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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar os niveis séricos e urinarios de ativina A
em diferentes momentos da gestacdo, em primigestas e multigestas, para entender
se essas variaveis (amostra bioldgica e primeira gestacao) afetam a ativina A como
biomarcador na gravidez. Prospectivamente, incluimos 43 pares de amostras de soro
e urina de 25 mulheres examinadas em diferentes idades gestacionais (variacao de
45 a 268 dias). No grupo de primigestas (n = 16 amostras de 9 participantes), nao
houve alteracao significativa nos niveis de ativina A sérica durante a gestacao. Por
outro lado, o grupo de multigestas (n = 27 amostras de 16 mulheres) apresentou niveis
séricos de ativina A mais elevados no terceiro trimestre (2676 + 840 pg / ml) em
comparacao com o primeiro (583 £ 408 pg / ml) e o segundo (1040 + 384) trimestres
(p = 0,025). As concentracdes de ativina A na urina nao diferiram entre os dois grupos
e ndao mudaram de acordo com a fase de gestacdo. Nao houve correlacdo entre os
niveis séricos e urinarios de ativina A (r = 0,149, p = 0,359). Esses dados sugerem
que a secregao de ativina A pode variar menos durante a primeira gravidez, enquanto
a ativina A na urina provavelmente nao corresponde aos 0s niveis sistémicos desse
horménio em mulheres gravidas.

Palavras-Chave: Ativina A; idade gestacional; gestacao; primigesta; urinalise



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate serum and urine levels of activin A in
different moments of gestation, in primigravidae and in multigravidae, to understand
whether these variables (biological sample and first gestation) affect activin A as a
biomarker in pregnancy. We prospectively included 43 pairs of serum and urine
samples from 25 women examined at different gestational ages (range 45 to 268 days).
In the group of primigravidae (n = 16 samples from 9 participants), there was no
significant change in serum activin A levels across gestation. Conversely, the group of
multigravidae (n = 27 samples from 16 women) had higher serum activin A levels in
the third trimester (2676 + 840 pg/ml) compared to the first (583 + 408 pg/ml) and
second (1040 £ 384) trimestres (p = .025). Urine activin A concentrations did not differ
between the two groups and did not change according to the gestation phase. There
was no correlation between serum and urinary levels of activin A (r = 0.149, p = .359).
These data suggest that activin A secretion may vary less during the first pregnancy,
while urine activin A is unlikely to be a surrogate for the systemic levels of this hormone
in pregnant women.

Keywords: Activin A; gestational age; pregnancy; primigravida; urine
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1. INTRODUCAO

A ativina A € uma molécula bioativa produzida pela placenta e abundantemente
secretada na circulagdo materna durante a gestacdo (Bloise et al, 2019). E formada
por duas subunidades idénticas de uma glicoproteina codificada pelo gene INHBA e
sinalizada por receptores transmembrana que agem por meio de fosforilacdo
citoplasmatica de proteinas (Bayne et al, 2009). Os niveis séricos desse hormonio
podem ser até dez vezes maiores na gravida em comparacao com ndo gestantes (Adu
Gyamfi et al, 2019; Bloise et al, 2019). Trata-se de um regulador obrigatorio de varios
processos reprodutivos, incluindo proliferacdo, diferenciacdo e invasividade
trofoblastica no desenvolvimento placentario (Adu Gyamfi et al, 2020; Zhu et al, 2020).
Sendo molécula imprescindivel para a adequada regulacdo do desenvolvimento
trofoblastico e para o estabelecimento da funcéo placentaria, a ativina A torna-se um
potencial biomarcador para resultados gestacionais.

A utilizacdo da ativina A como marcador bioquimico de complicacbes
gestacionais baseia-se na observacao de que seus niveis séricos estdo alterados em
sindromes associadas a mau desempenho placentario, como a pré-eclampsia e o
crescimento intrauterino restrito (Adu Gyamfi et al, 2019; Bloise et al, 2019). O
horménio em questéo ja foi amplamente estudado e validado como biomarcador de
resultados gestacionais quando se considera sua dosagem sérica (Adu Gyamfi et al,
2019; Bloise et al, 2019). Contudo, apesar de previamente validada a correlagéo entre
0S niveis séricos alterados de ativina A e o complicacdes gestacionais, até o momento
desconhecemos estudos que tenham correlacionado tais desfechos a seus niveis
urinarios na gestacao.

Diversos hormoénios proteicos placentarios ja foram detectados na urina
materna por atravessarem a barreira placentaria (Guo et al, 2019; Lecarpentier et al,
2019; Zen et al, 2020). A dosagem urinaria da ativina A, caso bem estabelecida como
biomarcador de resultados, poderia tornar-se uma ferramenta bastante atil no
acompanhamento longitudinal de pacientes de alto risco para complicacbes
gestacionais (Lecarpentier et al, 2019; Zen et al, 2020). A facilidade na obtencao de
amostras, a coleta ndo invasiva e o possivel menor custo de sua analise poderiam ser
fatores de interesse no estimulo aos estudos para sua validagc&o. Por essa razado, esse

estudo se propos a avaliar a ativina A como biomarcador de resultados gestacionais
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nNao apenas no que se refere a seus niveis séricos, mas também urinarios, em diversas
idades gestacionais e paridades.

O risco de desenvolver doencas relacionadas ao mau funcionamento
placentério, tais como pré-eclampsia e crescimento intrauterino restrito, é
sabidamente maior nas primigestas do que nas multigestas (Kiple, 2003; Brosens et
al, 2011; Shah et al, 2010). Apesar da relacao entre paridade e doencas placentarias
ser evidéncia antiga, o motivo pelo qual as complicacbes ocorrem mais
frequentemente nas primigestas ainda ndo esta exatamente estabelecido. Estudos
recentes tém sugerido o papel da epigenética envolvida no aprimoramento das células
natural killers deciduais do leito placentario (Goldman-Wohl et al, 2019). Por outro
lado, evidéncias mais antigas indicam a modulacdo imunolégica da ativina A na
gravidez inicial por indugéo de tolerancia na interface materno-fetal (Bearfield et al,
2005; Cuello et al, 2020; Rosenberg et al, 2012). Nesse sentido, as complicacbes
gestacionais seriam menores nas multiparas devido ao aperfeicoamento da resposta
inflamatoria placentaria, com regulacédo mais precisa de seus mecanismos de controle
(Sugimoto et al, 2019; Brosens et al, 2011; Goldman-Wohl et al, 2019).

Por essas razdes, este estudo se prop6s a avaliar a ativina A ndo apenas no
gue se refere a seis niveis séricos, mas também urinarios, em diversas idades
gestacionais e paridades, com o intuito de compreender melhor se essas variaveis
(tipo de amostra biol6gica e paridade) poderiam afetar nosso biomarcador e a
interpretacéo de resultados.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ativina A
2.1.1 Histo6rico

A ativina A foi descoberta em 1986 por Wylie Vale, seguindo uma trajetoria
oposta a da descoberta da inibina (Bloise et al, 2019). Enquanto a inibina foi nomeada
como um suposto fator testicular capaz de inibir seletivamente a liberacdo de
horménio foliculo estimulante (FSH) e somente décadas depois foi isolada e purificada
a partir do ovario de porcas, as ativinas foram primeiro isoladas em laboratorio e sé
depois tiveram sua relevancia fisiolégica investigada e revelada. A ativina A foi
primeiramente isolada e caracterizada como molécula recombinante formada a partir
de duas subunidades da inibina, recebendo o nome de ativina devido ao seu efeito
estimulador sobre a secrecao hipofisaria de FSH (Adu-Gyamfi et al, 2020; Bloise et al,
2019). Ao longo dos pouco mais de 30 anos de sua identificagéo, a ativina A tem se
mostrado uma molécula muito mais interessante do que previamente imaginado.
Sabe-se atualmente que a ativina A € amplamente expressa ndo s6 no sistema
reprodutor, mas também encontrada nos mais diversos tecidos humanos, tais como

figado, pulméo, osso, cérebro e intestino. (Bloise et al, 2019).

2.1.2 Estrutura molecular

As ativinas sao dimeros glicoproteicos compostos por 2 das 5 subunidades de
inibina existentes, as quais estdo interligadas por uma ponte dissulfeto (Bloise et al,
2019). Fazem parte da superfamilia do fator de crescimento transformador B (TGF-B)
e sdo formadas a partir da acdo de proteases sobre um polipeptideo precursor
contendo uma unidade NH2 terminal com 250-350 residuos e um dominio maduro
COOH terminal (Luisi et al, 2001; Bloise et al 2019). Cada ativina recebe seu nome a
partir das subunidades de inibina que a compdem, sendo, portanto, nomeado ativina
A o dimero glicoproteico formado por 2 subunidades BA de inibina (Bayne et al, 2009;
Bloise et al, 2019).

A ativina A é codificada pelo gene INHBA e sinalizada através de dois
receptores transmembrana: tipo 2, de alto peso molecular e identificado em 2 formas

(ActRIIA e ActRIIB), e tipo 1, de baixo peso molecular com 7 variantes (sendo o
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receptor ALK4 predominante, também nomeado ActRIB) (Bloise et al, 2019; Adu-
Gyamfi et al, 2020). A atuacédo da ativina A por meio desses receptores, pertencentes
a familia serina treonina quinase, se da através de ativacdo de proteinas intracelulares
(SMADs) que desencadeiam uma cascata de reacdes até culminarem no efeito
principal (Wijayarathna et al, 2016; Bayne et al, 2009).

