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RESUMO

Introducao/objetivos: estudos demonstram que o sistema renina-angiotensina tem fungao
significativa na regulagdo do fluxo sanguineo utero-placentdrio e, portanto, no
desenvolvimento fetal. Métodos: foram avaliados fetos com critérios ultrassonograficos e
dopplerfluxométricos de restrigdo do crescimento intrauterino (CIUR), divididos nos
grupos pequenos para a idade gestacional (PIG) e adequados para a idade gestacional
(AIG) e depois subdivididos em igual ou inferior a 35 semanas ou acima de 35 semanas.
No momento da cesariana, foram colhidos 10 mL de sangue do corddo umbilical e sangue
materno, a partir dos quais foi feita dosagem por radioimunensaio dos peptideos. A
imunoexpressdo dos mesmos foi vista na placenta e no corddo umbilical.
Resultados/conclusao: verificou-se que a expressdo de angiotensina Il tendeu a ser maior
na placenta dos fetos com CIUR abaixo de 35 semanas, embora sem diferenga estatistica.
A expressdo de angiotensina 1-7 mostrou-se maior na placenta de fetos AIG, mas nao
houve diferenga estatistica, pelo baixo niimero de casos. A enzima conversora de
angiotensina (ECA2), que converte angiotensina II e angiotensina 1-7, teve maior
expressao na placenta de fetos AIGs. No corddo umbilical, a expressdo de angiotensina Il e
angiotensina 1-7 esteve aumentada nos fetos com CIUR, mas sem diferenga estatistica. Os
niveis plasmaticos de angiotensina II e angiotensina 1-7 também ndo demonstraram
diferenca. O nivel de angiotensina II materno dos fetos com CIUR em relagdo aos fetos
AIGs nao mostrou diferenga estatitica. Mas o nivel de angiotensina 1-7 no plasma materno
encontrou-se estatisticamente mais elevado no grupo de fetos com CIUR em relagdo aos
fetos normais abaixo de 35 semanas, indicando a possivel participagdo desse peptideo na

regulagdo do fluxo sanguineo placentario.

Palavras-chave: Sistema renina-angiotensina. Crescimento intrauterino restrito. Enzima

conversora de angiotensina.



ABSTRACT

Introduction/objective: Studies demonstrate that the angiotensina renina system has
significant function in the regulation of the sanguineous flow placentary uterus e, therefore,
in the fetal development. Methods: Ultrassonografics and dopplerfluxometrics criteria of
restriction of the intrauterine growth that had been divided in the groups small for the
gestacional age (PIG) and adjusted for the gestacional age (AIG) and later subdivided in
minors or equal the 35 weeks or greaters had been studied embryos with that 35 weeks. At
the moment of the cesariana ml of blood of the umbilical lace and maternal blood had been
harvested 10, from which dosage for radioimunensaio of the peptideos was made. The
imunoexpressdo of the same ones was seen in the placenta and umbilical lace.
Results/conclusion: We verify that the expression of Angiotensina II tends to be bigger in
the placenta of the embryos with CIUR below of 35 weeks, even so without difference
statistics. We verify that the expression of angiotensina 1-7 tends to be bigger in the
placenta of embryos AIG, but did not have difference statistics for the small number of
cases. The converting enzyme of angiotensina, ECA2, that converts angiotensina II and
angiotensina 1-7, tends to have greater expression in the placenta of adequate embryos
AIG. In the umbilical lace the expression of angiotensina II and angiotensina 1-7 tends to
be increased in the embryos with CIUR, but it did not have difference statistics. The
plasmatics levels of angiotensina II and angiotensina 1-7 had also not demonstrated
difference. The maternal level of angiotensina II of the embryos with CIUR in relation to
embryos AIG did not show estatitica difference. But the level of angiotensina 1-7 in the
plasma maternal statistical meets in the group of embryos with CIUR in relation to the
normal embryos below of 35 weeks, indicating possible participation of this peptideo in the

regulation of the placentary sanguineous flow higher.

Keys words: Angiotensina renina system. Restriction of the intrauterine growth.

Converting enzyme of angiotensina.
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1 INTRODUCAO

O avango da Ciéncia ndo foi capaz ainda de mudar a histéria natural de algumas doengas
que podem levar a restrigdo do crescimento intrattero (CIUR), nem mesmo reverter esse
quadro quando diagnosticado. O maior numero de estudos que tentem compreender as
alteracdes que ocorrem quanto ao crecimento fetal podem auxiliar em técnicas de

diagnostico precoce destes quadro ou mesmo na possibilidade de sua reversao.

O estudo das alteragdes do crescimento intrattero tem sido um dos objetivos do Centro de
Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEMEFE-HC/UFMG), sob orientacdo do Prof. Antonio Carlos Vieira Cabral. Muitos
destes estudos, que vem ocorrendo ao longo das ultimas duas décadas visam a conhecer
aspectos relacionados a fisiopatologia e ao diagnéstico do cresciemtno intra-uterino

restrito.

Assim como a restricdo do crescimento intraitero pode ser de etiologia multifatorial,
acredita-se que as pesquisas de suas causas, condugdo e tratamento também devam ser

multidisciplinares, buscando-se intensificar todas as condi¢des nessa situagao.

Um dos aspectos importantes que devem ser lembrados nos estudos orientados pelo
professor Cabral esta na aproximagdo entre a area clinica, representada pelo CEMEFE-
HC/UFMGQ, e a area basica, representada pelo Departamento de Fisiologia da UFMG, com

a imprescindivel colaboragdo da Prof*. Adelina Marta dos Reis e do Prof. Robson Santos.

Este estudo demonstra o esforco de unir esferas muito diferentes e que deveriam estar
interligadas com o mesmo objetivo que seria o de melhorar os conhecimentos da ciéncia e
a possibilidade de ampliar os métodos de propedéutica do bindmio mae-filho. Muitas
vezes, a area clinica ¢ objetiva para resolver os casos de restricio de crescimento
intrattero, pela sua ansiedade de ter resultado satisfatorio; e a area bésica ¢ mais intensa
para aprofundar buscas que irdo solucionar definitivamente davidas importantes por se

debruscar na identitificagdo dos aspectos fisiopatologicos.
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A minha inser¢do nestes estudos vem do tempo de graduacdo, em que tive grande
envolvimento com pesquisas basicas. Ao fazer minha residéncia médica de ginecologia e
obstetricia tive a oportunidade de me aproximar do servigo coordenado pelo professor
Cabral, sendo orientada na dissertagdo de mestrado pelo Professor Henrique Vitor Leite. A
necessidade de aproximar a area clinica da pesquisa basica e em um tema de grande
relevancia quanto o estudo das alteragcdes de cresimento intra-utero me motivou muito no

desenvolvimento desta pesquisa.

A restricao do crescimento intrautero ¢ uma condi¢do complexa devido a muitos fatores e
ocorre em humanos como consequéncia de condi¢des maternas (nutricdo inadequada, usod
e drogas e habitos de vida inadequados), doengas que levem a insuficiéncia placentéria
(hipertensao arterial cronica, vasculopatias, etc) e a diminui¢do da oxigenacdo fetal. Outras
situacdes seriam as doengas cromossdmicas e genéticas, anomalias extruturais, infec¢des e

agentes externos como medicagdes e radiagdo.

O sistema renina-angiotensina tem fun¢do significativa na regulacdo do fluxo sanguineo
utero-placentario devido a presenca de receptores de angiotensina, bem como a
participagdo na decidualizacdo, placentacdo e implantacio. Em 1994, Knock ef al
observaram que alteragdes no sistema renina angiotensina podem levar a: diminui¢do do

fluxo utero-placentario, pré-eclampsia e CIUR.

A restri¢do do crescimento intratitero (CIUR) € o segundo fator de contribui¢do para a taxa
de mortalidade perinatal devido a prematuridade e a asfixia intraparto, que sdo condi¢des
mais frequentes nesse grupo. O feto que apresenta restricdo do crescimento tem risco

elevado de morbimortalidade, que aumenta com a gravidade da restricdo de crescimento

(CREASY & RESNIK, 2008).

Os problemas relacionados ao CIUR ndo terminam no nascimento ou na infincia. Em
alguns casos, ele tem sido associado ao desenvolvimento de doencas em adultos, fendmeno
conhecido como fetal programming. Essa associagdo do programa de ma-adaptacdo com
doengas no adulto tem sido descrita por Barker et al. (2009) e Lahti et al. (2009), que
demonstraram que o programa de aceleracdo de ganho de peso do recém-nascido ao

adolescente por aumento de ingestdo de alimento, depdsito de gordura e, possivelmente,
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diminuicdo do gasto de energia levam esses individuos a desenvolverem obesidade e outras

sindromes metabolicas devido a alteragdes nos mecanismos regulatdrios homeostaticos.

Nas sociedades ocidentais, a incidéncia de criangas com baixo peso tem aumentado desde a
metade do século XX. Elas vao se tornar mulheres com doengas crdnicas, que terdo a
capacidade reprodutiva reduzida, necessitando de assisténcia de técnicas de reproducao
assistida. Isso aumentara o numero de gestacdes multiplas com partos pré-termos e fetos

com baixo peso (ROSS; BEALL, 2008).

