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Resumo

A pré-eclampsia (PE) € uma doenca exclusivamente gestacional e multissistémica.
Ela é caracterizada pelo aumento da presséao arterial (=140/90 mmHg), com ou sem a
presenca de proteindria, a partir da 202 semana de gestacéo. Sabe-se que a placenta
desempenha importante papel na patogénese dessa doenca. Durante a gestacao, o
processo de placentacado libera importantes fatores angiogénicos, como o fator de
crescimento placentério (PIGF), fator angiogénico, e tirosina quinase fms soluvel tipo
1 (sFlt-1), fator antiangiogénico, que atuam durante este processo e em todo o
decorrer da gestacdo. Estudos demonstraram que durante uma gestacédo com PE, as
concentragbes de PIGF diminuem j& no inicio da gestagdo enquanto as de sFlt-1
aumentam. E a razéo entre essas duas concentracées podem estabelecer indicios
gue auxiliam na predicdo da PE. A fim de determinar a importancia desses niveis e
sua eficacia na predicdo da PE, este estudo objetivou avaliar as concentracfes de
PIGF e sFlt-1 nas gestantes com PE e nas normotensas realizando um estudo
transversal e um estudo longitudinal. No estudo transversal, realizado com gestantes
com PE grave e normotensas, os niveis de sFlt-1 foram maiores nas gestantes com
PE grave (p<0,001), o PIGF n&o apresentou diferenca, mas a razao de sFlt-1/PIGF foi
maior em gestantes com PE ao comparar os dois grupos (p=0,009). Ao se dividir o
grupo de PE, em precoce e tardia, os niveis de sFlt-1 foram maiores em ambos ao
comparar com as normotensas (p<0,001). Os valores de PIGF nédo foram diferentes e
a razao sFIt-1/PIGF foi maior nas gestantes com PE precoce em relacdo as
normotensas (p=0,008). No estudo longitudinal, foram comparadas gestantes que
desenvolveram PE das que nao desenvolveram em quatro periodos gestacionais 12-
19, 20-29, 30-34 e 35-40 semanas. Nas gestantes que desenvolveram PE as
concentragdes de PIGF foram menores nos intervalos gestacionais 12-19 e 20-29
semanas (p=0,023 e p=0,003, respectivamente), os niveis de sFlt-1 foram maiores no
intervalo de 30 a 34 semanas (p=0,025) e a razdo sFlt-1/PIGF foi maior nos periodos
gestacionais 12-19 (p=0,014), 20-29 (p=0,036), e 30-34 (p=0,025) em relacédo as
gestantes que nao desenvolveram PE. Ao comparar as concentracdes de PIGF e sFlt-
1, durante os intervalos gestacionais, das gestantes que desenvolveram PE, PIGF foi
menor nas primeiras semanas ao comparar 12-19x 20-29 (p=0,007) e 12-19x30-34
(p=0,019). A comparacédo dos niveis de sFlt-1 e da razéo sFlt-1/PIGF nao mostrou
diferencas significativas neste grupo de gestantes. A mesma comparac¢ao no grupo
gue nado desenvolveu PE, mostrou que os niveis de PIGF foram menores entre as
semanas: 12-19x20 a 29 (p<0,001), 12-19x30-34 (p<0,001), 12-19x35-40 (p=0,01) e
20-29x30-34 (p=0,043). Os niveis de sFIt-1 foram aumentados na comparacao das
semanas: 12-19x30-34 (p=0,01), 12-19x35-40 (p<0,001), 20-29x35-40 (p<0,001) e 30-
34x35-40 (p<0,001). E a razao sFlt-1/PIGF, foi menor entre as semanas:12-19x20-29
(p=0,001), 12-19x30-34 (p<0,001), 30-34x35-40 (p=0,004). Diante dessas analises o
PIGF se mostrou um bom marcador preditivo, o sFIt-1 um bom marcador diagnoéstico
e a razao sFIt-1/PIGF pode ser considerada tanto como um bom marcador preditivo
guanto como um bom marcador diagnostico. Sao necessarios estudos prospectivos



longitudinais contendo maior nimero de amostras, com determinacdo seriada, para
melhor analise.

Palavras chave: Pré-eclampsia. PIGF. sFlt-1. Angiogénese. Biomarcadores. Estudo
transversal. Estudo longitudinal.



Abstract

Preeclampsia (PE) is an exclusively gestational and multisystemic disease. It is
characterized by increased blood pressure (2140 / 90 mmHg), with or without the
presence of proteinuria, from the 20th week of gestation. The placenta is make an
important role in the pathogenesis of this disease. During gestation, the placentation
process releases important angiogenic factors, such as placental growth factor (PIGF),
angiogenic factor, and soluble tyrosine kinase fms type 1 (sFlt-1), an antiangiogenic
factor, that act during this process and throughout the course of gestation. Studies
have shown that during a pregnancy with PE, the concentrations of PIGF decrease
already in the beginning of gestation while those of sFlt-1 increase. And the ratio
between these two concentrations may establish clues that help predict PE. In order
to determine the importance of these levels and their efficacy in the prediction of PE,
this study aimed to evaluate the concentrations of PIGF and sFlt-1 in pregnant women
with PE and in the normotensive women performing a cross-sectional study and a
longitudinal study. In the cross-sectional study of pregnant women with severe and
normotensive PE, sFlt-1 levels were higher in pregnant women with severe PE (p
<0.001), PIGF presented no difference, but the sFlt-1 / PIGF ratio was higher in with
PE when comparing the two groups (p = 0.009). When dividing the PE group, both
early and late, sFlt-1 levels were higher in both compared to normotensive levels (p
<0.001). The values of PIGF were not different and the sFlt-1 / PIGF ratio was higher
in pregnant women with early PE compared to normotensive women (p = 0.008). In
the longitudinal study, we compared women who developed PE from those who did
not develop in four gestational periods 12-19, 20-29, 30-34 and 35-40 weeks. In the
women who developed PE, the concentrations of PIGF were lower in the gestational
intervals 12-19 and 20-29 weeks (p = 0.023 and p = 0.003, respectively), sFlt-1 levels
were higher in the range of 30 to 34 weeks (p = 0.025), and the sFlt-1 / PIGF ratio was
higher in gestational periods 12-19 (p = 0.014), 20-29 (p = 0.036), and 30-34 (p =
0.025) in relation to pregnant women who did not PE. When comparing the
concentrations of PIGF and sFlt-1, during gestational intervals, of the women who
developed PE, PIGF was lower in the first weeks when comparing 12-19x 20-29 (p =
0.007) and 12-19x30-34 (p = 0.019). Comparison of sFlt-1 and sFlt-1 / PIGF ratios did
not show significant differences in this group of pregnant women. The same
comparison in the group that did not develop PE showed that PIGF levels were lower
between weeks: 12-19x20 to 29 (p <0.001), 12-19x30-34 (p <0.001), 12-19x35-40 ( p
= 0.01) and 20-29x30-34 (p = 0.043). The levels of sFlt-1 were increased in the
comparison of the weeks: 12-19x30-34 (p = 0.01), 12-19x35-40 (p <0.001), 20-29x35-
40 (p <0.001) and 30- 34x35-40 (p <0.001). And the sFlt-1/PIGF ratio was lower
between weeks: 12-19x20-29 (p = 0.001), 12-19x30-34 (p <0.001), 30-34x35-40 (p =
0.004). In view of these analyzes, PIGF proved to be a good predictive marker, sFit-1
a good diagnostic marker and the sFIt-1/PIGF ratio can be considered both as a good
predictive marker and as a good diagnostic marker. Longitudinal prospective studies
containing more samples are required, with serial determination, for better analysis.



Keywords: Preeclampsia. PIGF. sFlt-1. Angiogenesis. Biomarkers. Transversal study.
Longitudinal study.
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1 INTRODUCAO E RELEVANCIA

O corpo feminino passa por diversas mudancas fisiolégicas, durante a
gestacado, com a finalidade de transformar o ambiente para receber, nutrir e gerar um
feto. Porém, podem ocorrer intercorréncias durante o estabelecimento da gestacéo
gue acarretam problemas para a mée e para o feto.

A pré-eclampsia (PE) consiste em uma doenca gestacional, multissistémica e
de carater mundial. Seu mecanismo de ocorréncia ainda ndo é totalmente elucidado.
O aumento da pressdo arterial sistdlica e diastolica consiste no principal sintoma
clinico dessa doenca. Associado ao aumento da pressdo arterial estdo alguns
achados laboratoriais indicativos de dados renais e sisttmicos como por exemplo as
concentracfes séricas aumentadas de creatinina. A proteindria, que ha anos era
incluida no diagndstico, pode ndo estar presente e por isso ndo € mais usada como
critério diagnadstico.

Durante uma gestacao considerada normal, as concentracdes séricas de PIGF,
um fator angiogénico, sdo estaveis durante as semanas iniciais, tendo sua diminui¢cao
ao final da gestacdo, quando os niveis de sFlt-1, fator antiangiogénico, sofrem seu
aumento. O equilibrio desses fatores € necessério para uma adequada placentacédo e
boa evolugcdo da gestacdo. Porém, durante a PE, esses niveis sofrem alteraces
desenvolvendo um desequilibrio no processo de angiogénese, que € importante para
o encadeamento da gestacdo. Devido a sua importancia para a clinica, os fatores,
PIGF e sFlt-1, estdo sendo estudados no plasma materno com a finalidade de avaliar
a sua acuidade como biomarcadores para a predicdo do aparecimento da PE.

Por se tratar de uma doenca multissistémica, os danos que ocorrem, devido as
alteracdes sistémicas, podem ser graves e muitas vezes até irreversiveis, ainda
considerando que a morte da mée e/ou feto consiste em parte dos desfechos dessa
doenca. Até o momento, ndo existem biomarcadores precoces e que sejam
especificos para a predicdo da PE. O diagndstico é, portanto, realizado apos 20
semanas de gestacdo quando diversos danos e alteracfes ja ocorreram. Por esse
motivo, visando uma melhor condicdo de vida, para a mae e o feto, o diagnéstico
precoce tem-se tornando cada vez mais necessario. Desta maneira, a intervencgao
clinica em tempo habil possibilita que os casos nao se tornem tao graves e até mesmo

mortais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Pré-eclampsia

A PE é uma sindrome exclusivamente gestacional sendo a segunda principal
causa de morbidade, mortalidade e complicacdes maternas e/ou perinatais (MOL et
al., 2015; ZHONG; ZHU; DING, 2015). A PE pode ser definida pelo desenvolvimento
de hipertensédo, acompanhada ou ndo de proteinaria, em gravidas normotensas, apos
20 semanas de gestacao (NERLYNE; LYNDE, 2016; ZHONG; ZHU; DING, 2015).

A apresentagéo clinica da PE é variada, incluindo desde hipertensdo grave, de
inicio precoce, acompanhada de crescimento intrauterino restrito (CIUR), a
hipertenséo leve, de inicio tardio, sem CIUR e poucas complicacfes a longo prazo.
Isso deve-se a resposta materna a anormalidade placentéria ou a sua funcao (WU et
al., 2015).

Em 2014, a Sociedade Internacional para o Estudo da Hipertensdo na Gravidez
(ISSHP) alterou os critérios de diagnéstico da PE em relacdo a presenca de
proteindria. Segundo essa definicdo, a proteinaria ndo € mais obrigatéria na
confirmacdo da PE. Na sua auséncia, para diagnosticar a doenca, a hipertensao
devera ser associada a evidéncias de comprometimento sistémico como
trombocitopenia, cefaleia, niveis elevados de transaminases hepéticas, dor
epigastrica, insuficiéncia renal, edema pulmonar, distarbios visuais e/ou cerebrais, e
CIUR (CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG; YEO,; et al., 2014; MARTINEZ-
FIERRO et al., 2018; MOL et al., 2015; TRANQUILLI et al., 2014).

Na auséncia da evidéncia de proteindria, pode optar por avaliar as
concentracfes de creatinina sérica. Segundo Chaiworapongsa et al. a propor¢éo da
concentracdo urinaria de creatinina varia ao longo do dia, mas ndo ha alteracdo na
sensibilidade e especificidade para prever a proteinidria. Sendo assim, considera-se
os niveis de creatinina 230mg/mmol ou >97mmol/L, associada a hipertenséo, para o
diagnéstico de PE (CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG,; YEO,; et al., 2014).

A hipertensao arterial caracteriza-se por pressao arterial sistolica maior que
140mmHg e/ou diastélica maior que 90mmHg. A proteindria caracteriza-se pela
concentracdo de proteinas totais com valores iguais ou maiores que 300mg, em
amostras de urina 24 horas, ou maior que 30mg/dL em amostra Unica de urina
(CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG; KORZENIEWSKI; et al., 2014; ZHONG,;
ZHU; DING, 2015).
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Atualmente a PE é classificada, em PE precoce e PE tardia, de acordo com a
idade gestacional em que os sintomas aparecem. A PE é denominada de inicio
precoce quando o surgimento dos sintomas ocorre antes da 342 semana de gestagao
e a de inicio tardio quando eles surgem durante ou apd6s a 342 semana. O
aparecimento das duas formas esta associado a alteracdo sistémica de diferentes
marcadores bioquimicos, fatores de risco genéticos e ambientais, progndstico e
caracteristicas clinicas (LASKOWSKA et al., 2013; NERLYNE; LYNDE, 2016;
RAYMOND; PETERSON, 2011). A PE também é classificada de acordo com os niveis
pressoricos em leve e grave. A PE leve cursa com pressao arterial maior ou igual a
140/90mmHg medidas duas vezes no intervalo de 4 horas, e a forma grave, maior ou
igual a 160/2110mmHg um intervalo de medi¢cdo mais curto. A forma grave também
estd associada a proteinuria intensa (22g/24horas) e/ou disfungédo orgéanica
substancial materna e pode evoluir para o 6bito. Em alguns casos, a progressao dos
sintomas de leve para grave pode ser de forma rapida, inesperada e até mesmo
fulminante (NERLYNE; LYNDE, 2016; OMS, 2011).

A gestante com PE pode manter a hipertensdo, sem maiores complicacdes até
o0 término da gestacdo ou evoluir para quadros mais graves como a eclampsia,
sindrome HELLP (hemodlise, enzimas hepaticas elevadas e baixa de plaquetas) e
coagulapatia grave. A eclampsia € definida por alteracdo do sistema nervoso central
e surgimento de convulses que nao podem ser explicados por outras causas.
Normalmente se manifesta de forma tardia, apés o surgimento dos sintomas e sinais
sistémicos da doenca, porém pode se apresentar sem outros sinais de alerta. Ndo ha
informacd@es precisas da incidéncia de PE a nivel mundial, mas estima-se que ocorra
em 3-5% das gestacdes. No Brasil, a incidéncia é de 1,5 casos a cada 100 gestacdes
(RAMOS; SASS; COSTA, 2017). A eclampsia acomete, mundialmente, de 2,7 a 8,2
mulheres a cada 10.000 (CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG; YEO; et al.,
2014; NERLYNE; LYNDE, 2016), enquanto que no Brasil, sua incidéncia é de 0,6%
(RAMOS; SASS; COSTA, 2017). A sindrome HELLP caracteriza-se pelo surgimento
de hemolise, elevacéo dos niveis de enzimas hepaticas elevadas e baixa contagem
de plaguetas (LEANOS-MIRANDA et al., 2017). A coagulopatia decorre da
trombocitopenia e pode evoluir para coagulagao intravascular disseminada (CIVD)
(NERLYNE; LYNDE, 2016).