O gene INHBA e os receptores de ativina A foram observados em uma ampla
gama de mamiferos, desde ratos até humanos, preservando até 99% da sequéncia
de aminoéacidos encontrada entre espécies. Esse fato é compativel com as mdultiplas
e essenciais func¢des da ativina A identificadas até o momento nas diversas fases do

desenvolvimento animal (Bloise et al, 2019).

2.1.3 Funcdes

A ativina A foi originalmente associada ao sistema reprodutor. Isolada como
uma proteina gonadal com agédo sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-ovarios (H-H-O),
teve sua primeira funcao identificada como estimulador da liberagdo de FSH pela
hipéfise (Wijayarathna et al, 2016; Adu-Gyamfi et al, 2020). Contudo, apesar de
provado seu papel sobre o estimulo da liberacdo de FSH, permanece incerto se a
ativina A atua por mecanismo de feedback positivo a partir da producdo gonadica e
liberacdo hormonal na circulacdo, pois estudos prévios falharam em demonstrar
alteracdo nos niveis séricos de ativina A de acordo com a atividade gonadal e se
mostraram fracos para a correlacéo. E possivel que as gbnadas ndo sejam a maior
fonte de ativina A e que sua acao sobre o eixo H-H-O ocorra por acdo paracrina ou
autécrina (Bloise et al, 2019).

Inimeras outras provaveis associacdes funcionais da ativina A, com acgao
pardcrina e autdcrina, foram posteriormente descritas, dentre elas: diferenciacéo
celular, remodelamento de tecidos, protecdo contra danos celulares causados por
hipoxia, invasédo trofoblastica da gestacdo inicial e regulacdo de processos
inflamatorios (Florio et al, 2001; Borges et al, 2015)

Dentre as diversas possiveis fungdes da ativina A caracterizadas até o
momento, o0 sistema reprodutor concentra significativa parcela da atividade dessa
molécula, com participacdo na foliculogénese, crescimento folicular, manutencéo e

regressao do corpo luteo, decidualizacdo, reparo endometrial apos a descamacgao
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menstrual, modulacao vascular e adaptacao placentaria, dentre outros (Wijayarathna
et al, 2016; Adu-Gyamfi et al, 2020).

A atuacdo da ativina A, porém, ndo se resume ao sistema reprodutor. No
cérebro, sua participacdo estd associada aos processos de protecdo neuronal a
hipéxia por diminuir a apoptose de neurdnios em situacdes de insulto hipoxico-
isquémico (inclusive no periodo perinatal), induzir a neurogénese apds degeneracao
celular, realizar modulag&o dendritica e controlar a atividade inflamatoria (Kupershimdt
et al, 2007; Mukerji et al, 2009; Xu et al, 2013; Abdipranoto-Cowley et al, 2009). No
sistema cardiovascular, a ativina A atua no modelamento e remodelamento cardiaco,
promove miogénese e diferenciacdo dos cardiomidcitos, estabelece o posicionamento
cardiaco durante a embriogénese, induz assimetria lateral e participa da diferenciacao
vascular arterial e venosa (Mangiacapra et al, 1995; Oh SP, Li E, 1997; Urness et al,
2000). Com relacéo ao desenvolvimento da estrutura funcional renal sugere-se que a
ativina A é capaz de limitar o numero de néfrons e o crescimento glomerular
(Maeshima et al, 2000). A ativina A presente nos pulmdes tem ainda papel na
regulacéo e reparacdo morfogénica pulmonar induzindo cicatrizacdo por fibrose em
resposta ao trauma e interferindo, possivelmente, na amplitude das ramificacbes de
bronquiolos e na producéo de surfactante (Zhao et al, 1998; Apostolou et al, 2012;
Mayer et al, 2012). Por sua vez, no trato gastrointestinal, algumas das funcfes da
ativina A sdo: o controle do crescimento e diferenciacéo de suas diferentes regides, a
proliferacdo de células B pancreaticas e liberagao de insulina, o reparo do tecido apds
lesdo com fibrose e regeneracdo de hepatdcitos, além de estabelecer possivel
controle sobre o metabolismo lipidico (Fukamachi et al, 2013; Totsuka et al, 1988;
Patella et al, 2006). Por fim, no sistema musculoesquelético, a ativina A possui
atuacao sobre o controle do fuso mitético (regulando a proliferacdo e diferenciacao de
midcitos), sobre o controle funcional de contratilidade, for¢a e fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, sobre a modelacdo/remodelacdo 6ssea (de forma complexa em atuagao
conjunta e intrincada a outras proteinas da familia do TGF-) e com agao inflamatoria
articular sinovial (Chen et al, 2017; Yaden et al, 2014; Relizani et al, 2014; Langdahl
et al, 2016; Hadjidakis et al, 2006).

2.2 A fisiologia do desenvolvimento placentéario
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Aproximadamente 30 horas a partir da fecundacdo do oOvulo pelo
espermatozoide nas tubas uterinas, o0 zigoto inicia uma rapida sequéncia de divisao
celular rumo a formacédo da mérula, ainda em seu trajeto até a cavidade uterina. Nesse
ponto do desenvolvimento embrionario, 12 a 32 blastdbmeros estdo presentes
formando uma massa compacta de células que chega ao utero apos 3 dias da
fecundacdo. Inicia-se, entdo, a formacdo do blastocisto, ocorrendo absorcdo de
liquido através da zona pellcida até o interior da massa celular previamente existente
e originando uma cavidade interna que dividira os blastdmeros em camadas interna e
externa. As células internas da blastula comporédo o embrioblasto e daréo origem ao
embrido, enquanto as células externas do blastocisto serdo chamadas trofoblasto e
formaré&o a parte embrionaria da placenta (Moore et al, 2016).

Por aproximadamente 2 dias, o blastocisto em desenvolvimento flutua na
cavidade endometrial obtendo nutricdo por meio da secre¢do glandular local. Na
sequéncia, por volta de 6 dias apds a fecundacéo, a parede do blastocisto adere ao
epitélio endometrial por meio de répida proliferacdo trofoblastica e posterior
diferenciacdo em duas camadas: o citotrofoblasto, camada celular interna e
mitoticamente ativa, e o sinciciotrofoblasto, massa multinucleada sem limites celulares
identificaveis. A partir desse ponto, prolongamentos digitiformes do sinciciotrofoblasto
invadem o tecido conjuntivo iniciando a fixacdo endometrial mais profunda, o que
geralmente se da num ponto do trofoblasto proximo ao posicionamento do
embrioblasto. O sinciciotrofoblasto, altamente invasivo, produz enzimas que
degeneram os tecidos maternos no seu entorno, deslocando as células endometriais
(as quais sofrem apoptose) e aproveitando células deciduais como fonte de nutrientes
para o embrido (Moore et al, 2016).

Por sua vez, o citotrofoblasto é responséavel por alimentar a massa crescente
do sinciciotrofoblasto através de divisdes mitdticas, com formacdo de novas células
gue se fundem e perdem seus limites celulares enquanto integram o blastocisto ao
endomeétrio materno. A massa sinciciotrofoblastica, posteriormente, apresentara
lacunas preenchidas por sangue materno advindo da rotura de capilares endometriais
e erosdo glandular, representando a circulacéo uteroplacentaria primitiva, local onde
ocorrera a oxigenacao do embrido e sua nutri¢cdo inicial. A rede lacunar formada pela
fusdo de lacunas da o aspecto esponjoso do sinciciotrofoblasto e representa o futuro
espaco interviloso placentario. Os capilares maternos ao redor da implantacao

blastocistica, no tecido conjuntivo, se tornam congestos, dilatados, tortuosos e
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apresentam paredes mais finas que o habitual, sendo denominados sinusodides
(Moore et al, 2016).

Simultaneamente as mudancas ocorridas no trofoblasto, o embrioblasto
também passa por significativas alteracbes com o aparecimento de um pequeno
espaco entre suas camadas de células, diferenciando o amnio do disco embrionario.
Este se divide em duas camadas, as quais originardo todos os orgaos e tecidos do
embrido: o epiblasto, voltado para a cavidade amniética, e o hipoblasto, que revestira
uma nova cavidade em formacdo denominada vesicula umbilical primitiva (equivalente
humano da vesicula vitelinica). Amnio e vesicula umbilical primitiva serdo
posteriormente envolvidos pelo mesoderma extraembrionario, tecido conjuntivo onde,
por meio da fusdo de pequenos espacos celémicos iniciais, sera formada uma s6
cavidade repleta de liquido em seu interior: o celoma. O celoma extraembrionario dara
origem a cavidade coridnica, sendo a parede do saco coriénico denominada cérion e
constituida pelo trofoblasto em conjunto com uma fracdo do mesoderma
extraembrionario (Moore et al, 2016).

No interior do saco coridnico estdo suspensos em meio liquido: o embrido, a
vesicula umbilical e o saco amnidtico; ligados ao cérion por um pediculo de conexao.
Através desta estrutura, 0os vasos sanguineos oriundos do tecido mesenquimal que
formou os capilares das vilosidades coribnicas atravessam para a circulacéo
embrionaria, conectando assim a irrigacdo placentaria ao embrido em
desenvolvimento. O pediculo de conexdo, aliado ao alantide e completamente
formado, recebe o0 nome de corddo umbilical, enquanto o cério, apés fusdo ao amnio,
recoberto em toda sua extensao pelas vilosidades coribnicas e totalmente funcionante
sera denominado placenta (Moore et al, 2016).