A identificagdo de mecanismos compensatorios em fetos de crescimento restrito frente a
condi¢des hemodindmicas anormais ¢ uma contribuicdo para minimizar as complicagdes
perinatais e, assim, reduzir as taxas de morbimortalidade perinatal. Em geral, a taxa de
mortalidade para neonatos com CIUR ¢ 50% mais alta do que a de uma populagdo que
cresceu normalmente e a mortalidade ¢ mais alta em fetos com CIUR do sexo masculino.
Cerca de 30% de todos os natimortos apresentam essa doenca. A incidéncia de sofrimento
fetal intraparto ¢ de 25 a 30% em fetos acometidos por crescimento intrauterino restrito

(CREASY & RESNIK, 2008).

Entretanto, apesar de compreenderem-se muitos dos mecanismos de como algumas
doengas ou situagdes clinicas maternas podem levar a alteragdes no crescimento fetal, isto
ndo ¢ o suficiente. Ainda ¢é preciso explicar qual o mecanismo responsavel pelo
rompimento do processo de crescimento normal e, se possivel, identifica-lo precocemente

antes da evolugdo para estadgios mais graves que muitas vezes ¢ irreversivel.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O desenvolvimento normal do feto depende quase exclusivamente de uma fungdo
placentaria adequada, possibilitando a realizacdo de suas trocas gasosas e recebendo os
nutrientes imprescindiveis ao seu desenvolvimento (NICOLAIDES; ECONOMIDES;
SOOTHIL, 1989).

A restricao de crescimento intrauterino ¢ definida como falha em manter o crescimento
intrauterino adequado, apesar de que cientificamente essa defini¢do ¢ dificil de ser aplicada
na pratica, porque ndo ¢ simples determinar quando o crescimento ¢ adequado. O Colégio
Americano de Ginecologistas e Obstetras escolheu definir CIUR como um feto com peso
estimado abaixo do percentil 10 para a idade gestacional, uma vez que a mortalidade e a

morbidade aumentam quando o peso ¢ abaixo desse percentil (MARI; HALF, 2007).

A restricdo do crescimento intrauterino ¢ reconhecida como uma sindrome que
compreende feto de tamanho pequeno e também anormalidades metabolicas especificas,
incluindo hipoglicemias, hipotermia e policitemia. Varios fatores fetoplacentarios e
maternos estdo relacionados com o CIUR, entre eles anormalidades cromossomiais,
sindromes genéticas, doencas fetoplacentérias, hipertensdo materna, diabetes complicado,

cardiopatias e hemoglobinopatias (CREASY; RESNIK, 2008).

Esse grupo heterogéneo compreende fetos: a) com alto risco de complicagdes perinatais; b)
pequenos por razdes genéticas, raciais € usualmente saudaveis ao nascimento; ¢) com
problemas de anormalidades cromossomicas ou congénitas (pequeno grupo). Ndo estd
claro se o CIUR simétrico e o assimétrico sdo duas entidades distintas ou se sao reflexos da
gravidade do processo de restrigdo do crescimento, logicamente excluindo-se aberra¢des

cromossdmicas ¢ doengas infecciosas (CREASY; RESNIK, 2008).

Além disso, muitos desses estudos sobre CIUR ndo relatam as diferengas entre fetos
pequenos para a idade gestacional constitucionais e patogénicos. No caso destes ultimos,
tem-se definido fetos com CIUR como um grupo homogéneo, sem diferenciacdo entre

fetos constitucionalmente pequenos ou fetos patoldgicos. Isso tem criado falta de clareza e
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tem impedido o entendimento dos mecanismos em que se baseia o CIUR (MARI; HANIF,

2007).

Os testes utilizados para monitorizar fetos com CIUR sdo ultrassom com perfil biofisico
fetal, dopplerfluoxometria e cardiotocografia. Neste estudo serd dada énfase a avaliagdo
com doppler. O emprego do doppler do sistema cardiovascular fetal permite avaliar a
redistribuicdo de fluxo observada nos fetos com CIUR. Esse processo ¢ principalmente
caracterizado pelo aumento do indice de pulsatilidade da artéria umbilical e diminui¢do do
indice de pulsatilidade da artéria cerebral média, o que sugere aumento da resisténcia
vascular da artéria umbilical e vasodilatacdo da cerebral. O importante ¢ que estudos
randomizados mostraram baixo niimero de fetos natimortos em gestacdes de alto risco
quando o estudo de doppler da artéria umbilical ¢é realizado pelo obstetra (MARI; HANIF,
2007).

Fetos pequenos para a idade gestacional t€ém peso estimado abaixo do percentil 10 e
incluem fetos constitucional e patogenicamente pequenos (CIUR). Este trabalho adota o
termo “pequeno para a idade gestacional” para todos os fetos pequenos sem doenga
materna e com doppler de artéria umbilical e cerebral média normal. Fetos com CIUR sao
pequenos, com doen¢a materna reconhecida ou doppler de artéria umbilical e cerebral
média alterado. Quando ndo existe doenga materna, mas as alteragdes do doppler fetal

estdo presentes, considera-se feto com CIUR idiopatico (MARI; HANIF, 2007).

Insuficiéncia placentaria ¢ resultante da falta de mudangas fisiologicas da invasdo
trofoblatica das artérias espiraladas ou desenvolvimento anormal dos vilos da arvore
vascular. Essa falta de mudancas fisiologicas pode diminuir o fluxo sanguineo para a
placenta. Como a demanda de oxigénio fetal aumenta ou a perfusdo diminui, o
fornecimento de oxigénio para o sangue fetal na placenta cai a um ponto critico em que
ocorre a redistribui¢do do fluxo sanguineo priorizando cérebro, glandulas adrenais e
coracdo. O processo se manifestara primeiro com elevacdo da razdo sistolica/diastdlica,
depois auséncia da velocidade diastolica e, finalmente, velocidade diastdlica reversa do
feto. A performance cardiaca torna-se comprometida, o que ¢ detectado no fluxo venoso
cardiaco (auséncia ou fluxo venoso reverso do ducto venoso). E se todas essas alteragoes

do doppler estdo presentes, o feto tem risco aumentado de morrer (MARI; HANIF, 2007).
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A insuficiéncia placentdria leva a mecanismos compensatorios para manter adequados a
oxigenacdo e o suporte nutricional para os 6rgaos fetais vitais como coracdo, cérebro e rim,
definidos como centralizagdo de fluxo. Apesar desse mecanismo de adaptacdo ser o
primeiro a ser verificado em fetos que estdo expostos a insultos hipoxicos, como verificado
por Leite (1998), a persisténcia dessa alteracdo pode levar ao comprometimento fetal

(CABRAL; AGUIAR; PEREIRA, 1993; MELO, 1992).

A persisténcia do estado de hipdxia leva o feto a utilizar outras respostas adaptativas, como
diminui¢do dos gastos energéticos e, como consequéncia, diminuicdo do ritmo de
crescimento ¢ dos movimentos corporais (SCHERJON ef al.,, 1993). O sangue ¢
redistribuido para 6rgdos centrais, em detrimento de outros tecidos (COHN et al., 1974;
PEETERS et al., 1979; REUSS et al., 1982). Mas se a hipoxia tornar-se muito grave, a
oxigenagdo cerebral ndo pode ser mantida, ocorrendo o obito fetal ou lesdes irreversiveis

no cérebro ou coragdo (THORP; CEFALO, 1990).

A sensibilidade do doppler de artéria uterina neonatal ¢ de 64%, da oligohidramnia de
32%, da alteracdo do perfil biofisico fetal de 18% e da cardiotocografia de 14%. Desta
forma, muitos obstetras consideram que fluxo umbilical diastolico reverso abaixo de 32
semanas de gestacdo e auséncia de fluxo com 34 semanas ou mais constituem indicagdo
para interromper a gestacdo prontamente, em um centro com unidade de cuidados
intensivos neonatal. Entretanto, em casos de fluxo diastolico reverso da artéria umbilical

antes de 32 semanas de gestacdo, a abordagem ¢ menos simples (MARI; HANIF, 2007).

Dubinsky et al. (1997) enfatizaram resultados insatisfatorios de fetos com peso estimado
abaixo do percentil 10 e parto cesariano por sofrimento fetal sem trabalho de parto, morte
fetal, hemorragia intraventricular, infarto cerebral, admissdo em unidade de cuidados

intensivos neonatal por mais de 10 dias, ao termo ou parto pré-termo.

A auséncia de centralizag¢do de fluxo tem sido considerada um parametro para direcionar o
momento do parto de fetos com CIUR. Mari e Half (2007) tém demonstrado que fetos com
CIUR monitorizados com doppler longitudinal apresentam menos pré-morbidade no

sistema vascular do que fetos seguidos até a ocorréncia de faléncia cardiaca ventricular.
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Mais recentemente, Hecher et al. (1995) salientaram que existe uma sequéncia temporal do
doppler e mudangas biofisicas que precedem as mudangas circulatorias periféricas e
centrais de fetos com CIUR grave. Foram avaliados 93 fetos com CIUR com pelo menos
trés estudos de doppler apos o diagnostico dessa doenga, com tltima mensuragdo dentro de
24 horas antes do parto ou morte intrauterina. O indice de fluido anminiético e o indice de
pulsatilidade da artéria umbilical foram as primeiras varidveis que se tornaram alteradas,
seguidas pela alteracdo no trago da cardiotocografia fetal, indice de pulsatilidade da artéria

cerebral média, indice de pulsatilidade adrtica e alteracdo do ducto venoso.
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2.1 Sistema renina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) classico ¢ bem conhecido por seu papel regulador da
pressdo arterial e da homeostase dos fluidos corporais. Nesse sistema, o angiotensinogénio,
secretado pelo figado, ¢ ativado na circulagdo pela renina produzida nos rins, formando o
decapeptideo angiotensina I (Ang I). No endotélio vascular, a Ang I ¢ convertida pela agdo
da enzima conversora de angiotensina (ECA) ao octapeptideo angiotensina II, o principal
componente biologicamente ativo da cascata do SRA. A acdo da Ang II ¢ realizada a partir
da sua ligagdo aos receptores AT; e AT,. Ao ligar-se ao receptor AT, vascular, tubular e
glomerular renal, provoca antinatriurese; e ao receptor AT2 causa aumento da excre¢do
renal de sodio. A Ang I, por seu efeito vasoconstritor potente e proliferativo celular, ¢

considerada um dos mais importantes fatores hipertensivos estudados.

