da
gestacado, varia entre 85-95% da carga filtrada. O valor do sodio na urina fetal
diminui com a evolucéo da gestacdo (NICOLINI et al., 1992).

NICOLINI et al.,, também mostraram a diminuicdo progressiva do nivel de
sédio durante a gestacdo. Porém, em fetos com displasia renal, mostrou-se uma
elevada concentracao de sédio urinario.

O sdédio € considerado um importante marcador de funcéo renal avaliado na
urina de pacientes com uropatias obstrutivas, pois seu aumento pode estar
relacionado ao prognastico fetal (OLIVEIRA, 2001).

2.5.2 — Potéassio

Da mesma forma que outros ions, o potassio é filtrado pelo glomérulo junto
aos tubulos proximais, e também no ramo ascendente da alca de Henle. A taxa de
secrecdo do potassio € influenciada pela de sdédio, pois 0s mecanismos que
controlam a reabsorcdo do sodio sdo responsaveis também pela secrecao de
potassio (BRACE, 1995).

No estudo de DAFFOS et al.,, em 1988, as concentracfes de potassio na
urina fetal ndo variaram no decorrer da gestacao e apresentaram um concentracao
média de 4,2 mEg/L. J& NICOLINI et al., em 1992, mostraram que as concentracdes
de potassio em gestacBes normais apresentavam concentracfes decrescentes ao

longo da gestacao.

2.5.3-Cloro

A concentragdo plasmatica do cloro tem como principal regulador os rins,

sendo a excregdo urinaria influenciada pela concentracdo plasmatica. Os cloretos
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séo reabsorvidos através do epitélio tubular: tabulos proximais, alca de Henle e o
restante nos sistemas coletores (BRACE, 1995).

O cloro e o bicarbonato sé&o os principais anions no liquido extracelular, sendo
que parte do sédio é reabsorvido juntamente com esses anions. O sistema renal de
regulacdo acido-base também regula a propor¢cdo dos ions cloreto para ions
bicarbonatos no liquido extracelular.

Concentracdo de cloro inferior a 90mEg/ml esta relacionado com boa
evolucdo perinatal, principalmente quando associado a outros parametros

bioguimicos e ultrassonogréficos (SANTOS, 2008).

2.5.4 - Creatinina

A creatinina € um produto produzido no organismo durante o metabolismo do
tecido muscular, resultante da degradacao da fosfocreatina (creatina fosforilada) no
musculo, e é geralmente produzida em uma taxa praticamente constante pelo corpo,
mas, exercicios musculares intensos e algumas doencas aumentam sua producao
(OLIVEIRA, 2001).

A creatinina é excretada pelos rins, que regulam sua concentragdo no
sangue. Quando ha insuficiéncia renal, os indices de creatinina sérica aumentam. A
avaliacdo da concentracdo sérica de creatinina é o parametro mais seguro para
avaliar a funcao renal (OLIVEIRA, 2001).

A creatinina medida em liquido amniético possui correlagcdo com a maturidade
fetal. Outro trabalho também sugeriu a correlacdo da creatinina com predicdo da
Sindrome da Membrana Hialina (GRUPE, 1987). Valores de creatinina no liquido
amniético que melhor representam a maturidade fetal sédo 1,5 a 2,0 mg/dl (OLIVEIRA
et al., 2002).

A concentracdo de creatinina aumenta gradativamente no decorrer da
gestacao, entre a 202 e 322 semanas. Na primeira metade da gestacao os niveis de
creatinina materno e no soro fetal sdo semelhantes. Apés a 322 semana de gestagéo
a concentracao de creatinina fetal medida no liquido amniético alcanca valores 2 a 4
vezes maiores que a da mae (Liu & Gong, 1982). Apesar do aumento da creatinina
poder ser atribuido tanto pelo aumento de massa muscular do feto como também da

maturidade renal, estudos mostram que a concentragdao de creatinina correlaciona-
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se melhor com a maturidade renal, quando comparados os dois fatores (MUSSAP et
al., 1995).

2.5.5 - B2-microglobulina

A B2-microglobulina € um polipeptideo com peso molecular de 11,815 kDa da
cadeia livre do complexo antigénico da classe | do HLA. E liberada para o fluido
extracelular como um monomero livre depois de ser dissociado da cadeia pesada de
HLA 3. Em humanos é sintetizada e liberada na circulacdo principalmente por um
“pool” de linfocitos (BACKMAN et al., 1986).

A funcéo da B2-microglobulina ainda € desconhecida, mas ela pode controlar
a expressao e biossintese de antigenos na superficie celular. Por causa do baixo
peso molecular, a p2-M ¢é filtrada pelos tubulos proximais. 99% de toda B2-M é
reabsorvida e degradada nos tubulos proximais, por isso, a quantidade liberada na
urina € minima (BACKMAN et al., 1986). O aumento da f2-M na urina é evidéncia de
disfuncéo tubular.

Em fetos, os niveis séricos de 2-M sdo detectados a partir da 112 semana.
Reabsorcéo prejudicada é visto em fetos com displasia renal bilateral ou uropatia
obstrutiva bilateral grave, resultando em niveis anormais urinarios de eletrélitos, p2-
microglobulina e osmolaridade (MULLER et al., 1993).

Amostras de urina fetal com concentracdes de 2-microglobulina inferior a 6
mg/L indicam boa funcéo renal fetal (NICOLAIDES et al., 1992).

2.5.6 — Osmolaridade

A osmolaridade avalia os mecanismos de concentracdo urinaria. Para regular
a osmolaridade, o rim deve separar a reabsorcdo de ions da reabsorcao de agua.
Quando ha ingestao excessiva de agua, o rim deve eliminar a quantidade excessiva
de agua sem perda de ions, ndo havendo secre¢do do horménio antidiurético e com
os ductos excretores impermeaveis a agua. No entanto se ha falta escassez de
agua, os ductos se tornam permedveis reabsorvendo a agua. A permeabilidade é
influencida pela horménio antidiurético (OLIVEIRA, 2001).
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A urina fetal € hipoténica desde que o feto esteja bem hidratado. A 4gua pode
difundir-se muito facilmente através da placenta e o horménio antidiurético é
suprimido. A osmolaridade por esta caracteristica pode indicar maturacdo renal
(BRACE, 1995).

Da mesma forma que o sodio, os valores da osmolaridade sdo de extrema
importancia para avaliar a fungdo renal dos fetos com algum comprometimento renal
(HARRISON & FILLY, 1988).

A osmolaridade urinaria fetal € o parametro utilizado no CEMEFE para definir
quais fetos com problemas renais apresentam funcéo renal preservada, permitindo,
a insercdo de derivagdo vesico-amnidtica ou procedimentos no pré-natal, para
preservacdo da funcdo renal. Valores abaixo de 210 mOsm/I sdo considerados
normais (PEREIRA et al., 2005).