O inicio do estabelecimento das vilosidades coridnicas € funcéo adicional do
mesoderma embrionario que emite projecdes para dentro do sinciciotrofoblasto. As
vilosidades coridnicas primarias se ramificam ao final da segunda semana de
desenvolvimento embrionario e passam a apresentar eixos centrais de tecido
mesenquimal na terceira semana gestacional. Na sequéncia, algumas ceélulas
mesenquimais que preencheram as projec¢des coridnicas iniciais se diferenciam em
vasos e células sanguineas, completando a formacao das vilosidades coribnicas, por
assim dizer, maduras, que realizardo as trocas de gases e nutrientes entre méae e feto

por toda gestacao (Moore et al, 2016).
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Em uma segunda onda de invaséo trofoblastica, o citotrofoblasto viloso se
diferencia no citotrofoblasto extraviloso, ultrapassando os limites das vilosidades
coribnicas e invadindo a decidua basal, bem como as artérias espiraladas uterinas
(Pjinenborg et al, 2011). Nesse processo, ocorre uma invasao mais profunda dos
tecidos maternos, causando o remodelamento vascular endometrial e concluindo,
assim, a formacado estrutural da placenta (Goncalves et al, 2019). Nesse 06rgao, o
sangue materno flui pelos espacos intervilosos a partir das artérias espiraladas e a
troca de gases e nutrientes ocorre por difusdo, chegando e/ou deixando o organismo
fetal por meio da irrigacdo placentaria e sua conexao ao cordao umbilical (Moore et
al, 2016).

Todo o processo de formacédo placentaria, que se inicia com a implantagédo do
blastocisto, ndo acontece sem uma intrincada rede de regulacdo e controle da
diferenciacéo e invasao trofoblastica. O blastocisto sé se torna invasor e capaz de
aderir ao endométrio caso este esteja receptivo aquele, ou seja, 0 sucesso da
gestacdo depende da sincronia entre o desenvolvimento do blastocisto e do
endométrio, o que denominamos janela de implantacdo (Red-Horse et al, 2004; Moore
et al, 2016; Felisberto, 2015). Por muito tempo, acreditou-se que o endométrio tinha
funcdo passiva na nidacdo; hipétese derrubada apos anos de estudo sobre a
implantacdo embrionaria (Lessey, 2000). Hoje, sabe-se que diversos fatores, tanto
maternos quanto embrionarios, sdo essenciais na modulacdo da invasividade
trofoblastica e da aderéncia embrionaria ao endométrio, seja por agdo enddcrina,
autocrina e/ou paracrina (Moore et al, 2016; Lessey, 2000; Cavagna et al, 2003).
Participam desse processo hormdnios, citocinas, prostaglandinas, enzimas e fatores
de crescimento, dentre os quais destacamos a familia do fator transformador de
crescimento B por sua importancia singular nessa dissertagdo (Moore et al, 2016;
Cavagna et al, 2003; Red-Horse et al, 2004).

Apesar da nidacdo envolver, inexoravelmente, uma reacao inflamatoria, para
que a gravidez siga seu curso também € primordial o adequado controle da extensao
da inflamagé&o gerada a nivel endometrial (Watanabe et al, 2014; Goldman-Wohl et al,
2019). O estabelecimento de tolerancia imunolégica ao embrido depende da limitacdo
da reacdo decidual por variados e complexos mecanismos, incluindo atividade
hormonal do hCG, da progesterona, dos estrogenos e dos glicocorticoides (Watanabe
et al, 2014). Na gestacédo, o deslocamento do equilibrio de resposta por células T

Helper no sentido de priorizar a atuagdo Th2 induz uma resposta imunologica mais



20

branda ao enxerto semi-alogénico que o feto representa (Watanabe et al, 2014;
Sarafana et al, 2007)). A atuagado Th2 perpassa pelo estimulo a produg¢ao de TGFf, o
qual inibe a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos e controla a ativacao de outros
leucécitos (Watanabe et al, 2014; Sarafana et al, 2007). O antigeno leucocitario
humano G (HLA-G), que € amplamente expresso na gestacao e ainda mais abundante
no primeiro trimestre, suprime a ativacdo das células natural killer (NKs) contra o
embrido, além de ser um dos responsaveis por direcionar a resposta imunitaria para
Th2 (Goldman-Wohl et al, 2019; Watanabe et al, 2014; Sarafana et al, 2007).
Tolerancia imunologica sistémica também é induzida pela presenca de HLA-G solavel
(Watanabe et al, 2014).

2.2.1 O papel da ativina A no endométrio e na formacao placentaria

O endomeétrio € estrutura dinamica responsavel pelo revestimento interno do
Utero, composto por dois estratos celulares: o basal e o funcional (Adu-Gyamfi et al,
2020). O primeiro se localiza em posicao adjacente ao endométrio, sendo responsavel
pela reconstrucdo endometrial apos lesdes, incluindo o estagio pos descamacao
menstrual (Adu-Gyamfi et al, 2020; Junqueira et al, 2013). O segundo, por sua vez, é
0 que sofre mais modificacbes durante o ciclo menstrual, sendo responsivo as
alteracdes dos niveis hormonais de estrogénio e progesterona (Adu-Gyamfi et al,
2020; Mori et al, 2016). Quando ndo ocorre gravidez, a camada funcional do
endométrio descama e desencadeia uma resposta inflamatoria de reparacdo aos
danos a partir do estrato basal endometrial (Adu-Gyamfi et al, 2020; Mori et al, 2016).
Caso contrario, na existéncia de gestacdo, os ajustes morfolégicos na camada
funcional do endométrio incluem a formacao de pinépodos epiteliais, a decidualizacéo
do estroma e a angiogénese, fundamentais a adequada implantacdo do blastocisto
(Adu-Gyamfi et al, 2020; Felisberto, 2015).

Como previamente discutido, esse processo € regulado por horménios,
moléculas de adesao, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, dentre 0s quais
a ativina A (Adu-Gyamfi et al, 2020). Esta participa da remodelacao e diferenciacéo
endometrial com expressdo variavel de suas subunidades ao longo dos
acontecimentos do ciclo menstrual (Adu-Gyamfi et al, 2020). O mRNA codificador da
subunidade BA é expresso na superficie e no epitélio glandular do endométrio e da

decidua (Adu-Gyamfi et al, 2020; Wijayarathna et al, 2016). Ja os receptores para
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ativina A e as SMADs estado presentes no estroma do endométrio e, apos contato com
a ativina A presente no fluido endometrial, induzem sinalizacao via proteina p38 e
regulacdo positiva do fator de crescimento do tecido conectivo, o que favorece a
remodelacdo e sintese da matriz extracelular (Adu-Gyamfi et al, 2020; Prakash et al,
2005; Bloise et al, 2019; Petraglia et al, 1998). A ativina A ainda estimula a secrec¢ao
de inteleucina 8 (IL-8), metaloproteinases de matriz (MMPSs) e de fator de crescimento
endotelial (VEGF), promovendo angiogénese e decidualizacao locais (Adu-Gyamfi et
al, 2020; Bloise et al, 2019; Prakash et al, 2005). Células decidualizadas expressam
ainda mais ativina A e sdo as maiores fontes dessa glicoproteina durante a gestacao
(Adu-Gyamfi et al, 2020; Bloise et al, 2019). Correlacéo positiva entre o nivel de ativina
A e o espessamento endometrial é observada na fase secretora do ciclo, o que
demonstra sua importancia tanto para a implantacdo embrionaria quanto para a
reestruturacdo endometrial apés a descamacado menstrual (Adu-Gyamfi et al, 2020;
Bloise et al, 2019; Tu'uhevaha et al, 2019).

A presenga de altas doses de ativina A no sinciciotrofoblasto em formagéo
sugere que tal substancia tenha papel importante no estimulo, por acao paracrina e
autdcrina, a diferenciacédo trofoblastica durante a formacao placentaria (Prakash et al,
2005; Adu-Gyamfi et al, 2020; Bloise et al, 2019; Wijayarathna et al, 2016). A ativina
A atua induzindo a proliferacdo do citotofoblasto e sua agregacao celular, gerando a
massa celular multinucleada que compde o sinciciotrofoblasto (Adu-Gyamfi et al,
2020). Outra funcédo da ativina A é o estabelecimento de uma maior integracédo entre
embrido e gestante, a partir ndo s6 do estimulo a expansao do sinciciotrofoblasto no
sentido de invadir a decidua materna, mas também da remodelacdo vascular
(Pijnenborg et al, 2012; Adu-Gyamfi et al, 2020; Bloise et al, 2019). Esse vinculo
garante a troca de gases e nutrientes, liberacbes hormonais e o estabelecimento de
tolerancia e vigilancia imunolégicas no ambito das funcdes placentarias (Adu-Gyamfi
et al, 2020).

Ainda que fundamental, a invasao trofoblastica, bem como todos 0s processos
fisiologicos e/ou inflamatorios do organismo, precisa ser contida em um determinado
momento a fim de prevenir o desenvolvimento placentario excessivo (Watanabe et al,
2014; Goldman-Wohl et al, 2019). A ativina A embora exerca estimulo sobre a
formacao placentaria, também favorece o posterior surgimento de inibina A, a qual
competira por seus receptores levando ao antagonismo de sua atividade e a regulacao

negativa das MMPs, interrompendo assim a invasédo vascular (Bloise et al, 2019).
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Essa regulacdo parece ser bastante rigida para o melhor desempenho da gestacéo,
0 que é corroborado por alguns estudos que indicaram prejuizo na adesividade
trofoblastica ao endométrio quando a ativina encontra-se em niveis patologicamente

elevados (Bloise et al, 2019).