Entretanto, nos ultimos anos, devido principalmente ao avanco das técnicas de biologia
molecular, tem sido possivel demonstrar componentes do SRA em vérios tecidos e 6rgaos,
levando ao conceito de SRA tecidual, onde desempenham papéis pardcrino-autocrinos.
Entre esses orgdos, destacam-se coragao, rins, cérebro, testiculos, tero e ovarios (DZAU,

1988; TRINDER et al., 1992).

A Ang II, o membro mais estudado do SRA, é um octapeptideo que apresenta potente
efeito vasoconstritor, promove apoptose, angiogénese e proliferacdo celular em diversos
tipos celulares (BAKER,ACETO,1990; DAEMEN et al., 1991; DIMMELER et al.,1997;
GOLDENBERG et al., 2001; GRIENDLING et al., 1997). E formada pela acdo da ECA
sobre a Ang I, com remog¢do de dois aminoacidos do flanco carboxilico. Atua através de
dois receptores situados na membrana celular, o ATl e o AT2, aclopados a proteina G,
sendo que a maioria das acdes conhecidas se produz por meio do receptor AT1 (BERRY et

al., 2001; VINSON et al ., 1997).

Outros fragmentos de peptideos do SRA tém sido verificados para a possibilidade de
desempenharem fung¢des bioldgicas, como angiotensina III (Ang 2-8), angiotensina IV
(Ang 3-8), angiotensina-(3-7) (SEN; SMEBY; BUMPUS, 1974) e, mais recentemente, a
angiotensina-(1-7).

O heptapeptideo Ang-(1-7) ¢ um membro biologicamente ativo do SRA que tem sido

associado a regulacdo central e periférica da pressdo arterial e da homeostase dos fluidos
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corporais (CAMPAGNOLE-SANTOS et al., 1989). Schiavone et al. (1988) foram os
primeiros a evidenciar um papel fisiolégico para Ang-(1-7), com a demonstracdo do
estimulo a liberacdo de vasopressina no eixo hipotalamico-hipofisario de ratos. De fato, foi
encontrada imunorreatividade para Ang-(1-7) em neurdnios hipotaldmicos magnocelulares,
eminéncia mediana e pituitaria posterior de ratos sprague-dawley (WALDMAN et al.,
1988), como também em neurdnios hipotalamicos parvocelulares de ratos transgénicos

(mRen-2d)27 e sua co-localizagdo com ocitocina e vasopressina (KROB et al., 1998).

Virios trabalhos tém demonstrado as diversas agdoes da Ang-(1-7), que podem ser similares
(SILVA et al., 1993), opostos (MACHADO et al., 1999) ou distintos da Ang II
(CAMPAGNOLE-SANTOS et al., 1992; BAl et al., 1996).

O heptapeptideo Ang-(1-7) tem sido descrito como um importante componente
fisiologicamente ativo do SRA, sendo formado no miocardio humano intacto a partir do
metabolismo da Ang II. Estd aumentada no coragdo humano com faléncia ventricular como
resposta a up regulation da ECA2, uma das enzimas responsaveis pela sua sintese, a partir
da Ang II (ZISMAN et al., 2003), produzida também no endotélio vascular humano
(CAMPAGNOLE-SANTOS et al., 1992). No utero, foi constatada sua presenca; € o
aumento ou diminuicdo da conversio da Ang I em Ang-(1-7) por alteracdo da
endopeptidase neutra (NEP) parece estar relacionada as agdes do estrogénio e da

progesterona endogenos (SENANAYAKE et al., 1998).

A Ang-(1-7) pode ser formada pela clivagem da Ang II por prolil-endopeptidase (PEP) e
prolil-carboxipeptidase (PCP) e também diretamente de Ang I, por uma via independente
da ECA, a partir da clivagem pelas enzimas PEP e NEP (CAMPAGNOLE-SANTOS et al.,
1992; IYER et al., 2000; KIM et al., 1992). Recentemente, foi descoberta outra enzima
ativa na cascata, a ECA2, um homologo da ECA (VALDES et al., 2006), que pode formar
Ang-(1-7) a partir de Ang II ou a partir da Ang I, pela acdo da ECA2 ou da NEP 24.11
(FONTES et al, 2000). Uma vez formada, a Ang-(1-7) pode ser hidrolisada por
aminopeptidases (AMP), gerando Ang-(2-7) e Ang-(3-7), ou também pela ECA, gerando
Ang-(1-5) (NEVES et al., 1995; WELCHES et al., 1991).

Recentemente, um receptor especifico para a Ang 1-7 foi descrito por Ferrario et al.
(1997). Os receptores do SRA sdao membros da superfamilia de receptores acoplados a

proteina G, que possui sete dominios transmembrana. Estes apresentam propriedades
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bioquimicas e farmacologicas diferenciadas e as respostas seguem também diferentes vias
de sinalizacdo intracelular. Os receptores AT; e AT, sdo bloqueados especificamente pelo
losartan e pelo PD123177 e PD123319, respectivamente; e ambos sdo igualmente
bloqueados pela saralasina. Foi demonstrada grande concentracdo de acido ribonucleico
mensageiro (mMRNA) para AT;x em figado, rins, aorta, utero, adrenais, bago, pulmdes,
ovarios e hipotdlamo. O mRNA para AT, foi encontrado em pituitaria, adrenais, rins,
figado e utero (KAKAR et al., 1992). Pode ser ressaltada também a expressdo de
receptores AT, em miométrio (WHITEBREAD et al., 1989) e ovarios (PUCELL et al.,
1991).

Em 2003, mostrou-se claramente que a ligagdo do proto-oncogene Mas ¢ a Ang-(1-7) esta
envolvida nas agdes biologicas desencadeadas por esse peptideo (COSTA et al., 2003). A
expressao do receptor Mas foi estudada em cérebro de rato, com a técnica de hibridizagdo
in situ, tendo sido encontrada forte marcagdo no giro dentado, nas areas CA3 e CA4,
hipocampo tubérculo olfatorio, cortex piriforme, bulbo olfatério e marcagdo fraca a
moderada no lobo frontal (BUNNEMANN et al., 1990).Foi também estudado em cérebro e
testiculo de camundongo, tendo sido relatado que no testiculo o RNA mensageiro aumenta
marcadamente durante o desenvolvimento do individuo (METZGER et al.,, 1995),
aparecendo aos 18 dias de vida e aumentando até seis meses (ALENINA et al., 2002). O
receptor Mas foi ainda descrito no ovario de ratas (PEREIRA et al., 2005). Foi referido,
também, em cultura de células de mamiferos, que o receptor Mas pode formar um
complexo com o receptor AT1, na forma de heterodimero, produzindo efeito inibitério

parcial na fung¢do do receptor da Ang II ( KOSTEINS et al., 2005).
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2.2 Sistema renina-angiotensina e gestacao

O sistema renina-angiotensina tem se mostrado ser a cascata bioenzimatica cujo produto
bioativo, a Ang II, desenvolve importante papel na regulacdo da pressdo sanguinea, bem
como na homeostase de eletrdlitos, principalmente o receptor subtipol (ATr).
Tradicionalmente, o SRA tem sido considerado um sistema endocrino circulante, mas
outros estudos (ANTON, L.; BROSNIHAN, 2008; VAZ-SILVA et al., 2008) tém
demonstrado sua presenga em muitos tecidos como utero, ovario e placenta com agdes
intrinsecas. A gravidez ¢ uma condi¢cdo fisiologica caracterizada pelo paradoxo entre
progressivo aumento de diferentes componentes do SRA e a manutengdo da pressdo
normal. Thapa, He e Chen (2004) realgcaram que o receptor de AT;r foi expresso na
camada do sinciotrofloblasto e endotélio viloso de placentas a termo. A expressdo de AT r
¢ significativamente maior nas pacientes com pré-eclampsia e aumenta com a gravidade da
doenga. Esses resultados sdo similares ao proposto por Leung et al. (2001), mas
conflitantes com os propostos por Knock et al. (1994). Valdés et al. (2006) demonstraram
aumento da expressdo do peptideo Ang-(1-7) na placenta e atribuiram essa condicdo a

manuten¢do da pressdo arterial durante a gestacao.

