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RESUMO

Introdugao: a pré-eclampsia (PE) € uma sindrome obstétrica relevante, que
ocasiona alta morbidade materna e fetal, sendo considerada a principal causa de
mortalidade perinatal, prematuridade e restricdo de crescimento intrauterino,
principalmente em paises em desenvolvimento. A lesdo endotelial € atualmente
considerada ponto central e inquestionavel na fisiopatologia desta doenga, e vem
sendo estudada no Centro de Medicina Fetal da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Diversos marcadores de lesdo endotelial ja foram estudados e
correlacionados com a ocorréncia da PE. Atualmente, a maioria dos estudos sobre
predicdo de PE utiliza métodos biofisicos e bioquimicos. Objetivos: O presente
estudo objetiva comparar os marcadores bioquimicos de lesdo endotelial PLGF e
sFlt-1 e o marcador biofisico Dilatagdo Fluxo Mediada (FMD) da artéria braquial nas
gestacdes normais e nas gestagdes complicadas com pré-eclampsia, assim como
verificar se existe uma correlagdo entre estes marcadores. Pacientes e Métodos:
realizou-se estudo transversal no qual foram avaliadas 80 gestantes atendidas na
Maternidade do Hospital das Clinicas da UFMG, sendo 52 delas com diagndstico de
pré-eclampsia (NHBPEPWG, 2000) e 28 normotensas. As pacientes foram
submetidas a estudo ultrassonografico para o calculo da FMD da artéria braquial,
conforme a técnica descrita por Anderson e Mark (1989), modificada. Seguiu-se a
coleta de amostras sanguineas para determinagdo dos niveis plasmaticos do PLGF
e sFlt-1 (método de ELISA). A idade gestacional do grupo variou entre 20 e 41
semanas de gestacdo. Resultados: observou-se redugao significativa da FMD (p
0,000) e aumento significativo da concentragcao de sFlt-1 (p 0,001) e da razao sFlt-
1/PLGF (p 0,041) nas pacientes com pré-eclampsia em relagdo ao grupo de
pacientes normotensas; entretanto, nao houve diferenga entre a concentracao de
PLGF nos dois grupos (p 0,274). Nao foi encontrada correlagdo entre nenhum dos
marcadores estudados. Conclusdo: embora os marcadores biofisico FMD da artéria
braquial e bioquimico sFIt-1 n&o se correlacionem entre si, possuem comportamento
estatisticamente distinto entre o grupo de gestantes normotensas e com pré-
eclampsia.

Palavras-chave: Pré-eclampsia. Les&o endotelial. Dilatagdo Fluxo-Mediada. PLGF.
sFlt-1.



ABSTRACT

Introduction: preeclampsia (PE) is a relevant obstetric disease, which causes high
maternal and fetal morbidity, and has been considered the main cause of perinatal
mortality, prematurity and intra uterine growth restriction, especially in developing
countries. The endothelial lesion is currently considered the central point and
unquestionable in the pathophisiology of this disease, and is being studied in the fetal
medicine center of the Federal University of Minas Gerais (UFMG). Several markers
of endothelial damage have been found and correlated with the occurrence of
preeclampsia. Currently, most studies on the prediction of preeclampsia are using
biochemical and biophysical methods. Objectives: This study aims to compare the
biochemical markers of endothelial lesion PLGF and sFlt-1 and the biophysical
marker FMD (flow mediated dilatation) of brachial artery in normal pregnancies and in
pregnancies complicated with preeclampsia as well as whether there is a correlation
between these markers. Patients and Methods: this is a cross-sectional study that
evaluated 80 pregnant women at the maternity of the University Hospital from Minas
Gerais, 52 of them with diagnosis of preeclampsia (NHBPEPWG, 2000) and 28
normotensive. The patients underwent ultrasound studies for the calculation of the
flow mediated dilatation according to the technique described by Anderson and Mark
(1989), as adapted. This was followed by collection of blood samples to determine
the plasmatic of PLGF and sFit-1 (ELISA assay). The gestational age of the group
ranged between 20 and 41 weeks of gestation. Results: there was a significant
reduction of FMD (p 0,000) and significant increase of the concentration of sFlt-1(p
0,001) and the sFlt-1/PLGF index (p 0,041) in patients with preeclampsia compared
to normotensive group; however, there was no difference between the concentration
of PLGF in both groups (p 0,274). No correlation was found between any of the
markers studied.

Conclusion: although the biophysical marker FMD and the biochemical marker sFlt-
1 not correlate with each other, they have statistically different behavior between the
patients with preeclampsia and normotensive pregnant women.

Keywords: Preeclampsia. Endothelial injury. Flow Mediated Dilatation. PLGF.
sFlt-1
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1 — INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) representa um grave problema obstétrico,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde os indices de mortalidade
materna sdo alarmantes. No Brasil, entre as causas diretas de mortalidade materna,
a pré eclampsia/eclampsia representou a primeira causa de mortalidade materna em
2007 (BRASIL, 2007).

Constitui-se em uma doenca multissistémica e multifatorial, conhecida pela
humanidade ha varios séculos. A existéncia de convulsbées em uma mulher gravida
foi referida em escritos antigos do Egito e China milhares de anos antes de Cristo.
Hipocrates, no século IV aC, faz referéncia a gravidade das crises durante a
gestacdo. Celsus, no século | dC, observou a associagao entre convulsées e morte
fetal. Mauriceau Francgois (1673-1709) foi o primeiro a diferenciar a eclampsia de

crises epiléticas, considerando-a condigao prépria da gravidez (MALVINO, 2008).

Muito se tem investido em estudos sobre a doenga nos ultimos séculos, e
muitos avangos foram obtidos no conhecimento desta patologia. No entanto, apesar
do crescimento no conhecimento da fisiopatologia da PE, sua etiologia permanece
obscura. Até hoje a pré-eclampsia continua sendo a “doenca das teorias”. A doenca
€ heterogénea e a patogénese pode diferir entre mulheres com fatores de risco
variados. Muitos fatores etioldgicos (genéticos, nutricionais, imunoldgicos e
infecciosos) e vias fisiopatologicas (placentacdo anormal, stress oxidativo e
disfuncéo endotelial) tém sido propostos como hipéteses causais da pré-eclampsia.
(MEADS et al., 2008; SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005; ROBERTS; CATOV,
2008)

As pesquisas sobre pré-eclampsia tém sido extensivas durante a ultima
década, mas nenhum resultado acrescentou muito no que diz respeito a predi¢do ou
a prevencdo da doenca. O principal impedimento no desenvolvimento de tais
métodos é exatamente a pequena compreensao a respeito dos varios mecanismos
patolégicos que levam ao quadro de pré-eclampsia. (SIBAI;, DEKKER;
KUPFERMINC, 2005).
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Uma das linhas de pesquisa do Programa de Pds-Graduagdo em Saude da
Mulher da Faculdade de Medicina da UFMG enfoca exatamente os aspectos
hemodindmicos, genéticos e bioquimicos da pré-eclampsia. Varios estudos de
relevancia tém sido desenvolvidos no Centro de Medicina Fetal do Hospital das
Clinicas (CEMEF-HC/UFMG)no intuito de desvendar os varios mistérios que ainda

circundam essa doenca.

Apds alguns anos afastada da Faculdade de Medicina da UFMG, onde me
formei, senti reavivada a vontade de exercer a atividade docente. Logo de inicio me
interessei por essa linha de pesquisa, que trata dessa antiga e intrigante doenga

conhecida como pré-eclampsia.

Este estudo aborda trés marcadores de lesdo endotelial, atualmente
considerada foco principal na fisiopatologia da PE. Dois deles, marcadores
bioquimicos, hoje disponiveis apenas ao nivel de pesquisa: o PLGF e o sFlt-1. Um
destes, marcador biofisico de lesdo endotelial, a dilatacdo fluxo mediada da artéria

braquial, exame nao invasivo de relativo baixo custo.

A dosagem de marcadores de lesao endotelial, por meio do ensaio de ELISA,
foi realizada pela primeira vez no laboratério do CEMEFE-HC-UFMG, em funcéao
deste estudo. O pioneirismo das dosagens no nosso laboratério abriu caminho a
realizacdo de outros estudos com marcadores de lesdo endotelial no servigo. Estédo
em andamento mais uma dissertacdo de mestrado e duas novas teses de
doutorado, envolvendo esses marcadores, além de um estudo longitudinal sobre o

assunto.

Muitos desafios permanecem no que diz respeito a predicdo, prevencao e
conducao da PE. Estudos futuros deverdo expandir nossos conhecimentos sobre
esses e outros biomarcadores, capazes de predizer precocemente 0 aparecimento
de PE, principalmente a forma grave, com o objetivo maior de reduzir a prevaléncia

dessa doencga, que é associada ao prognéstico gestacional adverso.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Introdugao

A pré-eclampsia (PE) € uma enfermidade multissistémica, de causa
desconhecida, especifica da espécie humana. E um problema obstétrico relevante,
que ocasiona alta morbidade e mortalidade materna e fetal, principalmente em
paises em desenvolvimento. Tem sido considerada a principal causa de mortalidade
perinatal, prematuridade e restricdo de crescimento intra-uterino (SIBAI; DEKKER,;
KUPFERMINC, 2005; CABRAL et al., 2009).

Mais de meio milhdo de mulheres morrem a cada ano por causas
relacionadas a gestagdo, e 99% destas mortes ocorrem nos paises em
desenvolvimento. Estima-se que 10-25% das mortes maternas nos paises em
desenvolvimento estejam associadas com PE e eclampsia. No Reino Unido e nos
Estados Unidos da América (EUA), 15% das mortes diretamente relacionadas a
gestacao estao associadas a PE (MEADS et al., 2008).

Os indices de mortalidade materna nos paises em desenvolvimento sao
alarmantes. Em 2003, a razdo de mortalidade materna no Brasil, obtida a partir de
obitos declarados, foi de 51,7 6bitos maternos por 100.000 nascidos vivos. Além
disso, a razao de mortalidade materna corrigida foi de 72,4 por 100.000 nascidos
vivos, correspondendo a 1.572 6bitos maternos. Entre as causas diretas, a doenga
hipertensiva especifica da gestacado (E/PE) representou a primeira causa de o6bito

entre todas as categorias de raca/cor consideradas (BRASIL, 2007).

Existem menos informagdes relacionadas a morbidade para o bindmio
mae/bebé, mas, aparentemente, esta se apresenta muito alta. Por exemplo, a PE é
responsavel por 1/5 das internagdes antenatais, 2/3 dos encaminhamentos para
unidades de hospital-dia, e 1/4 das admissées em unidades de terapia intensiva. A
morbidade psicoldgica que se segue a uma gestacao dificil ou morte perinatal € bem
documentada, embora existam poucas informagdes para a PE especificamente
(MEADS et al., 2008; CLEMENT, 1998).
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A prevencgado da PE revolucionaria o acompanhamento pré-natal e salvaria
muitas vidas de maes e fetos, principalmente em paises subdesenvolvidos, nos
quais suas consequéncias sao devastadoras. Entretanto, é dificil desenvolver
estratégias racionais para a prevengao, uma vez que sua causa nao é totalmente
conhecida. As estratégias de prevencdo da PE se mostram desapontadoras,
provavelmente, devido ao fato das intervencdes propostas serem focadas no inicio
do aparecimento dos sintomas, enquanto os fendmenos de comprometimento
vascular ja se instalaram bem antes. A prevengdo primaria, ou seja, aquela que
protege contra a doenga, s6 se concretizara com a descoberta definitiva de sua
etiologia. Enquanto ndo for atingido esse estagio, € necessario procurar
exaustivamente recursos terapéuticos que atuem em fases precoces da
fisiopatologia da doenga, promovendo a profilaxia secundaria, prevenindo o
desenvolvimento de formas graves da doenga. Novas pesquisas devem se
concentrar na descoberta de farmacos capazes de proteger e recuperar o endotélio
lesado (KAUFMANN; BLACK; HUPPERTZ, 2003; MEADS et al., 2008; CABRAL et
al., 2009).

Durante a ultima década, varios estudos randomizados relataram o uso de
varios métodos para reduzir os indices e a gravidade da PE. Resumidamente,
existem alguns ensaios sobre restricdo de proteinas e sal; suplementacao de calcio,
magnésio, zinco, vitaminas C, E e 6leo de peixe; uso de diuréticos e outras drogas
anti-hipertensivas; além de heparina na prevencdo de PE em mulheres com fatores
de risco. Os resultados desses estudos n&o mostraram beneficios. Entretanto,
algumas pesquisas observacionais sugerem que a heparina reduz a recorréncia da
PE em mulheres com trombofilias. (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005;
FAYYAD; HARRINGTON, 2005; SIBAI, 1998; KUPFERMINC et al., 2001; DEKKER;
SIBAI, 2001; KNIGHT et al., 2007).