2.6 — A UROMODULINA

2.6.1 — Aspectos histéricos: A descoberta da Proteina de Tamm-

Horsfall/Uromodulina

Em 1950, Igor Tamm e Frank L. Horsfall Jr., trabalhando no Instituto
Rockefeller em Nova York, separaram e caracterizaram, através de uma técnica de
precipitacdo de sal, uma proteina presente na urina humana e de outros animais,
capaz de inibir a hemaglutinacao viral. Estes autores compreenderam a formacao
quimica da mucoproteina e a maneira pela qual ela inibia a hemoaglutinacédo
induzida por gripe, caxumba, doenca de Newcastle e outras viroses. Em seu artigo,
denominaram-na de proteina de Tamm-Horsfall (THP), que possuia excrecao
urinéria estimada em valores de até 17 mg/L (TAMM & HORSFALL, 1950).

Em 1964, BAYER utilizou microscopia eletronica para confirmar a ligacdo do
virus da gripe com a mucoproteina urinaria. THP foi visualizada como uma rede de
filamentos compostos de pequenas fibrilas com um diametro de 4 a 24 nm, mas o
comprimento nédo pdde ser detectado devido a sua tendéncia para formar agregados
de ponta a ponta. Na década de 1970, um laboratério em Londres, mostrou que a
THP migra por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sodio

(SDS-PAGE) como uma unidade molecular Unica, de peso molecular de
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aproximadamente 80 a 90 KDa. Cerca de 30% do seu peso molecular era
constituido por carboidratos (FLETCHER et al.,1970).

THP estava constantemente sob a atencdo de investigadores que
trabalhavam no campo das glicoproteinas ou por nefrologistas e urologistas. De
acordo com o PubMed, de janeiro de 1967 a janeiro de 1985, quase 200 artigos
relativos a glicoproteina Tamm-Horsfall foram publicados (SERAFINI-CESSI,
MALAGOLINI; CAVALLONE, 2003). Posteriormente, Muchmore e Decker iniciaram
uma pesquisa em mulheres gravidas, visando detectar proteinas com atividade
Imunossupressora na urina. Utilizou-se amostras de urina de gestantes no terceiro
trimestre de gestacdo, entre a vigésima e a quadragésima semana. Apds 0 processo
de purificacdo, obtiveram uma glicoproteina de 85 KDa. Demonstrou-se que esta
proteina tinha a capacidade de inibir a proliferacdo de linfécitos T e mondcitos
induzida por antigenos, como o toxoéide tetanico e a fitohemaglutinina. Por sua fonte
de isolamento e atividade moduladora da resposta imune in vitro, denominaram-na
de uromodulina (MUCHMORE & DECKER, 1985). A proteina purificada apresentava
30% de carboidratos em sua composi¢cdo, tendéncia para formar agregados e
pontes dissulfidicas no interior da molécula.

Em 1987, PENNICA e colaboradores identificaram a THP e uromodulina
(UMOD) como sendo proteinas idénticas. Isolaram e caracterizaram a uromodulina
utilizando clones gendémicos e DNA complementar. A sequéncia de aminoacidos,
codificada por um dos éxons do gene da uromodulina, mostrou homologia com a
proteina de Tamm-Horsfall. Outros estudos, assim como o realizado por Pennica
também foram capazes de isolar a uromodulina na urina de mulheres ndo gravidas
(MUCHMORE et al., 1987).

2.6.2 — Estrutura e localizacéo

O gene humano de UMOD foi atribuido ao cromossomo 16p12.3-16p13.11
(POOK et al., 1993). O DNA que codifica UMOD no rato, camundongo, e bezerro
também foi sequenciado (YU et al., 1994) e o gene de UMOD foi relatado estar
presente em todos as classes de vertebrados (BADGETT & KUMAR, 1998).

RINDLER et al, tranferiu cDNA da uromodulina para células HelLa e mostrou
que ela é uma proteina com uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI)

caracterizada por uma estrutura notavel e propriedades unicas. Os acidos graxos
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ligados a ancora GPI permitem a insercdo da uromodulina ha membrana plasmatica
(Figura 3). A proteina madura contém 616 aminoacidos, incluindo 48 residuos de
cisteina que envolvem potencialmente 24 pontes dissulfeto, que sdo importantes
para a sua conformacdo. Oito potenciais sitios de N-glicosilacdo também estao
presentes, explicando o alto indice de carboidratos da molécula (MUCHMORE &
DECKER, 1985). A estrutura da uromodulina (Figura 3) contém trés fatores de
crescimento epidérmico (EGF), dominios estes que mediam interacdes proteina-
proteina, além de um dominio de zona pellcida. A regido C-terminal da proteina
inclui um estiramento de aminoacidos hidrofobicos, que atuam como um sinal para a
transpeptidase no reticulo endoplasmatico (RE) fixar a ancora GPI pré-formada.
Seguindo esta adicdo, a proteina ligada a ancora € transportada para o complexo de
Golgi, onde glicanos séo totalmente processados, e em seguida ela é entregue a
superficie luminal da célula, e, finalmente, liberada na urina por clivagem proteolitica
(SERAFINI-CESSI et al., 2003).
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Figura 3: Modelo estrutural da uromodulina urinéria (area amarela) e sua ancora GPI (Fonte: SERAFINI-CESSI et al., 2003).
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Quando células HelLa que expressam a uromodulina recombinante s&o
tratadas com manosamina, um inibidor da biossintese da ancora GPI, a proteina
acumula intracelularmente e é significativamente menos exposta a superficie da
célula, indicando que a adicdo de ancora GPIl é necessaria para entrega a
membrana plasmatica (MALAGOLINI et al., 1997). Figura 4 mostra o
encaminhamento da UMOD GPI-ancorada a superficie celular.

Aproximadamente 150 tecidos celulares diferentes foram analisados através
de uma sonda de RNA de uromodulina, e somente o tecido de rim humano adulto
deu sinal positivo, indicando que a producgédo e distribuicdo da uromodulina no
organismo humano se d&o exclusivamente nos rins (PENNICA et al., 1987). E
distribuida especificamente nas células epiteliais no segmento espesso ascendente
(TAL) da alca de Henle e na por¢cdo mais proximal do tubulo contorcido distal.
Estudos ontogenéticos indicam que a presenca da uromodulina € intimamente
relacionada com o desenvolvimento e maturagcdo funcional da algca de Henle