Pesquisas recentes, como a de Anton et al. (2008), t€ém evidenciado que a gestagdo pode
ser uma condicdo de superexpressdo da Ang-(1-7). No terceiro trimestre de uma gestagdo
humana, os niveis plasmaticos de Ang-(1-7) podem aumentar 34%. Uma consideragdo
dessa fungdo foram os niveis reduzidos de Ang-(1-7) no plasma em pacientes com pré-
eclampsia, um achado que sugere que a redu¢do desse peptideo pode contribuir para a
elevagdo da pressdo arterial. A excrecdo urindria de Ang-(1-7) e Ang II durante gestagdo
com pressao normal apresentou progressivo aumento durante a mesma, atingindo niveis 16
a 25 vezes mais altos que durante o ciclo menstrual. Com 35 semanas de gestacdo, a Ang-
(1-7) urinaria foi o peptideo angiotensinogénico predominante, alcancando niveis seis
vezes mais altos. Valdés et al. (2006) relataram que a expressdo de Ang-(1-7) na placenta
foi similar em amostras obtidas de gravidez normal a termo e gravidez associada a pré-

eclampsia.

Durante a gestacdo normal, o estrogénio causa a superexpressdo do SRA pelo aumento nos
tecidos e nos niveis circulantes de angiotensinogénio e renina; consequentemente, os niveis

de Ang II estdo aumentados. Anton et al. (2008) descreveram que o SRA do sistema vilo
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corionico ¢ desregulado em mulheres com pré-eclampsia com aumento significativo de
Ang 11, associado a up regulation do mRNAs dos receptores de angiotensinogénio e AT;.
Com o aumento na Ang-(1-7) e a diminui¢cdo modesta do receptor Mas, o balango de dois
peptideos ativos do SRA foi em dire¢do a Ang II. Os resultados desse estudo comprovaram
a maior acdo de Ang II, incluindo vasoconstricdo, que predominard e podera contribuir
para a fisiopatologia da pré-eclampsia por diminuicdo das trocas materno-fetais de

nutrientes e oxigénio.

Herse et al. (2007) elucidaram o SRA na unidade Utero-placentaria em gestagdes normais e
com pré-eclampsia. Na pré-eclampsia, a expressdo do receptor AT, é particularmente

maior na decidua e autoanticorpos atravessam a barreira placentdria.

Em seu trabalho, Itakura e Mizutani (2005) acentuaram que a hipdxia em gestacdes de pré-
eclampsia induz a ativagdo da enzima conversora de angiotensina na unidade
fetoplacentdria. Para manter a hemodindmica fetal, a aminopeptidase A placentaria

desenvolve a funcdo de barreira entre a mae ¢ o feto.
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2.3 Sistema renina-angiotensina e restricio do crescimento fetal

O crescimento intrattero ¢ uma condi¢do complexa que resulta de uma série de inter-
relacdes entre muitos fatores e envolve nutricdo materna, ingestdo de proteinas, insulina,
de crescimento, hormonio de crescimento e tireoidiano. O SRA esta contido na placenta e ¢
importante no crescimento fetal, como revelado pela identificagdo de receptores no
trofoblasto (COOPER et al., 1999; LEUNG et al., 2001; LUMBERS, 1995; NIELSEN et
el., 2000). O principal componente do SRA na placenta inclui renina, angiotensinas I e II,

ECA e receptores de angiotensina (AT;, AT»).

Recentes achados sugerem que hipertensdo, dislipidemia, diabetes mellitus, doenga
coronariana e morte precoce na vida sdo mais comuns em adultos que nasceram com

restri¢ao de crescimento intrautero (BARKER ez al., 2009; LAHTIL, J. et al. 2009).

Tem-se descrito que o SRA tem funcdo significativa na regulagdo do fluxo sanguineo
utero-placentario devido a presenca de receptores de angiotensina na participagdo de
decidualizagdo, placentacdo e implantagdo. Entretanto, relatou-se que esse sistema ndo
apenas regula o fluxo sanguineo utero-placentario, mas também a sintese de
prostaglandinas e excre¢do de estradiol. Alteragdes que podem ocorrer no SRA podem
levar a diminui¢do do fluxo sanguineo placentario, pré-eclampsia e CIUR (KNOCK et al.,

1994).

O processo de adaptacdo de uma vida fetal com restri¢cao de crescimento inclui aumento da
ativacdo do SRA claramente na excre¢do de angiotensina e destrui¢do da nefrogénese.
Além disso, a falta desse processo acarretara hipertensdo na vida adulta. Kingdom et al.
(2002) encontraram concentracdo de Ang II mais elevada em criancas com CIUR. O
aumento de Ang II pode contribuir para a elevacdo da resisténcia vascular fetoplacentéria

observada em gravidez complicada com CIUR (AKISU et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a participagdo do sistema renina-angiotensina na fisiopatologia da restri¢do do

crescimento intrauterino.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1) Comparar a dosagem dos peptideos Ang II, Ang 1-7 em sangue materno e no sangue

do cordao umbilical em gestacdes de fetos com CIUR e fetos com crescimento adequado.

3.2.2) Verificar a imunoexpressdo dos peptideos Ang II, Ang 1-7, Mas e ECA2, na

placenta e no cordao umbilical, comparando fetos com e sem CIUR.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes

Foram selecionadas para o estudos gestantes acompanhadas na Maternidade do Hospital
das Clinicas (HC) da UFMG e que apresentavam fetos com diagndstico ultrassonografico
compativel com CIUR. Foi selecionado no mesmo servico um grupo de fetos com

crescimento adequado para a idade gestacional estabelecido como grupo-controle.

Os fetos selecionados como portadores de CIUR foram submetidos ao exame de
dopplerfluxometria das artérias cerebral média e umbilical, sendo calculado o indice de
pulsatilidade (IP) e determinado o indice umbilico-cerebral (U/C). Definiu-se como

centralizados os fetos que apresentaram indice U/C igual ou superior a 1,2.

Ap6s explicacdo da proposta do trabalho para as gestantes, foram distribuidos formularios
para obter o consentimento informado (APENDICE A). As pacientes selecionadas que

concordaram participaram do estudo.

Apo6s a selecdo das pacientes e realizacdo do doppler, os fetos foram divididos em trés
grupos para a realiza¢do de imunoistoquimica:

* Sete fetos PIGs e apresentando centralizacao de fluxo;

* cinco fetos PIGs sem centralizagdo de fluxo;

¢ 11 fetos AIG e com indice U/C normal como grupo controle.

Para melhor andlise, esses grupos foram subdivididos em dois subgrupos: igual ou inferior

a 35 semanas de gestacdo e acima de 35 semanas de gestacao.

Foram excluidos do trabalho fetos de maes portadoras de hemoglobinopatias e doengas do
parénquima pulmonar, diabéticas, com gestacdo multipla e fetos que apresentaram

hidropsia e malformagao.
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Como caracterizacdo dos grupos e subgrupos em relacdo a idade materna, pressdo arterial

média (PAM) e peso fetal demontramos os gréaficos abaixo.

Idade Mae

10 -
30 | 5
25 -

15 4

Idade M3e

10

CIUR-C CIUR NORMAIS CIUR-C CIUR NORMAIS

<=35semanas > 35 semanas

GRAFICO 18 - Distribui¢do da idade materna entre os grupos .
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4.2 Métodos

Os fetos foram definidos como portadores de CIUR a partir de exame de ultrassom
realizado em aparelho Siemens Sono Line Prima. Foi feita a biometria de ossos longos, do
didmetro biparietal (DBP) e da circunferéncia abdominal (CA), sendo calculado o peso
conforme a féormula (1,4xDBPxCAXxF) x 200. Foram considerados portadores de CIUR os

fetos com peso abaixo do percentil 10 para a idade gestacional.

A idade gestacional foi baseada no primeiro dia da Gltima menstrua¢do e confirmada por

ultrassom na primeira metade da gestagao.

A dopplerfluxometria das artérias umbilical e cerebral média foi realizada em aparelho de
ultrassom Sono Ace 8800 Medison Company Ltd 3.01 Digital Gaya Mt. Foi insonada
inicialmente a artéria cerebral média anterior. Apds a localizagdo do corddo umbilical, ele
foi insonado proximo da insercdo da placenta. Posteriormente a obtencdo das medidas, foi

determinado o indice U/C, sendo considerado alterado quando acima de 1,2.

Foram avaliados 22 fetos, sendo: sete considerados pequenos para a idade gestacional e
com centraliza¢do de fluxo, cinco pequenos para a idade gestacional sem centraliza¢do de

fluxo e 11 adequados para a idade gestacional e com indice umbilico-cerebral normal.

Para a realizacdo do radioimunoensaio foram utilizadas 70 amostras de plasma materno e

22 de plasma fetal, agrupados de acordo com o grupo de origem.
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4.2.1 Imunoistoquimica para angiotensina II, angiotensina-(1-7) proto-oncogene Mas

e enzima conversora de angiotensina I1 (ECAII)

Os tecidos fetais (placenta e corddo umbilical) foram colhidos no momento do parto
cesariano, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C.
Posteriormente, esses tecidos foram embebidos em formol a 10%. Apos inclusdo em
parafina, eles foram seccionados em cortes de 4 um de espessura, nos quais foi realizada a
imunoistoquimica ( fig 2-9). Protocolos semelhantes foram utilizados para os quatro
peptideos — Ang II, Ang-(1-7), ECA — com devidas modificac¢des das dilui¢des do primeiro
anticorpo. A técnica utilizada foi a da avidina-biotina-peroxidase, padronizada por Hsu e
modificada por Barbosa-Coutinho, utilizando-se kit Vectastain (Vector Laboratories,
Burlingame CA, EUA) contendo anticorpo secundario biotinilado universl (anticoelho e
camundongo) produzido em equino, soro de eqiiino normal e complexo avidina-biotina-
peroxidase. Utilizou-se como cromogeno o DAB [3,3 -diaminobenzidine] (Sigma Chem.