Tais complicacdes da PE podem desencadear acidentes cerebrovasculares,

ruptura hepatica, edema pulmonar e insuficiéncia renal aguda, que podem levar a
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morte materna e/lou perinatal (CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG;
KORZENIEWSKI; et al., 2014). As complicacfes fetais, como o CIUR e até a morte
estdo atribuidas, principalmente, ao parto prematuro devido a interrup¢éo gestacional
com a remocao total da placenta. Autores descrevem que esta remocao consiste na
Unica forma de cura da doenca, porém a remocao nao freia a liberacéo e/ou acéo dos
fatores inflamatorios, sendo portanto, o tratamento inicial (CHAIWORAPONGSA,
CHAEMSAITHONG; KORZENIEWSKI; et al., 2014).

N&o ha como predizer o aparecimento da PE, somente € possivel avaliar se a
gestacao é de risco mediante a historia obstétrica da gestante e pelos fatores de riscos
avaliados, isoladamente. Dentre os fatores de risco estdo mulheres jovens, em sua
primeira gestacdo; mulheres que se submeteram a fertilizagdo in vitro; mulheres
multiparas em gestacdo com pais em primipaternidade. Uma explicacdo plausivel,
para o aumento do risco de PE nessas mulheres, € o curto intervalo entre o primeiro
coito e a concepcdo (CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG,; YEO; et al., 2014;
NADERI; TSAI; KHANDELWAL, 2017). Alguns estudos atribuem essa condi¢céo ao
sistema imunoldgico materno que, por meio da exposicdo ao fluido seminal e/ou ao
esperma, desenvolve tolerancia a aloantigenos paternos (REDMAN; SARGENT,
2010). Desta maneira, acredita-se que a exposi¢cdo prolongada ao sémen esta
relacionada a diminuicéo do risco de desenvolvimento da PE. (CHAIWORAPONGSA,;
CHAEMSAITHONG; KORZENIEWSKI; et al., 2014; NADERI; TSAI; KHANDELWAL,
2017). Mulheres em gestacdes gemelares apresentam cerca de duas a trés vezes
mais chances de risco de desenvolvimento da doenc¢a do que gestacdes com apenas
um feto. Acredita-se que isso ocorra devido ao aumento da massa placentaria, nas
gestacBes multiplas, o que pode predispor a hipdxia relativa e ao aumento dos fatores
antiangiogénicos (NADERI; TSAI; KHANDELWAL, 2017).

Ademais destes critérios de risco, apontados para o desenvolvimento da PE,
pode-se citar: historico de PE em gestacdes anteriores; idade materna extrema
(menor que 15 anos ou maior que 35); histérico familiar de PE; condicdes médicas
pré-existentes como obesidade, hipertensdo cronica, diabetes mellitus, sindrome
antifosfolipide, trombofilia, doenca auto-imune, doenca renal, infertilidade e infeccao
do trato urinario (CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG; KORZENIEWSKI; et al.,
2014; NADERI; TSAI; KHANDELWAL, 2017). Além disso, o termo “pai perigoso” &

utilizado para identificar homens em que as maes tiveram PE durante a sua gestacao,
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pois acredita-se que isso possa influenciar no aumento do risco em suas parceiras
(DEKKER; ROBILLARD; ROBERTS, 2011).

Muitas pesquisas se concentram na identificagdo de mulheres com alto risco
de desenvolvimento da PE. Sendo assim, esta avaliagdo permite um monitoramento
mais intenso desse grupo que possui alto risco, bem como uma acao profilatica mais
direcionada, diagndstico e tratamentos oportunos. Portanto, a identificacdo de
biomarcadores de PE, presentes no inicio da gravidez, permitiria a segmentacao
adequada do risco associado aquela gestacdo de modo a tornar possivel realizar as
intervencdes terapéuticas especificas e necessarias. Desta maneira, as mortes

maternas e/ou perinatais poderiam ser evitadas com mais facilidade (WU et al., 2015).

2.2 Angiogénese

A angiogénese consiste, por definicdo, no crescimento de novos vasos, de
células endoteliais, a partir de vasos ja pré-existentes (BOELDT; BIRD, 2017). E um
processo morfogenético, multicelular, altamente dindmico, complexo e fundamental
para o desenvolvimento de tecidos e 6rgdos, embora cada um deles tenha suas
estruturas vasculares diferentes. Os vasos individuais sao formados pela
diferenciacdo de células precursoras endoteliais em células endoteliais. Em uma
situacdo onde ha hipdxia tecidual, os sinais enviados desencadeiam a angiogénese
(BENTLEY; CHAKRAVARTULA, 2017). Nos tecidos de adultos saudaveis, a
manutenc¢do da vasculatura € mais comum do que a criacdo de novos vasos. Mas ao
longo do ciclo menstrual e durante a gestacéo, o crescimento de vasos uterinos é mais
comum (BENTLEY; CHAKRAVARTULA, 2017).

Muitos estudos sugerem que a angiogénese ocorre pela abundancia de fatores
pré-angiogénicos em relacdo aos fatores antiangiogénicos. Acredita-se que o
aumento de hormoénios, como gonadotrofina coribnica humana, estradiol e
progesterona pode desviar o equilibrio a favor da angiogénese. Além disso, a
presenca de fatores de crescimento elevados e citocinas, devido ao processo de
implantacéo e placentacéo, contribuem para desviar o equilibrio a favor da formagéo
de novos vasos (BOELDT; BIRD, 2017; MOFFETT-KING, 2002). Doengas como
cancer e retinopatia diabética podem apresentar uma angiogénese patologica, em que
0s vasos podem assumir morfologias anormais, podendo ser tortuosas, bulbosas e/ou
mal ramificadas (BENTLEY; CHAKRAVARTULA, 2017).
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Os vasos sanguineos sdo muito importantes para o desenvolvimento da
placenta durante a gravidez. Os trés mecanismos envolvidos no desenvolvimento
vascular sédo: angiogénese, vasculogénese e circulacdo colateral (MUNDIM et al.,
2016). A angiogénese, como anteriormente citada, consiste no desenvolvimento de
novos vasos a partir de vasos pré-existentes. A vasculogénese compreende no
desenvolvimento de vasos a partir de células progenitoras endoteliais em areas
especificas do embrido ou da medula éssea. J4 a circulacdo colateral envolve o
remodelamento de vasos pré-existentes e o desenvolvimento de “pontes” nas redes
de artérias. Na PE, a angiogénese e a circulacdo colateral predominam no
desenvolvimento da vascularizacdo placentaria apés a 122 semana de gestacao
(MUNDIM et al., 2016).

Para que ocorra a formagédo de novos vasos, as células endoteliais, do vaso
principal, sdo estimuladas pelas citocinas angiogénicas. Em consequéncia disso,
proteases da matriz extracelular sdo liberadas pelo endotélio e atuam degradando a
lamina basal. Desta maneira, ocorre migracdo das células endoteliais para o estroma
perivascular, onde se proliferam, iniciando o brotamento capilar. A direcédo para qual
o vaso sera formado é norteada pela fonte dos estimulos angiogénicos. Ao se formar,
o broto expande assumindo uma forma tubular e uma nova lamina basal é instituida.
Assim sendo, a proliferacdo das células endoteliais permite a formacao de uma nova
cadeia circulatéria funcional, pois a extensdo dos tubulos microvasculares se unem
por anastomose (Figura 3) (BENTLEY; CHAKRAVARTULA, 2017; HARMON et al.,
2016; SILVA et al., 2007).
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Figura 1 - Representacdo esquemética do processo de angiogénese. (Adaptado de SILVA, et al.
2007.)

2.2.1 Fatores angiogénicos

Os fatores angiogénicos sao proteinas circulantes que regulam a angiogénese
(SOVIO et al., 2017). A biodisponibilidade de fatores pré-angiogénicos livres é o
principal responsavel pelo crescimento normal de novos vasos sanguineos, pois agem
nos processos de proliferacédo, sobrevivéncia e fenestracdo de células endoteliais
(HERRAIZ et al., 2017).

Os fatores angiogénicos mais importantes, durante a gestacéo, sdo: o VEGF e
o PIGF. Ambos sdo proteinas pro-angiogénicas e sua producdo € estimulada pela
hipéxia. O VEGF é produzido pela decidua materna por linfécitos NK e o PIGF tem
efeitos na circulacao colateral (MUNDIM et al., 2016). O NO age como um mediador
critico de agentes angiogénicos (HUANG et al., 2012).

Os fatores pro-angiogénicos contribuem para a angiogénese, enquanto fatores
antiangiogénicos agem inibindo este processo de formacdo de novos vasos a partir
de vasos pré-existentes (HERRAIZ et al., 2017).
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2.2.2 Fator de crescimento placentario (PIGF)

O fator pré-angiogénico, VEGF, atua na proliferacdo e na sobrevivéncia das
células endoteliais, além de induzir a permeabilidade vascular. O PIGF € homodlogo
ao VEGF, tendo aproximadamente 50% de equivaléncia (EHRLICH et al., 2017). O
PIGF é um residuo de acido aminico de glicoproteinas diméricas, possui atividade pro-
angiogénica, pro-inflamatéria e € liberado pela placenta (GURNADI et al., 2015;
LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016). O PIGF é expresso predominantemente na
placenta, embora seja expresso em baixos niveis em tecidos como: coracéo, figado,
pulma&o, tireoide, masculo esquelético e osso (CHAU; HENNESSY; MAKRIS, 2017).
Existem quatro isoformas do PIGF: a PIGF-1, PIGF-2, PIGF-3 e PIGF-4. Durante todo
o periodo de desenvolvimento embrionério, estas isoformas sdo muito importantes
devido a sua participacdo na vasculogénese (JARDIM et al., 2015).

Na placenta, o PIGF tem sua expresséao realizada pelos trofoblastos e sua
liberacao direta para a circulacdo materna. Em uma gestacdo normotensa, durante as
30 primeiras semanas, ha aumento de PIGF seguido de sua diminuicdo. Em mulheres
ndo gravidas, os niveis de PIGF, sdo muito baixos (JARDIM et al., 2015).

Em tecidos ndo placentarios, o PIGF funciona em resposta a isquemia
patolégica ou lesdo sendo regulado positivamente. Consequentemente, em células
nao trofoblasticas, o PIGF tem sua expressdo aumentada pela hipéxia. Em
contrapartida, a atividade transcricional do PIGF é suprimida, no trofoblasto, por
hipoxia. E tem sua atividade aumentada em um ambiente com niveis normais de
oxigénio (CHAU; HENNESSY; MAKRIS, 2017).

Os fatores angiogénicos ativam dois receptores de fatores de crescimento
endotelial presentes nas células endoteliais vasculares: o receptor de dominio de
insercdo de quinase (KDR) e o receptor tirosina quinase 1 tipo Fms (Flt-1)
(LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016). O KDR esta envolvido na acdo do VEGF em
células endoteliais, enquanto o Flt-1 atua suprimindo a angiogénese, pois sequestra
o VEGF extracelular. O VEGF se liga aos dois receptores, enquanto o PIGF se liga
apenas ao receptor Flt-1 ao qual tem alta afinidade, porém menor do que do VEGF.
Sendo assim, o PIGF atua pelo deslocamento do VEGF do receptor Flt-1, permitindo
0 VEGF se ligar ao receptor KDR (LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016) O gene Flt-

1 tem sua expressédo altamente regulada pelos niveis de oxigénio. Em situacédo de
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hipoxia, ocorre regulacdo positiva do gene Flt-1 e por conseguinte producao
predominante da forma soluvel, sFlt-1 (LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016).

2.2.3 Tirosina quinase Fms soluvel do tipo 1 (sFlt-1)

A tirosina quinase Fms sollvel do tipo 1 (sFlt-1) trata da forma soltuvel do
receptor de VEGFR-1 (Flt-1) e atua como antagonista do VEGF e do PIGF. Estes
fatores de crescimento sao glicoproteinas diméricas secretadas que estao envolvidas
nos processos de vasculogénese e angiogénese (EHRLICH et al., 2017,
LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016).

O sFIt-1 é soluvel, esta presente na circulagdo e compreende os dominios
extracelulares de fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFR-1/FIt-1). O sFlt-
1 age se ligando ao PIGF livre, desta maneira, impede que haja interacdo do PIGF
com os receptores de superficie das células endoteliais, 0 que contribui para a
disfuncdo endotelial (JIM; KARUMANCHI, 2017). Além disso, em uma gestacao
considerada normal, o sFlt-1 desempenha importante papel protetor para a placenta
e para o feto, pois regula a sinalizacdo excessiva de VEGF que podem causar danos
maternos/fetais (FAN et al., 2014).

Varias variantes do sFlt-1 foram descritas na literatura. Elas possuem
distribuicdes diferentes entre os tecidos e sao liberadas para a circulacdo, onde
possuem acao antiangiogénica e agem de forma antagonista aos fatores de
crescimento, VEGF e PIGF, levando a disfuncdo endotelial. A variante de sFlt-1,
conhecida como sFlt-1 el5a, parece ser exclusivamente secretada pela placenta.
Essa variante demonstrou ser biologicamente ativa, sendo capaz de produzir
disfuncdo endotelial, estando aumentada em gestantes com PE e antes do
aparecimento dos sintomas (PALMER, K.; TONG; KAITU'U-LINO, 2016).

Na PE, o aumento dos niveis séricos de sFlt-1 ocorre concomitantemente a
diminuicdo dos niveis de PIGF. Pois, ao circular, o sFlt-1, leva a diminuicdo de niveis
de PIGF e VEGEF livres no sangue. O VEGF e o PIGF se ligam naturalmente ao Flt-1
e sdo necessarios para o funcionamento adequado das células endoteliais. Porém,
com o aumento de niveis de sFlt-1, o VEGF e o PIGF se ligam ao sFlt-1 ao invés de
se ligarem ao Flt-1 (Figura 4). Por sua vez, o sFlt-1 atua como receptor, mas nao

traduz os sinais suprimindo os fatores angiogénicos. Desta maneira, o equilibrio é
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deslocado a favor dos fatores antiangiogénicos resultando em disfuncdo endotelial
(EHRLICH et al., 2017; VERLOHREN; STEPAN; DECHEND, 2012).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da expressdo dos fatores angiogénicos e

antiangiogénicos na PE (Adaptado de Verlohren; Stepan; Dechend, 2012).

2.3 Fisiopatologia da pré-eclampsia

A PE, muito estudada nos ultimos anos, compreende uma doenca complexa,
com patogénese conhecida parcialmente e etiologia ainda nédo estabelecida. Admite-
se que o desenvolvimento da PE estd relacionado principalmente aos distarbios
placentarios que ocorrem no inicio da gestacao (MUNDIM et al., 2016; OMS, 2011).