2.3 Doencas gestacionais e mau funcionamento placentario

A placenta € um 6rgdo extremamente especializado que existe somente na
gestacdo com o Unico objetivo de garantir o bem-estar fetal (Gongalves et al, 2019).
Seu desenvolvimento adequado é imprescindivel para garantir o desenvolvimento
fetal em sua possibilidade maxima devido as multiplas fun¢cbes que exerce (Salge et
al, 2017; Oliveira et al, 2002). Assim sendo, torna-se facil prever que alteracdes
morfofuncionais na estrutura placentaria podem ser causa de doencas gestacionais
(Salge et al, 2017).

Qualquer interferéncia no estado de equilibrio intrincadamente regulado da
dindmica gestacional pode afetar o bem-estar materno e fetal causando doencas
gestacionais e levando a maior chance de evolucdo desfavoravel (Salge et al, 2017).
Pode-se definir gestagao de alto risco “aquela na qual a vida ou a saude da mae e/ou
do feto e/ou do recém-nascido tém maiores chances de serem atingidas que as da
média da populagéo considerada” (Ministério da Saude, 2012; Caldeyro-Barcia, 1973).

Dentre as causas de gestacdo de alto risco destacam-se, nessa dissertagao,
as condicdes em que o mecanismo desencadeador de doenca gestacional envolve
desequilibrio no estabelecimento da rede placentaria. Nesse aspecto, existem tanto
doencas relacionadas a invasédo trofoblastica deficiente quanto a invasibilidade
placentaria excessiva (Salge et al, 2017; Gongalves, 2019; Society for Maternal-Fetal
Medicine, 2010). No primeiro caso, podem ser mencionados o abortamento
espontaneo, a pré-eclampsia, o crescimento intrauterino restrito (CIUR) ou o pequeno
para a idade gestacional (PIG), a insuficiéncia placentaria e a prematuridade
(Goncgalves, 2019). J4 em relacdo ao segundo, identificamos como principal o
acretismo placentario em todas as suas variagdes (placenta acreta, increta e percreta)
levando a significativos riscos para o binbmio mée e filho (Goncgalves, 2019).

No que se refere a fisiopatologia das doencas gestacionais responsaveis por
ma perfusdo placentaria, com consequente prejuizo ao crescimento e

desenvolvimento fetal, € facil entender a influéncia da placentagéo ineficaz (Salge et



23

al, 2017; Goncalves, 2019). Durante a diferenciacao trofoblastica e formacéo do cito
e sinciciotrofoblasto, predomina um ambiente hipoxémico que estimula a migracéo
celular causando tanto a invasao endometrial quanto remodelacdo vascular das
arteriolas espiraladas maternas (Red-Horse et al, 2004). Ao longo das semanas
gestacionais do primeiro trimestre, ocorre adaptacdo endovascular no sentido de
aumentar o diametro arterial para sustentar o maior aporte sanguineo necessario para
manter o feto em rapido crescimento (Red-Horse et al, 2004). Quando esse
mecanismo de invasao do terco proximal da parede miometrial falha, advém
intercorréncias como: abortamento espontaneo, devido a impossibilidade de nutrir e
oxigenar o feto na fase inicial do seu desenvolvimento; crescimento fetal restrito
decorrente da mesma dificuldade funcional, porém em estagio posterior da gestacao;
pré-eclampsia a partir da fase em que os mecanismos de compensagdo materna na
tentativa de impedir acometimento fetal comecam a ser insuficientes e passam a
provocar danos ao organismo materno (Red-Horse et al, 2004; Salge et al, 2017,
Gongalves, 2019).

Outra doenca gestacional ou coexistente, em que a invasao placentaria pode
ser insuficiente e gerar hipoxia fetal intrauterina sem uma obviedade do mecanismo
envolvido é o diabetes (Santos, 2016). Nesse caso, apesar de um volume placentério
geralmente aumentado e tendéncia a evolucdo com fetos grandes para a idade
gestacional (GIG) ou macrossémicos, pode haver placentacdo deficiente (Reginatto
et al, 2016; Santos, 2016). O insulto diabetogénico tera impacto placentario de acordo
com a fase gestacional em gue se manifesta, seja ele no menor estimulo a
angiogénese vilositaria e invasibilidade trofoblastica nas fases iniciais, seja no seu
reduzido amadurecimento em fases posteriores, com remodelagdo vascular
prejudicada e alteracdo de sua permeabilidade (Santos, 2016). Assim, apesar da
possibilidade de fetos grandes e massas placentarias volumosas, a gestacdo da
mulher diabética também esta associada a riscos de insuficiéncia perfusional (Santos,
2016).

A prematuridade, por sua vez, € em grande parte decorrente de diversas
complicagBes gestacionais, dentre os quais: agravamentos de doencas prévias e
intercorréncias especificas da gravidez que possam interferir com o bem-estar
materno-fetal, tais como diabetes melitus gestacional, pré-eclampsia e CIUR
(Ohlweiler et al, 2003; Bloise et al, 2019). Contudo, a prematuridade também pode

ocorrer advinda de trabalho de parto espontaneo e/ou da ruptura prematura das
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membranas ovulares, casos em que foi associada aos mesmos defeitos de
placentac&o por meio da observacéao histoldgica do tecido endometrial (Brosens et al,
2011).

Na contramdo do que se vem discutindo, reconhecemos complicacdes
gestacionais referentes a invasibilidade trofoblastica excessiva, sem o0posi¢ao
adequada dos mecanismos fisiologicos de controle da placentacdo, gerando o
acretismo placentério (Goncgalves, 2019; Society for Maternal-Fetal Medicine, 2010).
Este representa fator importante de morbimortalidade materna por aumentar
consideravelmente o risco de hemorragia puerperal, lesdo a 6rgaos adjacentes,
embolia de liquido amniodtico, coagulopatias e intercorréncias associadas a
necessidade de transfusdo de hemocomponentes (Society for Maternal-Fetal
Medicine, 2010).

Por fim, também contribuem para morbimortalidade materno-fetal acentuada as
anormalidades da localizacdo de implantacdo e invasdo trofoblastica, sendo
responsaveis pelo aparecimento de complicagdes como a placenta prévia ou marginal
e a gestacdo ectépica (Mantovani, 2013; Zugaib, 2019; Prieto-Gomez et al, 2019;
Agostini, 2020). Ambas essas desordens sdo responsaveis por maiores chances de
sangramento gestacional, necessidade de hemotransfusdo materna e abordagem
cirirgica e/ou uso de medicacao controlada, colocando o bindmio méae e filho em risco
(Prieto-Gomez et al, 2019; Ministério da Saude, 2012).

2.3.1 O comportamento da ativina A nas doencas gestacionais

Sabe-se atualmente que a ativina A desempenha importante papel na dinamica
da invasao trofoblastica (Adu-Gyamfi et al, 2020). Durante a gestacdo observa-se um
incremento substancial dos niveis dessa glicoproteina, que aumentam até 66 vezes
entre 6-7 semanas e 38-39 semanas gestacionais (O’Connor et al, 1999). Os
mecanismos envolvidos na liberacdo de ativina A pela massa placentaria ainda nao
foram completamente elucidados, mas parecem estar associados diretamente ao seu
crescimento e perfusdo (Bloise et al, 2019).

Como alteragbes na placentacdo podem desencadear intercorréncias
gestacionais, conforme discutido na sessao anterior, a hipdtese de que a ativina A
poderia estar envolvida na fisiopatologia das doencas e complicacdes da gravidez se

torna plausivel (Adu-Gyamfi et al, 2020; Bloise et al, 2019). Seguindo esse raciocinio,
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diversos estudos avaliaram os niveis de ativina A em algumas condi¢des patologicas,
tais como a gestacdo ectopica, o abortamento habitual, a pré-eclampsia e a
insuficiéncia placentéria (Prakash et al, 2005; Spencer et al, 2008).

Foram observados menores niveis de ativina A entre 7 e 8 semanas
gestacionais de pacientes assintomaticas com historico de abortos recorrentes que
evoluiram para novo episodio de perda gestacional em comparacéo a pacientes que
nao seguiram o mesmo curso (Prakash et al, 2005; Luisi et al, 2003). Também foram
identificadas concentra¢des reduzidas de ativina A no sangue de mulheres com sinais
e sintomas de gestacao ectopica, ou gravidez inicial de localizacdo indeterminada,
qgquando comparadas a gestacdes intrauterinas de idade gestacional semelhante
(Florio et al, 2007; Bloise et al, 2019). Esses dados sugerem que niveis séricos
reduzidos de ativina A no primeiro trimestre gestacional possam estar relacionados a
disfuncédo trofoblastico-placentaria mesmo antes de aparecerem o0s sintomas
maternos (Bloise et al, 2019).

Em relacdo a pré-eclampsia, diversos estudos identificaram niveis seéricos
anormalmente elevados de ativina A, desde o primeiro trimestre ou ainda entre 12 e
19 semanas de idade gestacional (Spencer et al, 2008; Muttukrishna et al, 2000;
Wijayarathna et al, 2016). Esse excesso de ativina A na corrente sanguinea materna
parece ser parte do mecanismo de resposta adaptativa a condicdes adversas durante
a gestacdo (Bloise et al, 2019). Nesse sentido, a ativina A seria secretada ap6s dano
tecidual e teria efeito sobre seu reparo, fazendo parte da reacdo inflamatoria
desencadeada em resposta ao trauma (Bloise et al, 2019). Corroborando esse
pensamento, foram encontrados niveis séricos aumentados de ativina A em
gestacdes complicadas por descolamento prematuro de placenta e infartos
placentarios desde semanas antes do acontecimento (Florio et al, 2003). Por outro
lado, a administracdo de ativina A a camundongos fémeas durante gestacao provocou
estresse oxidativo, sindrome semelhante a pré-eclampsia com hipertensdo e
proteindria, CIUR e prematuridade (Lim et al, 2015; Wijayarathna et al, 2016).
Permanece, assim, incerto se o aumento de ativina A na gestacdo é causa ou
consequéncia da patologia, bem como também é possivel que a expressao génica
alterada de seus receptores durante a placentacdo esteja ligada a predisposi¢édo a
doenca (Lim et al, 2014; Fitzpatrick et al, 2009; Wijayarathna et al, 2016).