CO, St Louis, MO, USA) e contracoloracao com hematoxilina (Vetec).

A avidina ¢ uma glicoproteina presente na clara de ovo de galinha, de alto peso molecular
(PM=68.000 D), de carater basico (ph=10,4), que apresenta forma tetramétrica com quatro

subunidades de 128 aminoacidos cada uma, apresentando grande afinidade pela biotina.

A biotina ¢ uma vitamina de baixo peso molecular (PM=244,3 D), hidrossoluvel produzida
por bactérias intestinais, presente também no figado e na gema do ovo. Pode ser ligada
covalentemente a carboidratos e proteinas sem interferir nessas moléculas, devido, em

parte, ao seu tamanho.

As peroxidases formam um grande grupo de enzimas que participam dos processos de
oxidacdo e reducdo. A peroxidase utilizada nesse ensaio ¢ uma horseradish peroxidase,
enzima de 40kD isolada da planta horseradish, pertencente a famila Brassicacea. Apresenta

um grupo heme ligado a um 4tomo de ferro que funciona com um comutador de elétrons.

A reacdo se processa com a ligacdo do primeiro anticorpo ao antigeno investigado; e o
segundo anticorpo, enquanto a biotina ligada a peroxidase ocupa os trés sitios livres da

avidina, produzindo efeito amplificador do processo. A introdu¢do do cromogeno 3,3-
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diaminobenzidina (DAB) produz uma coloragdo marrom-amarelado estavel, que permite
identificar, ao microscopio, os sitios de imunomarcagao.
Os anticorpos primarios foram produzidos no laboratorio de Hipertensdo do ICB-UFMG,
exceto o anticorpo ECA2 adquirido pela.....O anticorpo policlonal para Ang-(1-7) foi feito
em coelho, utilizando o imundégeno Ang-(1-7) sintético e ndo apresenta reagdo cruzada
com outros membros do sistema renina-angiotensina (SIMOES E SILVA et al., 2004). O
anticorpo para o receptor Mas foi produzido em camundongo knockout, utilizando o
imunogeno o peptideo sintético LAEEKAMNTSSR, correspondente a por¢do amino-
terminal do receptor Mas de camundongo (COSTA-GONCALVES et al., 2007). Esse
anticorpo reconhece o receptor Mas humano devido a homologia das seqiiéncias devido a
homologia de seqiiéncias entre as duas espécies e ¢ compardvel ao anticorpo anti-Mas
humano comercialmente disponivel (SAMPAIO et al., 2007a).
Para realizagdo da imunoistoquimica foi utlizado um protocolo de dois dias.
No primeiro dia realizou-se:
* desparafinizagdo dos cortes com xilol (xilol 1 e 2; 15 minuttos cada);
* hidratagdo nos alcoois (98-90-80-70-50%; 5 minutos cada);
* lavagem em agua destilada, por um minuto;
e digestdo enzimdtica com solu¢do de tripsina durante 15 minutos para recuperagdo
dos sitios antigénicos (somente imunocoloragdo para receptor Mas);
* bloqueio das peroxidases enddgenas com metanol associado a H202 a 3% por 30
minutos;
¢ lavagem em PBS, 10 minutos;
* incubacdo com soro normal, para bloqueio de s’tios antigénicos inespecificos: 30
minutos (diluigao 1:30);

* incubacdo com anticorpo primario;

No segundo dia realizou-se:
* lavagem com PBS, 10 minutos;
* incubacdo com anticorpos secundario (1:200), 30 minutos;
* lavagem com PBS, 10 minutos;
* incubacdo com complexo AB (1:200 1 hora;
* lavagem com PBS 10 minutos;

* coloracao com DAB (3 a 5 minutos);
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* lavagem com PBS, 5 minutos;

* contracoloracdo com hematoxilina (imersdo rapida);

* lavagem em 4gua destilada, 5 minutos;

* desidrtagdo em alcoois graduados 950-98%), 5 minutos cada;
* passagem em xilol 3 e 4, por 5 minutos em cada;

* montagem em laminula e Entellan.

Como controle negativo foi utilizado os mesmos tecidos placentério e corddo umbilical; e
na seqiiéncia do processo de imunoistoquimica substituiu-se o primeiro anticorpo por
imunoglobulina de coelho ndo imunizado. O controle positivo foi corte de testiculo de
camundongo adulto (ALENINA et al ., 2002; METZGER et al ., 19950

A imunoistoquimica mostrou a presen¢a ou ndo desses peptideos nos tecidos fetais. Foi
realizada andlise da graduacdo de coloracdo (marcacdo positiva) nas diversas estruturas

celulares desses tecidos, classificadas em fraco, forte ¢ ausente.

Descritiva: intensidade de marcacao:

. - - ausente
e 4+ a ++ — fraca
e ++a+++ — forte

e  Marron- DAB

 Azul - Hematoxilina
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4.2.2 Radioimunensaio

No momento da cesariana, foram colhidos 10 mL de sangue do corddo umbilical e 10 mL
de sangue materno antes da anestesia com coquetel de inibidores. Esse material foi
processado (4°C, 4000 rpm, 10 min) e armazenado a -80°C. As amostras de plasma foram
extraidas em colunas de Bond Elut C18 para a obtencdo de angiotensinas, mas antes de
serem aplicadas na coluna, foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos a -4°C. Apds
esses procedimentos, o sobrenadante de cada centrifugacao foi passado pelas colunas Bond
Elut C18 a partir da adaptacdo de uma seringa a coluna, o que permitiu a aplicagdo de

pressao positiva.

Foi seguido como protocolo para a extragdo das angiotensinas:

* pré-ativacdo das colunas Bond Elut a partir da lavagem das mesmas com 10 mL de
acetonitrila (ACN) 99,9%/4cido heptafluorobutirico (HFBA) 0,1% e 10 mL de
HFBA 0,1%;

e ativacdo das colunas com 10 mL de ACN 99%/HFBA 0,1% e 10 mL de HFBA
0,1%, seguido sequencialmente de 3 mL de BSA 0,1%/HFBA 0,1%, 10 mL de
ACN 10%/HFBA 0,1% e de 3 mL de HFBA 0,1%;

* aplicacio da amostra, seguida de 20 mL de HFBA 0,1%, 3 mL de ACN
20%/HFBA 0,1% ¢ 3 mL de ACN 99%/HFBA 0,1%. Este ultimo volume foi
coletado em tubos lavados com BSA 0,1%. E liofilizado em centrifuga evaporadora
por 40-48 horas até a formacdo de residuo, sendo, entdo, estocado a -20°C até a

realizagdo do radioimunoensaio (RIE).

Os ensaios foram realizados de acordo com os protocolos adotados pelo Laboratorio de
Hipertensdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas

(ICB) da UFMG (BOTELHO et al., 1994).
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4.2.2.1 Radioimunoensaio para Ang-(1-7)

Foram utilizadas as seguintes solucdes para determinacdo dos niveis de Ang-(1-7):

Tampao do ensaio: Tris-HCL 50 mM, solugdo tampao albumina (BSA) 0,1%,
cloreto de sodio (NaCl) 50 mM e azida sodica 0,02%. Primeiramente, esses
reagentes foram diluidos em 400 mL de H,O deionizada para o ajuste do potencial
de hidrogénio (pH) dessa solugdo para 7,5, com HCI 3 N, seguido de acerto final do
volume para 500 mL com o uso de um baldo volumétrico.

Tampao II: NaCl 0,9%, BSA 0,1% e acido acético glacial 0,03%. Os reagentes
foram dissolvidos em 500 mL de dgua deionizada e o volume acertado em baldo
volumétrico. Essa solugdo foi usada para reconstitui¢do das amostras e diluicdo da
curva padrdo.

Anticorpo policlonal: (1:25.000) - preparado a partir de uma solug@o estoque com
dilui¢do 1:5.000 em tampao do ensaio. Esse anticorpo foi diluido em tampao do
ensaio para obter solucdo final na diluigcdo 1:25.000 e apresenta menos que 0,001%
de reatividade cruzada com a Ang I e com a Ang II, 0,01% de reatividade cruzada
com a Ang-(2-7) e com a Ang-(3-7), 0,08% de reatividade cruzada com a Ang-(4-
7) € 0,005% com a Ang-(1-5).

%5 |Ang-(1-7): marcada, purificada e diluida em tampdo do ensaio, para uma
concentragdo final de 6.000 para cada 0,1 MI.

Padrdes: foram utilizadas as concentragdes-padrao de 200, 100, 50, 25, 12.5 ¢ 6,25
pg/0,1 mL, diluidas em tampao II da Ang II com o uso de baldo volumétrico,
preparadas a partir de uma solugao estoque de 2 mg/mL.