ApoOs a implantacdo do embrido, os citotrofoblastos invadem o endométrio para
viabilizar a implantacdo placentaria. Inicia-se a migracdo dos sinciotrofoblastos que
desencadeiam o remodelamento das artérias espiraladas uterinas (BOELDT; BIRD,
2017). As artérias espiraladas sofrem transformacao fisioldgica, durante a gestacao,
de modo que entre as 82 e 162 semanas, os trofoblastos invadem o seguimento
decidual até um terco do seguimento do miométrio das artérias espiraladas (Figura
1). Este processo leva ao remodelamento das artérias convertendo-as em vasos de
grande calibre, e baixa resisténcia, aumentando o fornecimento de sangue para o feto
e faciltando a troca de gases e nutrientes (CHAIWORAPONGSA,;
CHAEMSAITHONG,; YEO,; et al., 2014; HARMON et al., 2016).
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Figura 3 - Comparagao da anatomia da artéria espiralada em mulheres ndo gravidas, gestantes
com pré-eclampsia e gestantes normais. Representacdo da invasao de trofoblastos na artéria
espiralada durante a gestacdo (Adaptacdo: Moffett-king, 2002).

O desenvolvimento anormal da placenta é um dos principais achados
fisiopatolégicos da PE (LAMBERT et al., 2014). A falha no processo de invasao dos
trofoblastos, em gestantes com PE (Figura 1), resulta no comprometimento da
transformacao dos vasos sanguineos acarretando dificuldade no fluxo progressivo de
sangue entre o Utero e a placenta, resultando em isquemia placentaria. A isquemia
provoca estresse oxidativo, inflamacéo, apoptose e leséo estrutural (LAMBERT et al.,
2014). Além disso, a vascularizacdo inadequada leva ao aumento de niveis de
fibronectina, agentes pré-tromboticos e aumento da permeabilidade vascular
resultando em lesdo endotelial progressiva e inflamagcdo generalizada. Estas
alteracdes séo provenientes de uma complexa interacdo entre os fatores genéticos,
imunoldgicos e ambientais (MUNDIM et al., 2016).

O estresse oxidativo de baixo grau é caracteristico em uma gestacao normal.
Sabe-se que, durante a gestacdo, ha aumento de niveis circulantes de lipoproteinas
de baixa densidade oxidadas e redu¢do na capacidade antioxidante total. Por volta da
102 a 122 semana, o fluxo sanguineo materno na placenta provoca aumento de

oxigénio local e elevacdo na atividade das enzimas antioxidantes. No entanto, em
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gestacdes com PE, a atividade enzimatica antioxidante € diminuida em relacédo a
gestacdo normotensa (WILLIAMSON et al., 2017). O desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes resulta em
estresse oxidativo. O estresse oxidativo relacionado a presenga de ROS ocasiona a
superproducdo de hemoglobina fetal (HbF) e pode ser considerado como um novo
fator patologico da PE. Observou-se que a HbF reage de maneira espontanea com o
oxigénio gerando radicais livres. A hemoglobina e os produtos de degradacgéo gerados
sdo toxicos e contribuem para o estresse oxidativo na circulacdo materna
(WILLIAMSON et al., 2017). Os niveis aumentados de ROS causam lesGes dos
componentes celulares, principalmente DNA, proteinas e lipideos. As ROS interagem
com os lipideos, aumentando peroxidacao lipidica, resultando na disfungcéo endotelial
gue tem um papel crucial na patologia dessa doenca (WILLIAMSON et al., 2017).

A disfuncdo endotelial resulta em alteracdo do ténus vascular, hipertenséo,
permeabilidade vascular, edema, sobrecarga renal com possivel surgimento de
proteindria, aumento de fatores pré-coagulantes e comprometimento de diversos
orgdos (NADERI; TSAI; KHANDELWAL, 2017).

A hipertensdo e os danos vasculares também podem ser causados pela
sensibilidade aumentada, da angiotensina ll, aos receptores de tipo 1 (NADERI; TSAI;
KHANDELWAL, 2017). Em uma gestacdo normtensa a angiotensina Il é capaz de
reduzir a resposta vascular. No entanto, em mulheres com PE, a sensibilidade aos
efeitos da angiotensina Il € aumentada. A predisposicdo genética e as respostas
imunitarias mal adaptadas a causas ambientais sS40 0S mecanismos responsaveis
pela sua resposta aumentada durante a PE (HARMON et al., 2016). Em estudos
realizados por Wallukat et al. (1999), um subgrupo de mulheres com PE apresentou
niveis séricos de auto-anticorpos detectaveis contra o receptor de angiotensina Il do
tipo-1 (AT1). Estes auto-anticorpos atuaram ativando o AT1 em células endoteliais,
mesangiais e células do musculo liso vascular (WALLUKAT et al., 1999). Neste
mesmo estudo, foi observado que os auto-anticorpos anti-Atl, em ratas gravidas,
ocasionavam hipertenséo, proteinuria, endoteliose capilar glomerular e aumento da
producéo do receptor de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) solavel do
tipo 1 (SVEGFR-1) e endoglina solavel (sEng) (WALLUKAT et al., 1999). Os niveis de
receptores de AT1 aumentam nos trofoblastos de mulheres com PE. Além disso, a
sua ativacdo ocorre pela geracdo de angiotensina Il placentaria que € produzida

localmente. Os auto-anticorpos que estimulam a ativacdo dos receptores ATL1,
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encontrados em mulheres com PE, sdo secundarios a isquemia placentaria, lesées
vasculares e resposta inflamatoria, e induz, de maneira direta, 0 aumento da presséo
arterial e a proteinaria. Desta maneira, a ativagdo dos receptores AT1 constituem a
consequéncia e ndo a causa da PE (FOIDART et al., 2009).

O oxido nitrico (NO) € importante na regulacao da resisténcia vascular, pois é
um vasodilatador potente (EHSANIPOOR et al., 2013). Durante a gestacdo, o NO é
responsavel, por regular o fluxo sanguineo placentario, além de participar ativamente
do desenvolvimento da placenta e da invasédo trofoblastica (LASKOWSKA et al.,
2013). O estimulo e liberacdo de NO pelo endotélio saudavel, ocorre em situacdes de
hipoperfuséo tecidual. Desta forma, ha diminuicdo do tdnus vascular e aumento da
perfusdo sanguinea na tentativa de reverter a situagcdo de isquemia tecidual
(BRANDAO; CABRAL; CABRAL, 2011). Laskowska et al., 2013, admitem que a
diminuicdo de NO constitui causa potencial do mecanismo fisiopatolégico da PE
(LASKOWSKA et al., 2013). Sabe-se que a reducdo de NO estd associada a outras
doencas de disfuncédo vascular como a aterosclerose, hipertensédo, vasoespasmos
cerebral e coronariano, e leséo por isquemia-reperfusédo (VIRDIS et al., 2010).

Durante a gestacdo had um estado de hipercoagulabilidade com risco de
ocorréncia de eventos tromboembdlicos. As alteracdes que ocorrem neste periodo
estdo relacionadas ao aumento dos fatores de coagulacao e a diminuicdo dos niveis
de proteinas anticoagulantes, resultando no deslocamento do equilibrio hemostatico
a favor do estado de hipercoagulabiidade (HAMMEROVA et al., 2014).
Fisiologicamente, alteracdo na hemostasia em que ha estado pro-coagulante na
gestacdo normotensa tém o propdésito de prevenir hemorragias excessivas, e até
mesmo fatais, durante o parto e o puerpério. No entanto, se desreguladas podem
predispor a gestante ao tromboembolismo, especialmente aquelas que possuem um
fator predisponente genético. A trombose pode evoluir para embolia pulmonar que
constitui a principal causa de mortalidade materna nos paises desenvolvidos
(HAMMEROVA et al., 2014).

Na PE, antes mesmo do desenvolvimento dos sintomas de hipertenséo, pode-
se ter trombocitopenia pelo consumo de plaquetas. O aumento plasmatico de fator
plaquetéario, B-tromboglobulina, proteinas especificas de plaguetas (que sao
armazenados em granulos alfa e liberadas apos a ativacdo dessas), tromboxano B2
e reducdo da vida util das plaguetas sdo evidéncias da ocorréncia da ativacao
plagquetaria (CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG,; YEO; et al., 2014). Tem sido
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admitido que os trombos formados na microcirculacao de 6rgaos alvo resultam dessa
ativacdo (CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG; YEO; et al., 2014).
Chaiworapongsa et al., 2014, demonstraram que nas gestantes com PE os niveis de
prostaciclina endotelial (PGI2) no sangue e na urina estao reduzidos. Sabe-se que a
PGI2 tem efeito vasodilatador e impede a agregacdo plaquetaria. Dessa forma,
especula-se que o consumo das plaquetas pode ser causado pela reducéo da sintese
de PGI2. Placentas de gestantes com PE tendem a produzir mais tromboxano A2 que
PGI2, podendo levar a vasoconstricdio e a agregacdo plaquetaria
(CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG; YEO; et al., 2014). Sabe-se que a
diminuicdo dos niveis de NO resulta em vasoconstricdo e aumento da agregacéao
plaguetaria. Além da ativacdo plaquetaria exacerbada, na PE, h4 também aumento
dos fatores de coagulagéo, como o fator VIII, o fator de Von Willebrand (VWF)
(ALPOIM et al., 2011).

A gravidez normal é conhecida por apresentar um estado de inflamacéao leve.
Ha evidéncias, fenotipicas e funcionais, de ativacdo de granuldcitos e mondcitos
circulantes envolvidos em um processo inflamatorio discreto (BOELDT; BIRD, 2017;
CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG,; YEO; et al., 2014). As células imunes e
0S seus subprodutos interagem com as células endoteliais no processo de invaséo
trofoblastica. Durante o processo de implantacédo e estabelecimento da placenta, as
células imunes desempenham papel crucial. A camada decidua possui grande
quantidade de células imunes, como: células T auxiliares, células natural killer (NK),
células dendridicas e macrofagos. Essas células sdo responsaveis pela producao de
fatores de crescimento e citocinas. Pode-se destacar. o fator de crescimento
placentario (PIGF), o VEGF, o fator de necrose tumoral alfa (TNF a), interleucina (IL)
1B, IL6, IL8, sendo todos esses fatores importantes no processo de placentacéo e
neovascularizacdo. Além disso, essas substadncias sdo importantes para o
remodelamento vascular a fim de fornecer fluxo sanguineo adequado ao feto
(BOELDT,; BIRD, 2017). Estudos demonstraram que no sangue de gestantes, com
PE, ha aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias em resposta a isquemia
placentaria, ativagcdo de células T pré-inflamatérias e diminuicdo de citocinas
reguladoras. A medida que a gestacdo avanca o desequilibrio entre resposta pro e
anti-inflamatoria aumenta (HARMON et al., 2016). Chaiworapongsa et al., 2014,
demonstraram que, em ratas gravidas, a administracao de (fator de necrose tumoral)

TNF, IL-6 ou IL-17 podem provocar a hipertenséo e estresse oxidativo placentario.
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Esses pesquisadores admitiram que, embora, a inflamacao intravascular seja uma
caracteristica da PE, sua presenca por si sO, ndo é suficiente para causar a doenca
(CHAIWORAPONGSA; CHAEMSAITHONG,; YEO,; et al., 2014). Além disso, infec¢cbes
e/ou inflamacg6es podem predispor o endotélio deixando-o mais fragilizado aos efeitos
negativos das proteinas anti-angiogénicas (NADERI; TSAI; KHANDELWAL, 2017).

Os processos fisiopatolégicos que ocorrem na PE podem ser resumidos pela

figura 2:
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Indubitavelmente, a PE pode causar problemas ao feto, pois a placenta tem um
papel essencial para o seu crescimento, sendo a responsavel pela interface entre a
circulacdo materna e fetal. Dessa forma, a disfuncao placentaria é responsavel pelo
CIUR, que esta associado ao aumento de risco de parto prematuro, aumento de
morbidade, incluindo lesdo cerebral causada por hipdxia, doencas cardiacas
isquémicas, obesidade posterior, diabetes e retinopatia devido a prematuridade
(HAMMEROVA et al., 2014).

A PE pode acarretar consequéncias a saude da mulher, ao longo da sua vida.
Jim et al., 2017, relataram que estudos epidemiol6gicos multiplos vém demonstrando
que mulheres com histéria de PE possuem o aumento de risco para o0
desenvolvimento, no pés-parto e ao longo da vida, de doencas cardiovasculares e
acidentes vasculares cerebrais. O impacto da PE na saude renal ndo est4, ainda,
esclarecido. A taxa de albumina urinaria foi significativamente maior de 3 a 5 anos,
apos o parto, em mulheres que tiveram PE. No entanto, apdés 7 anos, a taxa de
filtracdo glomerular e de creatinina sérica retornaram aos niveis normais, sugerindo
gue, o impacto na saude dos rins durante a PE nao é duradouro (JIM; KARUMANCHI,
2017). Paradoxalmente, um estudo noruegués revelou frequéncia significativa de
doencas renais terminais, em mulheres com histérico de PE (VIKSE et al., 2008).

Jim et al., 2017, relataram também que as mulheres que tiveram PE precoce
apresentaram maior prevaléncia de alteracfes da glicemia, insulina, triglicerideos e
colesterol, e essas alteracdes surgiram até 3 meses apds o parto. O risco de morte
também é aumentado em mulheres que tiveram PE de inicio precoce em comparacéo
as mulheres que nao tiveram PE. Dessa forma, tem sido aceito que quanto mais
precoce, o aparecimento dos sintomas durante a gestacdo, maiores sao 0s riscos de
problemas de salde mais graves apés o parto. Estes estudos sao importantes para
tracar estratégias durante e apds a gestacao objetivando prevenir e tratar maiores
complicagBes que podem ocorrer em ambos o0s estagios de vida da mulher (JIM;
KARUMANCHI, 2017).
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2.4 Fatores angiogénicos relacionados a PE

Em uma gestacéo considerada normal, fatores pré-angiogénicos, como o PIGF
e VEGF, séo liberados estimulando a sintese de vasodilatadores, como prostaciclina
(PGI2) e NO, promovendo a integridade endotelial (LAMBERT et al., 2014).

Na PE, a isquemia placentaria, resulta na liberacédo de fatores antiangiogénicos
ocasionando um desequilibrio em seus niveis (LAMBERT et al., 2014). O desequilibrio
de fatores antiangiogénicos e angiogénicos é um importante mecanismo de ocorréncia
de disfuncao endotelial na PE (EHRLICH et al., 2017).

Segundo Erhlich et al. 2017, ha evidéncias de que a tirosina quinase soluvel
(sFlt-1) que é um fator antiangiogénico e o PIGF, um fator angiogénico, sao
importantes no desenvolvimento de PE e CIUR (EHRLICH et al., 2017).

Sabe-se que a placenta tem papel fundamental no desenvolvimento da PE e
condicbes como aumento da massa placentaria, gestacfes mdultiplas e molares,
aumentam a expressao de sFlt-1 e com isso apresentam elevado risco dessa doenca.
Em estudo realizado, por Palmer et al. (2016), a maioria das mulheres com PE tiveram
valores aumentados de sFlt-1, em sua circulacdo, apresentando também niveis
dramaticamente diminuidos apds 48 horas do parto. Desta forma, a hipotese de que
a placenta € a principal fonte de sFlt-1 na PE pode ser confirmada. Porém, apesar da
forte evidéncia da associacao desses niveis elevados com a PE néo é vista de forma
uniforme em todos 0s casos estudados. Isso se relaciona, potencialmente, com a
heterogeneidade de mecanismos pelos quais a PE pode ocorrer (PALMER, K.; TONG,;
KAITU'U-LINO, 2016).