Elevagdes anormais de ativina A também foram encontradas no diabetes

melitus gestacional (DMG), no CIUR e na prematuridade (Wijayarathna et al, 2016).
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No diabetes melitus gestacional, houve inclusive normalizac&o dos niveis de ativina A
apos a regularizacao glicémica proporcionada pelo tratamento com insulina (Petraglia
et al, 1995). Ja no CIUR, nao s6 foram verificados niveis até 3 vezes mais altos de
ativina A sérica, como também a restricdo de crescimento fetal foi provocada em fetos
de camundongos fémeas que receberam administracdo de ativina A durante a
gestacdo semelhantemente ao que aconteceu com a pré-eclampsia (Lim et al, 2015).
O comportamento da ativina A no DMG e no CIUR sugere que a ativina A esteja
envolvida nos processos de regulacdo metabdlica do bindmio materno-fetal,
repercutindo no desenvolvimento de doencas quando ocorre um desbalanco de sua
concentracdo sanguinea e, consequentemente, impacto em sua atividade funcional
(Wijayarathna et al, 2016).

2.3.2 A paridade e suarelagcdo com as doencas gestacionais

A paridade gestacional é informacdo fundamental em qualquer anamnese
obstétrica (Ministério da Saude, 2012). A nuliparidade ou a multiparidade podem estar
associadas a diversas intercorréncias gestacionais e podem ser, inclusive,
consideradas fatores de risco para varias doencas da gravidez (Goldman-Wohl et al,
2019). O fato de gestacBes de multiparas tenderem a apresentar melhor progndstico
evolutivo do que gestacdes de primiparas é conhecimento médico antigo confirmado
por diversos estudos (Bell, 2010; Hinkle et al, 2014; Eskenazi et al, 1991; Prefumo et
al, 2006).

A primiparidade estda associada a menor peso ao nascer, maior risco de
natimortalidade, maior chance de desenvolver pré-eclampsia, trabalho de parto mais
prolongado e menor sucesso na lactacao (Goldman-Wohl et al, 2019). Por sua vez, a
multiparidade se relaciona mais obviamente com o acretismo placentario, placenta
prévia ou baixa e macrossomia fetal (Ministério da Saude, 2012).

Diferengcas entre primiparas e multiparas foram estudadas em diversos
ambitos, desde epidemioldgico até a base histoldégica e molecular envolvida na
interface materno placentaria, a qual poderia justificar o desenvolvimento de doencas
(Brosens et al, 2011; Prefumo et al, 2006; Goldman-Wohl et al, 2019). Teorias
elaboradas também consideram a memodria epigenética deixada pela primeira

gravidez como possivel causa de uma melhor placentagdo em gestacdes
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subsequentes e estendem esse mecanismo hipotético para a lactacao e o trabalho de
parto (Goldman-Wohl et al, 2019).

Foi demostrado anteriormente que o organismo materno uma vez modelado
por uma primeira gestagéo ndo retorna ao seu estado histologico de origem, verificado
nas nuliparas (Khong et al, 2003; Prefumo et al, 2006). A arquitetura estrutural das
artérias espiraladas multiparas é diferente das nuliparas em sua proporcéo de tecido
elastico e muscular, além do que garante uma placentacdo mais rapida e mais eficaz,
em resposta a maiores niveis de fatores angiogénicos, que pode ser visualizada ao
ultrassom numa andlise comparativa entre pacientes do primeiro trimestre gestacional
(Khong et al, 2003; Ballering et al, 2018; Goldman-Wohl et al, 2019).

A hipotese do estabelecimento mais eficiente da rede placentaria em idade
gestacional mais precoce nas multiparas poderia explicar o maior indice de falha na
inducdo médica do aborto terapéutico nessas pacientes por métodos farmacoldgicos
exigindo, muitas vezes, abordagem cirlrgica com aspiracdo manual intrauterina
(AMIU) ou curetagem convencional (Bartley et al, 2000; Haimov-Kochman et al, 2007,
Odeh et al, 2010; Goldman-Wohl et al, 2019).

Além disso, tal explicacdo também poderia esclarecer bem o desenvolvimento
de pré-eclampsia fundamentado em uma placentacédo superficial, sem completar a
segunda onda de invasao placentaria e o remodelamento adequado das arteriolas
espiraladas (Goldman-Wohl et al, 2019; Labarrere et al, 2017; Pijnenborg et al, 2012).
Isso levaria ao estreitamento da vasculatura arterial materna que irriga o leito
placentario, provocando perfusédo insuficiente e estresse oxidativo com dano tecidual,
disfuncdo endotelial, resposta inflamatéria e o desencadeamento da sindrome
hipertensiva gestacional (Goldman-Wohl et al, 2019; Jauniaux et al, 2006; Burton et
al, 2018. Redman et al, 1999).

A primiparidade como fator de risco para pré-eclampsia foi reconhecida ainda
no século 17 por Francois Mauriceau (Kiple, 2003; Goldman-Wohl et al, 2019).
Contudo, apenas recentemente tém se descoberto os mecanismos pelos quais se
torna possivel o “aprendizado” materno, partindo de uma gestacdo anterior para
embasar resultados melhores em gestacdes futuras (Goldman-Wohl et al 2019).
Dentre os avancos que impulsionam o conhecimento cientifico atual destaca-se o
papel da epigenética (Portela et al, 2010; Goldman-Wohl et al 2019). Esta é que
garante que seja possivel que cada célula do corpo apresente 0 mesmo DNA apesar

de adquirirem formas, tamanhos e func¢des diferentes de acordo com o 6rgédo de que
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fazem parte (Goldman-Wohl et al 2019). Assim, assume-se que, por processos de
metilacdo do DNA, mudanca nas histonas e expressédo de RNA néo codificantes, cada
célula expresse um diferente conjunto de caracteristicas codificadas pelo mesmo
material genético, permitindo, porém, mudangas de acordo com o estilo de vida
individual (Morgan et al, 2005; Delcuve et al, 2009; Goldman-Wohl et al, 2019).

De maneira semelhante, na interface materno placentaria, as células natural
killer da decidua (dNKs) de mulheres multiparas expressaram maior quantidade de
receptores e secretaram mais citocinas, quimiocinas, fatores angiogénicos e fatores
de crescimento do que as dNKs das primiparas (Goldman-Wohl et al, 2019). Esse fato
mostrou pela primeira vez que mesmo sendo parte do sistema imune inato, existe
capacidade de modulacdo da resposta imunolégica das dNKs por meio da memaria
epigenética adquirida entre gestacdes (Sun et al, 2009; Rolle et al, 2013; Goldman-
Wohl et al, 2019). Outros estudos mostraram a importancia das dNKs na remodelacéo
vascular endometrial, ampliando o limen das artérias espiraladas com ajuda do
interferon-y (Ashkar et al, 2001; Ratsep et al, 2015; Renauld et al, 2016). Interpreta-
se, portanto, que a pré-eclampsia poderia ser menos comum em multiparas por conta
de modulacdes epigenéticas que favoreceriam o estabelecimento placentario e
tornariam a rede vascular mais eficiente, com menor propenséo ao desenvolvimento
da pré-eclampsia, dentre outras complicacdes gestacionais (Goldman-Wohl et al,
2019; Ratsep et al, 2015; Renaud et al, 2016).

2.4 Biomarcadores

Ao longo dos anos, a ciéncia tem explorado diversas entidades como
biomarcadores na tentativa da predicdo de doencas (Gomes et al, 2018; Ray et al,
2010; Hayes, 2015). Isso significa que caracteristicas biolégicas tdo distintas quanto
estruturais, histoldgicas, anatémicas e fisioldgicas foram exploradas a fim de se tornar
indicadores da chance de ocorréncia de doencas, da gravidade das mesmas e seu
consequente prognaostico e/ou de medir a resposta a um tratamento (Amorim, 2003;
Roche Farmacéutica Quimica, Ltda, 2020). Assim, podem ser considerados
biomarcadores: dosagens de inimeras substancias séricas, urinarias ou em outras
secrecOes; medidas ultrassonograficas; atipias encontradas em analises de laminas

de citologia e alteracdes estruturais observadas em tecidos histolégicos (Yu et al,



29

2011; Heng et al, 2015; Barbosa et al, 2020; Rolim, 2021; Roche Farmacéutica
Quimica, Ltda, 2020).

Quanto maior a facilidade na obtencdo de amostras, menor o custo de seu
processamento, menos invasivo o método utilizado para consegui-lo e maior a
acuracia do biomarcador em indicar ou afastar um diagndstico, mais relevante ele é
considerado, uma vez que se torna uma ferramenta Util para ajudar na tomada de
decisdes clinicas mais rapidas e/ou eficazes no cuidado com o paciente (Roche
Farmacéutica Quimica Ltda, 2020; Ray et al, 2010). Dessa maneira, marcadores
laboratoriais processados a partir de sangue e urina (ou outros fluidos corporais)
adquirem especial valor, sendo os mais pesquisados biomarcadores meédicos, tanto
para testes de triagem como para testes confirmatorios (Roche Farmacéutica
Quimica, Ltda, 2020; Gomes et al, 2018; Cartwright et al, 2009).