(HOYER et al., 1974).
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Figura 4. Diagrama esquematico da biossintese e encaminhamento intracelular de uromodulina GPI-ancorada numa célula
TAL. A adicéo da ancora GPI pré-formada a UMOD ocorre no RE: a forma ligada & membrana é transportada para o complexo
de Golgi, onde glicanos séo totalmente processados, entregues a superficie luminal da célula, e libertada na urina por uma
clivagem proteolitica (Fig 3). Nota-se as largas mitocondrias e interdigitacdes na membrana basolateral que séo proeminentes
em células TAL. (Fonte: SERAFINI-CESSI et al., 2003).
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Um fato importante da fisiologia renal é a auséncia de UMOD na regido da
macula densa, vizinha ao segmento espesso da alga de Henle. Isto permite o livre
funcionamento do mecanismo de retroalimentacao tubulo-glomerular, que é baseado
na exposicao a concentracao eletrolitica do fluido tubular (YING & SANDERS, 1998).
Evidéncias obtidas na luz aos niveis de microscépio eletrénico comprovam que a
uromodulina € ordenada para a membrana apical de células epiteliais TAL (Figura
5), resultantes da adicdo de ancora GPI e/ou de N-glicanos ligados (DEVUYST et
al., 2005).
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Fig. 5: Deteccéo de uromodulina no rim humano e na urina. (A) uromodulina purificada (PU, 0,5 mg) e de urina humana normal
(HU, 4 ml) foram submetidos a 7,5% de SDS-PAGE, transferidas para nitrocelulose e sondadas com anticorpos policlonais de
ovelha contra uromodulina. A banda larga de ~85-90 kDa corresponde ao tamanho previsto da uromodulina. Uromodulina
migra mais rapidamente em amostras ndo-reduzidas do que em amostras reduzidas. (B) A andlise qualitativa da migragdo de
uromodulina seguinte a deglicosilagdo. As amostras de urina de controles normais (1 ml) foram incubadas com (+) ou sem (-)
N-glicosidase F (PGNase F), separados em 7,5% PAGE e sondadas com anticorpos policlonais anti-uromodulina. O
deslocamento da banda uromodulina para um peso molecular mais baixo confirma a existéncia de correntes ANS-glicano
ligados. (C) A andlise quantitativa da excre¢cao de uromodulina na urina. As amostras de urina de um controle normal (C), dois
pacientes FJHN com uma mutag&o sem sentido de UMOD (seta) ou sem mutacdo detectada UMOD (asterisco), e dois doentes
com insuficiéncia renal relacionado para FJHN (RF) foram sondados com anticorpos policlonais contra uromodulina. A
excrec¢d@o urindria de uromodulina é significativamente menor no paciente FJHN abrigando uma mutagdo UMOD vs outros
pacientes com insuficiéncia renal. O carregamento foi normalizado por creatinina urinaria. (D e E) Imunocoloragdo por
uromodulina no rim humano. No rim normal (D), a uromodulina é distribuida principalmente no TAL, com uma reatividade
distinta na membrana apical. O padrdo de expresséo e coloragdo para uromodulina é significativamente modificada nos rins
com muta¢des UMOD (E): uma coloragdo anormal de uromodulina é detectada num subconjunto nos perfis tubulares que séo
por vezes aumentada ou cistica. A coloragdo para uromodulina € intensa, difusa na porgéo intracelular e heterogénea dentro
das células tubulares. (Fonte: DEVUYST, et al., 2005).
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A uromodulina é excretada na urina a uma taxa de ~50 mg/dia, mas esse
valor pode ser influenciado por muitos fatores, incluindo o volume de urina, dieta e
exercicio (KOBAYASHI & FUKUOKA, 2001).

2.6.3 — Papel da Uromodulina

Mesmo depois de diversos estudos, a funcéo biolégica da uromodulina ainda
permanece um mistério. Uma das caracteristicas mais peculiares de UMOD em
solucdo é a sua tendéncia para a gelificacdo/agregacdo quando a concentracdo de
cloreto de sédio estd perto de 100 mmol/L ou cloreto de calcio € de 1 mmol/L
(STEVENSON et al., 1971; WIGGINS, 1987). Ambas as condigbes geralmente
ocorrem em condi¢cdes normais da urina, e um método baseado nesta propriedade
foi criado para purificar a uromodulina, utilizando um filtro de terra diatomacea
(SERAFINI-CESSI et al., 1989).

A proteina tende a formar grandes agregados em solucdo e, por intermédio
de seus glicanos foi postulado que a UMOD interage com outras proteinas, como a
imunoglobulina G (RHODES et al., 1993). Estudos tém mostrado que UMOD urinaria
se liga e ativa leucdcitos, incluindo neutrofilos polimorfonuclerares, linfocitos e
monocitos (HORTON et al., 1990).

Além disso, a distribuicdo de uromodulina no TAL conduziu a sugestées que
esta pode desempenhar papel nos processos de transporte de ions e a
impermeabilidade a agua nesta regiao (YING & SANDERS, 1998).

Outra linha de pesquisa diz respeito ao papel da uromodulina na defesa
contra infec¢des do trato urinério, em especial as causadas por Escherichia coli. A
colonizacdo é mediada pela ligacao de adesinas presentes em fimbrias de E. coli em
glicoproteinas e glicolipideos expostos na superficie da célula. H4 evidéncias de que
as cepas do tipo-1 de E. coli representam as variantes fenotipicas predominantes
isoladas em pacientes com infeccbes do trato urinario (MARTINEZ et al., 2000) e
uroplaquinas la e Ib (as glicoproteinas mais abundantes da membrana da superficie
luminal em células uroteliais) se comportam como receptores eficientes para o tipo-1
de E. coli (WU et al., 1994). Foi mostrado que a uromodulina se liga as fimbrias de
E. coli in vitro e eficientemente competem com as uroplaquinas la e Ib na ligacéo a

esses agentes patogénicos, suportando a nocdo de que in vivo, a uromodulina
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urinaria representa um agente protetor contra infec¢des do trato urinario (PAK et al.,
2001).

A associacao de mutacBes no gene da uromodulina com um tipo peculiar de
nefrite intersticial crbnica lancou uma nova luz sobre o papel fisiopatologico
desempenhado por esta proteina nos rins. Nefropatia hiperuricémica familial juvenil
(FJHN) é uma doencga autossdmica dominante caracterizada por hiperuricemia
devido a excrecéao reduzida de acido Urico, e o desenvolvimento de nefrite intersticial
cronica levando a progressiva insuficiéncia renal (DAHAN et al., 2001). O fendtipo de
FIJHN se assemelha a doenca renal medular cistica autossémica dominante
(MCKD2), uma forma rara de nefrite intersticial cronica desenvolvida durante a idade
adulta e caracterizada pelo desenvolvimento atrasado e ndo constante de cistos
cortico-medulares. Estudos de mapeamento identificaram um locus para FJHN no
cromossomo 16p11.2, muito préxima ao I6cus MCKD2 anteriormente localizado, o
que levantou a hipétese de que as duas doencas se tratariam na verdade, de duas
facetas de uma mesma doenca. Esta hip6tese foi confirmada por Hart et al.,, em
2002, que foi o primeiro a relatar mutacbes do gene UMOD, que codifica a
uromodulina em FJHN bem como em MCKD2. A associacao de causalidade entre as
mutac6es na UMOD em FIJHN/MCKD?2 foi confirmado por outro grupo (TURNER et
al., 2003). Depois disso, estudos estenderam também a participacdo de mutacbes
da UMOD na variante autossémica dominante da Doenca Renal Glomerulocistica
(GCKD), agrupando provisoriamente, estas doencas pela definicAo de doencas
relacionadas com as mutacdes da UMOD (RAMPOLDI et al.,, 2003). Mais de 58
mutacBes do gene UMOD ja foram relatadas na literatura (VYLETAL et al., 2010).