A sEng antagoniza o fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e
blogueia a sintese de NO (LAMBERT et al., 2014). A reducéo da perfusao placentaria
devido a invasdo vascular deficiente, na PE, resulta em hipéxia cronica e CIUR.
Devido a hipoxia, a placenta produz fatores antiangiogénicos como: sFlt-1 e sEng; e
pro-angiogénicos como: TGF-B1 e TGF-B3. Ao passar para a circulagdo materna
provoca disfuncdo endotelial, hipertenséo e proteindria (JARDIM et al., 2015).

Segundo Jardim et al. (2015) foram encontrados, em gestantes com PE, niveis
mais elevados de sEng na PE grave ao comparar com pacientes com PE leve. Uma
correlacdo positiva entre SEng e os marcadores inflamatérios foi associada, de
maneira individual, & gravidade da doenca (JARDIM et al., 2015). Um estudo realizado

por Sugimoto et al. (2003) encontrou niveis plasmaticos sFlt-1 e sEng aumentados
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nao s6 no inicio dos sintomas, mas em semanas antes desses sintomas aparecerem
(SUGIMOTO et al., 2003).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa, encontrou niveis aumentados de
sEng e molécula de adeséao celular vascular 1 (VCAM-1) e diminui¢cdo dos niveis de
VEGF livre no plasma de mulheres com PE grave, em comparacdo a gestantes
normotensas, confirmando o fato de que na PE ocorre o desequilibrio entre fatores
pro-angiogénicos e antiangiogénicos e VCAM-1. Estes resultados suportam a
hipotese de que alteracdo no balanco angiogénico e a disfuncao endotelial tém um
papel biolégico importante na PE (RIOS et al., 2016).

O marcador pro-angiogénico, PIGF, circula em altas concentracfes na
circulagdo de gravidas normotensas. Na PE h4 aumento de sFlt-1 pela placenta, em
resposta as alteracdes oxidativas e inflamatorias, que se liga ao PIGF circulante.
Desta forma, os niveis circulantes de PIGF, ndo ligado, sdo diminuidos havendo
provas consistentes de elevada correlacdo entre os niveis diminuidos de PIGF e
mulheres com PE (MATHUR et al., 2016).

Poucos autores ja estudaram o uso do fator angiogénico, em estudos
longitudinais, como biomarcador e apenas alguns conseguiram demonstrar o seu uso
em casos ja estabelecidos. Desta maneira, uma adequacdo no estudo destes
biomarcadores para serem utilizados na clinica € muito importante. Baixos valores de
PIGF sao significativos no prognéstico para a progressao rapida de complicacdo
materna e risco fetal. Além disso, o entendimento da alteracéo de VEGF, sFlt-1 e PIGF
em pacientes com PE pode promover novas opcdes de terapéuticas utilizadas. A
possibilidade de se detectar pacientes que desenvolverdo PE precocemente, visto que
o diagndstico é possivel apés 20 semanas, permite a tomada de medidas mais rapidas
e preventivas de forma a melhorar o progndstico materno e perinatal (MATHUR et al.,
2016).

Atualmente, sugere-se, o PIGF e o seu receptor Flt-1 como marcadores
angiogénicos com grande potencial para o diagnéstico da PE, pois essa doenca esta
associada aos niveis maternos diminuidos de PIGF e aumentados de sFlt-1. Eles
apresentam melhor precisao diagnostica por estarem préximos a patologia placentaria
primaria, que é considerada a principal causa do surgimento da PE. Além disso,
acredita-se que estes marcadores possuem a possibilidade de predizer a gravidade
da PE, visto que ha maiores alteracbes de PIGF nas gestantes com PE precoce se

comparadas com as gestantes de PE tardia e gestantes normotensas. Essa possivel
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possibilidade de distingéo entre os tipos de PE aumenta a precisdo do progndéstico ao
associar com os outros sinais encontrados (MATHUR et al., 2016).

A avaliacéo dos niveis plasmaticos de PIGF, em comparacao ao sFlt-1, parece
ser mais confiavel e mais especifica para se usar como biomarcadores, pois a queda
precoce deste marcador no soro ocorre bem antes do aparecimento dos primeiros
sintomas (MATHUR et al., 2016). Esses fatores parecem ser bons marcadores para
prever o inicio da PE e suas complicacfes (LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016).

Nos primeiros meses, de gestacdo, o PIGF, combinado a outros marcadores
clinicos e biologicos pode ser capaz de predizer o inicio da PE. No segundo e terceiro
trimestres a relacdo entre os niveis de sFlt-1 e PIGF tem-se mostrado uma possivel
ferramenta de triagem para prever a ocorréncia da PE e determinar quais as melhores
medidas de controle dos sintomas. Desse modo, muitos estudos tem sido feitos a fim
de avaliar a razéo sFlt-1/PIGF para consolida-lo como biomarcador na pratica clinica
durante o pré-natal para melhorar o diagnéstico e progndstico das pacientes
(LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016).

Estudo realizado por Teixeira et al. 2008 determinou niveis plasmaticos de
PIGF e VEGF, entre 33 e 35 semanas de gestacdo, em 23 gestantes com PE e 9
gestantes normotensas. O PIGF se comportou como melhor preditor de PE, tendo em
visto que foi 12 vezes menor em gestantes com PE em comparacao com gestantes
normotensas, o VEGF nado apresentou diferencas significativas. Além disso,
conseguiu-se observar que o PIGF possui uma inversa correlagcdo com a pressao
arterial sanguinea média (TEIXEIRA et al., 2008).

Segundo Teixeira et al. 2013, estudo realizado com 74 gestantes das quais 12
desenvolveram PE. A avaliagdo do PIGF sozinho melhora a preciséo diagndstica na
predicdo da PE durante o segundo trimestre da gestacao e aparenta ser eficaz na
predicdo da PE antes do aparecimento dos sintomas. No entanto, devido ao
desequilibrio acentuado, entre os fatores pré-angiogénicos e antiangiogénicos, e a
grande importancia desses fatores na patologia dessa doenca, o melhor marcador
preditivo potencial é a razéo sFlt-1/PIGF (TEIXEIRA et al., 2013).

O estudo longitudinal realizado por Ohkuchi et al. (2010), avaliou 144 amostras
sanguineas de gestantes normotensas e 34 de mulheres com PE em 3 momentos:
19-25, 27-31 e 34-38 semanas de gestacdo. Desta forma, observou-se que as curvas
de intervalo de referéncia utilizadas para avaliar os niveis plasmaticos de sFlt-1, PIGF

e a relagcéo entre sFlt-1/PIGF sdo potenciais para a predicdo tanto da PE de inicio
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precoce, quanto a PE de inicio tardio. Além disso, para a relacéo entre sFlt-1/PIGF o
valor de corte de 45 apresentou melhor especificidade e sensibilidade para o
diagnostico da PE independente do seu tipo (OHKUCHI et al., 2010). Neste contexto,
cumpre ressaltar a importancia do presente estudo em que esses marcadores foram
avaliados longitunalmente e inclusive no primeiro trimestre da gestacdo (12 a 19
semanas), momento em que a placentacdo ocorre mais intensamente.

Nejabati et al. (2017), realizou um estudo incluindo 96 gestantes, das quais 58
foram classificadas com PE e 38 com risco de desenvolvimento de CIUR. Os niveis
de PIGF avaliados podem propor, segundo esse estudo, que o PIGF é util para
determinar o diagndstico clinico precoce e prever a gravidade associada a PE.
Porém, Nejabati et al., propdem um estudo envolvendo juntamente com a andlise das
taxas de PIGF, a analise de sFlt-1 e a razdo entre sFlt-1/PIGF para predizer de forma
mais completa o diagnostico (NEJABATI et al., 2017). O presente estudo objetiva
responder as questdes estabelecidas por Nejabati et al.

Segundo JIM et al. (2017), a administracéo de sFlt-1 em ratas gravidas induziu
0 aparecimento de tragcos marcantes da PE, como por exemplo hipertensdo, dano de
endotélio glomerular e proteindria (JIM; KARUMANCHI, 2017). Além disso, como o
VEGF induz a formacéo de NO, que possui acdo neutralizadora de ROS e tem acgéo
vasoconstritora, o excesso de sFlt-1 leva a diminuicdo de NO pelo sequestro de VEGF,
impedindo que esse atue fisiologicamente (JIM; KARUMANCHI, 2017).

Em estudos realizados por Zeisler et al. (2016), em mulheres com suspeita de
PE, a relacao entre sFlt-1/PIGF foi considerada indicador para a duracao da gestacao.
Quando esta relacdo esta acima de 38 indica que a gestacdo podera ser mais curta
do que as gestantes que apresentam esta relacéo igual ou menor a 38. Desta maneira,
acredita-se que valores acima de 38 definem um desfecho potencialmente negativo
para essas mulheres, pois indicam uma menor duracdo gestacional e parto pré-
maturo, independente das gestantes terem desenvolvido PE. Porém, observou-se que
em mulheres com PE, as correlagfes entre a relacéo sFlt-1/PIGF e o parto pré-maturo
foram mais evidentes (ZEISLER et al., 2016).

Em estudo de revisdo realizado por Zhao et al. (2017), foram avaliados
primeiramente cerca de 2.421 artigos, desses foram separados 141 apdés triagem para
a realizacao da revisdo. Nesse estudo, sugere-se que a proporcéo entre sFlt-1/PIGF
pode ser utilizada para diagnostico. No entanto, alguns estudos ndo determinaram

uma relacdo ao ponto de corte para o diagnostico de PE e de outros disturbios
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hipertensivos que ocorrem durante a gestacao. Ja outros estudos demonstraram que
seria necessario mais de um ponto de corte para um diagndostico mais preciso. Porém,
determinar uma faixa de resultados que satisfaca a especificidade e a sensibilidade,
relacionada a PE, ainda ndo foi precisamente possivel. Sendo assim, ainda faltam
estudos mais amplos que sejam capazes de satisfazer de forma adequada OS
intervalos gestacionais em que a interacao entre os indices de relacdo sFIt-1/PIGF
atenda o diagndstico dos diferentes tipos de PE (ZHAO et al., 2017).

Entre os anos de 2011 e 2015, Nanjo et al. (2017) e sua equipe de pesquisa,
realizaram um estudo com 165 mulheres gestantes. Essas mulheres foram separadas
em dois grupos: gestantes com hipertensédo (n=91) e gestantes normotensas (n=74).
As gestantes com hipertensdo foram subdivididas em grupo com proteinuria (n=72) e
grupo sem proteindria (n=19). Esse estudo demonstrou que os niveis dos fatores
angiogénicos circulantes mensurados imediatamente antes do parto estédo
correlacionados aos transtornos hipertensivos durante a gravidez, bem como com a
sua gravidade. Sendo assim, o perfil desses marcadores especificos contribui para
melhor compreenséo e predi¢do das condi¢des clinicas individuais e sua patogénese
(NANJO et al., 2017).

Esses estudos sdo recentes e possuem muitos pontos de importancia que nao
foram totalmente elucidados. Por apresentar resultados promissores para o0
diagndstico, da PE, a relagéo entre sFIt-1/PIGF necessita de maiores informacdes e
mais estudos para que estes fatores angiogénicos possam ser consolidados na pratica
clinica. Portanto, a identificacdo de biomarcadores da PE, presentes no inicio da
gravidez, permitira a segmentacédo adequada do risco associado aquela gestacao, o
que possibilitara a ado¢cdo de medidas terapéuticas especificas e necessarias. Assim,
a intervencao clinica individualizada e precoce certamente contribuird para o maior
éxito da gestacdo, com consequente diminuicdo do gasto do poder publico com
internacao prolongada da gestante e do recém-nascido, bem como com a reducéo de

morbimortalidade materna e perinatal.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis plasmaticos dos fatores angiogénicos, sFit-1 e PIGF, como
biomarcadores da pré-eclampsia em dois estudos: transversal e longitudinal.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar em gestantes com PE grave e em gestantes normotensas, no terceiro

trimestre de gestacéo, os niveis plasmaticos de sFlt-1, PIGF e a razdo sFlt-1/PIGF.

- Determinar em gestantes com PE grave, nas formas precoce e tardia, os niveis
plasmaticos de sFlt-1, PIGF e a razédo sFlt-1/PIGF.

- Determinar em gestantes portadoras de fatores de risco para PE, que desenvolveram
ou ndo a doenca, em quatro periodos da gestacdo (12 a 19 semanas, 20 a 29
semanas, 30 a 34 semanas e 35 a 40 semanas), 0s niveis plasmaticos de sFlt-1, PIGF
e a razao sFlt-1/PIGF.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

4.1.1 Aspectos éticos

Este estudo constitui um sub-projeto do projeto “Hemostasia: Interrelagdo dos
sistemas hemostatico e inflamatorio”, previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) — ETIC 0530.0.203.00-
09 (ANEXO A) e ETIC 0618.0.203.000-10 (ANEXO B).

4.1.2 Selecao das integrantes do estudo

Para o presente trabalho foram utilizadas amostras de sangue anteriormente
coletadas, em dois modelos de estudo, transversal e longitudinal como descrito a

seqguir:

4.1.2.1 Estudo transversal:

Este estudo incluiu amostras de gestantes com PE grave e amostras de
gestantes normotensas coletadas no terceiro trimestre de gestagcdo. As gestantes
com PE grave (n=39) foram selecionadas, no Hospital Publico Regional de Betim
(HPRB) e na Maternidade Odete Valadares (MOV). As gestantes normotensas (n=43)
foram selecionadas na Unidade Béasica de Saude da Familia (UBSF)
Guanabara/Betim, como mostra figura 5. As gestantes de ambos grupos foram
pareadas conforme a idade. O cartdo pré-natal e/ou o prontudrio médico foram

utilizados para obtencéo dos dados clinicos e laboratoriais de interesse.



ESTUDO LONGITUDINAL (N=82)

Gestantes Gestantes
PE grave Normotensas

\

HPRB MOV

UBSF

Critérios de
inclusao

Critérios de

Critérios de

Critérios de
inclusao

nao inclusao

nao inclusao

v

v

Gestantes Gestantes
PE grave normotensas
(n= 39) (n=43)

Figura 5 - Fluxograma de selecédo das gestantes para o estudo transversal.

HPRB: Hospital Publico Regional de Betim
MOV: Maternidade Odete Valadares
UBSF: Unidade Béasica de Salde da Familia Guanabara/Betim
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O grupo de gestantes com PE grave foi posteriormente dividido, de acordo com

a idade gestacional em que surgiram os sintomas clinicos, em PE precoce (IG < 34

semanas) e PE tardia (IG = 34 semanas).

4.1.2.1.1 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusdo para de gestantes com PE foram:

eMinimo de dois episodios, medidos em um intervalo de quatro horas, de

pressao sistolica/diastélica = 160mmHg e/ou 110mmHg e/ou;
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¢ Proteindria superior a 2g em urina de 24 horas e/ou maior que (+ +), conforme
protocolo clinico adotado nas maternidades, em amostras isoladas e/ou;
e Sintomas (escotoma, cefaleia, epigastralgia, aumento ou abolicdo dreflexo

patelar);

O diagnostico de PE grave foi determinado pelas equipes obstétricas das

maternidades envolvidas no estudo.