Como exemplo chave de marcador de doenca menciona-se o0 antigeno
prostatico especifico (PSA), o qual possui algumas caracteristicas de biomarcador
ideal: facilidade de obtencdo de amostra, sendo processado em sangue periférico;
baixo custo para a andlise laboratorial com rapidez nos resultados e se tratar de
método diagndstico que também se presta para acompanhamento de resposta
terapéutica (Ortega, 2019; Pérez-lbave et al, 2018).

Da mesma forma como em algumas areas do conhecimento médico temos
biomarcadores muito evidentes de alguma alteracdo fisiol6gica, como na urologia
identificamos o PSA, valoriza-se o conhecimento de biomarcadores em todas as
outras areas médicas. No caso da obstetricia, diversos biomarcadores ja foram ou
estdo sendo pesquisados para as doencas gestacionais e predicdo dos seus
desfechos, tanto maternos como neonatais (Gomes et al, 2018).

Alguns dos biomarcadores ja bem estabelecidos na obstetricia envolvem
medidas ultrassonograficas do colo uterino materno e da transluscéncia nucal fetal,
por exemplo (Nicolaides et al, 2013; Kaplan et al, 2018). Ambos sao realizados por
meétodos de imagem nao invasivos e seguros para o binbmio méae e filho, porém o
custo desses exames se torna um limitador de acesso para muitas gestantes durante
o pré-natal no Brasil.

Devido ao comportamento observado da ativina A em diferentes condi¢cdes
gestacionais previamente abordadas, tais como o CIUR, a PE, o DMG, a gestacao
ectopica e os abortamentos de repeticdo, ela se torna um potencial biomarcador de

resultados gestacionais (Adu-Gyamfi et al, 2019; Bloise et al, 2019; Wijayarathna et
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al, 2016). Sua monitorizacdo mais simples, por ser possivel em amostras de sangue
materno, a torna uma candidata explorada em muitos estudos cientificos das ultimas
décadas (Lim et al, 2015; Prakash et al, 2005; Florio et al, 2003; Muttukrishna et al,
2000).

2.4.1 Ativina A e biomarcadores laboratoriais de desfechos gestacionais

Inimeras possibilidades de biomarcadores ja foram investigadas por sua
associacdo com doencas gestacionais, dentre eles podemos citar o fator de
crescimento placentario (PIGF), fator endotelial vascular de crescimento A (VEGF-A),
a familia do fator de crescimento transformador B (TGF-B), a subunidade [ da
gonadotrofina coridbnica humana (B-hCG), a proteina A do plasma associada a
gravidez (PAPPA), o lactogénio placentario humano (hPL), o estriol salivar, o
horménio liberador de corticotropina (CRH) e a fibronectina fetal (Hayes-Ryan et al,
2018; Smith et al, 2009; Ramsey et al, 2003; Cartwright et al, 2009; Gomes et al, 2018).
Grande parte desses biomarcadores foram avaliados em sua concentracdo sérica
e/ou urinaria para diagnosticar ou prever o desenvolvimento de complicacdes, como
a pré-eclampsia e o CIUR (Adu-Gyamfi et al, 2020; Bloise et al, 2019). Outras
amostras incluiram swabs vaginais e secrecdo salivar em analises laboratoriais
(Ramsey et al, 2003).

A ativina A (integrante da familia TGF-@3) foi validada como biomarcador sérico
para pré-eclampsia em muitos estudos independentes (Muttukrishna et al, 2000;
Wijayarathna et al, 2016; Bloise et al, 2019). Apesar de ndo se mostrar Uutil na
atualidade clinica como biomarcador isolado, pesquisas conduzidas no sentido de
testar a associacdo da ativina A com o doppler de artérias uterinas se apresentaram
promissoras para a predicdo precoce da doenca (Gomes et al, 2018; Yu et al, 2011;
Florio et al, 2003; Spencer et al, 2008). Além disso, a ativina A como biomarcador
sérico de gestacdo ectdpica, bem como sua associacdo a outros possiveis
marcadores, tais como progesterona, VEGF e inibina A, também ja foi avaliada,
inclusive com o desenvolvimento de um algoritmo para auxiliar o diagnostico da
complicagéo (Boise et al, 2019; Rausch et al, 2011; Florio et al, 2007). Ainda
intercorréncias gestacionais como o CIUR e o abortamento de repeticdo apresentam

alteracdes na ativina A, conforme mencionado em se¢ao anterior, o que pode marcar
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essa molécula como biomarcador de interesse clinico e cientifico (Adu-Gyamfi et al,
2020; Prakash et al, 2005).

Além disso, algumas moléculas foram avaliadas quanto a sua dosagem urinaria
em associacdo com complicagbes da gestagcdo como, por exemplo, o PIGF
(Lecarpentier et al, 2019; Zen et al, 2020). A dosagem urinaria € ainda mais
interessante do ponto de vista de biomarcador pois se trata de uma amostra obtida de
maneira ndo invasiva, mantendo a facilidade de processamento laboratorial e o baixo
custo para sua analise (Srougi, 2018; Ortega et al, 2019). Nota-se, porém, uma
escassez de pesquisas envolvendo avaliagbes dos niveis urinarios da ativina A na

gravidez.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O objetivo central do estudo elaborado foi realizar uma analise da ativina A
como biomarcador sérico e urinario em primigestas e multigestas de diferentes fases

gestacionais.

3.2 Especificos

Como objetivos especificos do projeto pode-se elencar:

- Avaliar a existéncia de correlacdo entre a dosagem urinaria de ativina A em
comparacao com a dosagem sérica de ativina A nas gestantes.

- Interpretar os niveis de ativina A ao longo da gestacao a partir de dosagem de
suas concentragdes nos trés trimestres gestacionais.

- Investigar o comportamento da ativina A na avaliacdo de gestantes de acordo

com seu histérico gestacional, considerando-se primigestas ou multigestas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo de estudo

O estudo realizado foi elaborado no modelo transversal prospectivo.

4.2 Etica

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo de inscricdo ETIC 459/07.
Todos os participantes foram esclarecidos sobre o estudo e assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido antes de sua inclusao na pesquisa. O referido termo

se encontra disponivel no Anexo |I.

4.3 Participantes

Critérios de inclusdo consideraram gestacdo em evolucdo de pacientes que
estivessem sendo acompanhadas no pré-natal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), compreendendo atendimentos de
risco habitual e alto risco. Critérios de exclusdo envolveram situacfes e/ou condicbes
que pudessem alterar os niveis de ativina A em decorréncia de mecanismos nao
relacionados ao que se desejou pesquisar no estudo, portanto: trabalho de parto,
rotura prematura de membranas ovulares, gestacao multipla e doenca renal cronica.

Os dados clinicos foram obtidos prospectivamente por meio de entrevista
presencial com as participantes e transcricdo dos dados clinicos e laboratoriais do

cartdo da gestante (Figura 1).
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Figura 1 - Caderneta da Gestante: modelo de cartdo da gestante de onde se transcreveram

informacdes referentes a dados clinicos e laboratoriais das participantes do estudo.
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4.4 Coleta das amostras

Foram incluidos 43 pares de amostras de soro e urina de 25 pacientes
gestantes de idades gestacionais variadas no intervalo de 45 a 268 dias. Dessas
mulheres, 15 forneceram amostras para avaliacdo em uma Unica oportunidade e
outras 10 pacientes colheram material para analise em mais de uma ocasido. As
amostras de sangue e urina foram coletadas ambulatorialmente, entre 8 e 10 horas
da manhd, sem preparacédo prévia das pacientes como jejum ou orientacdo de coleta
da primeira micg&o do dia. O sangue foi coletado em tubo sem anticoagulante, deixado
coagular a temperatura ambiente e transportado até o laboratério em caixa térmica
resfriada. Na sequéncia, os tubos de sangue e urina foram centrifugados por 10
minutos a 3000 rpm (1200 x g) e os sobrenadantes foram aliquotados em tubos
criogénicos, que foram armazenados - 80°C até o processamento e analise do

material. A tabela 1 sumariza os dados referentes as amostras disponiveis.