Suspensio de carvao: a adicdo de solugdo de carvao ativado-dextran apds 18-22
horas de incubagdo promoveu a separacdo do peptideo ligado ao anticorpo do
peptideo livre. Essa solucdo foi obtida pela mistura de 0,0625 mg de dextran e
0,6250 mg de carvao ativado para cada 100 mL de tampao do ensaio. A suspensao

foi mantida sob agita¢do constante, em banho de gelo por 1 hora antes do uso.

A técnica utilizou o seguinte protocolo em cada ensaio da Ang-(1-7), com a adicdo das

respectivas solucdes em cada tubo, de acordo com 0 QUADRO 1.
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QUADRO 1
Solugdes e volumes utilizados para RIE de Ang-(1-7).

Solugdes (nL) Total Branco Po Padrao Amostra
Solugao II - 100 100 - -
Tampao do ensaio 1.300 200 100 100 100
Pontos da curva - - - 100 -
Amostra - - - - 100
12| Ang-(1-7) 100 100 100 100 100
Anticorpo - - 100 100 100
Volume final 1.400 400 400 400 400

Apos a adig¢do das solugdes nos tubos, estes foram agitados em vortex e incubados por 18-
22 horas. Depois desse periodo foi adicionado 1 mL de suspensdo de carvao em todos os
tubos, exceto no tubo total, seguido de centrifugac¢do a 2.500 rpm por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e sua radioatividade contada no contador

gama.

4.2.2.2 Radioimunoensaio para Ang I1

Foram utilizadas as seguintes solu¢des para determinag@o dos niveis de Ang II:

* Tampio I da Ang II: tris-HCL 0,1 M, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 15
mM e lysozima 0,1%. O pH foi acertado para 7,4 com HCI 3 N e volume
completado para 500 mL em baldo volumétrico com agua deionizada.

* Solugao II: NaCl 0,9%, BSA 0,1% e acido acético glacial 0,03%. Os reagentes
foram dissolvidos em 4gua deionizada e o volume final de 500 mL dessa solugdo
foi acertado em baldo volumétrico. Essa solucdo foi usada para a reconstituicdo das
amostras e diluicdo da curva-padrio.

* Anticorpo policlonal 1:50.000: preparado a partir de uma solucdo-estoque com

diluicao 1:25.000 em tampao I da Ang II. Esse anticorpo foi novamente diluido em
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tampao [ da Ang II para obter uma solug¢ao final na dilui¢do de 1:50.000 e apresenta
menos de 0,001% de reatividade cruzada com a Ang I e com a Ang-(1-7), 0,002%
de reatividade cruzada com a Ang-(1-9) e 100% de reatividade cruzada com a Ang-
(2-8), Ang-(3-8) e Ang-(4-8).

e '3 |Ang II: marcada, purificada e diluida em tampdo I da Ang II para uma
concentragdo final de 6.000 cpm para cada 0,1 mL.

* Padrdes: as concentragdes dos padrdes utilizados foram de 80, 40, 20, 10, 5 ¢ 2,5
pg/0,2 mL de Ang II em solu¢ao II preparados a partir de uma solucao estoque de 2
pg/mL de Ang II diluidos em dgua deionizada.

* Suspensao de carvao: a separagdo do peptideo ligado ao anticorpo do peptideo

livre foi feita de maneira semelhante a da Ang-(1-7).

Foi utilizado o seguinte protocolo em cada ensaio da Ang II, com a adi¢do das respectivas

solugdes em cada tubo, de acordo com o QUADRO 2:

QUADRO 2
Solugdes e volumes utilizados para RIE de Ang 11
Solugdes (nL) Total Branco Po Padrao Amostra
Tampao I da Ang II 1.100 100 - - -
Tampao II 200 200 200 - 100
Pontos da curva - - - 200 -
Amostra - - - - 100
1251 Ang 11 100 100 100 100 100
Anticorpo - - 100 100 100

Volume Final 1.400 400 400 400 400
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Os tubos foram agitados em vortex apos a adicdo das respectivas solucdes, seguido de
incubagdo por 18-22 horas a 4° C. Apos esse periodo, foi adicionado 1 mL de suspenséo de
carvao em todos os tubos, com exce¢do do tubo total, e centrifugacdo a 2.500 rpm por 20
min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e sua radioatividade contada

no contador gama.

Radioimunoensaio

amostra
ou
padrdo

antigeno

anticorpo
marcado P

Incubacéao

Remocgao do antigeno néo ligado

Medida da radioatividade
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S RESULTADOS

PRECISA COLOCAR ESTE INICIO, ISTO NAO E METODOLOGIA?
Foram estudados os seguintes parametros nos grupos em estudo:

* Dosagem por meio de radioimunoensaio dos peptideos Ang Il e Ang 1-7 em sangue
materno e sangue de cordao umbilical de fetos com restricdo de crescimento e
adequados para a idade gestacional;

* Localizagdo dos peptideos Ang II, Ang 1-7, ECA2 e receptor MAS em placenta e
corddo umbilical de fetos com restricdode crescimento e adequados para a idade

gestacional.

5.1 RESULTADOS IMUNOISTOQUIMICA

Neste estudo observou-se a marcagao dos peptideos no endotélio principalmente da veia
umbilical. Em relacdo a placenta, verificou-se marcagdo citoplasmatica das células do

sinciotrofoblasto e a expressdo também ¢ dependente da idade e do crescimento do feto.
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5.1.2 Localizagao da Ang 1-7 na placenta

Na placenta ocorreu marcacdo da Ang 1-7 fraca a forte no citoplasma das células do
sinciciotrofoblasto, sendo a marcagdo forte principlamente nos fetos adequados para a

idade gestacional acima de 35 semanas.

Angiotensina 1-7 Placenta
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GRAFICO 1 - Distribuigdo de angiotensina-(1-7) placenta entre os grupos.
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FIGURA 2 - Laminas de Agiotensina (1-7) placenta
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5.1.3 Localizagao da Ang 1-7 no cordao umbilical

No cordao ocorreu os trés tipos de marcacdo da Ang 1-7 principlamente no endotélio da
veia umbilical, sendo ausente nos fetos adequados para a idade gestacional acima de 35

s€manas.

Angiotensina 1-7 Cordao
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coluna2/lamina4, coluna3/lamina4,coluna4/lamina4.

GRAFICO 2 - Distribuigdo de angiotensina-(1-7) no cordéo entre os grupos.
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FIGURA 3 - Laminas de Angiotensina (1-7) cordao
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5.1.4 Localizagao da Ang II na placenta

Na placenta ocorreu marca¢do da Ang II fraca a forte no citoplasma das células do
sinciciotrofoblasto, sendo a marcacdo forte principlamente nos fetos CIUR abaixo de 35

semanas e adequados para a idade gestacional acima de 35 semanas.
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GRAFICO 3 - Distribuigéo de angiotensina II na placenta entre os grupos.
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FIGURA 4 - Laminas de Angiotensina II placenta
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5.1.5 Localizagao da Ang II no cordao umbilical

No corddao ocorreu marca¢do predominantemente fraca da Ang II principalmente no
endotélio da veia umbilical, sendo sua expressdo mais forte no grupo de fetos com CIUR

abaixo de 35 semanas.

Angiotensina Il Cordao
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GRAFICO 4 - Distribuigdo de angiotensina II no corddo entre os grupos.
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FIGURA 5 - Laminas de Angiotensina II cordao
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5.1.6 Localizagao do receptor Mas na placenta

Na placenta ocorreu marcagdo do receptor Mas fraca a forte no citoplasma das células do
sinciciotrofoblasto, sendo a marcacdo forte somente nos fetos adequados para a idade

gestacional abaixo de 35 semanas.
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GRAFICO 5 - Distribuigdo do MAS na placenta entre os grupos.
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5.1.7 Localizagdo do receptor Mas no corddao umbilical

No corddo ocorreu os trés tipos de marcacdo do receptor Mas no endotélio da veia
umbilical, sendo sua expressdo mais forte no grupo de fetos com CIUR acima de 35

semanas e ausente no grupo adequado para a idade gestacional acima de 35 semanas..
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GRAFICO 6 - Distribuigdo de MAS no corddo entre os grupos.
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5.1.8 Localizagao da ECA2 na placenta

Na placenta ocorreu marcacdo fraca a forte da ECA2 no citoplasma das células do
sinciciotrofoblasto, sendo a marcacdo forte principalmente nos fetos adequados para a

idade gestacional abaixo de 35 semanas.
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GRAFICO 7 - Distribui¢io de ECA na placenta entre os grupos.
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FIGURA 8- Laminas de ECA placenta
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5.1.9 Localizacao da ECA2 no cordao umbilical

No cordado ocorreu marcagao fraca a forte da ECA2 no endotélio da veia umbilical, sendo
sua expressao mais forte no grupo de fetos adequados para a idade gestacional abaixo de

35 semanas
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GRAFICO 8 - Distribuigio de ECA no cordéo entre os grupos.
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FIGURA 9 - Laminas de ECA corddo
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5.2 RESULTADOS RADIOIMUNOENSAIO

Em relacdo ao radioimunoensaio, nossos resultados mostraram apenas diferencas
significativas para os grupos e subgrupos estudados em relagdo a Ang 1-7. A concentracdo
de Ang 1-7 no sangue materno ¢ mais elevado no subgrupo de fetos com CIUR abaixo de

35 semanas.