Estas doencas sdo em sua maioria mutacdes missense ou peguenas
delecdes que causam uma alteracdo dos aminoacidos nos residuos de cisteina,
responsaveis pelas ligagcbes das pontes dissulfeto, que determinam a dobragem
correta da proteina. Portanto, assume-se que nas mutacbes do gene UMOD sao
produzidas proteinas defeituosas. A uromodulina imatura e defeituosa é retida no
reticulo endoplasmatico e néo é liberada pela membrana celular apical. Em bidpsias
renais podem ser visualizados grandes e densos depositos intracelulares de
uromodulina em células do TAL (DAHAN et al., 2003). Outros estudos in vitro
utilizando microscopia eletrénica em células epiteliais renais transfectadas com
cDNAC UMOD mutante mostrou efetivamente que a uromodulina fica retida

intracelularmente (CHOI et al., 2005; VYLETAL et al.,, 2006). A acumulagao de
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proteinas deformadas no reticulo endoplasmatico causa stress, o que aumenta a
sintese de foldases para que aja a degradacdo dessas proteinas. Quando a
capacidade da célula para remover estas proteinas esta em seu limite, pode-se
desencadear apoptose e autofagia das células ou alternativamente, levar a célula a
ativacdo via MAP de quinases e NF-kB. E altamente provavel que estas vias,
eventualmente, resultam em danos nas células TAL e em insuficiéncia renal
progressiva.

Por fim, estudos (KOTTGEN et al., 2009; GUDBJARTSSON et al.,, 2010)
sugerem ainda a participacdo da UMOD em Doenca Renal Cronica (DRC), mas,
ainda ndo se sabe 0 que causa esta associacdo. Outras pesquisas mostram que a
dosagem da uromodulina pode funcionar como um biomarcador para o diagndstico
da DRC. Kottgen et al., 2010 encontraram em um estudo de caso-controle de 242
pacientes com DRC, que a alta excrec¢ao urinaria de uromodulina estava associada
com o desenvolvimento de CKD 10 anos mais tarde. Este estudo sugeriu que a alta
excrecdo urinaria de uromodulina, pode ser um fator de risco para DRC. Contudo, a
ligagdo patogenética entre a alta excre¢cdo de uromodulina e CKD € atualmente
desconhecida (LHOTTA, 2010).

Até agora, os baixos niveis de uromodulina tém sido quase sempre
considerados uma consequéncia de danos no TAL e correlacionam com funcéo
renal reduzida em varias nefropatias (LYNN & MARSHALL, 1984; THORNLEY et al.,
1985; TORFFVIT et al., 1998; CHAKRABORTY et al., 2004).

2.6.4 — A uromodulina no feto

DAIKHA-DAHMANE et al., em 1997, analisaram através de imuno-
histoquimica se¢des de rins de 34 fetos com uropatias obstrutivas, que, devido a
severidade do diagndstico havia sido indicada a interrupcdo da gestacao ou onde
houve 6bito fetal intradtero. Foi encontrado um acumulo de UMOD néo apenas nos
tubulos distais, mas também em partes proximais do néfron, sugerindo que em
casos de nefropatias obstrutivas, ha uma urodindmica anormal implicada desde
cedo, desenvolvendo mudancgas renais.

Ademais, um estudo utilizando macacos Rhesus, buscou avaliar o tamanho e
0 peso dos rins durante o desenvolvimento fetal, além de quantificar o nimero total

de glomérulos e tentar entender o comportamento de algumas proteinas renais
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durante a vida fetal. Métodos imuno-histoquimicos foram incluidos para identificar os
padrbes de expressdo de proteinas tubulares, entre elas a uromodulina. A
uromodulina foi encontrada na vida fetal, sendo expressa em algumas estruturas
tubulares semelhantes em desenvolvimento no final do primeiro trimestre, e somente
no ramo ascendente da Alca de Henle a partir do segundo trimestre da gravidez
(BATCHELDER et al., 2013).

Diante das caracteristicas fisico-quimicas da uromodulina, sua producao e
excrecao nos rins e de seu possivel papel desempenhado em varias doencas do
sistema renal, este trabalho se propde a analisar como se da a producdo de
uromodulina pelo feto, e se esta estd presente ndo s6 na urina como no liquido
amniético. Além disso, a possibilidade da uromodulina ser um novo possivel
marcador bioquimico de funcao renal pré-natal, auxiliando e agilizando o diagndstico
fetal, permitindo assim, que as devidas medidas profilaticas sejam tomadas em cada

caso.
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3 — JUSTIFICATIVA

As uropatias obstrutivas do trato urinario apresentam importancia entre as
anomalias congénitas que acometem os fetos durante o periodo pré-natal, pois,
possuem lenta evolucdo e podem degradar e comprometer a funcao renal apdés o
nascimento e durante a infancia.

Foi inicialmente definido que o grau de acometimento e de severidade da
obstrucdo poderia interferir no progndéstico. Porém, se faz necessario saber em quais
fetos se deve interferir a fim de preservar a fungéo renal ou diminuir o dano, evitando
a insuficiéncia renal. Os parametros ultrassonograficos quando usados
isoladamente, ndo séo suficientes para a avaliacdo completa da viabilidade dos rins
no periodo fetal. Por isso, a identificacdo de marcadores de funcdo renal é de
extrema importancia no tratamento pré-natal.

Morris et al., em 2007, apos realizar uma Revisdo Sistematica de 23 artigos
sobre marcadores bioguimicos encontrados na urina fetal, concluiu que nenhum
marcador analisado até o momento possui precisdo clinicamente significativa para
prever o mau funcionamento dos rins no periodo pés-natal.

A uromodulina possui papel desconhecido no organismo, mas estudos
indicam sua participacdo em algumas doengas do sistema urinario. O conhecimento
do comportamento e producédo desta proteina durante a vida fetal pode apresentar
futuramente um novo possivel biomarcador de funcéo renal fetal e assim, contribuir

para o diagnéstico das uropatias obstrutivas.
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4 — OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi verificar se a proteina uromodulina é

produzida e eliminada pelos rins durante a vida fetal.

4.1 — OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Identificar a proteina uromodulina em urina de fetos portadores de
uropatia obstrutiva.

2. ldentificar a presenca da proteina uromodulina no liquido amniético em
fetos sem uropatia obstrutiva.

3. Comparar os niveis de uromodulina obtidos da urina fetal com outros
parametros bioquimicos de funcao renal: osmolaridade e creatinina.

4. Comparar 0s niveis de uromodulina obtidos de urina de fetos
portadores de uropatia obstrutiva com o0s niveis obtidos de liquido

amniotico de fetos sem uropatia obstrutiva.
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5 — PACIENTES E METODOS

5.1 - PACIENTES

Trata-se de um estudo observacional descritivo. No periodo de marco de
2013 a marco de 2015, foram selecionadas 29 gestantes cujos fetos estavam em
acompanhamento no Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da UFMG
(CEMEFE/HC).

Grupo 1: Fetos que apresentavam uropatia obstrutiva baixa, com indicacao
de coleta de urina fetal para andlise bioquimica com a finalidade de indicar algum
procedimento terapéutico ou avaliar o progndstico fetal. Essas pacientes foram
convidadas para que, no momento da coleta da urina, permitissem que parte da
urina coletada (10ml) fosse destinada para a dosagem de uromodulina.