Para o grupo de gestantes normotensas (controle), os critérios de inclusao
utilizados foram:
e Pressao sistolica/diastdlica < 120/80mmHg e sem qualquer histérico de
hipertensao ou PE;

¢ Auséncia de relato de proteinuria proteinaria;

4.1.2.1.2 Critérios de nao incluséao
Para ambos 0s grupos, os critérios de ndo inclusao foram:

e Gestacdo multipla

e Obesidade

e Presenca de doencas intercorrentes como: doencas cardiovasculares,
doencas renais, doencas hepaticas, doencas autoimunes, disturbios da coagulacao,
diabetes e cancer

e Trabalho de parto avancado

e Presenca de sangramento de qualquer natureza

4.1.2.1.3 Amostra bioldgica

Foram coletadas de cada participante do estudo, 5mL (mililitros) de sangue
venoso, em tubos do sistema BD Vacuiter®(Becton Dickinson) contendo EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético), devidamente identificados.

As amostras foram centrifugadas a 3000 rotagces por minuto (rpm), durante 10
minutos. O plasma foi transferido para tubos criogénicos, que foram armazenados em

freezer a -80 graus celsius (°C) até o momento da realizacéo dos testes laboratoriais.



4.1.2.2 Estudo longitudinal

Este estudo incluiu amostras de sangue de 28 gestantes, que apresentavam

fatores de risco para o desenvolvimento da PE, selecionadas no ambulatorio de alto

risco do Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas
As gestantes foram distribuidas em dois grupos:
e Grupo | (n=11): Gestantes que desenvolveram PE
e Grupo Il (n=17): Gestantes que nao desenvolveram

A coleta de sangue foi feita em quatro momentos

semanas, de 20 a 29 semanas, de 30 a 34 semanas e 35 semanas ou mais, como

mostra a figura 6.

da UFMG.

PE

da gestacao: de 12 a 19

O prontuario médico foi utilizado para a coleta de dados clinicos e laboratoriais.

ESTUDO LONGITUDINAL (N=28)

Critérios de
inclusdo

Gestantes Coleta de

em pre- amostras
natal de alto (sangue)
risco no HC em 4

periodos
Critérios de

nao inclusdo

/ Gestantes que \

desenvolveram
PE (n=11)

12 — 19 s (n=06)
20 - 29 s (n=11)
30 — 34 s (n=04)

\2 35 s (n=01) /

/ Gestantes que \
nao
desenvolveram
PE (n=17)

12 — 19 s (n=09)
20 — 29 s (n=13)
30— 34 s (n=17)

kz 35s (n=10) /

Figura 6 - Fluxograma de selecéo das gestantes para o estudo longitudinal.

PE: pré-eclampsia; HC: Hospital das Clinicas; s: semanas.
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4.1.2.2.1 Critérios de inclusao

As participantes selecionadas para o estudo apresentavam pelo menos dois

dos critérios de inclusdo a seguir:

e Histérico de PE em gestacédo anterior

e Primipaternidade

e Etnia ndo branca

e Hipertenséao prévia

e Limite extremo da idade fértil (<18 anos ou maior que 35 anos na primeira

gravidez).

O diagnostico de PE foi estabelecido com base nos seguintes critérios:
e Minimo de dois episddios, medidos em um intervalo ndo inferior a 4 horas, de
pressao sistolica/diastélica = 140mmHg e/ou 90mmHg e/ou;
e Valor superior a 0,3g/L de proteinas em amostra de urina de 24 horas e/ou

maior que (+) em amostras isoladas pelo método semi-quantitativo de fita e/ou;

e Sintomas clinicos como: disturbios visuais, dor abdominal, vOmitos e nauseas.

4.1.2.2.2 Amostra biolégica

Foram coletadas de cada participante do estudo, 5mL de sangue venoso, em
tubos do sistema BD Vacuiter®(Becton Dickinson) contendo EDTA, devidamente
identificados.

As amostras foram centrifugadas a 3000rpm, por 15 minutos, em temperatura
ambiente. O plasma foi transferido para tubos criogénicos, que foram armazenados
em freezer a -80°C até o momento da realizacéo dos testes laboratoriais.

A coleta de sangue de cada participante do estudo foi realizada em quatro
periodos da gestacao

e 12 a 19 semanas
e 20 a 29 semanas
e 30 a 34 semanas

e 35 a40 semanas
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4.2 Métodos

A determinacdo dos niveis plasmaticos de PIGF e sFlt-1, tanto do estudo
transversal como do longitudinal, foi feita pelo ensaio imunoenzimatico Enzyme Linked

ImunnoSorbent Assay (ELISA) sanduiche.

4.2.1 Determinacdo de PIGF

Para a determinacdo dos niveis plasmaticos de PIGF foi utilizado o conjunto
diagndstico Cusabio®, seguindo-se rigorosamente as instrucdes do fabricante.

Nos pocos da microplaca estdo fixados anticorpos especificos anti-PIGF.
Qualquer quantidade de PIGF presente nas amostras de plasma, ou nos padrdes, se
liga ao anticorpo imobilizado na placa. Lavagens sucessivas foram realizadas a fim de
remover substancias ndo especificas e que ndo estéo ligadas. Apds a remocao destes
interferentes, foi adicionado aos pocos um anticorpo especifico para PIGF conjugado
com biotina. Lavagens foram realizados novamente para remover anticorpos que nao
ligaram e foi adicionada a cada poco, avidina, conjugada com horseradish peroxidase
(HRP). Lavagens foram realizadas novamente a fim de retirar qualquer excesso de
anticorpo que possa estar presente nos pocos. O substrato, tetramentilbencidina
(TMB), foi adicionado e, ao ser catalisado pela HRP, ocorreu o aparecimento de cor.
A intensidade da cor é proporcional a quantidade de PIGF presente nas amostras, ou
seja, quanto mais intensa a cor, maior a concentracao de PIGF.

A leitura das reac0Oes foi feita pelo leitor de microplacas VersaMax Microplate
Reader — Molecular Devices Estados Unidos da América (EUA) considerando o
comprimento de onda de 450 nanémetros (nm). Para a determinacao da concentracao
de PIGF utilizou-se a curva-padrao gerada pelo software incluso no leitor.

As amostras foram diluidas a 1:3,33 ou 1:2 e o resultado multiplicado por 3,33
e 2 respectivamente. Segundo o fabricante, a faixa de referéncia é 31,25 picogramas
por mililitro (pg/mL) a 2000pg/mL e o teste apresenta sensibilidade de cerca de
7,81pg/mL.

4.2.2 Determinacdo de sFlt-1

Para a determinac&o dos niveis plasmaticos de sFlt-1 foi utilizado o conjunto

diagnoéstico da Novatembio® seguindo-se rigorosamente as instru¢des do fabricante.
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O principio do teste de determinacéo dos niveis de sFlt-1 € o mesmo para PIGF.
A intensidade da cor é proporcional a quantidade de sFlt-1.

A leitura das reac0es foi realizada no aparelho de leitura de ELISA VersaMax
Microplate Reader — Molecular Devices (EUA) em comprimento de onda de 450nm.

As amostras também foram diluidas a 1:3,33 ou 1:2 e o resultado multiplicado
por 3,33 e 2 respectivamente. Segundo o fabricante, a faixa de referéncia € de

156pg/mL a 1000pg/mL e o teste apresenta sensibilidade de cerca de 4pg/mL.

4.3 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS (verséo 19.0). A
normalidade dos dados foi testada pelo teste W de Shapiro-Wilk. A comparacao das
variaveis continuas com distribuicdo normal foi realizada pelo teste t Student. As
caracteristicas clinicas dos participantes foram comparadas pelo teste t de Student
(para dados paramétricos) ou pelo teste U de Mann-Whitney (para dados nao
paramétricos). Os dados paramétricos sao apresentados como média + desvio padréo
(DP) e dados néo paramétricos como mediana (intervalo interquartilico). ndo normais
foi feita pelo método de Mann-Whitney. Para as variaveis que apresentaram
distribuicdo normal foi utilizado o test-t. A comparacdo dois a dois no estudo
longitudinal foi feita pelo teste Mann Whitney com correcao de Bonferroni (p<0,017).
A analise GLM bivariavel foi realizada a fim de avaliar se PIGF, sFlt-1 e sFlt-1/PIGF
(variaveis dependentes) foram influenciadas pelo desfecho gestacional dos fatores
fixos (gravidez pré-eclamptica versus normotensa), periodo gestacional ou pelo
interacdo desses fatores, uma transformacdo Logl0 foi usada para normalizar os
dados de PIGF e sFlt-1. Para analisar os dados do estudo transversal empregou-se
o programa R (Core Team, 2014,R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.http://www.R-
project.org).

O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo para ambos o0s

estudos.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo transversal

5.1.1 Caracteristicas clinicas

As caracteristicas clinicas das participantes dos grupos, de gestantes com PE
e gestantes normotensas, avaliados no estudo transversal estdo mostradas na tabela
1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas das gestantes participantes do estudo
transversal.

Gestantes Gestantes
Caracteristicas PE grave Normotensas p
clinicas
(n =39) (n =43)
Idade (anos) 27 (12) 23 (12) 0,159
IG (sem) 32 (4) 33 (7) 0,062
IMC (Kg/m2) 22,5(6,3) 23 (4,8) 0,957
GPG (Kg) 11,60 (5,8) 10 (6,3) 0,434
PA sist. (mmHg) 170,0 (20) 110,0 (20) <0,001*
PA diast. (mmHg) 100,0 (10) 70,0 (10) <0,001*
Proteindria (g/24h) 2,2(4) - -

IG: idade gestacional coleta; sem: semanas; IMC: indice de massa corporal; GPG: ganho de peso na
gestacao; PA: presséo arterial; sist: sistdlica; diast: diastdlica.

Os dados ndo-paramétricos sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil) (Mann-Whitney).
*p<0,05.

Os dados clinicos de ambos os grupos foram obtidos de prontuérios médicos,
do cartdo pré-natal e por entrevista. Os parametros como idade, idade gestacional e
o indice de massa corporal (IMC) ndo apresentaram diferencas significativas entre os
dois grupos.

O ganho de peso na gestacdo nao apresentou diferenca entre 0S grupos
(p=0,434). Os valores de pressédo arterial sistolica e da pressédo diastélica foram
maiores nas gestantes com PE grave, comparando-se com as normotensas
(p=<0,001 para ambos). Estes valores ja eram esperados por se tratar de um dos

critérios de inclusdo do estudo.



49

5.1.2 Avaliacao dos niveis plasmaticos de PIGF e sFlt-1 nas gestantes com PE

grave e nas gestantes normotensas

Os niveis de sFlt-1 foram maiores nas gestantes com PE grave ao se comparar
as gestantes normotensas (p=<0,001). Para os niveis de PIGF, ndo foi obtida
diferenca significativa comparando-se os dois grupos. A razao de sFlt-1/PIGF mostrou
resultados significativos, tendo valores maiores em gestantes com PE grave, ao

comparar os dois grupos (p=0,009) como mostra a tabela 2.

Tabela 2 - Niveis plasmaticos de PIGF e sFlt-1 nas gestantes com PE grave e
nas gestantes normotensas do estudo transversal.

GESTANTES GESTANTES
PE GRAVE NORMOTENSAS p
n=39 n=43

sFIt-1 PIGF sFIt-1/ sFIt-1 PIGF sFIt-1/ SEIt-1/
pg/mL  pg/mL PIGF pg/mL pg/mL PIGF sFlt-1 PIGF PIGE
(n=39) (n=34) (n=34) (n=39) (n=38) (n=38)
25501,8 76,2 334,9 8846,3 59,0 155,8 * .
(5963,7) (137.4) (579.8) (68348) (88.3) (270,00 ~0001" 0,094 0,009

Os dados ndo-paramétricos sé@o apresentados como mediana (intervalo interquartil) (Mann-Whitney).
*p<0,05

Uma segunda comparacdo dos niveis plasmaticos de PIGF e sFlt-1 foi feita
apos dividir o grupo de gestantes com PE grave, de acordo com a idade gestacional
em que surgiram os sintomas clinicos, em PE precoce (IG <34 semanas) e PE tardia
(IG 234 semanas).

As concentracdes de sFlt-1 foram maiores na PE precoce e tardia em relacéo
as gestantes normotensas (p<0,001 para ambos), ndo apresentando diferenca entre
PE precoce e PE tardia. A razao sFlt-1/PIGF também apresentou valores significativos
(maiores entre as gestantes com PE e as normotensas (p=0,022). Nao foram obtidas
diferencas significativas comparando-se os valores de PIGF entre as gestantes com
PE precoce, tardia e normotensas (p=0,197), apesar disso, a razdo sFlt-1/PIGF foi
maior em gestantes com PE precoce em relagcdo as normotensas (p=0,008), como

mostrado na tabela 3.
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Tabela 3 - Niveis plasmaticos de PIGF e sFlt-1 nas gestantes com PE precoce, com PE tardia e nas gestantes
normotensas do estudo transversal.

GESTANTES PE GESTANTES GESTANTES
PRECOCE PE TARDIA NORMOTENSAS p
n=28 n=11 N=43
sFlt-1 PIGF sFIt-1/ sFlt-1 PIGF  sFIt-1/ sFlt-1 PIGF  sFIt-1/ SElt-1/

pg/mL pg/mL PIGF pg/mL pg/mL PIGF pg/mL pg/mL PIGF sFlt-1 PIGF PIGE
(n=28) (n=24) (n=24) (n=11) (n=10) (n=10) (n=43) (n=38) (n=38)
26340,7 70,1 374,2 24589,9 92,8 286,0 8846,3 59,1 155,8 <0.001* 0,197 0,022*

(5770,9) (146,8) (840,2) (8803,1) (142,3) (229,6) (15879,5) (88,3) (270,0)
. sFlt-1 PIGF sFlt-1/PIGF
Comparacéo 0 0 0
Gestantes PE precoce
X 0,151 NS 0,273

Gestantes PE tardia

Gestantes PE precoce
X . .
Gestantes Normotensas <0,001 NS 0,008

Gestantes PE tardia
X < 0,001* NS 0,218

Gestantes Normotensas

Os dados nao-paramétricos s@o apresentados como mediana (intervalo interquartil). NS: nao significativo.
*p<0,05. A comparacdao dois a dois foi feita pelo teste Kruskal Wallis com pds teste de Bonferroni, p significativo para p<0,017 (correcédo de Bonferroni).
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A curva Receiver Operating Characteristic (ROC) (figura 7) com a razéo sFlt-
1/PIGF com todos os dados (n=32) dos sub-grupos de gestantes com PE precoce e
gestantes com PE tardia foi construida calculando o ratio individual para cada gestante
e posteriormente utilizado a mediana para classificar categoricamente em 0 ou 1. Ap6s
essa classificacdo os dados foram analisados no programa R-project para examinar o
valor da area da curva ROC através do grafico com o objetivo de verificar maiores

estudos sobre a utilizacao do ratio sFlt-1/PIGF como marcador de casos de PE.

Relagdo sFtl-1/PIGF (todos PE): ASC=0,996

1.0
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|
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Figura 7 - Curva ROC darelacao de sFlt-1/PIGF com os demais dados (n=32) dos sub-grupos de
gestantes que desenvolveram PE precoce e gestantes que desenvolveram PE tardia.