Observando-se o teste de normalidade, verifica-se que apenas as variaveis “Ang II feto” e
“Ang-(1-7) feto” apresentaram comportamento normal em ambos os grupos. Desta forma,
realizou-se o teste paramétrico t-Student bilateral, de comparacdo entre grupos para ambas.
Para as varidveis que ndo apresentaram normalidade, foi adotado o teste ndo-paramétrico

de Mann-Witney bilateral.

‘. <= 35 semanas > 35 semanas -
Variavel CIUR Normal CIUR Normal Teste Utilizado
Angiotesina Il Mae 0,05 0,33 Mann-Witney
Angiotesina Il Feto 0,24 0,55 T-Student
Angiotesina 1-7 Mae 0,03 0,88 Mann-Witney
Angiotesina 1-7 Feto 0,09 0,12 T-Student

Os testes de comparacdo entre grupos evidenciaram que apenas na variavel “Ang-(1-7)
mae” os grupos CIUR e normais apresentaram valores médios diferentes. A fim de se
constatar qual grupo apresentou valores mais altos para a variavel, procedeu-se ao teste

unilateral ndo-paramétrico de Mann-Witney.

Variavel Comparagao P-valor Teste Utilizado
Angiotesina 1-7 Mae
<=35 semanas

CIUR > Normal 0,98 Mann-Witney

De acordo com o resultado do teste, a 5% de significancia, ndo se rejeitou que o grupo
CIUR apresentasse valores para a variavel “Ang-(1-7) mae” mais elevados que o grupo

normal.
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Nao foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre os grupos de fetos com
ou sem centralizacdo de fluxo e fetos com crescimento adequado abaixo ou acima de 35

semanas em relagao aos niveis de Ang Il no plasma materno.
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GRAFICO 9 - Concentracao de angiotensina I mae.
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GRAFICO 10 - Agrupamento dos casos de CIUR para angiotensina II mie.
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Nao houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos de fetos com ou sem
centralizacdo de fluxo e fetos com crescimento adequado abaixo ou acima de 35 semanas

em relagdo aos niveis de angiotensina Il no plasma fetal.
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GRAFICO 11- Concentracao de angiotensina II feto.
Angiotensina Il Feto
1000 -
g 800 -
4
E 600 -
2
2 300 -
°
[T
c
< 200 —
0
CIUR NORMAIS NORMAIS
<=35 semanas > 35 semanas

GRAFICO 12 - Agrupamento dos casos de CIUR para angiotensina II feto.
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Ocorreu diferenca estatistica significativa entre os grupos de feto com CIUR e AIGs em

relacdo a Ang-(1-7) mae abaixo de 35 semanas, separando ou ndo fetos com e sem

centraliza¢do de fluxo.
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GRAFICO 13 - Angiotensina-(1-7) mae.
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GRAFICO 14 - Agrupamento dos casos de CIUR para angiotensina-(1-7) mae.
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Nao se registraram diferencas estatisticas significativas entre os grupos de fetos com ou
sem centralizacdo de fluxo e fetos com crescimento adequado abaixo ou acima de 35

semanas em relacao aos niveis de angiotensina-(1-7) plasma fetal.
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GRAFICO 15 - Angiotensina-(1-7) feto.
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GRAFICO 16 - Agrupamento dos casos de CIUR para angiotensina-(1-7) feto.
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5.2.1 Analise de correlacao

Esta se¢do busca quantificar a relacdo existente entre as varidveis: “peso”, “Apgar 57,
“U/C”, “ph”, “excesso de base (Be)”, “pressdo aerterial média (PAM)”, “hipertensdo
arterial cronica (HAC)”, “angiotensina Il mae”, “angiotensina II feto”, “angiotensina-(1-7)
mae” e “angiotensina-(1-7) feto”, com a variavel “U/C” somente para os fetos classificados
como CIUR-C ou CIUR, chamados de CIUR. Para isso, foram elaborados graficos de

dispersdo para as varidveis e calcularam-se os coeficientes de correlagdo entre elas.

Para definir qual coeficiente de correlacdo deveria ser utilizado (Pearson ou Spearman),
deve-se conhecer primeiramente a distribuicio dos dados. Quando os dados sdo
provenientes de uma distribuicdo normal, devem ser adotadas as ferramentas da estatistica
paramétrica, neste caso o coeficiente de correlacdo de Pearson. Por outro lado, se os dados
ndo sdo normalmente distribuidos, a estatistica ndo-paramétrica se torna mais poderosa,

devendo ser usado o coeficiente de correlacdo de Spearman.

Para testar se os dados sdo normalmente distribuidos, foi utilizado o teste de Shapiro Wilk,

obtido por meio do software R (versdo 2.8.0), cujos resultados sdo apresentados a seguir.

No entanto, como todas as varidveis foram comparadas com a variavel “U/C”, que ndo
9
possui distribui¢do normal, foi empregado o coeficiente de correlagdo de Spearman em

todas as analises.
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Nao foi observada correlacdo positiva ou negativa. No grupo de dosgem de fetos isso
ocorreu muito provavelmente devido ao pequeno nimero de casos, sendo verificada uma

tendéncia a correlacdo inversamente proporcional ente a concentragdo de Ang 1-7 fetal e o

indice U/C.
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GRAFICO 17a - Dispersio para todas as variaveis versus U/C dos fetos com CIUR.
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GRAFICO 17b - Dispersao para todas as variaveis versus U/C dos fetos com CIUR.
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6 COMENTARIOS

O estudo da fisiologia fetal torna-se imprescindivel a cada dia, sendo que hoje
compreendemos muitas das limitagdes das pesquisas realizadas antigamente com modelos
animais e que ndo apresentavam o que realmente ocorria no ser humano. Compreender as
alteracdes fisiologicas e patoldgicas que ocorrem na vida fetal ¢ cada vez mais importante,
principalmente nas situagdes de crescimento intra-uterino restrito devido ao elevado
numero de casos e aos custos extremamente elevados do tratamento intensivo dos recém-

nascidos que apresentam este quadro, que em muitas vezes se apresentam prematuros.

A facilidade de se realizar ultrassonografia durante o pré-natal tem permitido diagnosticar
fetos com restricdo do crescimento e acompanhé-los, procurando definir o momento da
interrupcdo da gestagdo. Mas ainda ndo ¢ possivel se restabelecer o seu ritmo de
crescimento normal, evitando desta forma a prematuridade. O conhecimento dos
mecanismos fisiopatologicos do CIUR pode no futuro apresentar possibilidades de este

tratamento venha a ser empregado.

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem se mostrado ser a cascata bioenzimatica cujo
produto bioativo, a angiotenina II (Ang II), desenvolve importante papel na regulagdo da
pressdo sanguinea bem como na homeostase de eletrolitos. O SRA tem sido considerado
um sistema enddcrino circulante, mas diversos autores tém demonstrado a sua presenga em

muitos tecidos como ttero, ovario e placenta, com agdes intrinsecas.

A gravidez ¢ uma condicdo fisiologica caracterizada pelo paradoxo entre o aumento
progressivo de diferentes componentes do SRA e a manutengdo da pressdo normal. As
consequéncias fisiologicas de ativagdo do SRA durante a gestagdo ainda ndo foram
completamente esclarecidas.

Buscamos neste estudo, seguindo uma das linhas de pesquisa desenvolvidas no Centro de
Medicina Fetal do HC/UFMG com participacdo do Laboratorio de Fisiologia do
ICB/UFMG tentar compreender como se comporta o SRA em fetos com restricdo de

crescimento intra-uterino.
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As limitacdes deste trabalho refletem as dificuldades em se reaklizar pesquisa com fetos
prematuros e com restricdo de crescimento intraitero. Fendmenos bioquimcos e
enzimaticos sdo complexos, dinamicos e as manifestagdes clinicas transcendem as relagdes
simples de causa e efeito. Cada momento ¢ precioso para a mae que apresenta

intercorréncias na gestacao e principalmente para o feto.

A simples decisdo de interromper a gestagdo ndo soluciona o problema do bindmio mae-
filho. O resultado obstétrico desfavoravel ¢ muitas vezes devastador para a mae que teve
sua condicdo hemodinamica estabilizada. Tentar entender esse processo e intervir antes

que a restri¢do de crescimento avance torna-se um desafio para a obstetricia atual.

O peso ao nascimento ¢ usado como medida do crescimento fetal na gestacdo, mas ndo
indica se todo potencial de crescimento foi alcancado. Por exemplo, a restricio do
crescimento pode resultar de um desenvolvimento placentario deficiente desde o inicio da
gestacdo, levando a um suporte nutricional inadequado e a cronicidade da restri¢do do
crescimento. Mas, pode-se ter periodos agudos de redugdo do suporte nutricional, com

consequéncias graves para o crescimento fetal, verificados no final da gestacao.

Acredita-se que uma alteracdo no balango do sistema renina-angiotensina possa provocar
um desvio para a maior producdo de peptideos vasoconstritores, que levariam a
vasoconstricao de vasos placentarios e, assim, a redu¢do do fluxo para o feto, acarretando a

restricdo do crescimento intattero.

Provavelmente, as repostas adaptativas fetais para insultos diferentes, cronicos ou agudos
que vao resultar num mesmo déficit de peso verificados ao ultrassom e no momento do
nascimento ndo conduzirdo as mesmas respostas. Essas dificuldades de classificacao
podem complicar a andlise de um sistema de a¢do rapida como o SRA. Assim, tentar

analisar esses fetos isoladamente deixam as questdes sem respostas.