Na reviséao feita pela Cochrane, em 2007, sobre a seguranga e eficacia do uso
de drogas antiplaquetarias (principalmente a aspirina) na preveng¢ao da PE incluiu 51
estudos (n=36500). Os revisores concluiram que as drogas antiplaquetarias,
principalmente baixas doses de aspirina, apesar de seguras, possuem beneficios
pequenos a moderados quando usadas na prevencao de PE. Contudo, necessita-se
de mais informagdes para avaliar quais mulheres seriam mais beneficiadas, qual a

melhor época da gestagéo para se iniciar o tratamento e qual a dose a ser utilizada
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(SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005; KNIGHT et al, 2007; FAYYAD;
HARRINGTON, 2005).

Tendo em vista os estudos realizados sobre a PE, verifica-se que o melhor
tratamento ainda € assisténcia pré-natal adequada, diagndstico precoce, controle
apropriado e parto em tempo habil, evitando as complicagdes mais graves (SIBAI,
DEKKER; KUPFERMINC, 2005; SIBAI, 2003; BROWN, M. et al, 2000;
NHBPEPWG, 2000).

2.2 — Conceito

Os critérios diagnosticos da pré-eclampsia e seus subtipos ndo eram bem
definidos, variando entre os paises e ao longo do tempo, durante os ultimos 20 anos.
Em 2000, os critérios foram refinados, desenvolvendo-se certo consenso entre as
definicbes recomendadas pelos grupos de estudo internacionais sobre pré-
eclampsia (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).

As defini¢gdes utilizadas seguem a classificagdo das doencgas hipertensivas na
gestacdo, como recomendado pela descricdo do National High Blood Pressure
Education Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy
(NHBPEPWG, 2000).

Existem 4 categorias principais de doencas hipertensivas na gestacao:

1. Pré-eclampsia: A pré-eclampsia € definida como hipertensdo e
proteinuria detectadas pela primeira vez na segunda metade da gestagcao
(apds 20 semanas de gestagao). A proteinuria e a pressao arterial devem

voltar ao normal até 12 semanas apos o parto.

2. Hipertensao gestacional: Definida como hipertensdo detectada pela
primeira vez na segunda metade da gestagcdo (apo6s 20 semanas de
gestacdo) na auséncia de proteinuria. Geralmente, ha melhora até trés
meses apos o parto. A hipertensdo gestacional que néo se reverte neste

periodo deve ser reclassificada como hipertensao arterial cronica.
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3. Hipertensao arterial crénica: Apresenta-se anterior ao periodo da

gestacdo ou é detectada antes de 20 semanas de gestagao.

4. Pré-eclampsia superposta a hipertensdao crénica: Mulheres com
hipertensdo crénica podem desenvolver pré-eclampsia que é
diagnosticada quando ocorre piora da hipertensdo ou da proteinuria, ou
aparecimento de sinais e sintomas da pré-eclampsia apés 20 semanas
de gestacao (NHBPEPWG, 2000, MEADS et al., 2008).

A proteinuria durante a gestacao é definida como excregcdo de 300mg ou mais
de proteina em amostra de urina colhida por 24 horas. Quando a proteinuria de 24
horas nao esta disponivel, definimos proteindria como =+1 na proteindria de fita
(dipstick), em pelo menos duas amostras colhidas com intervalos de pelo menos 4 a
6 horas (MEADS et al., 2008; NHBPEPWG, 2000).

Na auséncia de proteinuria, a pré-eclampsia deve ser considerada quando a
hipertenséo € associada com sintomas cerebrais persistentes, dor epigastrica ou dor
no quadrante superior do abdome acompanhada de nauseas e vOmitos,
plaguetopenia e alteragcées de enzimas hepaticas (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC,
2005).

A eclampsia é definida como o principio de convulsbes em mulheres com
hipertensao gestacional ou pré-eclampsia (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).

2.3 —Incidéncia

Apesar dos avancos alcangados no cuidado pré-natal, a frequéncia da pré-
eclampsia nao mudou, variando entre 2% a 7% em mulheres nuliparas saudaveis.
Nessas mulheres, a doenga geralmente é leve e as manifestagdes clinicas
aparecem proximas ao termo. Em contraste, a freqliéncia e gravidade da doenca
sdo consideravelmente maiores em mulheres com gestacdo multipla, hipertensas
cronicas, mulheres com histéria pregressa de pré-eclampsia, diabetes pré-

gestacional e trombofilias pré-existentes. Cerca de 15-25% das mulheres com
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hipertenso gestacional evoluem para PE (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005;
MEADS et al., 2008).
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2.4 - Classificagao

A pré-eclampsia é classificada como leve ou grave, uma vez que diversos
autores desacreditam na existéncia de pré-eclampsia na forma moderada. A pré-
eclampsia leve se refere a doenga que preenche critérios para o diagnéstico de pré-
eclampsia, mas nao apresenta sinais de comprometimento materno ou fetal. O
diagnostico de pré-eclampsia grave requer a evidéncia de pelo menos um critério de
gravidade. A diferenciagao entre pré-eclampsia leve e grave é importante, pois essa
definicdo norteara a conduta a ser tomada (NORWITZ; FUNAI, 2008).

A pré-eclampsia é considerada grave quando a PA é = 160 x 110 em duas
ocasides com intervalos de 4 horas entre as medidas, ou a proteindria € maior que
5g/24hs em uma unica dosagem, ou maior que 2g/24hs em duas dosagens
diferentes. A PE também é considerada grave quando ocorre envolvimento de
multiplos 6rgaos, como edema pulmonar, hiperreflexia, convulsdes, oliguria (<
500ml/24hs), plaquetopenia (< 100000/uL), aumento dos niveis de creatinina,
alteracdes de enzimas hepaticas com dor epigastrica persistente, dor no quadrante
superior do abdome e sintomas graves do SNC (alteracdo de estado mental,
cefaléia, borramento visual ou cegueira). O desenvolvimento de oligohidramnio e
CIUR também aponta o desenvolvimento de PE grave (SIBAI;, DEKKER;
KUPFERMINC, 2005; PURWOSUNU et al., 2008; ACOG, 2002; MEADS et al.,
2008).

A PE grave pode causar problemas no figado, cérebro e rins. Complicagdes
raras, mas, particularmente sérias, sdo a eclampsia, a sindrome HELLP (hemdlise,
aumento de enzimas hepaticas e plaquetopenia) e a coagulagédo intravascular
disseminada. Essas complicagdes graves estdo associadas com aumento do risco
de morte materna. Como a placenta também esta envolvida na PE, ocorre aumento
do risco também para o feto. O risco mais comum €& o crescimento inadequado pelo
suprimento sanguineo insuficiente através da placenta lesada, além de problemas
como prematuridade (MEADS et al., 2008).
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QUADRO 1 — Critérios diagndsticos da pré eclampsia forma grave

CRITERIOS

DEFINICAO

Sintomas

Sintomas de alteragdo do SNC

Escotomas, borramento visual, alteragdo do estado
mental e/ou cefaléia intensa

Sintomas de distensdo ou ruptura da capsulaDor em regido epigastrica e em hipocdndrio direito

hepatica

Sinais

Critério por PA

Eclampsia

Edema pulmonar ou cianose

AVC

Cegueira cortical

CIUR

PA sistolica = 160 mmHg e/ou PA diastdlica = 110
mmHg em 2 medidas com intervalo de pelo menos 6
horas entre elas

Convulsbes generalizadas e/ou coma no curso da
PE sem outras causas neuroldgicas

Acumulo excessivo de liquido nos pulmdes

Perda aguda de fungdo cerebral (alteragdo do
estado mental, coma, sinais neuroldgicos focais)

Perda total ou parcial da visdo por dano na regiao
visual do cortex occipital

Peso fetal estimado < percentii 5 para a idade
gestacional ou < percenti 10 para a idade
gestacional com evidéncias de comprometimento
fetal (oligohidramnio, alteragdo do Doppler de artéria
umbilical)

Achados Laboratoriais

Proteinuria

Oliguria ou faléncia renal

Sindrome HELLP

Lesdo hepatocelular

Trombocitopenia

Coagulopatia

>5g/24hs ou 3+ em 2 amostras de urina colhidas
com pelo menos 4hs de intervalo

Volume urinario <500mL/24hs e/ou creatinina sérica
>1,2mg/dL

Evidéncia de hemdlise (Bb >1,2mg/dL, LDH
>600U/L), aumento de enzimas hepaticas e
plaquetopenia

Niveis séricos de transaminases = 2x o normal
<100000 plaguetas/mm?

TP aumentado, contagem de plaquetas
<100000/mm?, e fibrinogénio baixo (<300mg/dl)

Fonte: NORWITZ; FUNAI, 2008, p. 210.
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Além da diviséo classica da doenga entre leve e grave, os estudos mais
recentes sugerem uma nova classificagdo baseada na época do inicio das
manifestacdes clinicas. Esses estudos propdéem a classificacdo da doenca em
precoce, para pacientes que apresentam inicio da sintomatologia antes de 34
semanas de gestacdo; e tardia, para as pacientes cujos sintomas iniciam-se apos 34
semanas de gestacdo. Os pesquisadores que conduziram essas pesquisas
acreditam que essas duas formas de apresentagao possuem etapas fisiopatoldgicas
tdo diversas levando a propor que, porventura, se constituam em entidades distintas
(BRANDAO et al, 2010; HUPPERTZ, 2008; VON DADELSZEN; MAGGE;
ROBERTS, 2003).

A PE precoce (abaixo de 34 semanas) associa-se principalmente a
remodelagdo placentaria incorreta, com evidéncias de lesdes isquémicas
placentarias. Desse modo, pacientes com PE precoce apresentam Doppler de
artérias uterinas alterado, sendo frequente a associacdo com crescimento intra-
uterino restrito (CIUR) e resultados materno-fetais adversos. Pacientes com idade
acima de 35 anos tém maior risco de desenvolvimento de PE precoce. Além disso, a
PE precoce e grave tem maior indice de recorréncia (BRANDAO et al., 2010; NESS;
HUBEL, 2005).

A PE tardia (acima de 34 semanas), por sua vez, estd mais associada a
fatores constitucionais maternos, como indice de massa corporal (IMC) aumentado.
O indice de resisténcia das artérias uterinas nessas pacientes geralmente & normal
ou pouco aumentado. O envolvimento fetal € menor e o resultado perinatal € mais
favoravel (BRANDAO et al., 2010).

2.5 — Etiologia e Fatores de Risco

A PE ainda é a “doenga das teorias”. Muitos fatores etiolégicos (genéticos,
nutricionais, imunoldgicos e infecciosos) e vias fisiopatoldgicas (placentagéo
anormal, estresse oxidativo e disfungdo endotelial) sdo propostos como hipoteses

causais da pré-eclampsia (MEADS et al., 2008).
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Acredita-se que a placenta exerce um papel chave no desenvolvimento da
PE, uma vez que sua ocorréncia se da somente na presenca da placenta e sua
resolucdo comeca com a remocao do tecido placentario no parto. A PE pode ocorrer
na auséncia do feto, como na doenga molar e, quando a gestacao é ectdpica, como
na gestagcao abdominal (MEADS et al., 2008; PIERING et al., 1993; KHONG et al.,
1986).

A PE tende a ser recorrente em familias, sugerindo a predisposi¢géo genética
como um fator de risco. O risco € maior para irmas e filhas de mulheres que
desenvolveram PE e eclampsia. Atualmente, alguns genes s&o investigados como
relacionados ao desenvolvimento de PE. Evidéncias recentes sugerem a presenga
de um lécus de susceptibilidade materna presente no cromossomo 2 e um no brago
longo do cromossomo 4. No entanto, parece que a PE tem um modelo de heranga
complexo, envolvendo multiplos loci de susceptibilidade a doenca, interacdo
genética comportamental, e interagdes paternas (feto) que complicam o
entendimento do modelo de heranca desta condicdao (ZHONG; TUULI; ODIBO,
2010; FAYYAD; HARRINGTON, 2005; ALEXANDER, 2007; MEADS et al., 2008;
SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005; REDMAN; SARGENT, 2005).