A area sob a curva (ASC) encontrada foi 0,996 apresentando um intervalo de
confianga de 0,984 — 1 e um valor de 101,28 de razé&o sFlt-1/PIGF para melhor marcar

0s casos de PE.
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5.2 Estudo longitudinal

5.2.1 Caracteristicas clinicas

As caracteristicas clinicas dos grupos (gestantes que desenvolveram PE e

gestantes que nao desenvolveram), avaliados no estudo longitudinal, estédo expostas

natabela 4.
Tabela 4 - Caracteristicas clinicas das gestantes participantes do estudo
longitudinal.
R Gestantes que Gestantes que nao
Parametros desenvolveram PE | desenvolveram PE p
(n=11) (n=17)
ldade (anos)* 27,1+5,2 26,1+8,1 0,239
Altura (m)® 1,65+ 0,09 1,61 + 0,07 0,168
Peso nainclusao do estudo 79,7 + 23,8 62,5+9,9 0,142
(Kg)®
IMC (kg/m?)P 30,9+9,3 239+24 0,094
PA sist. na
] . 116,2 £ 9,6 110+10,8 0,270
incluséo do estudo (mmHg)®
PA diast. naincluséo do estudo 75.8 + 8,0 68,8+ 9,0 0,138
(mmHg)®
PA sist. - 22 afericdo (mmHg)" 122,2+ 17,6 1149+ 8,6 0,254
PA diast. - 22 afericdo (mmHg)P® 790+ 117 [ 0,072
PA sist. nainternagdo para o 152,0 + 15,5 1157+ 9.4 0,001*
parto (mmHg)®°
PA diast. na internagédo para o 104,2 + 10,8 75.4 + 8,0 0,001*
parto (mmHg)®
N° de gestagOes 2 (1-3) 1 (1-3) -

(mediana, limites)

Os dados ndo paramétricos sao apresentados como média e + desvio padrédo. a: Teste Mann-Whitney
b: Teste t de student; *p<0,05 estatisticamente significativo.PA: pressao arterial; sist: sistdlica; diast:

diastdlica; IMC: indice de massa corporal;
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N&o foram obtidas diferencas significativas entre as médias/medianas dos
parametros idade, altura, peso e IMC comparando-se o0s dois grupos. As pressdes
sistdlica (p=0,001) e diastdlica (p=0,001) foram significativamente elevadas apenas
no momento da internacdo até o parto nas gestantes que desenvolveram PE (p=0,001

para ambos).

5.2.2 Avaliacao dos niveis plasmaticos de PIGF e sFlt-1 nas gestantes com PE

grave e nas gestantes normotensas

No periodo de 12 a 19 e 20 a 29 os niveis de PIGF foram menores nas
gestantes que desenvolveram PE em relagcdo as que nao desenvolveram (p=0,023 e
p=0,003, respectivamente). A razdo sFlt-1/PIGF nos trés periodos, 12 a 19,20a29 e
30 a 34 semanas, foi maior nas gestantes que desenvolveram PE em relacdo as que
nao desenvolveram (p=0,014, p=0,036 e p=0,025, respectivamente), como mostra a
tabela 5. Os niveis de sFlt-1 foram maiores apenas no intervalo de 30 a 34 semanas
nas gestantes que desenvolveram PE em comparagdo com as que nhao
desenvolveram (n=0,025).

A comparacéo dos niveis de PIGF, sFlt-1 e da razéo sFlt-1/PIGF, no periodo de
35 a 40 semanas entre os dois grupos, nao foi realizada devido ao reduzido nimero
de amostras, durante esse periodo, de gestantes que desenvolveram PE.
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Tabela 5 - Niveis plasmaticos de PIGF, sFlt-1 e razdo sFlt-1/PIGF em gestantes que desenvolveram e néo
desenvolveram PE em cada periodo gestacional.

Valores de p obtidos nos periodos gestacionais — Estudo longitudinal

GESTANTES QUE

GESTANTES QUE NAO

DESENVOLVERAM PE DESENVOLVERAM PE p
(n=11) (n=17)
sFlt-1 PIGF SsFlt-1/ SsFlt-1 PIGF sFlt-1/ sFlt-1/
PG pg/mL pg/mL PIGF pg/mL pg/mL PIGF SFit-1 PIGF PIGF
1085,9 26,7 39,1 788,9 98,8 7.4 0,335 0,023* 0,014*
12-19s  [1281,01] [38,7] [83,5] [323,4] [89.1] [11,7]
(n=06) (n=06) (n=06) (n=13) (n=13) (n=13)
878,4 122,6 6,7 1039,7 324,9 2,9 0,659 0,003* 0,036*
20-29s  [1666,90] [105,8] [16,5] [465,1] [307,7] [2,7]
(n=11) (n=11) (n=11) (n=15) (n=15) (n=15)
2256,8 294,2 5,9 1299,3 667,5 1,6 0,025* 0,089 0,025*
30-34s  [1251,5] [473,2] [25,9] [703,3] [622,2] [2,2]
(n=04) (n=04) (n=04) (n=17) (n=17) (n=17)
3353,2 168,0 19,9 2341,9 439,5 4,4 - - -
> 35s (n=01) (n=01) (n=01)  [1387,0] [616,8] [9,6]
(n=10) (n=10) (n=10)

Dados ndo paramétricos, realizados pelo teste de Mann Whitney, sendo *p significativo < 0,05. Resultados dos “valores de p obtidos nos periodos

gestacionais” apresentados como mediana e intervalo interquartil [IQ]; PG: periodo gestacional; PE: pré-eclampsia; s: semanas; (-): ndo ha dados

suficientes para andlise.
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A figura 8 representa a analise bivariada do PIGF, entre as gestantes que
desenvolveram PE e as gestantes que ndo desenvolveram. Os niveis plasmaticos de
PIGF aumentaram durante a gestacdo em ambos os grupos de mulheres, com pico
de 30-34 semanas e um pouco decrescente depois, mas foram maiores nas gestantes
gue desenvolveram PE do que nas gestantes que ndo desenvolveram a doenca

durante a gestacéo

2 751 = Gestantes que nao

desenvolveram PE

2 504 Gestantes que

desenvolveram PE

2,257

2,00

Log10 PIGF (pgimL)

1,75

n=06 /

1,509

T T | I
12-19 20-29 30-34 35-40

Intervalo gestacional (semanas)

Figura 8 —Log10 dos niveis plasmaticos de PIGF em gestantes que desenvolveram PE e nas que
ndo desenvolveram PE durante os quatro periodos gestacionais avaliados.

Na figura 9, é possivel observar a analise bivariada GLM da concentracéo
plasmatica de sFlt-1 nas gestantes que desenvolveram e ndo desenvolveram PE
durante os quatro periodos gestacionais avaliados. Houve um aumento gradual dos
niveis plasmaticos de sFlt-1 em mulheres gravidas normotensas, com um pico as 35-
40 semanas. A concentracdo de sFlt-1 diminuiu ligeiramente do intervalo 12-19 para
o intervalo de 20-29 em mulheres gravidas que desenvolveram PE. Aumentando apos
esse intervalo até o final da gravidez. Gestantes que desenvolveram PE apresentaram
niveis mais elevados de sFlt-1 do que gestantes que ndo desenvolveram a doenca
em todos os periodos gestacionais avaliados, exceto no intervalo de 20-29 semanas

onde a queda foi observada.
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Figura 9 — Log10 dos niveis plasmaticos de sFlt-1 em gestantes que desenvolveram PE e nas
que ndo desenvolveram PE durante os quatro periodos gestacionais avaliados.

A figura 10 representa a analise bivariada GLM da razéo sFIt-1/PIGF nas
gestantes que desenvolveram e nas que nao desenvolveram PE durante os quatro
periodos gestacionais avaliados. Em ambos os grupos de mulheres, a razdo sFlt-
1/PIGF diminuiu do intervalo gestacional 12-19 semanas para o 20-29 semanas. No
intervalo de 30-34 semanas a razdo permaneceu estavel em mulheres que
desenvolveram PE e diminuiu nesse periodo gestacional em gestantes normotensas.
No intervalo gestacional 35-40 semanas a razéo sFlt-1/PIGF aumentou em ambos os
grupos. Em todos os periodos gestacionais, a relacdo sFlt-1/PIGF foi maior em
gestantes que desenvolveram PE do que em gestantes que néo desenvolveram a
doenca
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Figura 10 - Logl0 da razao sFIt-1/PIGF em gestantes que desenvolveram PE e nas que nao
desenvolveram PE durante os quatro periodos gestacionais avaliados.

A comparacdo das concentracdes plasmaticas de PIGF, sFlt-1, razdo sFlt-
1/PIGF em cada grupo de gestantes foi também realizada considerando os periodos
gestacionais dois a dois, como mostra a tabela 6.
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Tabela 6 — Concentracado (pg/mL) de PIGF, sFlt-1 e razéo sFlt-1/PIGF em
gestantes que desenvolveram e nao desenvolveram PE comparando-se 0s

periodos gestacionais dois a dois.

Valores de p obtidos na comparacéo entre periodos gestacionais

GESTANTES QUE
DESENVOLVERAM PE

GESTANTES QUE NAO
DESENVOLVERAM PE

(n=17)

PG

sFIt-1/PIGF

sFIt-1
p

PIGF
p

SFlt-1/PIGF

P

12-19s

20-29s

12-19s

30-34s

12-19s

235s

20—-29s

30-34s

20-29s

235s

30-34s

235s

0,076

0,010*

<0,001*

0,282

<0,001*

<0,001*

<0,001*

<0,001*

0,010*

0,043*

0,782

0,183

0,001*

<0,001*

0,121

0,249

0,096

0,004*

Dados ndo paramétricos, realizados pelo teste de Mann Whitney, sendo *p significativo < 0,05. PG:

periodo gestacional; PE: pré-eclampsia; s: semanas; (-): ndo h& dados suficientes para anélise.

As concentracfes plasmaticas de PIGF foram menores, nas gestantes que

desenvolveram PE, ao comparar 12 a 19 semanas x 20 a 29 semanas e 12 a 19

semanas x 30 a 34 semanas (p=0,007 e p=0,019, respectivamente). A comparacao

dos niveis no periodo de 35 a 40 semanas nao foi realizada pela insuficiéncia da

guantidade dos dados. A comparacao dos niveis de sFlt-1 e da razéo sFlt-1/PIGF néo

mostrou diferencas significativas nesse grupo de gestantes. Porém, revelou que, nas

gestantes que desenvolveram PE, ao longo das gestacao foi diminuindo, porém ao se
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comparar com as gestantes que nao desenvolveram PE houve uma tendéncia na
diminuicao da razéo sFIt-1/PIGF na comparacédo de 12 a 19 x 20 a 29 semanas e entre
12 a 19 x 30 a 34 semanas (p=0,056 e p=0,055, respectivamente).

Para as gestantes que ndo desenvolveram PE, a comparacdo dos niveis de
PIGF, sFlt-1 e da razéo sFlt-1/PIGF revelou que os niveis de PIGF foram menores nas
comparacoes entre as semanas: 12 a 19 x 20 a 29 semanas (p<0,001), 12 a 19 x 30
a 34 semanas (p<0,001), 12 a 19 x 35 a 40 semanas (p=0,01) e 20 a 29 x 30 a 34
semanas (p=0,043). As comparacbes entre os periodos finais da gestacdo nao
mostraram diferencas significativas.

Quanto aos niveis de sFlt-1 nas gestantes que ndo desenvolveram PE, foram
obtidos niveis aumentados de sFlt-1 na comparacéo das semanas: 12 a 19 x 30 a 34
semanas (p=0,01), 12 a 19 x 35 a 40 semanas (p<0,001), 20 a 29 x 35 a 40 semanas
(p<0,001) e 30 a 34 x 35 a 40 semanas (p<0,001).

Nas gestantes, que nao desenvolveram PE, a razdo sFlt-1/PIGF foi menor nas
comparacdes das semanas:12 a 19 x 20 a 29 semanas, 12 a 19 x 30 a 34 semanas,
30 a 34 x 35 a 40 semanas (p=0,001; p=<0,001; p=0,004, respectivamente).
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6 DISCUSSAO

6.1 Estudo transversal

O estudo transversal foi realizado com 82 gestantes, avaliadas no terceiro
trimestre da gestacao, sendo 39 classificadas como gestantes com PE grave e 43
como normotensas.

A avaliacdo das caracteristicas clinicas das gestantes revelou resultados
compativeis com o esperado. Ao comparar a P.A diastélica e a P.A. sistolica nos dois
grupos, ambas se mostraram mais elevadas nas gestantes com PE em relacdo as
gestantes normotensas. O aumento da pressao na PE pode ser explicado por diversas
alteracdes como: o aumento fisioldgico do volume sanguineo durante a gestacao (que
ocorreria sem redugdo na resisténcia vascular uterina e sistémica), o0
comprometimento da funcdo renal (perda da integridade das células endoteliais
glomerulares) (BOELDT; BIRD, 2017) e a diminuicdo nas gestantes com PE, dos
niveis de NO (um vasodilatador potente) (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

O ganho de peso no grupo de mulheres com PE n&do apresentou diferenca
significativa em relacdo as gestantes normotensas. O aumento subito de peso pode
surgir pela perda de albumina na urina (responsavel pela manutencédo da presséo
oncoética), acometimento dos capilares renais (consequente a inflamacéo endotelial),
estresse oxidativo, que resultam em lesdo do endotélio ocasionando extravasamento
do plasma para o espaco intersticial. Esse extravasamento resulta em edema, o qual
justificaria um maior ganho de peso ponderal nas gestantes pré-eclampticas. O edema
ja fez parte da triade de diagndstico para a PE, junto ao aumento da presséao arterial
e da proteindria. No entanto, como o0 edema também ocorre em muitas condi¢cdes
clinicas e na gestacdo normal, esse nao constitui um achado fidedigno da PE. Dessa
forma, o Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas, a Sociedade Australiana
para o Estudo da Hipertensao na Gravidez e a Sociedade Canadense de Hipertensao,
dentre outros, excluiram o edema do critério diagnéstico da doenga. De fato, no
presente estudo, ndo houve diferenca significativa no ganho de peso comparando-se
as gestantes com PE e normotensas (BOELDT; BIRD, 2017; CERQUEIRA,;
YOSHIDA, 2002; ROCCELLA, 2000).

Em relagé@o a proteindria, as gestantes do grupo que apresentaram PE grave
mostraram valores aumentados enquanto que as normotensas nao haviam relatos

laboratoriais de proteindria. A proteindria surge devido a lesdo renal que, com
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frequéncia, as gestantes com PE apresentam. Um dos mecanismos responsaveis pela
proteinuria € o desequilibrio entre os fatores angiogénicos e antiangiogénicos. Dessa
forma, o VEGFR1 bloqueia o efeito do VEGF livre que resulta no comprometimento
da funcdo do endotélio fenestrado, resultando em proteintria (CHAIWORAPONGSA,
CHAEMSAITHONG,; YEO; et al., 2014; LEVINE RJ, MAYNARD SE et al., 2004). Em
2014, a ISSHP definiu que a proteinaria ndo € mais um critério de diagnostico
obrigatério para PE, embora sua presenca contribua para a confirmacdo desse
diagnéstico (MOL et al., 2015).

O PIGF consiste em uma glicoproteina dimérica secretora que esta envolvida
nos processos de angiogénese e vasculogénese. Durante o processo de placentacao,
esse fator é secretado pela placenta a fim de auxiliar a invasédo da artéria espiralada,
pelos trofoblastos, e na sua consequente remodelacdo, uma vez que atua
promovendo a proliferacdo e conservagdo das células endoteliais e estimula a
permeabilidade vascular (LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016).