Grupo 2: Fetos que apresentavam suspeita de toxoplasmose, sem
malformacBes detectadas ao ultrassom. Essas pacientes tinham a indicacdo de
realizacdo de amniocentese propedéutica. Foram convidadas para que, no momento
do procedimento, permitissem a coleta de parte do liquido amniotico obtido (10ml)
para a realizacdo da dosagem de uromodulina.

As pacientes foram informadas sobre o estudo e as que aceitaram participar
voluntariamente assinaram o TCLE (Apéndice 1). Elas foram acompanhadas até o
momento do parto, conforme o protocolo habitual do CEMEFE. Os neonatos foram
acompanhados na Unidade Neonatal e pela Unidade de Nefrologia Pediatrica do
Hospital das Clinicas da UFMG, para avaliacdo da funcao renal pés-natal, de acordo
com o protocolo do servico. Os que evoluiram para o 6ébito foram analisados através
de necropsia, se autorizada pela familia.

Das 29 gestantes participantes do estudo, houve a perda de
acompanhamento de duas, sendo estas excluidas da analise final, conforme mostra

a figura 5.
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Figura 6: Fluxograma de acompanhamento do estudo

Este estudo foi enviado para aprovacido no Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG, e foi aprovado sob o CAAE 35559214.1.0000.5149, conforme o Anexo |.

5.2 — CRITERIOS DE INCLUSAO

Gestantes encaminhadas ao CEMEFE/HC para acompanhamento fetal, com

a indicacao para realizacdo de amniocentese por suspeita de toxoplasmose ou para

coleta de urina fetal por suspeita de uropatia obstrutiva baixa.

5.3 - CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusédo do estudo foram:

GestacOes gemelares.

Gestantes com contraindicagcéo de procedimentos invasivos.
Fetos polimalformados ao exame ultrassonografico.
Pacientes que néo aceitaram participar do estudo.

Pacientes em que houve a perda do acompanhamento pelo CEMEFE.
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5.4 - METODOLOGIA

As pacientes encaminhadas ao CEMEFE, cujos fetos apresentavam
alteracbes do trato urinario com suspeita de uropatia obstrutiva baixa pela
ultrassonografia obstétrica, ou as que apresentavam a suspeita de toxoplasmose
pelo exame de sorologia, foram matriculadas no servico para avaliagdo e
acompanhamento especializados, sendo submetidas a ultrassonografia seriada. Os
fetos que se enquadravam nos critérios de gravidades de acordo com o protocolo do
servico de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas foram submetidos a puncao
vesical fetal para analise bioquimica da urina fetal, ou amniocentese para a analise
do liquido amniotico, apds a assinatura do TCLE pela paciente.

Os exames, bem como os procedimentos, foram realizados pela equipe de
ultrassonografistas do CEMEFE na Maternidade Otto Cirne do HC-UFMG. O
intervalo entre os exames era definido por indicacdes clinico-obstétricas.

As amostras de urina fetal e liquido amnidtico obtidas nos procedimentos
foram congeladas em freezer a — 70°C e posteriormente encaminhadas para a
andlise no Laboratério Interdisciplinar de Investigacdo Médica da Faculdade de
Medicina da UFMG. Os parametros bioquimicos analisados foram a avaliacdo da
osmolaridade, a dosagem de uromodulina e a dosagem de creatinina.

Os resultados da concentracdo de uromodulina foram expressos em
nanogramas de uromodulina por ml de wurina ou liguido amniético (ng
uromudulina/ml) ou em nanogramas de uromodulina por micrograma de creatinina
urinaria (ng uromodulina/pg de creatinina).

Apos o nascimento, os neonatos foram encaminhados para o bercario e foi
realizado acompanhamento da funcao renal de acordo com o protocolo da unidade

neonatal e o servi¢co de nefrologia do Hospital das Clinicas - UFMG.

5.4.1 - Osmolaridade

Para analise da osmolaridade nas amostras de urina fetal foi utilizado:
- OsmOmetro modelo OSMOMAT 030 (AUTOMATIC CRYOSCOPIC
OSMOMETER), calibrado com o padrdo de 300 mOsmol/Kg, do fabricante Gonatec
GmbH.
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Foram considerados alteradas as amostras com valores acima de 210

mOsm/l, como ja descrito no protocolo habitual do servigo.

5.4.2 - Uromodulina

A uromodulina foi dosada em amostras de urina fetal e liquido amniotico,

utilizando-se de:

- Kit ELISA para medicdo quantitativa de uromodulina humana. Foi utilizado o kit
Biovendor RD191163200R Human Uromodulin ELISA, da empresa BioVendor —
Research and Diagnostic Products.

O teste baseia-se em:

1.

Incubar padrdes, controles e amostras em uma placa de microtitulacédo
com 96 pocos ja pré-revestida com o anticorpo policlonal uromodulina
anti-humana.

Apos incubacdo de 60 minutos, seguida por lavagem, o anticorpo
policlonal uromodulina anti-humana marcado com biotina é adicionado
e incubado juntamente a uromodulina ligada por 60 minutos.

Apés outra lavagem, o conjugado de estreptavidina com HRP é
adicionado.

ApoOs incubacdo por 30 minutos e a Ultima lavagem, o conjugado
remanescente esta apto para reagir com a solucao do substrato (TMB).
A reacdo é parada pela adicdo de solucdo acida e a absorbancia do
produto amarelo resultante € medida. A absorbancia é proporcional a

concentracdo de uromodulina.

Uma curva padréo (Figura 7) é construida plotando os valores de absorbancia

contra os valores de uromodulina nos padrdes, e as concentragcdes das amostras

nao conhecidas sao determinadas usando esta curva padrdao. A leitura da
absorbancia foi feita em leitor de ELISA (MOLECULAR DEVICES, USA).

Através da equacao da reta (Figura 7, em amarelo), podemos fazer o célculo

da concentracédo de uromodulina. O R2 indica a acuracia da curva.
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Figura 7: Curva-padréo da absorbancia das amostras com concentra¢des de uromodulina

As instrucdes completas e 0 passo a passo do ensaio estdo em um guia que

vém em conjunto com o Kkit.

5.4.3 - Creatinina

Os valores de creatinina, realizados nas amostras de urina fetal, também
foram medidos no laboratério de pesquisa, através do método de Jaffe modificado.
Utilizou-se:

- Kit comercial da empresa Bioclin.

O método consiste em uma reacdo colorimétrica entre a creatinina e o acido
picrico, cujo produto é amarelo-avermelhado. A absorbancia do composto padréo e
a absorbancia das amostras foram lidas em leitor de ELISA (MOLECULAR
DEVICES, USA) em comprimento de onda de 510nm, e, posteriormente, 0s niveis
de creatinina foram calculados relacionando os valores encontrados nas amostras

com os valores da curva padrao.