Fatores de risco altamente associados a PE incluem diabetes materna,
hipertensdo arterial cronica e doenga renal. Trombofilias e doengas autoimunes
possuem forte associacédo com PE grave e precoce. Fatores obstétricos associados
ao risco aumentado incluem as gestacdes gemelares, histéria de PE em gestacao
anterior, especialmente se foi grave e precoce, e as gestagcbes molares. Outros
fatores associados ao pequeno aumento do risco de PE sdo a primiparidade, idade
materna menor que 20 anos ou acima de 35 anos, histéria familiar de PE e
obesidade. A obesidade possui forte relagdo com resisténcia aumentada a insulina
que é um fator de risco para a PE (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005;
REDMAN; SARGENT, 2005; NESS; HUBEL, 2005; MEADS et al., 2008).
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2.6 — Etiopatologia

Anos atras se difundiu o conceito, introduzido pelo Oxford Group, de que a PE
seria uma doenga que se desenvolve em dois estagios. O primeiro estagio seria a
reducdo da perfusdo placentaria e o segundo estagio seria a resposta materna a
esta redugao da perfusdo. Nesse modelo, a redugao da perfuséo placentaria poderia
resultar em crescimento intra-uterino restrito (CIUR) ou parto prematuro (ou ambos),
mas a sindrome materna da PE somente ocorreria nas mulheres com fatores
constitucionais (genéticos, comportamentais, ambientais, etc.) que tornariam a
mulher susceptivel aos efeitos da redugdo de perfusdo placentaria (ROBERTS;
CATOV, 2008; NESS; HUBEL, 2005; ALEXANDER, 2007; MEADS et al., 2008).

Na gestacdo normal, com a implantacido placentaria, comegcam a ocorrer
mudangas nos vasos sanguineos para assegurar um desenvolvimento fetal
adequado. Quando a placenta normal se implanta, ela invade as artérias espiraladas
uterinas, substituindo e remodelando o endotélio em vasos de maior calibre, com
maior capacidade para conduzir o fluxo sanguineo para a placenta (MEADS et al.,
2008; KHONG et al., 1986; BROSENS; ROBERTSON; DIXON, 1972).

Ramsey e Donner (1980) descreveram que o desenvolvimento desses vasos
utero-placentarios ocorria em duas ondas. A primeira onda acontece antes de 12
semanas de gestagao e consiste na invasao e modificacdo das artérias espiraladas
entre a decidua e o miométrio. A segunda onda ocorre entre 12 e 16 semanas de
gestacdo e envolve a invasdo de segmentos intramiometriais das artérias
espiraladas. O remodelamento causado por essas duas fases de invasao
transformam os vasos uteroplacentarios, originalmente com lumens estreitos, em
vasos dilatados com alto fluxo e baixa resisténcia vascular, garantindo a perfusao da
placenta com nutrientes e sangue oxigenado (REDMAN; SARGENT, 2005; ZHONG;
TUULI; ODIBO, 2010; CUNNINGHAM et al., 2010; RAMSEY; DONNER, 1980).
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FIGURA 1 — Invasdo Trofoblastica Normal
Fonte: CUNNINGHAM et al., 2010, p. 50.

Embora os primeiros trabalhos enfatizassem o trofoblasto endovascular, o
trofoblasto intersticial tem sido investigado recentemente. Atualmente, essas células
intersticiais sdo reconhecidas como a principal porcdo do leito placentario
penetrando a decidua e o miométrio. Elas agregam as artérias espirais, e sua fungao
pode incluir a preparacdo dos vasos para a invasao do trofoblasto endovascular
(BENIRSCHKE; KAUFMANN, 2000; PIJNENBORG et al., 1983; CUNNINGHAM et
al., 2010).

O trofoblasto endovascular penetra o limen das artérias espiraladas e destroi
o endotélio vascular através de um mecanismo de apoptose, invadindo a camada
vascular média, modificando-a. Assim, o material fibrindide substitui a musculatura
lisa e o tecido conectivo da camada média dos vasos. Futuramente, as artérias
espiraladas regeneram seu endotélio. Hamilton e Boyd (1966) relataram que em
1870, Friedlander descreveu pela primeira vez mudancgas nas artérias espiraladas. A
invasao do trofoblasto endovascular pode estender varios centimetros ao longo do
lumen vascular. A invasido dos trofoblastos envolve apenas as artérias espiraladas
deciduais, nao atingindo as veias deciduais (CUNNINGHAM et al, 2010;
HAMILTON; BOYD, 1966).
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Na PE, essas adaptagdes vasculares podem ser falhas ao se estenderem
profundamente no utero, resultando em vasos com menor didmetro e alta
resisténcia, incapazes em atender o aumento da demanda por suprimento
sanguineo para a placenta (MEADS et al., 2008; KHONG et al., 1986; BROSENS;
ROBERTSON; DIXON, 1972).

O que parece ocorrer € uma invasao trofoblastica incompleta, com os vasos
deciduais tornando-se revestidos por trofoblasto endovascular, mas os vasos
miometriais ndo. As arteriolas miometriais mais profundas n&do perdem o seu
revestimento endotelial e o seu tecido musculo-elastico, sendo seu didmetro externo
médio apenas a metade do didmetro externo dos vasos de uma placenta normal
(REDMAN; SARGENT, 2005; FISHER; McMASTER; ROBERTS, 2009; MADAZLI et
al., 2000).
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FIGURA 2 — Placentagado Normal e Anémala

Fonte: REDMAN; SARGENT, 2005, p. 1593.

Nota: Placentacao Deficiente e pré-eclampsia. Placentagdo Normal (A) e placentagao inadequada (B)
com 15/16 semanas de gestagdo. A placenta esta ligada a decidua materna por vilosidades de
ancoragem. Durante a placentagédo normal, os citotrofoblastos (azul) invadem a decidua materna e as
artérias espiraladas adjacentes. Eles penetram as paredes das artérias e substituem parte do
endotélio materno (amarelo), estimulando a remodelagdo das paredes dos vasos de tal forma que a
musculatura lisa é perdida, e o vaso dilata. Na decidua, eles sao confrontados com muitas células NK
(vermelho), e alguns macréfagos (roxo). Durante a gestacdo normal, estas células do sistema imune
facilitam a invasdo profunda dos citotrofoblastos nos segmentos miometriais (A) e promovem
remodelacdo extensa das artérias espiraladas. No estagio pré-clinico da PE, a invaséo é restrita (B)
com prejuizo do remodelamento arterial.

A falha na invasao trofoblastica pode ocasionar alteragdo da atividade
secretoria do trofoblasto. O lumen anormalmente estreito das artérias espiraladas
prejudica o fluxo sanguineo. A hipdxia-reoxigenacdo pode ser responsavel pelo
aumento da secregcdo de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose
tumoral a (TNF a) e interleucina-1 B (IL-1B), e de fatores anti-angiogénicos, como o

receptor soluvel do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). Ocorrem
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também aumento da apoptose trofoblastica e liberacdo de debris placentarios que
provocam uma resposta inflamatoria sistémica como descrito por Redman e Sargent
(2008). Fisher, McMaster e Roberts (2009) forneceram, recentemente, uma revisao
dos mecanismos moleculares envolvidos nestas interagdes (ZHONG; TUULI,
ODIBO, 2010; HUNG et al., 2004; TJOA et al., 2006; CINDROVA-DAVIES et al.,
2007; REDMAN; SARGENT, 2008; FISHER; McMASTER; ROBERTS, 2009).

Esses debris trofoblasticos englobam microparticulas de membrana
sinciciotrofoblasticas, fragmentos de citoqueratina, RNA e DNA soluveis de origem
fetal, e até células do citotrofoblasto. Tais debris sao pré-inflamatoérios e estao
aumentados na PE (REDMAN; SARGENT, 2005).

2.7 — Fisiopatologia

A doencga é heterogénea e a patogénese pode diferir entre mulheres com
fatores de risco variados. A patogénese da pré-eclampsia em nuliparas pode diferir
da pré-eclampsia em mulheres com doenca vascular pré-existente, gestacao
gemelar, diabetes mellitus ou pré-eclampsia prévia. Além disso, a fisiopatologia da
doenca que se desenvolve antes de 34 semanas de gestacao pode diferir daquela
que se desenvolve no termo, durante o trabalho de parto ou no pés-parto (SIBAI;
DEKKER; KUPFERMINC, 2005; ROBERTS; CATOV, 2008).

Os marcadores fisiopatoldgicos também sao diferentes. Por exemplo, os
fatores de angiogénese sao capazes de predizer melhor a PE de inicio precoce que
a de inicio tardio (ROBERTS; CATOV, 2008; LEVINE et al., 2004).

Desde os estudos de Gant et al. (1987) sabe-se que para a gestagcdo se
processar adequadamente, deve ocorrer uma vasodilatacdo sistémica que permita
expansao plasmatica e baixa reatividade do endotélio as substancias
vasoconstritoras do SRA. Na gestante com boa adaptacao gestacional, esse estado
refratario € promovido por liberacdo macica de 6xido nitrico. Essa acao depende de
endotélio integro, ja que o oxido nitrico € produzido e armazenado exclusivamente
ali. Acredita-se que a angiotensina Il, em elevadas concentragcdes, promove lesdo

endotelial sistémica, assim como a aldosterona. Esses componentes do SRA
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quando ativados em excesso e sem os antagonistas sintetizados no proprio SRA,
promoverdo uma escalada aumentada de lesdo endotelial sistémica (rins, figado,
encéfalo, etc.) (BRANDAO et al., 2010; GANT et al. 1987; BROWN, N., 2008).

A lesdo endotelial vem sendo estudada CEMEFE-HC/UFMG e diversos
marcadores de lesdo endotelial j& foram descobertos e correlacionados com a
ocorréncia da PE. A literatura classica e estudos realizados no referido centro
confirmam a teoria da placentacdo secundaria deficiente como causa da lesao
endotelial dos vasos placentarios. Uma exacerbag¢ao do sistema renina-angiotensina
seria responsavel pelo acometimento generalizado do organismo materno. Nos
ultimos anos, no CEMEFE-HC/UFMG marcou-se essa associacdo com estudos que
revelaram elevacdo da proteina C reativa entre portadoras de PE, associando a
progressividade na elevagao deste marcador de lesdo endotelial com o agravamento
da doenca. Outro estudo, realizado também no CEMEFE-HC/UFMG, revelou
importante associagdo da PE com o fator de estimulo da angiogénese (VEGF) e
fator de crescimento placentario (PLGF) (CABRAL et al., 2009; TEIXEIRA et al.
2008).

O endotélio vascular € um complexo 6rgdo com propriedades autdcrinas,
paracrinas e enddécrinas. Uma vez considerado apenas uma barreira fisica entre a
parede vascular e o sangue, o endotélio € atualmente reconhecido como um
instrumento participante da homeostase vascular, pela sua capacidade em
influenciar o tbnus arterial, a fibrindlise, o crescimento celular e as reacgdes
inflamatdrias. O endotélio percebe e responde a varios estimulos externos e
internos, através de um complexo de receptores de membranas celulares e
mecanismos de transducdo, resultando na sintese e liberagdo de varias substancias
vasoativas, trombo regulatérias e fatores de crescimento (CORRETTI et al., 2002;
FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003).

A capacidade dos vasos sanguineos em responder a estimulos quimicos e
fisicos no lumen confere a habilidade de autorregulagcéo do tonus e o ajuste do fluxo
sanguineo e sua distribuicho em resposta a mudangas no ambiente local
(CORRETTI et al.,, 2002; FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003).

O endotélio influencia o ténus vascular através da liberacdo de substancias
vasodilatadoras como a prostaciclina e o 6xido nitrico (NO). Em 1987, o NO foi

identificado como um fator derivado do endotélio capaz de provocar vasodilatacao
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por provocar relaxamento da musculatura lisa vascular. Além disso, o NO media
varias outras fungdes endoteliais, incluindo a inibigdo da agregacao plaquetaria e a
ativacdo de neutréfilos (LYALL, 1996;MEADS et al., 2008; WANG et al., 2004,
PECHANOVA; SIMKO, 2007)

Acredita-se que o NO contribui, pelo menos em parte, para as adaptagdes
vasculares fisiolégicas da gestacdo normal. A liberagdo de oxido nitrico pelo
endotélio parece ser o principal responsavel para a diminuicdo da resisténcia
vascular sistémica observada durante a gravidez. Além disso, tem sido proposto que
a diminuicdo da liberagdo de NO ou sua maior inativagdo estd relacionada a
disfungédo endotelial caracteristica da PE. Assim, a disponibilidade reduzida do NO
pode desempenhar um papel importante na fisiopatologia da PE (MEADS et al.,
2008; SIERRA-LAGUADO; GARCIA; LOPEZ-JARAMILLO, 2006; TAKATA;
NAKATSUKA; KUDO, 2002; COCKELL; POSTON, 1997; SLADEK; MAGNESS;
CONRAD, 1997).