O sFlt-1, em uma gestacao normal, é secretado com o objetivo de competir pelo
sitio de ligacdo com o VEGF e com o PIGF, controlar a regulacéo excessiva de VEGF
minimizando seus efeitos toxicos (FAN et al., 2014; LECARPENTIER; TSATSARIS,
2016). Em gestacdes com PE, a hipdxia, ocasionada pela remodelacéo defeituosa da
placenta, estimula a superproducéo de sFlt-1 pois, a expressao do gene Flt-1 &
altamente regulada pelos niveis de oxigénio. Desta maneira, ha inibicdo dos efeitos
de VEGF e PIGF no endotélio materno. Sendo assim, o aumento de niveis circulantes
de sFlt-1 e a diminuicdo de niveis circulantes de PIGF seria esperado em gestantes
com PE.

A avaliacao dos niveis de PIGF e sFlt-1, nas gestantes com PE grave e nas
normotensas (tabela 2) revelou que as concentracbes plasmaticas de sFlt-1
circulantes foram significativamente maiores nas gestantes pré-eclampticas (p<0,001)
e enquanto que as concentracdes de PIGF nao foram significativas em comparacéo
as normotensas. Em gestantes com PE precoce, o PIGF apresentou concentracdes
plasmaticas menores do que em gestantes com PE tardia. Talvez porque estas, ainda
nao se encontravam no momento de maior declinio do PIGF.

Em concordéancia, outros pesquisadores relataram valores elevados de sFlt-1
na PE. Hoeller et al. (2017) avaliaram 12 gestantes, sendo seis com PE e seis
normotensas, e obtiveram valores aumentados de sFlt-1 plasmatico nas gestantes

com PE. Avaliaram, também os niveis de sFlt-1 na placenta e esses foram inferiores
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aos valores plasmaticos. Esses pesquisadores relataram, ainda, que os niveis de sFlt-
1 estavam elevados e os de PIGF diminuidos, no inicio da PE precoce e na CIUR
precoce (HOELLER et al., 2017).

Birdir et al. avaliaram 730 gestantes com idades gestacionais de 32 a 37
semanas, das quais somente 22 desenvolveram CIUR e 32 PE. Os niveis plasmaticos
de PIGF foram menores e de sFlt-1 foram maiores nas gestantes com PE e CIUR, em
comparacao as gestantes do grupo controle. Nesse estudo, os niveis de PIGF, sFlt-1
e a razao sFlt-1/PIGF mostraram-se bons preditores para a PE de inicio tardio e CIUR
(BIRDIR et al., 2018).

Em 2016, Tang et al., avaliaram os niveis plasmaticos e urinarios de PIGF e
sFlt-1 em 80 gestantes, com idade gestacional de 21 a 31 semanas, das quais 44
tiveram PE leve e 36 PE grave. Como controle, foram incluidas 40 gestantes
normotensas, com idade gestacional de 20 a 32 semanas. Os niveis plasmaticos e
urinarios de PIGF foram bem menores em gestantes com PE leve comparando-se
com gestantes com PE grave e concomitantemente menores que dos controles. Esses
pesquisadores destacaram a importancia do PIGF para o diagnéstico da PE, bem
como para avaliar a sua gravidade (TANG et al., 2016).

Sabe-se que o trofoblasto produz, fisiologicamente, o sFlt-1 e essa producao
aumenta com o avanco da idade gestacional. Admite-se que a producéo de sFlt-1, em
regime de hipéxia como o0 que ocorre na PE, tem regulacdo positiva placentaria em
gestantes com PE, ou seja, a medida que a gravidez avanca e a placenta aumenta de
tamanho, elevam-se os niveis de sFlt-1 (JIM; KARUMANCHI, 2017; KARUMANCHI;
EPSTEIN, 2007).

Admite-se também que a regulacdo dos niveis de sFlt-1 esta relacionada a
reducdo dos niveis de VEGF e PIGF livres circulantes (JIM; KARUMANCHI, 2017).
Diversos estudos revelaram diminuicdo significativa de PIGF livre na PE juntamente
com o aumento de sFlt-1 relacionados a gravidade da doenca e essas alteragdo séo
vistas antes do surgimento dos sintomas clinicos (ANDERSEN et al., 2016; BIRDIR et
al., 2018; TANG et al., 2016).

Possiveis explicacbes para a diminuicdo de PIGF incluem a reducdo da
biossintese do PIGF, reducéo da disponibilidade de oxigénio ou o excesso de sFlt-1
circulante (KAWASHIMA et al., 2015). Em 2015, Kawashima et al. avaliou tecidos de
gestantes que passaram por procedimentos cirirgicos durante a 72 ou 82 semana de

gestacdo. Esses pesquisadores concluiram que a expressdo de PIGF pelos
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trofoblastos é estimulada por concentracfes elevadas de oxigénio e reduzida quando
esta disponibilidade estd comprometida (KAWASHIMA et al.,, 2015). Além disso,
alguns pesquisadores sugerem que a diminui¢do dos niveis de PIGF circulantes possa
ter iniciado no primeiro trimestre de gestagdo (KAWASHIMA et al., 2015).

Hoeller et al. avaliaram os niveis de PIGF na placenta, em gestantes com idade
gestacional inferior a 34 semanas, e revelaram que a diminuicdo de PIGF circulante
pode ocorrer devido ao aumento de sFlt-1, pois a producdo de PIGF n&o se mostrou
diminuida a nivel placentario, mesmo com a presenca da disfuncdo placentaria.
Enquanto que o sFlt-1 tem sua producdo aumentada na placenta em PE de inicio
precoce (HOELLER et al., 2017). Essa hip6tese poderia justificar a ndo obtencédo de
redugéo significativa de PIGF nas gestantes com PE no nosso estudo uma vez que as
gestantes j4 estavam no terceiro trimestre de gestacdo no momento da coleta e os
valores de sFlt-1 j4 se encontravam aumentados.

Zeisler et al., em um estudo envolvendo 500 gestantes no terceiro semestre (de
24 semanas a 36 semanas e 6 dias) determinaram a razéo sFlt-1/PIGF em trés grupos
de gestantes: com PE, sindrome HELLP e normotensas. A razao sFlt-1/PIGF mostrou-
se eficaz para prever a auséncia de PE em gestantes com suspeita clinica de PE
(ZEISLER et al., 2016).

Ehrlich et al. avaliaram a razdo sFlt-1/PIGF placentaria e plasmatica de
gestantes com PE tardia e CIUR em comparacao as gestantes normotensas (IG>27
semanas e 6 dias). Em concordancia com o presente estudo, os niveis de sFlt-1 foram
elevados na PE em relacdo as normotensas e ao grupo que teve CIUR. Houve uma
tendéncia de reducdo dos niveis de PIGF na PE e na CIUR ao comparar com as
gestantes normotensas. Nao houve diferenca entre os niveis de PIGF no tecido
placentario e no plasma (EHRLICH et al., 2017).

Andersen et al., 2016, avaliaram os niveis de PIGF, sFlt-1 e a razdo sFlt-1/PIGF
no plasma de 1016 gestantes (IG=8-14 semanas), 1595 gestantes (IG=20-34
semanas), e em 954 gestantes que tiveram a coleta realizada nos dois momentos. Os
resultados encontrados demonstraram que os valores preditivos, de ambos o0s
marcadores, sdo mais eficazes nos casos de PE grave com inicio precoce, ou seja,
guando os sintomas surgiram antes da 342 semana. A razdo sFlt-1/PIGF mostrou-se
eficiente para predizer os subtipos de PE (ANDERSEN et al., 2016).

No presente estudo, visando avaliar a fidedignidade dos niveis de PIGF e sFlt-

1 para distinguir as formas clinicas da PE (precoce e tardia), a comparacdo desses
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niveis foi feita distribuindo-se as gestantes com PE em funcédo da forma clinica da
doenca. Das 28 gestantes com PE avaliadas, 11 apresentavam a forma precoce e 28
a tardia. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos PE precoce e
PE tardia quando comparadas as concentracoes de sFlt-1 e PIGF. Estes dados
mostram que estes marcadores, determinados no 3° trimestre de gestacéo, nao foram
eficazes para discriminar as formas clinicas da PE. Para esclarecer o potencial destes
marcadores para predizer a ocorréncia de PE, a coleta seriada de amostras da mesma
gestante (longitudinal) seria mais promissora para estabelecer os pontos de corte para
distincdo das formas precoce e tardia da PE.

Com relacdo a gravidade da PE, Tang et al., 2016, demonstraram que 0s niveis
plasméticos e urinarios de sFit-1 e PIGF podem ser Gteis como indicativos da
gravidade da doenca. Quanto mais grave o estado clinico, mais elevados os niveis de
sFlt-1 e menores os de PIGF (TANG et al., 2016).

Sabendo que a curva ROC desempenha um papel importante para determinar
o cut off adequado para indicar a presenca ou ndo de uma doenca, essa foi feita para
os dois marcadores avaliados neste estudo. Essa curva permite estabelecer um ponto
de corte em que os valores de especificidade e sensibilidade serdo mais precisos.
Entende-se por sensibilidade a possibilidade de o teste ter resultado positivo em
individuo que tenha a doenca. E especificidade como sendo a possibilidade de o teste
resultar em negativo quando o paciente nao possui a doenca. Em cada ponto de corte,
séo determinados os valores de especificidade e de sensibilidade que ao se ligarem
formam a curva ROC. Quanto maior a capacidade para diferenciar os individuos
doentes dos ndo doentes, mais a curva se aproxima do canto superior esquerdo, € 0
melhor teste é aquele em que o valor da area sob a curva (ASC) se aproxima de 1
(LOPES et al., 2014).

A capacidade preditiva da razao sFlt-1/PIGF para o diagnéstico de PE tem sido
investigada por varios pesquisadores nos Ultimos anos, uma vez que se mostra mais
eficaz para predizer o aparecimento de PE do que os niveis de PIGF e sFlt-1
isoladamente (BIRDIR et al., 2018). Visando definir um valor que auxiliasse na
predicdo da PE, foi realizado a curva ROC em que o valor de corte para a razédo sFlt-
1/PIGF encontrado foi 101,28. A ASC teve seu valor bem proximo a 1, mais
precisamente (ASC=0,996) indicando que este € um bom teste e que seu resultado

de corte pode ser considerado. No entanto, pelo niumero limitado de gestantes
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incluidas no presente estudo, esse pode ser considerado apenas como um valor
preliminar. O valor obtido, 101,28, foi superior ao encontrado em outros estudos, o
gue poderia ser explicado pela idade gestacional, pelo grupo de gestantes avaliados
ser da forma grave da doenca e pelas caracteristicas étnicas das gestantes. Ohkuchi
et al. obtiveram o valor de cut off de 45 e foi mais especifico para prever PE de inicio
precoce em um estudo envolvendo gestantes nos periodos de 19 a 25, 27 a 31 e 34
a 38 semanas de gestacdo (OHKUCHI et al.,, 2010). Em 2016, o Zeisler et al.,
estabeleceu que 38 seria um valor adequado para prever a PE em gestantes
clinicamente suspeitas, pois valores abaixo deste corte indicariam auséncia de PE
(ZEISLER et al., 2016).

Em 2017, Droge et al., o ponto de corte encontrado foi de 103, com uma
sensibilidade de 87,88% e uma especificidade de 91,67% para desfechos de casos
de PE. As gestantes avaliadas tinham idade gestacional acima de 20 semanas
(DROGE et al., 2017).

Chuah et al., 2018, mostraram que o ponto de corte estabelecido foi 32,
independentemente da idade gestacional. Este estudo foi realizado com uma
populacdo de gestantes asiaticas e envolveu apenas 82 gestantes, das quais 48
desenvolveram PE. A razéo sFlt-1/PIGF foi mais precisa para determinar PE de inicio
precoce em comparacao a PE de inicio tardio, pois, para a de inicio precoce os valores
de especificidade e sensibilidade foram bem maiores. Este ponto de corte, de 32,
mantém a especificidade das gestantes com inicio tardio, mas diminui a sua
sensibilidade (CHUAH et al., 2018).

Em um estudo realizado recentemente em dois hospitais brasileiros, Figueira
et al. 2018, avaliaram economicamente a implementacdo da razdo sFlt-1/PIGF para
prever a ocorréncia de PE em gestantes com 24 a 36 semanas + 6 dias. Essa razao
mostrou-se eficaz, contribuindo para as tomadas de decisfes clinicas, gerando
economia significativa ao evitar internacdes desnecessarias, além de possibilitar a
alocacao adequada dos recursos financeiros escassos. Para a tomada de decisao, as
gestantes foram classificadas em trés faixas de acordo com o valor de razdo sFlt-
1/PIGF; valores <38, se referiam a mulheres com baixo risco de desenvolvimento de
PE, e sem necessidade de internacdo. Nessas gestantes a raz&o foi determinada
novamente, duas semanas apoés, para confirmar o resultado. Valores entre 38 e 85
serviram de alerta para o desenvolvimento de PE e valores >85 demonstraram alto
risco para o desenvolvimento de PE (FIGUEIRA et al., 2018).
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Os pontos de corte obtidos no presente estudo foram diferentes daqueles
encontrados frequentemente na literatura. E possivel inferir que diferencas étnicas,
considerando especialmente a grande miscigenacdo da populacao brasileira, possam
justificar esse fato (CHUAH et al., 2018). Deve-se levar também em consideracéo o
tamanho da amostra relativamente pequeno que foi utilizado em nosso estudo, ao
comparar com os estudos das outras populacdes encontradas na literatura. Além
disso, valores de corte préximos de 38 determinam a suspeita de PE, enquanto que
valores acima de 85 considera-se que ja ha o diagnostico da doenca (STEPAN et al.,
2015). Desta maneira, o valor de corte para sFlt-1/PIGF de 101,28 corrobora com o
encontrado por Figueira et al., ou seja, valores acima de 85 indicaram alto risco de
ocorréncia de PE (FIGUEIRA et al., 2018).

Em resumo, os resultados obtidos no nosso estudo transversal, demonstraram
gue os niveis de sFlt-1 e a razdo sFIt-1/PIGF, no terceiro semestre de gestacdo, sédo
eficazes para o diagnéstico de PE grave. No entanto, ndo foram capazes de
diferenciar as formas precoce e tardia da doenca. O valor preliminar de 101,28 para
de cut-off da razdo sFlt-1/PIGF, determinado pela curva ROC teve excelente acuracia
e correspondeu ao que é encontrado na literatura, mostrando-se bom marcador de

diagnéstico para a PE.



67

6.2 Estudo longitudinal

O estudo longitudinal incluiu 28 gestantes que apresentavam fatores de risco
para PE, cujas amostras de sangue foram coletadas em quatro periodos gestacionais
(12 a 19 semanas, 20 a 29 semanas, 30 a 34 semanas e maior que 35 semanas), 0
gue possibilitou avaliar a variacao dos niveis de sFlt-1, PIGF e a razdo sFlt-1/PIGF ao
longo da gestacdo nas 11 gestantes que desenvolveram PE e nas 17, que nao
desenvolveram a doenga.