5.5 — METODOS ESTATISTICOS

Os dados foram analisados em termos de frequéncia, média e desvio padrao

ou ainda mediana e valores maximos e minimos, conforme a caracteristica da
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variavel. Levando em conta que a analise da osmolaridade na urina fetal € o exame
realizado habitualmente no CEMEFE para a classificacdo do prognaéstico fetal - em
conjunto com os achados ultrassonogréaficos, volume de liquido amniético e o
aspecto do parénquima renal - os resultados das andlises bioquimicas da
uromodulina e da creatinina foram comparadas entre dois grupos: fetos que tinham
osmolaridade normal e fetos que tinham a osmolaridade alterada. A andlise
estatistica utilizada foi o teste-t de médias para comparacdo de varidveis de
distribuicBo paramétrica e teste de Mann Whitney para as variaveis nao
paramétricas. O Teste de Correlagdo de Paerson foi utilizado para testar as
correlacdes entre as seguintes variaveis:
e Concentracao de uromodulina e osmolaridade.
e Concentracao de uromodulina e concentracéo de creatinina.
e Concentracao de uromodulina corrigida pela creatinina e osmolaridade.
Foram considerados os seguintes valores para definir a intensidade da
correlacéo:
1) > 0,70 positivo ou negativo indicou uma forte correlacéo.
I1) 0,30 a 0,70 positivo ou negativo indicou correlacdo moderada.
I11) 0 a 0,30 indicou fraca correlacao.
Para os testes de hipéteses, o nivel de significancia p <0,05 foi considerado
significativo. As andlises foram realizadas empregando-se o programa estatistico
MINITAB verséo 14.13 (MINITAB, STATE COLLEGE, PA, USA).

56



6 - RESULTADOS

57



6 — RESULTADOS

No periodo de marco de 2013 a marco de 2015, 29 gestantes matriculadas no
servico de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas por complicacdes no pré-natal
foram convidadas e aceitaram participar deste estudo. Foram analisadas ao total 27
amostras, sendo, 19 de urina fetal em pacientes com fetos que apresentavam
suspeita de uropatia obstrutiva baixa pelo ultrassom, e oito de liquido amnidtico, em
pacientes que apresentavam suspeita de toxoplasmose pela sorologia. Houve perda
de acompanhamento de 2 pacientes.

As tabelas 1 e 2 apresentam a média e mediana da idade gestacional nos
grupos estudados.

Grupo 1: Pacientes com suspeita de uropatia obstrutiva (coleta de urina fetal).

Grupo 2: Pacientes com suspeita de toxoplasmose (coleta de liquido

amniético).

Tabela 1 — Caracterizagéo do grupo 1 em relacdo a idade gestacional

Caracteristica n N Média £ DP Mediana Minimo-méaximo

IG do procedimento (semanas) 19 19 24,1+51 24 17-34

n= ndmero de casos com a caracteristica avaliada; N= nimero de casos que contém informagdo sobre a caracteristica

avaliada; DP: desvio padrao; IG: idade gestacional

Tabela 2 — Caracterizagcéo do grupo 2 em relacdo a idade gestacional

Caracteristica n N Média £ DP Mediana Minimo-maximo

IG do diagnéstico (semanas) 8 8 26,4+4,2 27 19-34

n= ndmero de casos com a caracteristica avaliada; N= nimero de casos que contem informac&o sobre a caracteristica
avaliada; IG: idade gestacional.
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J4 as tabelas 3 e 4, apresentam as dosagens bioquimicas realizadas no
grupo 1, e a dosagem da uromodulina no grupo 2.

Tabela 3 — Resultado das dosagens bioquimicas na urina fetal de fetos do grupo de estudo

Caracteristica n N Média + DP Mediana  Minimo-maximo
Uromodulina (ng/ml) 19 19 389 299-2189
Creatinina (ug/ml) 19 19 210+ 854 42,2 1,0-120,6
Osmolaridade 17 19 241+51 231,0 57-328

ng de UMOD por ug de 19 19 11,4 4,4-299,4
Creatinina

n= ndmero de casos com a caracteristica avaliada; N= numero de casos que contém informagdo sobre a caracteristica
avaliada; DP: desvio padréo.

Tabela 4 — Resultados das dosagens de uromodulina em liquido amniético de fetos do grupo
controle

Caracteristica n N Média £ DP Mediana Minimo-méaximo

Uromodulina (ng/ml) 8 8 971,1 + 450,3 1164 250-1372

n= ndimero de controles com a caracteristica avaliada, N= ndmero de controles que contem informagdo sobre a
caracteristica avaliada

Verifica-se que as medianas das dosagens de uromodulina nas duas tabelas
sdo bem distintas, a mediana do grupo 1 é de 389 ng/ml, enquanto que a mediana
do grupo 2 é 1164 ng/ml. Embora as amostras biologicas sejam distintas, isto €&,
urina fetal e liquido amniotico, € possivel notar que as concentracfes sao diferentes
entre fetos com suspeita de uropatia, ou seja, em fetos com possivel

comprometimento renal e fetos em que ndo ha nenhum dano no sistema renal.
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Grafico 1: Dosagem da uromodulina em amostras de urina fetal e liquido amniético nas pacientes do

CEMEFE
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A osmolaridade foi considerada alterada em 47,4% dos casos (Tabela 5). A
mediana da dosagem de uromodulina foi mais baixa neste grupo do que no grupo
com osmolaridade normal (p=0,002), como mostra o grafico 1. N&o foram
significativas as diferencas encontradas entre a idade gestacional, dosagem de
creatinina urinaria e dosagem de uromodulina corrigida por creatinina entre 0s

grupos (Tabela 5).
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Tabela 5 — Caracteristicas dos casos de acordo com os resultados da osmolaridade

Osmolaridade Osmolaridade
Caracteristicas N normal % alterada % P
n=10 n=9
IG (semanas) 19 27+4,8 52,6 22+572 47,4 0,2*
Creatinina (pg/ml) 19 75,5+ 27,7 336+95 0,06 *
Uromodulina (ng/ml)2 19 1348,9 374,4 0,02**
ng de UMOD por pg de 19 16,7 11,4 0,5%*

Creatinina?