A reducao do NO pode ser causada por:
1) diminuigao da expressao da eNOS(NO sintetase);

2) substratos insuficientes (L-arginina) para a sintese de eNOS ou a presenca

de antagonistas (dimetilarginina assimétrica);
3) ativacao prejudicada da eNOS e
4) aumento no indice de degradagédo de NO (FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003).

Um desequilibrio nos fatores angiogénicos e antiangiogénicos circulantes
derivados da placenta estd emergindo como um mecanismo proeminente na
mediagao da disfungao endotelial e no aparecimento dos sinais e sintomas da PE. A
condicdo esta associada com producdo reduzida de proteinas pré-angiogénicas
como o PLGF (fator de crescimento placentario), e o VEGF (fator de crescimento
vascular), além de aumento de fatores antiangiogénicos como o sFlt-1 (BAUMWELL;
KARUMANCHI, 2007; AKOLEKAR et al. 2008; TAYLOR et al., 2003; MASUYAMA et
al., 2006; CRISPI et al., 2006; CRISPI et al., 2008; OHKUCHI et al., 2007; TEIXEIRA
et al., 2008; KRAUSS; PAUER; AUGUSTIN, 2004; EREZ et al., 2008; THADHAN et
al., 2004).
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Numa gestagdo saudavel, uma interacdo apropriada entre o trofoblasto
endovascular e os leucécitos da decidua, especialmente as células natural-killer,
resultam em liberagao substancial de VEGF e PLGF. Altas concentragbes de VEGF
livre sdo importantes para manter o estado quiescente endotelial numa situagao de
stress inflamatdrio tipico da gestacao (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).

As proteinas pro-angiogénicas VEGF (fator de crescimento vascular) e PLGF
(fator de crescimento placentario) estdo envolvidas na regulacdo do
desenvolvimento vascular placentario e fungcao endotelial materna durante a
gestacdo. Cada uma delas exerce um efeito potencialmente favoravel no endotélio,
incluindo a promocao de secre¢ao de oxido nitrico por bloqueio do receptor Flt1.
Varios estudos tém demonstrado que durante a fase clinica da doenca a
concentracao materna de PLGF esta reduzida. Esses niveis reduzidos de PLGF
precedem o aparecimento clinico da doencga e s&o evidentes no segundo e primeiro
trimestres de gestagédo (SAVVIDOU et al., 2008; MAYNARD et al., 2003; KENDALL;
WANG; THOMAS, 1996; SHIBUYA, 2001; KENDALL; THOMAS, 1993; BAUMWELL;
KARUMANCHI, 2007; AKOLEKAR et al, 2008; 2008; TAYLOR et al., 2003;
MASUYAMA et al., 2006; CRISPI et al., 2006; CRISPI et al., 2008; OHKUCHI et al.,
2007; TEIXEIRA et al., 2008; KRAUSS; PAUER; AUGUSTIN, 2004; EREZ et al.,
2008; THADHANI et al., 2004).

O receptor FlIt1 também existe na sua forma soluvel (sFlt1). O sFIt1 é um
potente antagonista do VEGF e do PLGF porque ele se liga a eles, impedindo sua
ligacao a outros receptores. O sFlt-1 &, portanto, um fator antiangiogénico. Niveis
elevados de sFlt-1 e niveis baixos de PLGF tém sido detectados na fase clinica da
PE, 5 semanas antes do diagnéstico clinico da PE (SAVVIDOU et al., 2008;
MAYNARD et al., 2003; KENDALL; WANG; THOMAS, 1996; SHIBUYA, 2001;
KENDALL; THOMAS, 1993).

A disfuncédo endotelial resulta numa série de alteragbes associadas com o
estreitamento dos vasos e aumento na tendéncia a formagdo de coagulos. Essas
alteragdes incluem a produgéao reduzida de vasodilatadores e anticoagulantes (como
a prostaciclina e o NO), aumento na produgdo de vasoconstritores e agregantes
plaguetarios (como o tromboxano A2 e endotelina), aumento na responsividade do
endotélio aos vasopressores angiotensina |l (ANG Il) e uma elevagao das proteinas

da cascata de coagulagao (como o fator de Von Willebrand). A ANG Il aumenta o
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tbnus vascular, resultando em aumento da resisténcia vascular periférica e
hipertensdo que séo caracteristicas da PE. Além da vasoconstricdo generalizada e
da ativagéo plaquetaria e do sistema de coagulagéo, estas alteragcbes promovem a
saida de fluido para o intersticio, causando edema e redug¢do do volume sanguineo
circulante. Ocorre, entao, fluxo sanguineo inadequado para varios 6rgaos maternos,
especialmente para os rins, figado e cérebro. A vasoconstrigdo associada com a
formacgao de microcoagulos, a redugao do volume sanguineo circulante e o aumento
da permeabilidade vascular resultam nas manifestag¢des clinicas da PE (hipertensao,
edema e proteinuria). O aumento da permeabilidade endotelial pode estar associado
com a diminuigdo da expressao da oxido-nitrico sintetase. O efeito protetor da éxido-
nitrico sintetase (e-NOs) nas células endoteliais ja € bem conhecido (MEADS et al.,
2008; PURWOSUNU et al., 2008; SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005; SHAH,
2005).

A produgédo inadequada de prostaciclina e de éxido nitrico fornecem uma
explicacdo plausivel para a ativacido plaquetaria que ocorre no interior das artérias
espiraladas. O aumento da propor¢ao tromboxano A2/prostaciclina pode reduzir o
fluxo sanguineo uteroplacentario levando a trombose das artérias espiraladas e
infartos placentarios (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).

Os 6rgaos que expressam componentes do sistema renina-angiotensina-
aldosterona parecem estar mais frequentemente comprometidos na PE. Com a ma
adaptacao vascular e com o aumento da sensibilidade vascular a ANG Il e a
norepinefrina, com a reducao da biodisponibilidade de NO e com o excesso de sFlt-
1, a vasoconstri¢gao renal pode ocorrer progressivamente resultando em deterioragao
da funcdo renal. Na PE, a disfungcdo endotelial nos rins é evidenciada pela

proteinuria e pela evidéncia morfologica de endoteliose glomerular (SHAH, 2005).

A PE é caracterizada por resposta vascular anormal a placentacéo, associada
ao aumento de resisténcia vascular sistémica, agregagao plaquetaria, ativacao do
sistema de coagulacdo e disfungdo endotelial (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC,
2005).
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FIGURA 3 — Diagrama de Desenvolvimento da Pré-Eclampsia
Fonte: REDMAN; SARGENT, 2005, p. 1593 (adaptagdo nossa).

2.8 - Predigao

O rastreamento de mulheres com risco para PE é importante na assisténcia
pré-natal. Uma vez que a mulher foi identificada como alto risco para
desenvolvimento de PE, ela pode ser alvo de vigilancia antenatal intensiva e
intervengdes profilaticas. A maioria das estratégias de acesso ao risco para
desenvolver PE é baseada na histéria clinica (MEADS et al., 2008).

As pesquisas sobre PE tém sido extensivas durante a ultima década, mas

nenhum resultado acrescentou muito no que diz respeito a predi¢gao ou a prevencao
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da doenca. O principal impedimento no desenvolvimento de tais métodos é a
pequena compreensao a respeito dos varios mecanismos patolégicos que levam ao
quadro de PE, assim como dos critérios inconsistentes usados para defini-la (SIBAI,
DEKKER; KUPFERMINC, 2005). Atualmente, a maioria dos estudos sobre predigao
de PE utiliza métodos biofisicos e bioquimicos (AKOLEKAR et al., 2008; YU et al.,
2005; ESPINOZA et al., 2007; STEPAN et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que a predicdo da PE pode ser alcangada por
estudo Doppler das artérias uterinas no segundo trimestre da gestacado. Isso pode
ser melhorado combinando os achados ao Doppler com a concentragao sérica de
PLGF materna, além das concentracbes séricas maternas de fatores
antiangiogénicos como o sFlt-1 (AKOLEKAR et al., 2008; YU et al., 2005;
ESPINOZA et al., 2007; STEPAN et al., 2007).

Recentemente também foi demonstrado a existéncia de correlagao entre a
presenca de incisura bilateral das artérias uterinas e os valores de dilatagao fluxo
mediada (FMD) da artéria braquial em gestantes que desenvolveram PE antes de 34
semanas de gestagdo. Essa constatagdo corrobora o papel desse exame como
capaz de identificar pacientes em risco de desenvolverem PE (BRANDAO et al.,
2011b; BRODSZKI et al., 2008).

A dilatagao fluxo mediada da artéria braquial € um exame de grande valor
para a propedéutica e acompanhamento da fungcédo endotelial na PE. Apesar das
dificuldades técnicas e da falta de padronizagdo ainda existentes, ndo ha motivo
para que este método n&o seja bem aceito na pratica clinica. Varios estudos relatam
que, quando aplicada a técnica correta e quando realizado por examinador treinado,
a FMD possui boa reprodutibilidade (BRANDAO et al, 2011a; RAITAKARI;
CELERMAJER, 2000; SORENSEN et al., 1995).

E interessante ressaltar que os valores diminuidos de FMD da artéria braquial
nao se relacionam diretamente com marcadores bioquimicos de insuficiéncia
placentaria, como o endoglin soluvel (sEng), antiangiogénico, ou o fator de
crescimento placentario (PLGF), angiogénico (SAVVIDOU et al., 2008).
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2.8.1 — Métodos biofisicos

Takata, Nakatsuka e Kudo (2002) demonstraram que o Doppler das artérias
uterinas, o Doppler das artérias oftalmicas e a vasodilatacdo fluxo mediada da
artéria braquial (FMD) variam entre as mulheres com PE. (TAKATA; NAKATSUKA,;
KUDO, 2002)

2.8.1.1 — Doppler das artérias uterinas

O processo fisiolégico da invasdo trofoblastica pode ser demonstrado pela
avaliacao dopplervelocimétrica, que mostra uma queda na impedancia do fluxo nas
artérias uterinas entre 6 e 24 semanas, mantendo-se constante apds esse periodo.
Pacientes que desenvolvem PE apresentam indice de pulsatilidade (IP) das artérias
uterinas aumentado no primeiro e segundo trimestres. (BRANDAO et al., 2010;
MEADS et al., 2008; PLASENCIA et al., 2008)

O estudo Doppler de artérias uterinas para screening de PE é melhor para
detectar PE grave do que PE leve, em qualquer fase da gestagdo. indices de
resisténcia aumentados no primeiro trimestre sao particularmente efetivos em
identificar PE de inicio precoce, em relagdo a PE de inicio tardio. Plasencia et al.
(2008) avaliaram o IP das artérias uterinas em 3107 pacientes e demonstraram que:
77% das pacientes que desenvolveram PE precoce e 27% das pacientes que
desenvolveram PE tardia apresentaram o IP das artérias uterinas acima do percentil
90, entre 11 e 13 semanas de gestagcdo. Os autores realizaram uma nova avaliagao
dopplervelocimétrica das artérias uterinas entre 21 e 24 semanas nessas pacientes
e observaram que ocorreu persisténcia dos valores do IP das artérias uterinas acima
do percentil 90 em 94% dos casos de PE precoce, em 37% dos casos de PE tardia e
em 37% dos casos que nao desenvolveram PE (ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010;
PILALIS et al., 2007; CRISPI et al., 2008; BRANDAO et al., 2010; PLASENCIA et al.,
2008; AKOLEKAR et al., 2008)
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A presencga de incisura proto-diastélica nas artérias uterinas apés 26 semanas
de gestagao correlaciona-se com o desenvolvimento de PE e de CIUR (BRANDAO
et al., 2010; MEADS et al., 2008).

2.8.1.2 — Doppler das artérias oftalmicas

O estudo Doppler das artérias oftalmicas € uma ferramenta util no
acompanhamento da PE. HATA, HATA e MORITAKE (1997) demonstram que a PE
estava associada com diminuicdo significativa da resisténcia vascular nas artérias
oftalmicas (TAKATA; NAKATSUKA; KUDO, 2002; HATA, T.; HATA, K.; MORITAKE,
1997).