A definicdo dos periodos gestacionais visou englobar os momentos cruciais da
gestacao, desde a invasao trofoblastica (a partir da 82 semana), passando pela fase
de inicio dos sintomas clinicos da PE (a partir da 202 semana), a 34® semana de
gestacdo (que distingue as formas precoce e tardia da PE) até a fase final da gestacao
(=235 semanas). Além disso, os periodos gestacionais avaliados envolveram os trés
trimestres da gestacado. Dessas mulheres, 11 desenvolveram PE e 17 mantiveram-se
normotensas (figura 6). Dentre as gestantes que desenvolveram PE, quatro
apresentaram PE grave.

A P.A., tanto sistélica, quanto diastélica, apresentou aumento significativo no
momento da internacdo, nas gestantes que desenvolveram PE em relacéo as que nao
desenvolveram a doenca, como seria esperado. A idade, peso e IMC néao
apresentaram diferencas entre os dois grupos (tabela 1).

As figuras 8,9 e 10 ilustram a dindmica dos niveis plasmaticos de PIGF e sFlt-
1 e da razdo sFlt-1/PIGF sFlt-1 ao longo da gestagdo em gestantes que
desenvolveram e que ndo desenvolveram PE. Os niveis de PIGF foram aumentando
ao longo da gestacdo até 30-34 semanas em ambos 0s grupos. No entanto, esse
aumento nas gestantes que desenvolveram PE foi bem menos expressivo. No final da
gestacéo (=35 semanas), houve uma tendéncia de diminuicdo dos niveis de PIGF nas
gestantes que nao desenvolveram PE. Como havia apenas uma amostra de gestante
gue desenvolveu PE, ndo foi possivel obter conclusdo acerca dos niveis de PIGF ao
final da gestacdo nessa doenca.

Em relagcéo ao sFlt-1, nas gestantes que ndo desenvolveram PE, houve uma
tendéncia de aumento até 30-34 semanas e um aumento expressivo de 30-34 até =35
semanas. Nas gestantes que desenvolveram PE, houve uma tendéncia de diminuicédo

nos niveis de sFlt-1 até 20-29 semanas. A partir desse periodo, até 30-34 semanas,



68

0s niveis sFlt-1 aumentaram expressivamente em compara¢ao com as gestantes que
nao desenvolveram PE.

A analise das curvas obtidas para os niveis plasmaticos de PIGF e sFlt-1 e a
razao sFIt-1/PIGF nos dois grupos de gestantes, que desenvolveram e nao
desenvolveram PE, deixa clara a superioridade da razdo para auxiliar na predicdo da
ocorréncia de PE, em relacdo aos valores isolados de PIGF e sFlt-1. A performance
da curva da razéo € especialmente distinta no periodo inicial da gestacao e os valores
obtidos séo mais elevados nos periodos 12-19, 20-19 e 30-34 semanas nas gestantes
que desenvolveram PE comparando-se as que nao desenvolveram a doenca. A
comparacao dessa razdo ao final da gestacdo, 235 semanas, néo foi possivel obter,
uma vez que havia somente uma amostra de gestante que desenvolveu PE nesse
periodo gestacional. Tem sido admitido que, em condi¢des fisioldgicas, niveis
elevados de PIGF, no inicio da gestacdo, sao essenciais para 0 processo de
placentacdo (KHALIL et al.,, 2016; THADHANI et al., 2004). De fato, no presente
estudo, os niveis de PIGF foram estatisticamente elevados (p=0,003) até a 292
semana de gesta¢cdo nas gestantes que ndo desenvolveram PE comparando-se as
gue desenvolveram a doenca (tabela 5).

Cumpre destacar que poucos sao os estudos encontrados na literatura em que
foram determinados os niveis de PIGF e sFlt-1 e a razdo sFlt-1/PIGF, ao longo da
gestacdo, em um mesmo grupo de gestantes. Ohkuchi et al., 2010, avaliaram os niveis
plasmaticos de sFlt-1 e PIGF, pelo método de eletroquimioluminescécia (Elecsys-
Roche) em 144 gestantes, nos periodos de 19 a 25, 27 a 31 e 34 a 38 semanas e em
34 gestantes com PE, que tiveram o sangue coletado logo ap6s o diagndstico da
doenca. Esses pesquisadores tinham por objetivo estabelecer um intervalo de
referéncia para os niveis plasmaticos de sFlt-1 e PIGF, e a relacao sFlt-1 / PIGF na
segunda metade da gravidez e avaliar a sua sensibilidade e especificidade para o
diagnéstico de PE. Concluiram que a razdo sFlt-1/PIGF, utilizando um valor de corte
de 45, pode auxiliar no diagnostico de PE, especialmente para a forma precoce da
doenca (OHKUCHI et al., 2010).

Paradoxalmente, McElrath et al., 2012, avaliaram os niveis de sFlt-1 e PIGF
em 139 gestantes com PE nas semanas 10, 17, 25 e 35. Esses pesquisadores
demonstraram que nas gestantes que mais tarde apresentaram PE, a mediana de

PIGF foi menor a partir do segundo trimestre, mas a sFlt-1 ndo foi maior até o terceiro
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trimestre. Concluiram que os niveis de PIGF e sFlt-1 ndo sdo uteis para prever ou
descartar a ocorréncia de PE (MCELRATH et al., 2012).

Herraiz et al. avaliaram 37 gestantes com CIUR e 38 com CIUR+PE e
determinaram a relacdo sFlt-1/PIGF semanalmente até 48 horas antes do parto.
Concluiram que as determinacdes repetidas dessa razao tém valor limitado, sendo Uutil
apenas para predizer a necessidade de realizar o parto no grupo CIUR+PE quando o
valor dessa razéo for superior a 655 (HERRAIZ et al., 2017).

Tem sido proposto que o PIGF é mais eficaz na predicdo da PE no primeiro
trimestre, quando associado a pressao arterial média, proteina plasmatica A (PAPP-
A) e doppler das artérias uterinas, incluindo em casos de mulheres nuliparas (BOUTIN
et al., 2018; KHALIL et al., 2016), enquanto o sFlt-1 é considerado mais eficaz a partir
do segundo trimestre (KHALIL et al., 2016). Em concordancia, no presente estudo, 0os
niveis de sFlt-1 (tabela 5; figural) elevaram visivelmente nas gestantes que
desenvolveram PE em comparacdo as que ndo desenvolveram a partir de 29
semanas até 30-34 semanas (lembrando que o segundo trimestre inicia-se na 26-27
semanas) (p=0,025).

Sabe-se que a PE é caracterizada pelo comprometimento fisiopatolégico nas
artérias espiraladas do Utero durante a invasao trofoblastica. Dessa forma, € possivel
inferir que a hipoxia causada por esse processo tenha suprimido o PIGF e regulado
de forma positiva o sFlt-1 nas células trofoblasticas levando ao seu aumento durante
a gestacdo. Além disso, o sFlt-1 pode se ligar ao PIGF, impedindo que aumente a
atividade do VEGF e a formacao de novos vasos sanguineos (KHALIL et al., 2016).

Em concordancia com nossos dados, Levine et al., 2004, demonstraram que
durante a gestacdo normal, o sFlt-1 permanece estavel e aumenta ao final, enquanto
0 PIGF tem seus niveis aumentados no inicio e diminui préximo ao parto (LEVINE RJ,
MAYNARD SE et al., 2004).

Palmer et al. avaliaram os niveis plasméticos de sFlt-1 total e da fracdo el5a
(que corresponde a principal isoforma liberada pela placenta) em 87 gestantes, das
quais 11 desenvolveram PE e 20 tiveram CIUR. As amostras foram coletadas no
primeiro trimestre (11 a 14 semanas), no segundo trimestre (22 a 24 semanas) € no
terceiro trimestre (32 a 36 semanas) de gestacao. Estudos anteriores realizados pelo
mesmo grupo, mostraram que a fracdo elba do sFlt-1 apresentou aumentos
significativos nas gestantes com PE. Nas gestantes que tiveram CIUR, o sFlt-1 foi

capaz de prever essa condicdo, com duas semanas de antecedéncia, devido ao
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aumento dos seus niveis. Em gestantes normotensas, os niveis sFlt-1 aumentaram
como o que ocorre fisiologicamente. Entretanto, no terceiro trimestre, os niveis totais
de sFlt-1 tiveram um aumento maior em gestantes com PE, quando comparados as
normotensas, de forma semelhante ao obtido no presente estudo (PALMER, K. R. et
al., 2016)

No presente estudo, a razdo sFlt-1/PIGF, revelou valores maiores nas
gestantes que desenvolveram PE em comparagao com as que nao desenvolveram a
doenca, nos trés primeiros periodos avaliados (tabela 5; figura 10). Essa razéo néo foi
determinada no periodo superior a 35 semanas em funcdo do namero pequeno de
amostras de gestantes que desenvolveram PE.

Em estudo recente, Figueira et al. (2018) demonstraram que a razdo sFlt-
1/PIGF resultou em economia de custos em um hospital brasileiro, uma vez que
possibilitou melhora na acuracia diagnéstica e com isso a reducdo da hospitalizacéo
desnecessaria das gestantes com suspeita de PE (FIGUEIRA et al., 2018).

Avancos na compreensdo do equilibrio entre fatores angiogénicos e
antiangiogénicos na PE sé&o estimulantes e oferecem perspectivas promissoras para
o futuro manejo clinico da doenca. Eddy et al., 2018, demonstraram que o tratamento
com PIGF ou VEGF tem sido eficaz na atenuacédo da hipertensdo e proteinaria em
multiplos modelos experimentais de PE. O VEGF, no entanto, pode ter riscos de
toxicidade por overdose que ndo foram observados no tratamento com PIGF,
sugerindo que o PIGF é uma opcéo terapéutica potencialmente mais segura (EDDY;
BIDWELL; GEORGE, 2018).

Nossos achados confirmam a hipotese de que as proteinas angiogénicas
circulantes podem ter um papel biolégico importante na PE (EDDY; BIDWELL,;
GEORGE, 2018). Dados de estudos longitudinais e prospectivos que produzem
determinacdes seriadas dessas moléculas ao longo dos trés trimestres da gestacao
S840 necessarios para esclarecer a relevancia desses marcadores na PE. Cumpre
ressaltar a complexidade da realizagcdo de estudos longitudinais, o que pode
desestimular pesquisadores e dificultar a compreensédo do balango angiogénico para
fisiopatologia ou diagnéstico do PE. Essa é certamente a principal razéo para a falta

de estudos que tentam responder claramente essas questdes.
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7 CONCLUSAO

e O PIGF é um bom marcador preditivo, porém ndo é um bom marcador de
diagnéstico.

e O sFlt-1 ndo € um bom marcador preditivo, mas se apresenta como bom marcador
de diagnostico

e A razdo sFlt-1/PIGF mostrou-se eficaz no diagnéstico de PE, sendo um bom
marcador preditor e diagndstico.

¢ Nenhum marcador se mostrou satisfatorio para diferenciar PE precoce de PE tardia.
e O valor da razéo sFIt-1/PIGF de 101,28 mostrou-se eficaz para a predicdo da PE
no terceiro trimestre de gestacéo.

e Proteinas angiogénicas circulantes e a fun¢édo endotelial desempenham um papel
bioldgico importante na PE.

e Estudos prospectivos longitudinais, com determinacdes seriadas dessas moléculas
em um nuamero maior de amostras durante a gestacdo, S0 necessarios para

confirmar a relevancia da razédo sFlt-1/PIGF na predicao da PE.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

Sao inumeras as dificuldades para a realizacdo de estudos longitudinais.
Considerando que a PE nao apresenta uma légica clara (ou seja, pode ndo ocorrer
em gestantes que apresentam varios fatores de risco, assim como pode manifestar-
se em gestantes que ndo tinham fatores de risco identificaveis para a doenga) é muito
dificil prever quem desenvolvera a doenca para ser incluida no estudo. Além disso, é
bastante complexa a obtencédo de quatro amostras de sangue ao longo da gestacéo,
uma vez que essa é uma condicdo (especialmente na sua fase avancada), sujeita a
certa limitacdo da gestante para cumprir sua agenda do pré-natal. Muitas vezes por
motivos pessoais elas ndo comparecem as consultas impossibilitando a coleta das
amostras. Deve-se considerar também que nem sempre o parto dessas gestantes
serd realizado no Hospital das Clinicas. Esses motivos justificam o numero reduzido
de gestantes que desenvolvem PE e o numero reduzido de amostras de sangue em
cada periodo gestacional, o que constitui uma limitacdo do estudo. Além dos motivos
acima citados, devido a frequéncia de gestantes que desenvolvem PE (2-8%) um
tamanho amostral adequado teria que incluir um namero muito grande de pacientes o

que limita o estudo.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

Um novo estudo longitudinal, com o0 mesmo desenho do presente estudo, foi
iniciado em 2017 do Hospital das Clinicas (HC) — UFMG, numa parceria do grupo de
pesquisa em PE da DACT/Faculdade de Farmacia/lUFMG e pesquisadores do Depto.
De Obstetricia/ Faculdade de Medicina/lUFMG.

A experiéncia obtida com o presente estudo esta sendo valiosa para alcancar
0 objetivo de aumentar o numero de participantes do estudo e ndo perder coletas de
sangue. As gestantes estdo sendo abordadas no Ambulatério Jenny Faria, quando
comparecem a reunido, coordenada pela enfermagem, para acolhida ao pré-natal do
HC. Um ndmero maior de estudantes, de diferentes Programas de PdOs-graduacéao,
esta envolvido nesse novo estudo que além da coleta seriada de sangue em EDTA,
citrato de sbédio e sem anticoagulante ao longo da gestacdo, prevé a coleta de
fragmentos de placenta e sangue do cordao umbilical ap6s o parto. Constituem
perspectivas desse projeto realizar um estudo bem mais completo, visando elucidar
as alteracbes hemostaticas, inflamatorias e da angiogénese na PE, bem como
investigar a relevancia de mutagbes e polimorfismos, em diversos genes, para
ocorréncia dessa doenca.

Outra perspectiva deste estudo é conseguir estabelecer estudos que possam
propor intervencgdes clinicas as pacientes a fim de minimizar os efeitos dos sintomas
da PE. Introduzir a administracdo de PIGF como em estudos realizados anteriormente

ou investigar outras alternativas € um dos planos almejados.
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ANEXOS

Anexo A- Parecer de aprovacao COEP - UFMG

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

Parecer n® ETIC 0530.0.203.000-09

Interessado(a): Profa. Luci Mara Sant’Ana Dusse

Depto. de Analises Clinicas e Toxicélogicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 16 de dezembro de 2009, apds atendidas as solictagdes de
diigéncia, o projetc de pesquisa Intitulado "Avaliagdo do
poriimorfismo do gene da NO-sintase endotelial e da sintese de
oxido nitrico na pré-ecldmpsia™ bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

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

Profa. ir;la Te rques Amaral

rdenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Anisrdo Ca~las, 6627 = Uviviade Adwaliouiw N - 3 oader ~ Sale J0AS — O J 1270801 - BH-AAG
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Anexo B - Parecer de aprovagdo COEP - UFMG

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

Parecer n® ETIC 0618.0.203.000-10

Interessado(a): Profa. Luci Maria Sant’Ana Dusse
Departamento de Anélises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmécia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 26 de abril de 2011, apds atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Pré-eclampsia: inter-relagdo dos
sistemas hemostitico e inflamatério” bem come o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

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

Profa. Maria Teresa Marques Am
Coordenadora do COEP-UFMG