4.5 Andlise de ativina A

A ativina A foi avaliada utilizando-se ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica
(ELISA) de fase sdélida em sanduiche usando kit comercial (EHACTIVINA, Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA). Nesse teste, um anticorpo conhecido é
fixado a uma superficie em quantidade planejada para a captura de um substrato
antigénico que se deseja medir em meio liquido, uma amostra (sérica ou urinaria, por
exemplo). Apds adicdo da amostra a placa de ELISA, com estabelecimento da ligacdo
antigeno-anticorpo, lava-se o frasco para remover o excesso de antigeno nao
capturado. Na sequéncia, novos anticorpos especificos sdo adicionados, também
reagindo com o antigeno que fica, entdo, preso em meio a dois anticorpos, de onde
vem a denominacao “sanduiche” para esse tipo de reagdo. Nova etapa envolve a
soma de anticorpos secundarios ligados a enzimas, 0s quais se fixam ao anticorpo de
deteccdo da fase imediatamente anterior. Procede-se com nova lavagem da placa e

remocao de conjugados enzimaticos nao fixados.
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Caracteristicas clinicas das participantes do estudo
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No. | Idade Historico Desfecho Comorbidades pré- Amostras de sangue

(anos) | obstétrico | gestacional existentes ou e urina (dias de
intercorréncias gestacéo)

1 21 GO PVE a termo Nenhuma 49, 80, 182, 224
18 GO Cesariana pré- DM 105

2 termo

3 24 GO (O8] DM 105, 153, 181, 202

4 18 GO (0N Nenhuma 112

5 20 GO PVE a termo Nenhuma 112

6 18 GO Cesariana a termo Apresentacao pélvica | 142

7 18 GO PVE pré-termo Nenhuma 145, 187

8 28 GO PVE a termo Nenhuma 194

9 23 GO PVE a termo Nenhuma 201

10 35 G1PO PVE a termo TV periférica 55, 111

11 33 G1P1 0os Nenhuma 109

12 22 G1P1 PVE a termo DM 129

13 25 G1P1 0s Nenhuma 150

14 29 G1P1 PVE a termo Nenhuma 219

15 35 G2P2 PVE a termo Nenhuma 45

16 22 G2P1 PVE a termo Nenhuma 72

17 29 G2P2 PVE a termo Nenhuma 94
32 G2P1 Cesariana pré- DM, pré-eclampsia 104, 161

18 termo
30 G2P2 Cesariana pré- Pré-eclampsia 109

19 termo

20 25 G2P0 Cesariana a termo DM 133, 154, 210, 259

21 28 G2P2 PVE a termo RN PIG 153, 254, 258

22 23 G3P1 (0N DM 68

23 32 G3P1 (O] Nenhuma 116, 165, 229
27 G3P3 Cesariana pré- DM, anemia 117, 145

24 termo

25 34 G4P3 PVE a termo Nenhuma 130, 264

PVE: parto vaginal espontaneo; DM: diabetes mellitus; TV: trombose venosa; PS: perda de

seguimento; RN PIG: recém-nascido pequeno para a idade gestacional.
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Por fim, acrescenta-se produto quimico a composi¢cdo, o qual reage com a
enzima do anticorpo secundario liberando sinal em forma de cor, fluorescéncia ou
eletroquimica. A presenca e a quantidade do antigeno que se pretende examinar é,
assim, medida na placa teste por espectofotometro de placas no comprimento de onda
de 450nm (Word Health Organization, 2004; Florio et al, 2010; Reis et al, 2012; Borges
et al, 2015).

Neste estudo, a sensibilidade do ensaio foi de 15 pg/mL e o intervalo linear de
20 a 5.000 pg/mL. O coeficiente de variancia intra-ensaio foi inferior a 10%. A
especificidade do ensaio foi demonstrada pelo fabricante por meio da auséncia de
reatividade cruzada com outras citocinas.

Segundo as instru¢des do fabricante, as amostras de soro foram pré diluidas 2
vezes no diluente de ensaio, enquanto os sobrenadantes de urina ndo foram pré
diluidos. Os niveis de ativina A na urina foram corrigidos para as concentracdes de
creatinina urinaria, as quais foram aferidas por ensaio enzimatico automatizado
(VITROS® CREA Slides, numero de catalogo 680-2584, Ortho-Clinical Diagnostics,
Johnson & Johnson, High Wycombe, UK) de acordo com as orienta¢des do fabricante.
Assim sendo, expressou-se em pg/mg de creatinina a dosagem de ativina A na

amostra urinaria.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram transformados em logaritimo na base 10 para se ajustarem a
uma distribuicdo normal e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de
t Student n&o pareado. Utilizou-se o coeficiente de correlagcéo de postos de Spearman
para calcular as correlacdes lineares. Com base em estudos prévios (D’Antona et al,
2000; Diesch et al, 2006), calculamos que o tamanho da amostra efetivamente
estudada confere poder estatistico de 80% para identificar diferencas nos niveis de
ativina A sérica ou urinaria = 1.000 pg/mL entre os grupos, com nivel de confianca de
95%.
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5. RESULTADOS

No total, foram avaliadas 43 amostras de 25 pacientes gestantes, sendo 9
primigestas e 16 multigestas (Tabela 1). No que se refere as caracteristicas dos
grupos analisados, péde-se observar, como € de se esperar, idade materna mais
avancada no grupo de multigestas em comparacdo com o grupo de primigestas,
variando de 21 + 1,2 anos nas primigestas para 29 + 1,1 anos na multigestas (p =
0,0002). Contudo, os grupos foram semelhantes quando se buscou avaliar o indice
de massa corporal (IMC) pré gestacional das pacientes. Nesse aspecto, foi
identificado IMC de 22 + 1,2 Kg/m2 nas primigestas e de 24 + 1,1 Kg/m2 nas
multigestas (p = 0,217). Apenas uma paciente, do grupo das multigestas, informou
tabagismo como habito de vida na anamnese médica direcionada.

Em relacéo aos resultados, observou-se que de uma maneira geral a ativina A
sérica se correlacionou positivamente com a idade gestacional (r = 0,398; p = 0,010),
apesar de que esse efeito foi mais claramente observado na andlise das multiparas
que das primiparas (Figura 2). Enquanto a ativina A sérica nas multigestas apresentou
elevacao de acordo com o trimestre gestacional (p = 0,025); em niveis crescentes de
acordo com a progressdo da gravidez, sendo sua concentracdo 583 + 408 pg/mL no
primeiro, 1040 £+ 384 pg/mL no segundo e 2676 + 840 pg/mL no terceiro trimestres;
ndo houve alteracéo significativa dos niveis séricos de ativina A nas primigestas ao
longo da gestacao (Figura 3). Ainda considerando os niveis séricos de ativina A na
gestacdo de multigestas e primigestas, foi identificada concentracdo de 2676 + 840
pg/mL no terceiro trimestre gestacional das multigestas em comparacdo com 793 +

227 ng/mL no terceiro trimestre gestacional das primigestas (p = 0,034; Figura 3).
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Figura 2 — Ativina A sérica vs. idade gestacional: o grafico A demonstra a correlagé@o positiva entre os
niveis de ativina A sérica e a idade gestacional. O gréfico B evidencia o0 aumento mais expressivo dos

niveis de ativina A sérica de acordo com a idade gestacional nas multiparas do que nas primiparas
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Figura 3 - Ativina A sérica em primigestas e multigestas vs. trimestre gestacional: o nivel sérico de
ativina A elevou-se consideravelmente de acordo com a progressao gestacional. Tal fato néo foi
observado nas primigestas. *p<0,05 vs. primigestas. #p<0,05 em relacdo ao primeiro trimestre. Dados

informados em média + desvio padréo.
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Ao analisar-se a concentracdo de ativina A no soro e na urina de pacientes
gestantes, foi possivel concluir-se pela inexisténcia de correlacdo entre niveis dessa
substancia nas amostras avaliadas (r = 0,149, p = 0,359; Figura 4), ou seja, a
concentracdo sérica de ativina A ndo se apresentou proporcional aos niveis de
excrecao urinaria da mesma substancia. Além disso, ndo houve associacdo nem dos
niveis séricos nem urinarios de ativina A quando analisados em relacdo a idade

materna (r = 0,06 no soro e r = 0,04 na urina).
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Figura 4 - Ativina A sérica e sua excre¢ao urinaria: ndo se observou correlagcdo entre os

niveis séricos e urinarios de ativina A.

Considerando apenas os valores urinarios de ativina A, também né&o
observamos relacdo com a idade gestacional (r = 0,240, p = 0,125; Figura 5). As
concentracfes de ativina A na urina foram aferidas de 0,75 a 26 pg/mg de creatinina
nas amostras examinadas e nenhuma associacao valida foi encontrada em termos de
variacdo da concentracdo de ativina A urinaria entre os dois grupos (multigestas e
primigestas) ou em qualquer fase gestacional das mulheres de ambos os grupos;
identificamos p = 0,623 no primeiro trimestre gestacional, p = 0,737 no segundo e p =

0,953 no terceiro trimestre (Figura 6).
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6. DISCUSSAO

Os resultados encontrados neste estudo corroboram evidéncias anteriores de
que a ativina A sérica materna aumenta progressivamente durante a gestacao e atinge
niveis maximos préoximo ao termo (D’Antona et al, 2000; O’Connor et al, 1999). De
forma geral, também encontramos significancia estatistica na correlacao positiva entre
os niveis de ativina A e a idade gestacional. Nenhum estudo prévio, porém, havia
examinado separadamente a evolugcdo dos niveis de ativina A de acordo com o
passado obstétrico da mulher, avaliando suas concentracfes nas diferentes fases
gestacionais e as associando com a paridade da paciente. Nesse sentido, esta analise
identificou, de maneira inédita, o0 aumento progressivo da ativina A de acordo com a
progressdo da gravidez evidente em multigestas, sendo, contudo, inexistente nas
primigestas.

Hormonios que possuem origem placentaria predominante tendem a aumentar
sua concentracao sérica acompanhando o crescimento placentario, apresentando
pico no terceiro trimestre gestacional. Nesse caso, surge a necessidade de se
estabelecer valores de referéncia da normalidade para cada trimestre, més ou semana
da gravidez, a fim de que possamos interpretar os resultados da avaliacdo dos niveis
hormonais em relacdo aos parametros correspondentes de idade gestacional (Lai et
al, 2013; Li et al, 2016; Spencer, Cowans e Nicolaides, 2008).