Em um estudo realizado no Hospital das Clinicas da UFMG (HC/UFMG), o
indice de resisténcia das artérias oftalmicas foi o preditor mais relevante da
sindrome da encefalopatia reversivel da PE. Com base na curva ROC obtida neste
estudo, a probabilidade de ocorréncia da encefalopatia reversivel da PE é
progressivamente maior com valores progressivamente menores do indice de
resisténcia das artérias oftalmicas. indices de resisténcia das artérias oftalmicas <
0,56 foram associados com risco 12,6 vezes maior de desenvolvimento de
encefalopatia transitéria da PE (BARBOSA et al., 2010).

2.8.1.3 - Dilatacao fluxo mediada (FMD) da artéria braquial

Existem evidéncias sugerindo que a disfungdo endotelial esta envolvida em
varias patologias da gestacdo, como na PE. A fungado endotelial também & um
importante fator na patogénese da aterosclerose, hipertensédo e faléncia cardiaca
(SAVVIDOU et al., 2000; ROBERTS; REDMAN, 1993; McCARTHY et al., 1993;
MEREDITH et al., 1996; JOANNIDES et al., 1995; TAKATA; NAKATSUKA; KUDO,
2002).

A capacidade dos vasos sanguineos em responder a estimulos quimicos e

fisicos no lumen confere a habilidade de autorregulacéo do tonus e o ajuste do fluxo
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sanguineo e sua distribuicdo em resposta a mudangas no ambiente local. Varios
vasos sanguineos respondem com vasodilatagdo quando ocorre um aumento do
fluxo sanguineo ou, mais precisamente, um estresse. O principal mediador desta
vasodilatagdo é o NO endotelial. Uma importante consequéncia funcional da
disfuncéo endotelial € a incapacidade em liberar 6xido nitrico (SAVVIDOU et al.,
2000; ROBERTS; REDMAN, 1993; McCARTHY et al., 1993; MEREDITH et al., 1996;
JOANNIDES et al., 1995; CORRETTI et al., 2002; FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003).

Um dos métodos nédo invasivos usados para analisar a fungao endotelial é a
avaliagao do fluxo sanguineo através da ultrassonografia. A dilatagéo fluxo mediada
(FMD) da artéria braquial consiste em uma técnica simples, n&o invasiva e capaz de
mensurar a resposta vascular através da variagdo do didmetro basal da artéria e
apos um periodo de oclusdo vascular, conseguida por meio da insuflagdo de um
esfigmomandmetro. Observa-se que pacientes com alteracdo endotelial apresentam
resposta de vasodilatagdo reduzida e, em alguns casos, até mesmo vasoconstrigao
pode ser observada. Um aumento do valor da FMD da artéria braquial representa
funcao endotelial preservada, enquanto um valor diminuido da FMD representa
disfuncéo endotelial (CUNHA FILHO et al.,, 2010; FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003;
MOENS et al., 2005; SAVVIDOU et al, 2000; ROBERTS; REDMAN, 1993;
McCARTHY et al., 1993; MEREDITH et al., 1996; JOANNIDES et al., 1995;
CORRETTI et al., 2002; FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003).

A dilatagao fluxo mediada da artéria braquial foi descrita pela primeira vez em
humanos por Anderson e Mark (1989). A técnica de execucdo do exame foi
desenvolvida ao longo da década de 1990, sendo um teste bem estabelecido de
avaliagao da fungdo endotelial, altamente dependente da capacidade das células
endoteliais em liberar NO. Esse exame é muito usado também por cardiologistas
para determinar lesdo endotelial das artérias coronarias (CABRAL et al., 2009;
SIERRA-LAGUADO; GARCIA; LOPEZ-JARAMILLO, 2006; TAKATA; NAKATSUKA,;
KUDO, 2002; ANDERSON; MARK, 1989).

A vasodilatagcdo fluxo mediada é uma funcdo endotélio dependente. O
estimulo induz o endotélio a liberar o6xido nitrico (NO), resultando numa
vasodilatacdo que pode ser visualizada e quantificada como um indice de fungao
vasomotora. Observa-se que, no endotélio lesado, a quantidade de NO liberada nao

€ capaz de provocar a vasodilatagcdo, promovendo aumento do lumen vascular em
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propor¢do menor do que o esperado (CORRETTI et al., 2002; SORENSEN et al.,
1995; BRANDAO et al, 2011b; PECHANOVA; SIMKO, 2007; TAKATA;
NAKATSUKA; KUDO, 2002).

Estudos comprovam que a gestacao, por si so, eleva os valores da FMD em
gestantes sem intercorréncias clinicas, se comparadas a nado gestantes saudaveis
da mesma idade. Esse aumento se da apdés 10 semanas de gestacao,
principalmente, a partir do segundo trimestre. Existem controvérsias na literatura se
esses valores permanecem aumentando ou se diminuem no terceiro trimestre, mas
de qualquer forma, ainda se mantém maiores que os valores de ndo gestantes
(SIERRA-LAGUADO; GARCIA; LOPEZ-JARAMILLO, 2006; SAVVIDOU et al., 2000;
TAKATA; NAKATSUKA; KUDO, 2002).

Savvidou et al. (2003) demonstraram que os valores de FMD se alteram
previamente ao aumento dos niveis pressoricos em pacientes que desenvolvem PE.
Uma vez que a lesao endotelial sistémica é o fator responsavel pela hipertensao na
fisiologia da doencga, era provavel que um acompanhamento longitudinal dos niveis
de FMD pudesse servir como um preditor de PE como ja foi demonstrado em alguns
estudos (BRANDAO et al., 2011b; SAVVIDOU et al., 2003).

Desde 1992, quando Celermajer et al desenvolveram a técnica, a FMD tem
sido considerada um método seguro, de relativo baixo custo e nado invasivo de
afericdo da funcdo endotelial vascular. No entanto, apesar do seu uso difundido,
existem limitacOes técnicas e interpretativas. Num esforco em padronizar a medida
entre os pesquisadores, Correti et al publicaram em 2002 um manual inicial para
afericdo ultrassonografica da FMD da artéria braquial. Em 2005, uma meta-analise
de 250 estudos revelou que aspectos técnicos da medida (como o local de ocluséao e
sua duragado) poderiam explicar as diferengcas dos valores de FMD encontradas
entre os diversos estudos. Mais recentemente, Pyke e Tschakovsky forneceram uma
atualizagcdo do manual apresentado por Corretti et al. Em abril de 2010, Harris et al
publicaram um tutorial fornecendo uma atualizacdo de instru¢des técnicas para a
realizacdo e a interpretagGo da FMD, que tém sido seguidas
atualmente.(CELERMAJER et al., 1992; UEHATA et al., 1997; CORRETTI et al.,
2002; BOTS et al., 2005; PYKE et al., 2005; HARRIS et al., 2010; BRANDAO et al.,
2011a;).
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Numerosos fatores afetam a reatividade vascular fluxo mediada, incluindo
temperatura, drogas, alimentos, entre outros. Por isso, os pacientes devem dormir

durante, pelo menos, 8 a 12 horas antes do estudo, devendo ser estudados num

ambiente tranquilo, com temperatura aproximada de 26°C. Além disso, a paciente

deve estar em jejum de 8 horas. Todas as medicagdes vasoativas, alimentos
gordurosos e ricos em vitamina C e cafeina devem ser suspendidos, se possivel, por
pelo menos 6 horas. As pacientes ndo devem se exercitar e nao devem fumar por,
pelo menos, 4 a 6 horas antes do estudo (CORRETTI et al., 2002; CELERMAJER et
al., 1994).

O equipamento de ultrassom deve ser equipado com um software vascular
para imagem em duas dimensdes, Doppler colorido e um transdutor de alta
frequéncia. Um transdutor linear com uma frequéncia minima de 7mhz é suficiente
para adquirir imagens com uma boa resolugdo para analise subsequente. A
resolugdo da imagem aumenta se for usado um transdutor linear de multiplas
frequéncias - 7-12mhz (CORRETTI et al., 2002; RAITAKARI; CELERMAJER, 2000;
FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003).

A paciente deve ser mantida em decubito dorsal por, no minimo, 10 minutos.
E colocada em posicdo supina com o brago em posicdo confortavel para a
visualizacdo da artéria braquial. A artéria braquial deve ser visualizada acima da
fossa cubital, num plano longitudinal, com uma insonagao perpendicular do
transdutor em relagado ao vaso. Um segmento da artéria com interface bem definida
entre a intima e o lumen é selecionado para estudo em escala de cinza, para
afericdo do didmetro do vaso. Uma vez escolhida a imagem para analise, os limites
da medida do didametro do vaso sao identificados manualmente por meio de calipers
(CORRETTI et al., 2002; FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003).

Para criar um estimulo de fluxo na artéria braquial, um esfigmomanémetro é
colocado acima da fossa ante cubital. O aparelho é insuflado geralmente 50mmHg
acima da PA sistélica ou até 300mmHg, ocluindo a artéria braquial por quatro a
cinco minutos. Esse procedimento causa isquemia e consequente dilatacdo do vaso
via mecanismos autorregulatérios. O aumento no fluxo sanguineo estimula a
atividade da NO sintetase (NOs) endotelial, aumentando a produgéo de 6xido nitrico

(NO). O NO produzido é difundido para as células musculares lisas da camada
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média da artéria, provocando vasodilatacdo. O calibre do vaso é aferido 1 minuto
apos a deflagdo lenta do manguito. A variagdo do didmetro da artéria braquial é
entdo calculada. As medidas sao sempre realizadas em trés pontos diferentes da
artéria braquial e uma média é calculada. Considera-se alterada uma variagao
menor que 10% (CORRETTI et al., 2002; BRANDAO et al., 2011b; FAULX;
WRIGHT; HOIT, 2003)

A FMD é geralmente expressa pela mudanga percentual do diametro do vaso
pos-estimulo, quando comparado com o didmetro do vaso basal. No entanto, a
melhor maneira de avaliar a FMD é registrando a medida do didmetro basal do vaso,
o valor absoluto da modificagdo pods-estimulo e o valor percentual da mudanga
(CORRETTI et al., 2002; BOTS et al., 2005).

A variabilidade intraobservador e interobservador na aquisicdo das imagens e
na analise devem ser estabelecidos e testados periodicamente. A maior
reprodutibilidade pode ser conseguida através de duas medidas realizadas no
mesmo dia, com menos de 15 minutos de intervalo entre elas (CORRETTI et al.,
2002).

Bots et al. (2005) realizaram um estudo de revisdo de literatura de trabalhos
com FMD da artéria braquial publicados entre 1992 e 2001. A maioria dos estudos
utilizou o modo B do ultrassom (87,7%). Em 89,9% dos estudos, a medida foi
realizada acima da fossa cubital e a compressdo com manguito foi realizada no
antebrago em 81,6%. A duragdo da compressao foi de 4-5 minutos em 84,4% dos
estudos e a pressédo de compressao foi maior que 250mmHg em cerca de 40% dos
estudos. A média dos valores de FMD diferiu muito entre os varios estudos. Os
achados sugeriram que aspectos técnicos da medida, a localizagdo e duragéo da
oclusdo realizada poderiam explicar algumas dessas diferengcas. O tipo de
equipamento de ultrassom utilizado, o local da medida e a pressao de oclusdo nao
alteraram os resultados. Os valores encontrados de FMD sao menores quando a
compressao é feita no antebrago em relacdo a compressao realizada no braco
(proximalmente ao local onde é feita a medida do didmetro da artéria braquial).
Mostrou também que um tempo de compressdo maior que quatro minutos e 30
segundos leva a um aumento no valor da FMD se comparado com a compressao
aplicada por menos de 4 minutos. Ndo parece haver grande variagdo no exame

aplicando-se pressao superior a 250mmHg. O tipo de equipamento ultrassonografico



43

utilizado (modo B ou modo M) parece, também, ndo influenciar significativamente no
resultado do exame (BOTS et al., 2005).