N= nimero de casos que contém a informac&o sobre a caracteristica avaliada; IG: idade gestacional;

*Teste t de médias;
**Teste U de Mann-Whitney;
aMediana;
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Grafico 2: Comparagéo entre as dosagens de uromodulina nos fetos com osmolaridade normal

comparados e osmolaridade alterada.
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Foram testadas as correlacdes entre a concentracdo de uromodulina na urina
fetal e a osmolaridade. O coeficiente de Correlacdo de Pearson encontrado foi de r=
-0,675, com valor p= 0,004, ou seja, a correlacdo € inversa, de intensidade
moderada e estatisticamente significativa. Analisando a correlagdo entre a
concentragdo de uromodulina e a concentragdo de creatinina, o coeficiente de
Correlacdo de Pearson encontrado foi r= 0,479, com valor p= 0,054, ou seja, a
correlacéo € direta, de intensidade moderada e nao foi estatisticamente significativa.
Ja para a correlacao entre a concentracdo de uromodulina corrigida pela creatinina e
a de osmolaridade, o coeficiente de Correlacdo de Pearson encontrado, foi r= 0,097,

com valor p= 0,71, ou seja, nao foi estatisticamente significativa.
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7 — DISCUSSAO

As anomalias congénitas do sistema urinario constituem um grupo vasto de
agressoes em diferentes orgaos, niveis, graus, épocas de aparecimento e natureza
de lesdo. Entre elas, as uropatias obstrutivas se destacam pela grande incidéncia e
mau progndéstico em algumas situa¢gdes. Muitas vezes, as lesdes obstrutivas podem
ser graves o suficiente para comprometer o sistema urinario e fazer com que os rins
se desenvolvam incorretamente, havendo comprometimento funcional. O
diagnostico precoce dos achados que indicam obstrucdo renal é de extrema
importancia para se definir o prognéstico fetal e buscar o manejo e
acompanhamento correto da gestacdo em cada caso. A associacdo dos achados
ultrassonograficos, de hidronefrose em diversos graus, volume do liquido amnidtico,
aspecto do parénquima renal e andlise de dosagens bioquimicas contribuem para o
diagndstico de viabilidade fetal. Quanto mais baixa a obstrucao, pior é o progndstico
fetal. Por isso, as uropatias obstrutivas baixas possuem acompanhamento mais
reservado quando ndo ha a realizacdo de nenhuma intervencédo fetal. Comumente,
fetos com obstrugcdo renal grave e niveis diminuidos de liquido amniético
apresentam quadro grave de insuficiéncia respiratéria ao nascimento, em
decorréncia da hipoplasia pulmonar, jA que é sabido que o liquido amnidtico
desempenha papel no deselvolvimento pulmonar.

Sabe-se que a uromodulina é a proteina excretada em maior quantidade nos
rins em condicdes normais. Apesar do papel da uromodulina ainda ser
desconhecido, diversos estudos desde a década de 50 - quando foi descoberta -
apresentam possiveis funcdes desta proteina, A literatura propde que a uromodulina
possui atividade imunosupressora, interage com outras proteinas, participa do
equilibrio eletrolitico dos rins e ainda fornece protecdo contra infeccbes do trato
urinério. Ainda, decobertas de mutacdes no gene que codifica a uromodulina em
associacdo com varias desordens genéticas lancou a questdo sobre o possivel
papel desempenhado pela uromodulina em doencas renais. Estudos ainda apontam
uma possivel ligacdo entre as dosagens de uromodulina e a doenga renal cronica,
apontando que sua dosagem poderia ser eficaz na predicdo da DRC. Postula-se que
em doencas com comprometimento renal, h4 a produgédo e confeccdo de UMOD
defeituosa, devido a uma alteracdo dos aminoacidos nos residuos de cisteina,

responsaveis pelas ligacdes das pontes dissulfeto, que determinam a dobragem
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correta da proteina. Portanto, a uromodulina imatura e defeituosa é retida no reticulo
endoplasmatico e néo é liberada pela célula.

Até agora, os baixos niveis de uromodulina em varios estudos tém sido quase
sempre considerados uma consequéncia de danos nas células do TAL e se
correlacionam com funcao renal reduzida.

Em nosso estudo, realizamos a dosagem da uromodulina em urina de fetos
com comprometimento renal e de liquido amnidtico em fetos com suspeita de
toxoplasmose, sem nenhum comprometimento renal, para avaliar o comportamento
desta proteina durante a vida fetal.

As pacientes que participaram do estudo eram acompanhadas no
CEMEFE/HC e tinham a indica¢do de algum procedimento invasivo para avaliacao
do prognostico fetal. Algumas dessas pacientes eram oriundas de diversas cidades
distantes do estado de Minas Gerais, 0 que foi um fator limitador para o adequado
seguimento. Por isso, das gestantes acompanhadas por mal-formagéo renal, 19
pacientes, houve perda de acompanhamento em 2 casos (10,5%). A escolha do
material analisado se deu diante da limitacao ética de se colher amostras de urina
fetal sem indicacdo obstétrica (nos casos de fetos sem comprometimento renal), e
das limitac6es para se colher liquido amnidtico em fetos com comprometimento
renal, devido ao oligohidramnio acentuado. Assim, optamos por observar o
comportamento da uromodulina em urina fetal nos fetos com diagnéstico de mal-
formacdao renal obstrutiva e liquido amniético em fetos com sistema renal normal. A
analise de marcadores bioquimicos contidas na urina ou mesmo no liquido amniotico
pode ser utilizada para avaliar a funcao renal fetal.

Na urina fetal, as dosagens de uromodulina e creatitina foram correlacionadas
com as de osmolaridade. As dosagens de uromodulina mostraram correlacdo com a
osmolaridade (exame padréo do servigo), com valor p= 0,004. Os fetos do grupo
com osmolaridade normal apresentaram concentracdes maiores de uromodulina em
suas dosagens quando comparados com os fetos do grupo em que a osmolaridade
estava alterada.

Nas analises feitas no liquido amnidtico, nota-se que a mediana das
dosagens de uromodulina foi de 1164 ng/ml, enquanto que a mediana na dosagem
de uromodulina na urina fetal foi de 389 ng/ml. Porém, decidimos por ndo comparar

as dosagens estatisticamente por se tratarem de amostras de fluidos distintos.
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Os resultados obtidos neste estudo mostram que, possivelmente, a
uromodulina pode apresentar valores reduzidos em fetos com severo
comprometimento renal no periodo pré-natal. Isto pode acontecer devido ao
acumulo dessa proteina nas células renais. As células renais, que, gracas ao
comprometimento dos rins provenientes da méa formacdo obstrutiva, néo
desempenham adequadamente suas fungbes e produzem proteinas defeituosas,
gue nao serdo liberadas pela membrana celular e estardo em menor volume na
urina.

Assim, a uromodulina futuramente pode se apresentar como um possivel
biomarcador quimico das uropatias obstrutivas em fetos, contribuindo para o
diagndstico precoce e melhor manejo em cada caso. Sua dosagem € possivel nao
s6 na urina fetal, como em amostras de liquido amniético.

Contudo, outros estudos com metodologia diferente e casuistica maior - em
qgue as dosagens da uromodulina possam ser obtidas em um mesmo fluido - devem
ser realizados para se comparar o grupo com fungéo renal preservada e 0 grupo

com uropatias obstrutivas, e, assim, observar o comportamento da uromodulina.
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1. A dosagem da uromodulina se mostrou possivel e quantificavel em
amostras de urina fetal e em liquido amniético, obtida através de um
teste ELISA para uromodulina humana. Todas as amostras submetidas
ao teste foram lidas e dosadas quantativamente através do calculo de
absorbancia da uromodulina.

2. Os niveis de uromodulina apresentaram correlacdo moderada com a
dosagem da osmolaridade, e tal correlacdo se mostrou
estatisticamente  significativa. Ja o0s niveis de uromodulina
apresentaram correlacdo moderada em relacdo aos niveis de
creatinina obtidos de urina fetal de fetos portadores de uropatia, porém,
tal correlagéo néo foi estatisticamente significativa.