A Ang II participa da vasoconstricdo observada tanto nos vasos umbilicais como nos vilos
placentarios, agravando as trocas de nutrientes e oxigénio entre mae e filho. De acordo
com os resultados deste estudo, que avaliou fetos com CIUR e AIGs, verificou-se que a
expressdo de Ang II tendeu a ser maior na placenta dos fetos com CIUR abaixo de 35

semanas, apesar de ndo se terem apurado diferencas estatisticas. A expressao de Ang-(1-7)
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foi maior na placenta de fetos AIGs, mas sem diferenca estatistica, devido ao baixo niamero
de casos. A ECA2, que converte Ang Il e Ang-(1-7), apresentou maior expressao na
placenta em fetos AIGs. A ECA estabelece uma barreira, demonstrando que o alcance da
idade gestacional, saindo da prematuridade extrema, ocorre devido a sua maior expressao.
Parece que o balango fetoplacentario do SRA orienta-se para fatores vasoconstritores em
fetos com CIUR, mas ndo se pode afastar a contribui¢do da prematuridade. Além disso, a
pouca expressao do receptor Mas na placenta em fetos com CIUR pode reforcar o desvio

dessa cascata em dire¢do a Ang II.

No corddo umbilical, a expressao de Ang II e Ang-(1-7) reportou-se aumentada nos fetos
com CIUR, mas ndo houve diferenca estatistica. Da mesma forma, os niveis plasmaticos de
Ang I e Ang-(1-7) também ndo demonstraram diferenca estatistica, apesar de que a média

dos valores de Ang II encontram-se cerca de 40 vezes maiores do que de Ang-(1-7).

Quando se avaliou o nivel de Ang Il materno em relacdo aos grupos de fetos com CIUR e
fetos AIGs, ndo foram identificadas diferencas estatisticas. Mas, quando avaliado o nivel
de Ang-(1-7) no plasma materno em relagdo a esses mesmos grupos, os niveis de Ang-(1-
7) encontraram-se estatisticamente mais elevados no grupo de fetos com CIUR em relagao
aos fetos normais abaixo de 35 semanas. Outro achado ¢ que a média do nivel de Ang Il no

plasma materno foi cerca de 20 vezes mais elevado do que os niveis de Ang-(1-7).

Novamente se observou que também no plasma o SRA esta direcionado para a
vasoconstricao. Entretanto, frente a restrigdo de crescimento, ocorreu elevagdo dos fatores
vasodilatadores em uma fase em que o feto poderia crescer, abaixo de 35 semanas de
gestacdo. Conforta o fato de que a regulacdo do SRA fetal depende da regulacdo do
sistema materno e que essa regulacdo pode permitir que o feto volte a crescer e atingir
idade gestacional mais tardia, saindo dos riscos da prematuridade. Ou seja, mesmo
prematuro, o feto pode responder ao insulto com suporte materno, com elevacdo do nivel
de um vasodilatador, a Ang-(1-7). NAO TEMOS COMO COMPARAR ESTE
RESULTADO COM OUTROS ESTUDOS?

Isso reforca a tendéncia deste estudo a procurar entender o tipo e a gravidade desse insulto

e ndo apenas seu resultado, que no caso seria o déficit de crescimento do feto.
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Nao se sabe se o acometimento cronico ou agudo poderia fazer com que o SRA se
comportasse da mesma forma. A maior parte dos nossos casos sao fetos de maes com pré-
eclampsia, que seria um insulto agudo para o crescimento em relagdo aos fetos de maes

previamente hipertensas.

Muitas outras questdes ainda precisam ser interpretadas. Uma delas ¢ que ndo existe
diferenga em relacdo ao 6xido nitrico entre fetos com CIUR e fetos com crescimento
adequado, como verificado em nossa dissertacdo de mestrado. Ou melhor, o efeito
vasodilator da Ang-(1-7) mediado indiretamente pelo oOxido nitrico parece estar

prejudicado nesses fetos ou acontecer somente em fase posterior.

Apesar de todo o esforco, a literatura tem mostrado resultados bastante divergentes. Herse
et al. (2007) nao enfatizaram diferencas significativas nos niveis de mRNA de
angiotensinogéno na placenta de gestacdes normais comparadas com gestacdes com pré-
eclampsia. Ito et al. (2002) descreveram que ndo existe diferenga significativa nos niveis
de ECA2 - proteina e mRNA na placenta de pacientes normais e com pré-eclampsia. Li et
al. (2000) ndo salientaram diferenca significativa na expressao de renina nos tecidos vilo-
coridnicos entre gestacdes normais e com pré-elampsia. Zappellini et al. (1996) ndo
referiram diferencas significativas nos niveis de Ang II na placenta de pacientes normais e
com pré-eclampsia. Anton et al. (2008) afirmaram que o SRA do sistema vilo coridnico €
desregulado em mulheres com pré-eclampsia, com aumento significativo de Ang II
associado a up regulation do mRNA dos receptores de angiotensinogénio e AT;. Com o
aumento na Ang-(1-7) e a diminuicdo modesta do receptor Mas, o balango de dois
peptideos ativos do SRA foi em direcdo a Ang II. Os resultados desse estudo
demonstraram a melhor acdo de Ang II, incluindo vasoconstri¢do, que predominara e

podera contribuir para a fisiopatologia da pré-eclampsia.

Outra questdo importante ¢ que ndo hd dados para comparar efetivamente o presente
trabalho. As pesquisas ndo apresentam grupos de restricdo de crescimento. Os grupos de
comparagdo sdo baseados em gestacdes muito iniciais ou tardias. Futuramente, deve-se
empenhar em grupos maiores e mais estratificados em doencas agudas e cronicas, pois,
embora inibidores da ECA, sdo contraindicados durante a gravidez. Estratégias clinicas

para regular o SRA nesses casos podem ser benéficas. Uma delas pode ser aumentar a
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disponibilidade de Ang-(1-7) na placenta e corddao umbilical, permitindo o crescimento

potencial desses fetos ainda dentro do utero materno.

PROPOSICOES. PARA ONDE VAMOS? ONDE A PESQUISADORA DR. JULIANA
PRETENDE IR. PROPONHA NOVOS ESTUDOS E LINHAS DE PESQUISA COM
ESTE TEMA E OUTROS QUE SAO RELACIONADOS.

7.2 IMPLICACOES CLINICAS

* A angiotensina II pode estar relacionada com a vasoconstri¢ao dos vilos placentério
e do corddo umbilical.

* O nivel mais elevado de angiotensina-(1-7) materna abaixo de 35 semanas de
gestacdo em fetos com CIUR sugere a tentativa de se restabelecer o crescimento

padrao.
* A celevacdo do nivel de Ang 1-7 materno poderia indicar a possibilidade de

intervencdo da gestacao de fetos com CIUR.

7 CONCLUSOES

Apos a analise dos nossos resultados pudemos concluir

que:

O Sistema Renina Angiotensina participa da fisiopatologia da Restricao do crescimento

intra-utero

A concentragdo de Ang 1-7 € maior em fetos com CIUR abaixo de 35 semanas em relagao

aos fetos adequados para a idade gestacional no mesmo intervalo.
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A expressdo de Ang II tendeu a ser maior na placenta dos fetos com CIUR abaixo de 35
semanas.

A expressdo de Ang-(1-7) foi maior na placenta de fetos AIGs.

A ECAZ2, que converte Ang Il e Ang-(1-7), apresentou maior expressao na placenta em
fetos AIGs.

O receptor Mas na placenta em fetos com CIUR tem uma expressao fraca

No cordao umbilical, a expressdo de Ang II e Ang-(1-7) reportou-se aumentada nos fetos

com CIUR.
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APENDICE E ANEXO

ANEXO 1 - Consentimento pos-informado empregado no estudo

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

1)

2)

3)

A Pré-eclampsia e a Restricdo de Crescimento sdo doengas graves da gestagdo em
que a pressdo arterial se encontra alta, colocando em risco a mae e seu filho.

Até o momento ndo se conhece exatamente como prevenir ou mesmo tratar
adequadamente essa doenca.

Diversos estudos vém sendo feitos na tentativa de se entender por que a pré-
eclampsia acontece apenas em algumas mulheres gestantes (cerda de 8%).

Para isto, substincias estdo sendo investigadas no sangue da mulher gravida com
pressdo alta e na gestante normal e de seus filhos, bem como no corddo e na placenta.

EU, portadora de documento de identidade n.°
................................................ expedido pela .......cccoevveiieiiiiiiiiiieeeee., €StOU
ciente do que foi exposto acima e autorizo a retirada de amostra de meu sangue,
placenta e sangue do cordao umbilical, apds o nascimento de meu filho, para esta
pesquisa.

Participo de forma voluntaria deste estudo e estou ainda ciente de que as amostras
colhidas ndo trardo qualquer prejuizo a minha satde ou a de meu bebé.

Belo Horizonte, de de
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Assinatura da Paciente

Telefone para contato: 031 3248 9422 (Maternidade Hospital das Clinicas da UFMG).

PARECER ETICO

O projeto desta pesquisa foi aprovado pela Camara Deparmental de Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade de Medicina da UFMG.
O protocolo da pesquisa, sob o nimero , foi aprovado pelo Comité de

Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) em
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