Em um estudo realizado no CEMEFE-HC/UFMG, foram examinadas 15
mulheres sem comorbidades. Cada paciente foi submetida a realizagdo da FMD em
2 ocasides: uma em que foi realizada a compressao proximal do membro superior
ao local da medida e uma segunda vez, em que foi realizada a compressao proximal
do membro superior ao local da medida. Esse estudo mostrou que o resultado da
FMD é significativamente menor se a compressao for realizada distalmente ao local
da medida. Esse resultado corrobora a necessidade de se padronizar o método ou
descrever minuciosamente todas as etapas técnicas de sua realizagao para permitir
melhor reprodutibilidade dos estudos (BRANDAO et al., 2011a)

Takata, Nakatsuka e Kudo (2002) examinaram 99 mulheres gestantes e
concluiram que a avaliagdo das artérias uterinas e oftalmicas e a avaliagédo da
dilatacdo fluxo mediada (FMD) da artéria braquial ajudam a diferenciar o grau de
severidade da PE. O indice de pulsatilidade das artérias uterinas nas pacientes com
PE foi significativamente maior do que o indice das gestantes do grupo controle. O
indice de pulsatilidade da artéria uterina foi significativamente maior no grupo de
pacientes com PE grave em relagdo ao grupo com PE leve. A FMD da artéria
braquial em mulheres com PE leve foi significativamente menor em relagcdo as
gestantes do grupo controle. A FMD da artéria braquial nas mulheres com PE e
CIUR foi significativamente menor em relacdo ao das gestantes com PE e sem CIUR
(TAKATA; NAKATSUKA; KUDO, 2002).

2.8.2 — Métodos bioquimicos

Recentemente, varios marcadores bioquimicos tém sido considerados
preditores de quais mulheres estariam propensas a desenvolver PE. Esses
marcadores de angiogénese geralmente sdo escolhidos baseados nas
anormalidades fisiopatolégicas especificas associadas a PE, isto €, marcadores
relacionados com a disfungdo placentaria, ativacdo endotelial e coagulagao,
inflamacao sistémica (SIBAI; STELLA, 2009 ; LEVINE et al., 2006; LEVINE et al.,
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2004; SALAHUDDIN et al., 2007; ROBINSON; JOHNSON, 2007; SIBAI; DEKKER,;
KUPFERMINC, 2005; WANG et al., 2004).

A analise de screening do soro materno € um teste nao invasivo da funcao
bioquimica placentaria. Existe um interesse crescente em identificar e utilizar
marcadores de primeiro trimestre para PE e CIUR. No entanto, cada analise de
marcador no soro materno isoladamente ndo tem acuracia suficiente para a
recomendacao do seu uso de rotina na pratica clinica. Resultados combinados de
marcadores bioquimicos, como a reducao do PLGF e a elevagao do sFlt-1 e do
endoglin, com outros testes biofisicos e fatores de risco clinicos podem ser um
caminho para melhorar a predicédo da PE (ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010).

Varios fatores tém sido estudados, sendo o receptor soluvel do VEGF (fator
de crescimento endotelial vascular), também conhecido como sFlt-1, um dos mais
importantes. Ele se liga ao VEGF e ao PLGF (fator de crescimento placentario),
privando o endotélio sistémico de fatores essenciais a sobrevivéncia (REDMAN;
SARGENT, 2005).

Kusanovik et al. (2009) estudaram o papel do PLGF, do endoglin soluvel
(sEng) e do sFlt-1 no plasma materno na gravidez precoce (6-15 semanas) e no
segundo trimestre (20-25 semanas) de gestacao em identificar pacientes destinadas
a desenvolver PE. Os fatores angiogénicos e antiangiogénicos isoladamente nao
identificaram bem as pacientes em risco de desenvolver PE no geral,
particularmente na PE a termo. Em contraste, a combinagcdo destes marcadores,
como o indice PLGF/sEng, tiveram a melhor performance em predizer PE, com uma
sensibilidade de 100%, uma especificidade de 98-99% na predicdo da PE precoce.
No estudo de Savvidou et al. (2008) ficou demonstrado que as concentragdes
plasmaticas de PLGF e endoglin estdo alterados em mulheres que desenvolvem PE.
No entanto, essas alteracdes ndo se correlacionaram diretamente com a disfuncao
endotelial materna (ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010; KUSANOVIC et al., 2009;
SAVVIDOU et al., 2008).

Purwosunu et al. (2009) realizaram um estudo de coorte prospectivo, no qual
estudaram amostras de sangue de mulheres entre 15 e 20 semanas de gestagao,
realizando uma analise multivariada para varios marcadores de angiogénese. Neste
estudo, um painel de RNAm foi dosado muito antes do desenvolvimento da PE. A

analise uni-variada por curva ROC mostrou que o sFlt-1 foi o marcador com maior
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capacidade de predigdo para PE, seguido pelo endoglin. Tais resultados sugerem
que os fatores antiangiogénicos como o sFlt-1 e o endoglin desempenham um papel
mais importante nas fases precoces do desenvolvimento da PE. As concentragdes
de sFlt-1 e endoglin estdo aumentadas no plasma materno antes do aparecimento
clinico da PE e se correlacionam com sua gravidade. O melhor modelo, no entanto,
foi obtido combinando-se todos os marcadores. Uma curva ROC obteve um indice
de predicao de 84%, com um indice de 5% de falso positivo (p< 0,001). Esses
resultados oferecem a melhor maneira para predigdo de PE em populagdes de baixo
risco. Concluindo, a avaliagdo da fungao placentaria pode ser realizada através da
analise plasmatica do RNAmM desses marcadores nas gestantes em fases precoces
da gestacao (PURWOSUNU et al., 2009; LEVINE et al., 2006; LEVINE et al., 2004).

Alguns estudos também propuseram que a magnitude do desequilibrio entre
os fatores angiogénicos se correlaciona com a gravidade da doenca e com o
aparecimento precoce da PE. Os fatores angiogénicos, marcadores fisiopatoldgicos
da PE, sdo melhores preditores da PE precoce que da PE que se desenvolve
tardiamente na gravidez (SIBAI; STELLA, 2009; LEVINE et al., 2006; LEVINE et al.,
2004; SALAHUDDIN et al., 2007; ROBINSON; JOHNSON, 2007; SIBAI; DEKKER,;
KUPFERMINC, 2005; WANG et al., 2004).

2.8.2.1 - PAPP-A

Muitos estudos tém demonstrado que a concentragdo reduzida de PAPP-A
(proteina A plasmatica associada a gestacdo) no soro materno entre 11 e 14
semanas de gestacdo aumenta o risco de desenvolvimento de PE e parto
prematuro. No entanto, o valor preditivo do PAPP-A isolado é pobre (ZHONG;
TUULI; ODIBO, 2010; SPENCER et al., 2005; PIHL et al., 2008).

2.8.2.2 - NKB



46

Estudos iniciais indicaram que a neurocinina B (NKB) esta presente em altas
concentragées no plasma de mulheres com PE. O NKB ¢é produzido pelo
sinciciotrofoblasto e pode ser detectado no sangue materno desde 9 semanas de
gestacdo. Ele € um potencial marcador para predigdo de PE. No entanto, ainda s&o
necessarios estudos longitudinais com o NKB (FAYYAD; HARRINGTON 2005).

2.8.2.3 - Homocisteina

A maioria dos estudos revela um aumento da homocisteina, potente mediador
de disfungao endotelial, em pacientes com PE. Um estudo mostrou que niveis de
homocisteina > 10umol/L com 15 semanas de gestagdo aumentava o risco de
desenvolver PE em 2,8 vezes (NESS; HUBEL, 2005; COTTER 2001).

2.8.2.4 — Inibina A e ativina A

Mulheres com PE possuem niveis de inibina A e ativina A aproximadamente
10 vezes maior durante a doenca estabelecida. Isso ndo acontece em pacientes
com hipertensao arterial cronica (HAC) e em hipertensédo induzida pela gestagao,
sem proteindria. O potencial desses marcadores em identificar mulheres
assintomaticas em risco de PE é menos certo (FAYYAD; HARRINGTON, 2005).

2.8.2.5 - Endoglin

O endoglin € um co-receptor de membrana celular muito presente nas células
endoteliais e no trofoblasto. Ele desempenha um papel crucial no reparo vascular
mediado por células sanguineas e tem sido considerado um importante regulador
negativo da invasao trofoblastica e do desenvolvimento placentario. O endoglin

soluvel (s-Eng) tem sido identificado como uma nova proteina anti-angiogénica. Ele
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age sinergicamente com o sFlt-1, induzindo disfungdo endotelial (ZHONG; TUULI,
ODIBO, 2010; SIGNORE et al., 2008; STEPAN et al., 2008).

Tem sido demonstrado que o0s niveis de s-Eng aumentam mais e mais
precocemente em mulheres que desenvolvem PE subsequente, principalmente na
PE precoce. Existem resultados conflitantes em relagdo aos niveis de s-Eng no
primeiro trimestre e o desenvolvimento posterior de PE. Enquanto alguns estudos
mostraram que os niveis de s-Eng estavam aumentados no primeiro trimestre de
gestacao, outros ndo encontraram diferenca entre os niveis de s-Eng medidos antes
de 16 semanas entre mulheres que desenvolveram PE posteriormente e as
mulheres controle (ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010; SIGNORE et al, 2008;
BAUMANN et al., 2008).

2.8.2.6 — PLGF e VEGF

Marcadores de angiogénese circulantes incluem o VEGF e o PLGF. Eles
parecem contribuir para a proliferacdo e implantacdo normais do trofoblasto
(ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010; POWERS et al., 2005; MAYNARD et al., 2003;
SUGIMOTO et al., 2003).

O aumento significativo do PLGF no soro materno coincide com o aumento da
perfusdo na interface materno-fetal, aproximadamente a 122 até a 14 semana de
gestacao. Estudos mostram que o PLGF encontra-se relativamente baixo entre cinco
e 15 semanas de gestagdo, aumentando dramaticamente entre 15 e 26 semanas de
gestacdo. Os niveis de PLGF atingem o pico entre 26 a 30 semanas de gestacéo,
diminuindo significativamente até o termo. A correlacédo entre a expressao de PLGF
e perfusdo placentaria sugere que o PLGF contribui para garantir o desenvolvimento
e fungéo vascular adequados na placenta precocemente na gestagao (WELCH et
al., 2006).

A concentracdo materna de PLGF esta significativamente reduzida nos casos
clinicos evidentes de PE. Concentracbes diminuidas de PLGF e VLGF livres sao
identificadas durante a fase clinica da PE e antes do seu aparecimento. Numerosos

estudos documentaram que a concentracdo de PLGF no primeiro trimestre de



48

gestacdo ja esta reduzida nas mulheres que desenvolverao PE. Esses dados sao
compativeis com o papel dos fatores angiogénicos deciduais, em particular o PLGF
que é essencial para o desenvolvimento placentario precoce. Essa hipotese é
defendida por Levine et al. (2004) (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005; LEVINE
et al., 2004).

Estudos recentes confirmaram que essas mudangas podem ser detectadas
com 17 semanas de gestagdo. Outra pesquisa, também recente, demonstra que o
PLGF esta significativamente reduzido com 24 semanas de gestacdo em pacientes
com Doppler de artéria uterina alterado que desenvolveram PE, comparado com
gestagdes normais (FAYYAD; HARRINGTON, 2005; NESS; HUBEL, 2005; ZHONG;
TUULI; ODIBO, 2010; MAYNARD et al., 2003; TAYLOR et al., 2003; THADHANI et
al., 2004; AKOLEKAR et al., 2008; CRISPI et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2008;
LEVINE et al., 2004; KOGA et al., 2003; ZHOU et al.,2002).

Infelizmente, o VEGF ndo tem sido considerado utii como marcador de
rastreamento para PE, pois ele se liga com maior afinidade com o sFlt-1 do que o
PLGF, tornando a concentragéo de VEGF livre extremamente baixa no soro materno
(ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010; TAYLOR et al., 2003; THADHANI et al., 2004).

2.8.2.7 — sFlt-1

Tem sido demonstrado que o trofoblasto isquémico sintetiza fatores
antiangiogénicos, como o sFlt-1. Isso priva o endotélio vascular materno de fatores
angiogénicos essenciais, causando disfungado endotelial sistémica que culmina com
a sindrome da PE. O sFlt-1 ndo é especifico da gestacdo, mas é secretado no
sangue materno pelo trofoblasto, estimulado pela hipdxia. Os resultados da pesquisa
de Staff et al. (2005) mostraram a n&o existéncia de contribui¢cao significativa do feto
no aumento da concentragdo materna de sFlt-1 na PE. Tais resultados reforgaram a
hipétese de que a elevacdo da concentracdo de sFlt-1 na circulacdo de mulheres
com PE é predominantemente de origem placentaria (ZHONG; TUULI; ODIBO,
2010; POWERS et al., 2005; MAYNARD et al., 2003; SUGIMOTO et al., 2003;
REDMAN; SARGENT, 2005; STAFF et al., 2005).
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O sFlt-1 (soluble fms-like tyrosine kinase 1), uma variante do receptor Flt1
para VEGF, atua como um potente antagonista do VEGF e do PLGF (fator de
crescimento placentario). Essa proteina age aderindo-se ao PLGF e VEGF,
impedindo a ligacdo deles com seus receptores no endotélio, levando a disfungéo
endotelial (LEVINE et al., 2004; MAYNARD et al., 2003; KOGA et al., 2003; ZHOU et
al., 2002; TAYLOR et al., 2003; SHAH, 2005; ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010;
POWERS et al., 2005; SUGIMOTO et al., 2003).