3. Além disso, a uromodulina mostrou uma tendéncia em apresentar
valores reduzidos em fetos com mal formacdes renais diagnosticadas
no periodo pré-natal. Assim, valores elevados de uromodulina nas
dosagens de urina fetal ou liquido amniético podem significar uma

fungéo renal preservada.
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ANEXO |
CARTA DE APROVACAO DO

(3}\\ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
=) COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
> ¢/

S

Projeto: CAAE ~ 35559214.1.0000.5149

Interessado(a): Prof'. Alamanda Kfoury Pereira
Departamento de Ginecologia ¢ Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 19 de novembre de 2015 o projeto de pesquisa intitulado ™
Comportamento da proteina uromudulina na vida fetal e sua
correlacio com a funcdo renal" bem come ¢ Temo de
Consentimento Livre e Esclarecidio

Por se tratar de drea tematica especial. o projeto foi aprovado
pela CONEP em 13 de setembro de 2015.

O relatdno final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um
ano apos o inicio do projeto através da Plataferma Brasdl

ronGomges Ve o,

Coordenadora do COEP-UFMG

I Povs frweens Carios 8807 Dbl Adsnnivoting (T Jantsr - Salv IV - Cp 3120
Tk oy 001) 3020 « connd wogurmaaine s
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ANEXO I
ATA DE DEFESA DA DISSERTACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DA MULHER

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DA ALUNA
THAIS EMANUELLE FARIA BOTELHO

Realizou-se, no dia 30 de junho de 2015, as 11:00 horas, Faculdade de Medicina,
sala 062, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de dissertacéo,
intitulada COMPORTAMENTO DA PROTEINA UROMODULINA E  SUA
CORRELACAO COM OUTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS DE FUNCAO
RENAL FETAL, apresentada por THAIS EMANUELLE FARIA BOTELHO, nGmero de
registro 2013659665, graduada no curso de CIENCIAS BIOLOG!CAS, como
requisito parcial para a obtenco do grau de Mestre em SAUDE DA MULHER, a
seguinte Comissdo Examinadora: Prof(a). Alamanda Kfoury Pereira - Orientador
(UFMG), Prof(a). Patricia Goncalves Teixeira (UFMG), Prof(a). Ana Cristina Simées e
Silva (UFMG), Prof(a). Eura Martins Lage (UFMG).

A Comisséo considerou a dissertagao:

4X) Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, foi lavrada a presente ata que, lida e aprovada, vai
assinada pelos membros da Comisséo.
Belo Horizonte, 30 de junho de 2015.
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ANEXO IlI
FOLHA DE APROVACAO DA DISSERTACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

UEMG

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DA MULHER

FOLHA DE APROVACAO

COMPORTAMENTO DA PROTEINA UROMODULINA E SUA
CORRELACAO COM OUTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS DE
FUNCAO RENAL FETAL

THAIS EMANUELLE FARIA BOTELHO

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

—~

Aprovada em 30 de junho de 2015,\1pela\banca constituida pelos membros:

\ \ ~
\ W
Prof(a). Alamanda \fBury Pereira - Orientador
IFMG

\ 7 :
R 4
Prof(a). Patricia Goncalves Teixeira
UFMG
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Prof(a). Ana Cristina Simées e Silva
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Belo Horizonte, 30 de junho de 2015.
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APENDICE |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada paciente,

O seu bebé apresenta um problema de saude e por isso esta sendo acompanhado
pelo Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da UFMG (CEMEFE/HC).
Como parte do seu acompanhamento, é preciso coletar uma amostra de material do
feto para analise. Por isso, a Sra. esta sendo convidada como voluntéria a participar
da pesquisa “COMPORTAMENTO DA PROTEINA UROMODULINA E SUA
CORRELACAO COM OUTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS”. Este estudo
aproveitara o procedimento que ja sera realizado - amniocentese (coleta de liquido
amnidtico para analise e diagnéstico fetal) ou, coleta de urina fetal para analise e
diagnoéstico fetal - e, vai colher uma amostra para dosagem de uma proteina
chamada Uromodulina. A uromodulina é a proteina excretada em maiores
guantidades na urina humana em adultos.

Neste estudo pretendemos verificar o0 comportamento da uromodulina durante a vida
do bebé antes do seu nascimento, e se a sua dosagem pode nos dizer as condi¢des
funcionais dos rins do bebé apds o seu nascimento. O conhecimento da funcéo renal
antes do nascimento é fundamental para que se possa conduzir adequadamente a
evolucdo dos casos e selecionar quais fetos se beneficiariam de um tratamento
precoce ou alguma intervengdo, visando preservar o funcionamento do sistema
renal. Entretanto, ainda nado foi identificado um teste capaz de predizer com
confianga a funcgéo renal antes do nascimento. Por isso, 0 estudo do comportamento
da uromodulina durante a vida fetal pode apresentar uma nova opcao de teste
bioquimico, que auxiliard o diagnostico da funcdo renal antes do nascimento no
futuro.

Estes procedimentos apresentam um risco de 0,5 a 1,5%, podendo ocorrer a rotura
da bolsa, infeccdo, ou alguma lesdo no feto. Porém, este procedimento podera
definir as possibilidades para o tratamento do bebé ainda na sua barriga. Para
minimizar os riscos, os procedimentos sdo realizados sempre pelos médicos do
CEMEFE, que possuem vasta experiéncia em Medicina Fetal. Além disso, todo o
material utilizado é descartavel e esterilizado.

Para participar deste estudo vocé ndo tera nenhum custo, nem receberd qualquer
vantagem financeira. Havendo duvidas, vocé sera esclarecida sobre o estudo em
qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar,
podendo retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacéo
alguma do tratamento realizado pelo CEMEFE. A sua participacdo € voluntaria e a
recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma
em que é atendido pelo servico. Sua identidade permanecera em sigilo e nao
constara em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma

sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no CEMEFE, e a outra sera fornecida
a voceé.
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Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, 0 pesquisador assumira a
responsabilidade pelos mesmos.

Eu, , portador do documento
de Identidade fui informada dos objetivos do estudo
“COMPORTAMENTO DA PROTEINA UROMODULINA E SUA CORRELAQAO
COM OUTROS PARAMETROS BIOQUIMICOS” de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualguer momento poderei solicitar novas
informacdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer
as minhas duavidas.

Assinatura da paciente:

Assinatura do pesquisador:

Contato com o0s pesquisadores:
Alamanda Kfoury Pereira: (31) 8855-1906
Thais Emanuelle Faria Botelho: (31) 9173-8036

CEMEFE - Centro de Medicina Fetal

Hospital das Clinicas da UFMG

Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - Santa Efigénia
Belo Horizonte, MG — Brasil

Fone: (31) 3409-9388

COEP — Comité de Etica em Pesquisa

Av. Antonio Carlos, 6627

Unidade Administrativa Il — 2° andar — Sala 2005
Campus Pampulha

Belo Horizonte, MG — Brasil

31270-901

coep@prpg.ufmg.br

Fone: (31) 3409-4592
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