Outra observacgéo importante envolve considerar a paridade gestacional. Em
geral, os parametros que estabelecem valores de normalidade ndo consideram esta
guestdo, porém os resultados deste estudo levantam esse ponto para adequacao
caso a hip6tese de que niveis séricos de ativina A sdo relativamente estaveis na
primeira gestacéo se confirme por pesquisas e avaliagbes mais representativas, com
amostras maiores. Esse fato nos leva a considerar utilizar valores de referéncia
diferentes para ativina A, e possivelmente outros horménios placentarios, a depender
nao so da fase gestacional, mas também da paridade da paciente.

Os mecanismos pelos quais primigestas e multigestas apresentam
particularidades na concentragéo sérica de ativina A ainda necessitam investigagoes,
porém podem estar relacionados a participacdo da resposta imune decidual
(Godiman-Wohl et al, 2019). Esse mecanismo € coerente com vias inflamatdrias que
convergem para a secregdo de ativina A pela placenta e membranas fetais

(Rosenberg et al, 2012). Como exemplo, apresenta-se a interleucina (IL) - 18 que
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estimula a secrecédo in vitro de ativina A em cultura de citotrofoblastos humanos
isolados do tecido viloso coriénico de placentas do primeiro trimestre gestacional
(Bearfield et al, 2005). Também foi verificada producédo in vitro de ativina A pelo
aminiocorion humano em resposta ao estimulo inflamatoério de lipopolissacarideos
bacterianos (Rosenberg et al, 2012). Aléem disso, niveis baixos maternos de ativina A
sérica foram associados com aumento do risco de recaida em mulheres com
esclerose multipla, uma doenca autoimune (Cuello et al, 2020).

Esta pesquisa foi elaborada considerando a importancia de se obter um
marcador de desfecho gestacional acessivel, propondo-se a estudar o comportamento
da ativina A de acordo com a paridade gestacional e procurando-se estabelecer a
potencial participagdo da ativina A nos mecanismos adaptativos, possivelmente
associados a memaria imunoldgica, do desenvolvimento placentério. Nesse sentido,
avaliou-se a concentracao urinaria de ativina A materna, com o intuito de correlaciona-
la a dosagem sérica dessa substancia, haja vista que a urina tem especial valor como
amostra devido a sua facilidade e seguranca na obtencgéo por coleta ndo invasiva para
processamento laboratorial.

Observou-se, porém, que a excrecdo urinaria de ativina A nédo reflete as
concentracfes séricas desse hormoénio, pelo menos ndo quando comparadas
amostras unicas de soro e urina apds coleta numa mesma oportunidade. Embora a
excrecdo urinaria de ativina A possa resultar em parte da producdo local dessa
substancia no rim (Tuuri et al, 1994), seu interesse clinico em mulheres gravidas nao
€ avaliar a funcdo renal, mas sim a secrecdo placentaria de ativina A na circulacéo
materna, filtrada pelos rins. Sendo assim, nossa hipétese foi descartada no sentido de
se considerar as amostras urinarias como fontes para a dosagem adequada do
biomarcador avaliado. Portanto, € improvavel que ensaios urinarios venham substituir
a ativina A sérica na avaliacdo da unidade feto-placentaria, seja no diagndstico
diferencial de abortos espontaneos de primeiro trimestre (Refaat e Bahathiqg, 2020)
seja em complicacdes gestacionais desenvolvidas ao longo do segundo e terceiro
trimestres (Hao et al, 2020).

Quanto as limitacdes desse estudo, ressalta-se que o tamanho amostral foi
calculado para comparar os dois principais grupos, mas nao apresentou poder
estatistico suficiente para analise de subgrupos estratificados por risco materno ou
obstétrico. Apesar de alguns participantes terem contribuido com amostras em

momentos diversos da gestacéo, devido a perdas de seguimento de pacientes, esse
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namero ndo permitiu uma analise pareada dos niveis de ativina A ha mesma mulher
em diferentes idades gestacionais. Além disso, essa pesquisa foi realizada em um
anico centro de medicina perinatal e os participantes incluidos ndo podem, portanto,
representar fielmente outros grupos demogréficos.

Em contrapartida, a metodologia envolvida na elaboracéo deste estudo garante
seus pontos fortes. Cita-se aqui seu desenho prospectivo e a determinacéo precisa
da idade gestacional durante o acompanhamento pré-natal, bem como a criteriosa
coleta de dados sobre as condi¢des de salude da gestante e a coleta simultanea de

amostras de sangue e urina para analise laboratorial.
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7. CONCLUSOES

Como conclusao do estudo realizado, tem-se que 0s niveis de ativina A sérica
aumentaram no terceiro trimestre apenas em multigestas, cujos niveis tornaram-se
mais altos do que aqueles encontrados em primigestas de mesma fase gestacional.
A dosagem urinaria de ativina A ndo se correlacionou com os niveis séricos de ativina
A e n&o variou nem entre primigestas e multigestas nem entre trimestres gestacionais.
Tais dados sugerem que a ativina A sérica pode variar menos durante a primeira
gestacdo, enquanto a ativina A urinaria provavelmente ndo substituira os niveis

sistémicos desse hormonio como biomarcador de desfechos gestacionais.
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9. ANEXOS

9.1ANEXO 1 -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
MARCADOFRES ENDOCEINGS DA GEST-’LI!;AD DE ALTO FISCO:
ESTUDO PEOSPECTIVO
Prezada Senhora,
Gostariames de comvida-la a participar de um esrude cisntifico sobre noves exames ds sangus & d= urina
que. esperamos, possam idenfificar com antecedéncia as gestagdes com maior risco de mascimento

Premarnre 8o pre-eclampsia.

I _DETALHES S0OBEE A PESQUISA
Serdo colhidas amostras de samgue e urna das gestamfes me dia da consulta de pre-patal com idade
gestacional d= 12, 16, 20, 24, 28, 32, 34, 38 & 40 semanas Durante o mabalho de parto & apds o pario
mmbem serdo obtidas amosmas de sen sangue. Wo momento do pamo sera coletada amosma do Liguido
ammidtice. Apos o nascimento do sen fillo @ o corte do corddo umbilical, colstaremes tambem sangae da
parte do cordio que permamece lizada a placenta.  Alem dessas amostras serde retirados tambem
pequenns fragpmentos (pedages) da placenta, membranas e cordde umbilical.
I SIGILO DOS DADOS

Todos os s=as dades serdo confidenciais. sua identidade mao s=ra revelada publicamente em hipofese
alzuma e somente o pesguisadores envelvidos neste projeto terdo acesso a essas informagtes, que serdo
nfilizadas somenie para fins de pesguiza.

II. BEWEFICIOS DA PESQUISA
Este estude trara informagdes que poderdo beneficiar muitas pmalheres no fufuro. O conhecimento de
alzumas alteragdes hormonais asseciadas a complicagdes da gravider podera ajudar no desenvolvimento
de novo: metoedos para prever e mamr eszas complicagtes.

. FRISCOS
A coleta de amostras de sanpue periférico (10 ml volume equivalents a duas celherss de sopa) pods
Al pequeno desconforto no lecal da colsta e, evenmalmente, wma peguena mancha (hematoma) gue
desaparece matmalments. O sangue serd colhido em materal inteframents estéril e descartawvel, que ndo
ofersce risco para a sua saude.
A coleta do lquido amnictice ne momento do parto n3o apresenta riscos e sera feifa por meio de
aspiragdo com seringa estaril.
() sanmae gue vai ser coletade do cordio umbilical apos o parto tambem nde acaTera riscos pois seTa feity
no segmento que fica lizade a placentn
s fragmentes retirades da placenfa, membranas e corddo umbilical ;30 peguencs ¢ ndo prejudicam o
exame anatomo-patologics da placenta.

V. BRESSARCIMENMTO DAS DESPESAS
Mio esta prevista qualquer forma de remuneragdo para as veluntarias, nem ressarcimento de despesas.
Enfretanto, as despesas especificas relacionadas com o estudo s3o de responsabilidads dos pesquizadores.

V. DEMATS ESCLARECIMENTOS
Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualguer duvida que possa surgir durants a pesguiza. Voce
poderd recusar-s2 a ]Jaru.upar deste esmdo a'ou ahmd.um—lu 3 qualguer momento, sem precisar se
justificar. A aceitacie ou nde da participaio nests estado nde influsnciard po seu mAtAmEnte.

VI TERMO DE CONSENTIMENTO
Eu. volmtariamente, concords
me submeter 3 exames de SRR & WMDA e 3 Ceder pegUeDas AmOsdas de ]Jlil.l:EI:I.Tﬂ. 2 AO0Exos para
pﬁqulsa oo Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Geraiz. Estou cienfe do exposto
acima e ainda de que esta pesquisa pde Tam gualgquer prejuize a minha sande.

Belo Homzomee, ... de B

Aszinatora da velmtaria
Telefones para contata:
3408-021] - Profa. Fegina A L. P. Agumiar
3400-0254 - Prof. Femando M. Feis
3409- 4392 — Comité de Etica em Pesquisa - UFMG (Av. Antdnie Carlos §6.270 - Unidade
Adminismativa IT - 1° andar — sala 2003
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9.2ANEXO 2 — Aprovacido do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
(COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)

UF/\/\G Universidade Federal de Minas Gerais

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n?. ETIC 549/07

Interessado(a): Profa. Regina Amélia Lopes Pessoa Aguiar
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 18 de dezembro de 2007, apds atendidas as solicitacdes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Marcadores endocrinos da
gestacao de alto risco: estudo prospectivo" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

rofa. Maria Teresa ;Vlarques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep31270-901 — BH-MG
Telefone/Fax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@prpq.ufmg.br