O VEGF e o PLGF causam relaxamento microvascular em arteriolas renais
de ratos in vitro, bloqueado pela agao do sFit-1. Levine et al. (2004) demonstraram
recentemente que a infusdo experimental de sFIt-1 em ratas gestantes induz
hipertensdo, proteinuria e endoteliose glomerular que é patognomoénica da PE.
Essas observagdes sugerem que o excesso de sFlt-1 circulante pode contribuir para
a patogénese da PE. A infusdo de anticorpos monoclonais que neutralizam o VEGF,
mimetizando a acado do sFlt-1, causa hipertensdo e proteinuria, caracteristicas da
PE. O mecanismo que explica o excesso de produgao de sFlt-1 placentario na PE
ainda nao esta bem definido (REDMAN; SARGENT, 2005; SHAH, 2005; LEVINE et
al., 2004; MAYNARD et al., 2003; KOGA et al., 2003; TAYLOR et al., 2003;
FAYYAD; HARRINGTON, 2005; NESS; HUBEL, 2005).

Levine et al. (2004) e outros pesquisadores mostraram que a proteina
antiangiogénica sFlt-1 circulante estd aumentada na placenta e no soro de mulheres
com PE, em comparagao com gestantes controle normais. No primeiro trimestre, a
concentracao de PLGF esta diminuida em gestagdes que evoluirdao com PE e CIUR,
enquanto os niveis de sFlt-1 ndo diferem dos controles. As concentragdes de sFit-1
estdo aumentadas em 9 a 11 semanas antes do aparecimento da fase clinica da PE
(LEVINE et al., 2004; MAYNARD et al., 2003; KOGA et al., 2003; TAYLOR et al.,
2003; SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).

Os resultados do estudo de Levine et al. (2004) sugerem que a concentragao
de sFlt-1 comeca a aumentar cerca de cinco semanas antes do aparecimento clinico
da PE. Paralelamente ao aumento do sFlt-1, ocorre reducédo nos niveis de VLGF e
PLGEF livres, sugerindo que a diminuicdo destes fatores pode ser atribuido em parte
pela ligacdo ao sFlt-1. Nesse estudo, as alteragées nos niveis de sFlt-1 e PLGF
antes do aparecimento clinico da PE foram mais pronunciadas nas pacientes que

desenvolveram PE precoce e nas que tiveram bebés pequenos para a idade
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gestacional, sugerindo que a alteragdo na angiogénese pode ser especialmente

importante nesses casos (LEVINE et al., 2004).

No estudo realizado por Moore Simas et al. (2007) em mulheres com alto
risco de desenvolver PE, o sFlt-1 e o indice sFIt-1/PLGF estavam alterados antes do
aparecimento clinico da PE, podendo ser considerados fatores de predicdo da
doenca. O valor médio do sFlt-1 e o indice sFIt-1/PLGF foram mais altos nas
mulheres que desenvolveram PE precoce (antes de 34 semanas de gestagao),
quando comparados com as mulheres sadias, apds 22 semanas de gestacdo. Entre
as mulheres que desenvolveram PE tardia (apés 34 semanas de gestagéo), o sFlt-1
estava significativamente aumentado apds 31 semanas de gestagédo. O indice sFlt-
1/PLGF entre 22 e 26 semanas de gestacdo foi altamente preditivo de
desenvolvimento de PE precoce. O indice sFIt-1/PLGF foi mais preditivo no
desenvolvimento de PE quando comparado com os fatores isoladamente (MOORE
SIMAS et al., 2007)

As mudangas nos fatores de angiogénese (PLGF e sFlt-1) ligados a PE séo
mais acentuadas na doenga grave. As mulheres que desenvolvem PE leve nao
diferem muito das mulheres controles no que diz respeito a dosagem de sFlt-1 entre
21 e 32 semanas de gestagao; enquanto as mulheres com PE grave apresentam
valores significativamente diferentes dos controles. No estudo realizado por Ness e
Hubel (2005) o sFlt-1 e o PLGF se mostraram significativamente diferentes em
mulheres com PE grave e precoce e em mulheres com PE leve e tardia (NESS;
HUBEL, 2005).

MAYNARD et al. (2003) também mostraram que o sFlt derivado da placenta
(sFlt-1) sofre up-regulagcdo na PE, levando a aumento sistémico do sFlt-1 que cai
apo6s o parto. O aumento da concentracao de sFlt-1 circulante na PE esta associado
com diminuicdo da concentracdo de VEGF e PLGF livres, resultando em disfuncao
endotelial. A magnitude do aumento do sFIt também foi correlacionado com a
gravidade da doenga, fortalecendo a teoria de que o balango de VEGF e sFlit-1 esta
intimamente implicado em um dos mecanismos fisiopatolégicos da PE (SIBAI,
DEKKER; KUPFERMINC, 2005; MAYNARD et al, 2003; BAUMWELL,;
KARUMANCHI, 2007; SHAH, 2005).

Embora o PLGF reduzido e o sFlt-1 aumentado refltam a placentacao

anormal, podem também indicar fungdo vascular materna anormal. Mulheres com
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histéria de PE apresentam aumento de sFit-1 e aumento da resisténcia a insulina
mais de um ano pos-parto (NESS; HUBEL, 2005).

O sFlt-1 tem todos os atributos necessarios para ser considerado um fator
derivado do trofoblasto que provoca lesdo endotelial materna. No entanto, ele nao é
0 unico causador de lesdo endotelial, e ndo esta aumentado em todas as pacientes
que desenvolvem PE. O termo PE descreve uma sindrome, ndo uma doenga,
podendo englobar condi¢des isoladas que se parecem clinicamente. A PE varia em
suas formas de apresentacao, caracteristicas e evolugao. Torna-se dificil acreditar
que um unico fator possa explicar a totalidade do espectro da PE. Existem também
varios outros fatores que estido aumentados na PE e o seu papel na doencga é ainda
indefinido (REDMAN; SARGENT, 2005).

2.9 — Desafios futuros

Existem muitos desafios relacionados a predicédo, prevencado e conducao da
PE. Estudos futuros deverao fornecer novas informagdes sobre biomarcadores
capazes de predizer precocemente o aparecimento de PE grave, com o objetivo
maior de reduzir a prevaléncia dessa doenca, associada com prognodstico
gestacional adverso (SIBAI; DEKKER; KUPFERMINC, 2005).

Os progressos nos proximos cinco anos provavelmente estardo concentrados
na identificacdo de uma lista de genes susceptiveis e no avango do conhecimento
sobre os fatores angiogénicos e seus receptores, além do conhecimento sobre a
interacdo imune materno-fetal alterada. Finalmente, € necessaria a realizacdo de
estudos randomizados para testar novas intervengdes capazes de prevenir casos de
PE associados com prognostico materno-fetal adverso (SIBAI;, DEKKER,;
KUPFERMINC, 2005).

Como nem o estudo Doppler nem a analise do soro materno se mostraram
bons preditores de PE a ponto de permitirem seu uso na pratica clinica, muitos
investigadores tém procurado melhorar o valor preditivo usando uma combinacgéo do
estudo Doppler com diferentes analises de marcadores no soro materno, além de
caracteristicas clinicas, com resultados variados (ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010;
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NICOLAIDES et al., 2006; BANZOLA et al, 2007; BAUMANN et al, 2008;
PLASENCIA et al., 2008; SPENCER; COWANS; STAMATOPOULOU, 2008; POON
et al.,, 2009).

O uso de multiplos parametros aumenta a sensibilidade e a especificidade do
screening possivelmente porque eles refletem diferentes mecanismos do processo
da doenca. O Doppler anormal reflete a invasao trofoblastica inadequada nas
artérias espiraladas e os marcadores de angiogénese demonstram a atividade
secretéria alterada dos trofoblastos (ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010; SIBAI;
DEKKER; KUPFERMINC, 2005; AKOLEKAR et al., 2008).

A rapida expansao do uso de marcadores bioquimicos nos fornece a
possibilidade de predicdo da PE. No entanto, a maioria dos marcadores bioquimicos
nao preenche critérios para um bom teste de rastreamento, pela baixa sensibilidade
e alto indice de falso positivo. Além disso, nenhum marcador bioquimico foi testado
em estudo prospectivo com poder adequado para assegurar sua eficacia. Além
disso, a maioria dos ensaios disponiveis é relativamente cara, o que limita o seu uso
na pratica clinica (FAYYAD; HARRINGTON, 2005).

Como a etiologia da PE é multifatorial, a associagao de multiplos marcadores
para teste de rastreamento pode se mostrar mais sensivel e com um indice de falso
positivo menor, comparado com um teste de rastreamento realizado com um unico
marcador bioquimico (FAYYAD; HARRINGTON, 2005). Os testes de rastreamento
combinados sao mais efetivos em predizer PE precoce, em relacdo a PE
tardia.(ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010; CRISPI et al., 2008; POON et al., 2009).
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3 — OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Principal

Verificar se existe correlacdo entre dois marcadores bioquimicos de lesao
endotelial, o0 PLGF e o sFlt-1, e um marcador biofisico, a dilatacdo fluxo mediada
(FMD) da artéria braquial, em gestantes normotensas e em gestantes com

diagnéstico de pré-eclampsia.

3.2 — Objetivo Secundario

Estudar e comparar o comportamento dos trés marcadores de lesao

endotelial descritos acima no grupo de pacientes com e sem pré-eclampsia
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4 — PACIENTES E METODOS

4.1 — Pacientes

No periodo de margo de 2008 a margo de 2010, realizou-se estudo
transversal no qual foram acompanhadas 80 gestantes admitidas na Maternidade do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Destas gestantes,
28 eram higidas e 52 apresentaram diagnédstico de pré-eclampsia (TAB. 1). O
diagnéstico foi baseado nos critérios do National High Blood Pressure Education
Program Working Group on High Blood Pressure In Pregnancy (2000), adotado no

protocolo de assisténcia a pacientes com quadros hipertensivos da Maternidade.

TABELA 1 — Distribuicdo das pacientes nos dois grupos no momento de inclusdo no estudo

Grupos Freqiiéncia Percentual
Controle 28 35
Pré-eclampsia 52 65
Total 80 100
Fonte: Dados da pesquisa
Nota: n=80

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG), pelo Colegiado de Pés-
Graduacgao em Saude da Mulher e pela Camara Departamental do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina da UFMG, tendo sido

respeitado os principios para pesquisa em seres humanos (ANEXO A).

As pacientes foram informadas sobre o protocolo de pesquisa e, depois de

esclarecidas, assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

Em todos os casos a idade gestacional foi determinada pela data da ultima
menstruagao e confirmada por ultra-sonografia realizada previamente a 20 semana
de gestacdo. Nos casos em que houve erro de data, as idades gestacionais foram
calculadas pela primeira ultra-sonografia.
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Os grupos foram pareados quanto a idade materna, idade gestacional e

paridade.

4.1.1 — Critérios de inclusao

O grupo controle foi constituido por 28 gestantes saudaveis, com feto unico
sem anormalidades a ultra-sonografia, € sem intercorréncias durante todo o pré-

natal e parto, até o momento de incluséo no estudo.

O grupo das gestantes com pré-eclampsia foi constituido por 52 mulheres,
apresentando quadro de elevagao da pressao arterial sistémica (PA = 140x90mmHg
em duas medidas, com intervalo de seis horas entre elas), associada a presenga de
proteinuria (1+ ou mais na medida de proteinuria de fita ou proteinuria de 24 horas
>0,3g/24horas), apods a 20 semana de gestacdo, de acordo com os critérios
definidos pelo NHBPEPWG (2000).

4.1.2 — Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo as pacientes portadoras de co-morbidades como
hipertensdo arterial sistémica cronica, diabetes mellitus, doenca renal, doenca
coronariana e doencgas infecciosas. As gestacées gemelares com fetos malformados
ou com alteragcao do crescimento fetal também foram excluidas, assim como as
pacientes tabagistas, usuarias de drogas e medicamentos a base de nitrito. Estas

sao situacdes sabidamente associadas a lesdo endotelial (CARMELIET, 2003).

4.1.3 — Caracteristicas gerais do grupo de estudo

Nas TAB. 2, 3 e 4 as pacientes foram caracterizadas quanto a idade materna,
idade gestacional e histéria obstétrica. A média de idade das pacientes foi de 28,3
anos, com desvio-padrao de 7,2 anos. A maioria das pacientes (76,3%) foi incluida
no estudo antes do termo da gestacéo, ou seja, antes de completarem 37 semanas
de gestagcédo. 47% das pacientes apresentavam idade gestacional menor que 34

semanas na época de inclusdo no estudo. As primigestas eram 53,7%, sendo que
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82,5% nao apresentavam historia de abortamento anterior. Apenas 2 pacientes

(2,5%) apresentaram histéria de abortamento de repeticao.

TABELA 2 — Caracterizacao das pacientes quanto a idade materna (em anos)

Parametro Média Min-Max Desvio-padrao

Idade Materna 28,3 14 - 44 7,2

Fonte: Dados da pesquisa
Nota: n=80

TABELA 3 — Caracterizagdo das pacientes quanto a idade gestacional

Idade Gestacional Freqiiéncia Percentual
< 34 semanas 47 58,8
34 — 36 semanas 14 17,5
2 37 semanas 19 23,7
Total 80 100,0

Fonte: Dados da pesquisa
Nota: n=80



57

TABELA 4 — Caracterizacdo das pacientes quanto a histdria obstétrica

Parametros Frequéncia Percentual
Gestacgoes
1 gestacéo 43 53,7
2-3 gestacdes 22 27,5
4 ou mais gestacoes 15 18,8
Partos
0 partos 47 58,7
1 parto 12 15,0
2-3 partos 14 17,5
4 ou mais partos 7 8,8
Abortos
0 aborto 66 82,5
1 aborto 12 15,0
2 ou mais abortos 2 2,5

Fonte: Dados da pesquisa

Nota: n=80

4.1.4 Caracteristicas das pacientes do grupo com PE

Em relagdo a classificacdo da PE em precoce e tardia, 53,8% (28) foram

classificadas como PE precoce (diagnosticada antes de 34 semanas de gestagao). A

maioria das pacientes apresentou critérios de gravidade (GRAF. 1), tanto no grupo

das pacientes com PE precoce quanto no grupo das pacientes com PE tardia.
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GRAFICO 1 - Classificacdo das pacientes do grupo de PE em precoce/tardia e leve/grave
Fonte: Dados da Pesquisa

Em relagdo ao grupo das pacientes com diagnéstico de PE, apenas 25%
apresentaram sintomas no momento de inclusdo no estudo. O sintoma mais
frequente foi a presencga de cefaléia isolada (61,5%), seguida por 15% das pacientes
apresentando associacédo de cefaléia, alteracdo visual e epigastralgia. 8% das
pacientes apresentaram cefaléia associada a alteragdo visual, 8% apresentaram
cefaléia e epigastralgia e 8% epigastralgia isolada. Foi observada a presenca de
edema em 69,2% e hiperreflexia em apenas 15,4% das pacientes com PE no

momento da inclusdo no estudo. (TAB. 5 e GRAF. 2).
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TABELA 5 — Presenca de sinais e sintomas nas pacientes do grupo com PE no momento de
inclusdo no estudo

PARAMETRO N(%)

Preseng¢a de Sintomas

Sim 13 (25,0)
Nao 34 (65,4)
Sem informacgao 5(9,6)

Hiperreflexia

Sim 8 (15.4)
Nao 37 (71,1)
Sem informacgao 7 (13,5)
Edema

Sim 36 (69,2)
Nao 12 (23,1)
Sem informacgao 4 (7,7)

Fonte: Dados da Pesquisa
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GRAFICO 2 — Freqiiéncia dos sintomas apresentados pelos 25% de pacientes sintomaticas no grupo

da PE
Fonte: Dados da Pesquisa

4.1.5 — Comparagao das caracteristicas gerais das pacientes dos dois grupos

de estudo

Como ja relatado anteriormente, as pacientes dos dois grupos foram

pareadas em relagdo a idade materna, idade gestacional e paridade. As TAB. 6, 7 e

8 mostram que nao houve diferenga significativa destas caracteristicas entre os

grupos.
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TABELA 6 — Comparacdo das pacientes dos dois grupos quanto a idade materna (anos)

Parametro Grupo Controle Grupo com PE
(média * desvio- | (média * desvio- P
padrao) padrao)
Idade Materna 29,04 £ 7,06 27,90 £ 7,38 0,508

Fonte: Dados da Pesquisa:
Nota: n=80; 1 Teste T

TABELA 7 — Comparacdo das pacientes dos dois grupos quanto a idade gestacional

Parametro Grupo Controle Grupo com PE P
N(%) N(%)
Idade 0,194
Gestacional
< 34 semanas 19 (40,4) 28 (59,6)
34-36 semanas 2 (14,3) 12 (85,7)
= 37 semanas 7 (36,8) 12 (63,2)

Fonte: Dados da Pesquisa
Nota: n=80. 1 Teste Qui-quadrado de Pearson assintético
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TABELA 8 — Comparacgdo das pacientes dos dois grupos quanto a histéria obstétrica

Grupo Controle Grupo com PE

Parametro N(%) N(%) P
Gestagoes 0,2342
1 gestacéao 14 (32,6) 29 (67,4)

2-3 gestacoes 6 (27,3) 16 (72,7)

4 ou mais

gestagodes 8 (53,3) 7 (46,7)

Partos 0,3463
0 16 (34,0) 31 (66,0)

1 parto 2(16,7) 10 (83,3)

2-3 partos 7 (50,0) 7 (50,0)

4 ou mais partos 3(42,9) 4 (57,1)

Abortos 0,155?
0 23 (34,8) 43 (65,2)

1 aborto 3 (25,0) 9 (75,0)

2 ou mais abortos 2 (100,0) 0 (0,0)

Fonte: Dados da Pesquisa
Nota: n=80; 2 Teste Qui-quadrado de Pearson Assintotico; 3 Teste Qui-quadrado de Pearson Exato

A TAB. 9 mostra a comparagao entre as pressoes arteriais sistélica, diastdlica
e pressao arterial média (1/3 da pressao arterial sistolica + 2/3 da pressao arterial
diastdlica) entre os dois grupos durante o pré-natal e no momento de inclus&o no
estudo. A pressao arterial sistdlica, diastélica e média de cada paciente no pré-natal
representa a média de todas as pressdes aferidas durante as consultas realizadas, e
anotadas no cartdo de pré-natal. Nao houve diferenca das pressdes arteriais no pré-
natal entre os dois grupos. Em relagcdo as pressdes arteriais no momento de

inclusdo no estudo, houve diferenca significativa entre os dois grupos.
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TABELA 9 — Comparacdo das pressdes arteriais sistdlica, diastélica e média entre os dois
grupos durante o pré-natal e no momento de inclusdo no estudo

Parametro Grupo Controle Grupo com PE P
PA sistdlica no
pré-natal (média
. 110 mmHg 110mmHg -
1 desvio-padrao)
(x20mmHg) (x20mmHg)
PA diastdlica no
pré-natal (média
70mmHg 70mmHg -
+ desvio-padrao)
(x20mmHg) (x20mmHg)
PAM no pré-natal
(mediana t
80mmHg 80mmHg -
intervalo
. . (x20mmHg) (x20mmHg)
interquartil)
PA sistdlica na
inclusdo (média +
. 110mmHg 160mmHg 0,000
desvio padrao)
(x10mmHg) (x25mmHg)
PA diastdlica na
inclusdo (média +
70mmHg 100mmHg 0,000
desvio padrao)
(x10mmHg) (x10mmHg)
PAM na incluséo
(mediana t
83,33mmHg 120mmHg 0,000
intervalo
(x6,66mmHg) (£16,67mmHg)
interquartil)

Fonte: Dados da Pesquisa
Nota: Teste Mann Whitney

A TAB. 10 compara as pacientes quanto a historia pregressa de PE e
prematuridade em gestagbes anteriores. Das pacientes com histéria de

prematuridade anterior, quatro (80%) fazem parte do grupo com PE, embora ndo
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tenha sido encontrada diferenga significativa entre os dois grupos. Todas as
pacientes com histéria de PE em gestacao anterior (8) fazem parte do grupo de
pacientes com PE, havendo diferenga significativa deste parametro entre os dois

grupos.

TABELA 10 — Comparacao das pacientes dos dois grupos quanto a histéria de PE e
prematuridade em gestacdes anteriores

Parametro Grupo Controle Grupo com PE P
N(%) N(%)

Prematuridade 0,6533
anterior

Sim 1(20,0) 4 (80,0)

Nao 25 (35,7) 45 (64,3)

PE anterior 0,0453
Sim 0(0,0) 8 (100,0)

Nao 27 (39,7) 41 (60,3)

Fonte: Dados da Pesquisa
Nota: 3 Teste Qui-quadrado de Pearson Exato

Em relagdo a historia familiar de pré-eclampsia (PE) e de hipertensao arterial
crbnica, ndo houve diferenga significativa entre os grupos, embora 81,8% (9) das
pacientes que apresentaram historia familiar de PE estivessem no grupo das
pacientes com PE (TAB. 11).
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TABELA 11 — Comparacao das pacientes dos dois grupos quanto a histdria familiar de PE e

HAC
Parametro Grupo Controle Grupo com PE P
N(%) N(%)
Historia Familiar 0,3073
de PE
Sim 2(18,2) 9 (81,8)
Nao 23 (38,3) 37 (61,7)
Historia Familiar 0,3162
de HAC
Sim 14 (41,2) 20 (58,8)
Nao 12 (30,0) 28 (70,0)

Fonte: Dados da Pequisa
Nota: 3 Teste Qui-quadrado de Pearson Exato

4.2 — Metodologia

4.2.1 — Medida da pressao arterial e proteintria

A medida da pressdo arterial foi aferida empregando-se um
esfigmomandmetro tipo coluna de mercurio (marca BD) posicionado no brago
esquerdo das pacientes, de acordo com o protocolo utilizado na maternidade. As
pacientes foram colocadas assentadas em repouso por um periodo de pelo menos

cinco minutos antes da aferigao.

A determinagéo da presséo arterial sistdlica e diastdlica foi obtida pelo método
auscultatério, por meio da identificacao dos sons | e V de Korotkoff, respectivamente
(NHBPEPWG, 2000). A pressao arterial média (PAM) foi calculada pela formula
PAM = 1/3 PA sistélica + 2/3 PA diastdlica, conforme Roberts (1999).

Nas pacientes em que foi identificado niveis pressoricos = 140x90 mmHg,

nova medida de pressao arterial foi obtida apés um periodo de 6 horas. Foi colhida
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pequena amostra de urina dessas pacientes para analise qualitativa de proteindria
com fita dosadora. Foi também realizada, em algumas pacientes, analise

quantitativa da proteinuria por meio da coleta de urina por um periodo de 24 horas.

Conforme dito anteriormente, o diagndstico de PE foi realizado de acordo com
os critérios definidos pelo NHBPEPWG (2000). Segundo essa classificagao, a pré-
eclampsia é definida como elevagao de pressao arterial sistémica (niveis pressoricos
= 140x90 mmHg em duas medidas, com intervalo de seis horas entre elas),
acompanhada pela presenca de proteinuria (1+ ou mais na medida de proteinuria de

fita ou proteinuria 24 horas >0,3g/24horas), apos 20 semanas de gestagao.

4.2.2 — Medida da Dilatagao Fluxo Mediada da Artéria Braquial

A avaliagao da dilatagao fluxo mediada (FMD) da artéria braquial foi realizada
empregando-se aparelho de ultra-sonografia com Doppler colorido SONOACE®
8800 — Medson Co, Ltd, com sonda linear de 4-8mHz.

As pacientes foram colocadas em repouso em decubito dorsal, por 15
minutos, antes da realizacdo do exame. Identificou-se a imagem da artéria braquial
medialmente na fossa antecubital do membro superior dominante. Aproximadamente
cinco centimetros acima do cotovelo do membro superior, foi realizado um corte
longitudinal (modo B) durante o momento de menor distensdo do vaso, que
corresponde a diastole cardiaca, por meio do resgate de imagens pelo “cine loop” do
equipamento. A imagem foi congelada para obtencao da média de trés medidas do

seu calibre (D1).

Apds esta primeira aferigdo, o manguito do esfigmomandmetro posicionado
proximalmente ao local da medida da artéria braquial, foi insuflado por 5 minutos até
uma pressao superior a 250 mmHg e, posteriormente, desinsuflado vagarosamente.
A média de trés novas medidas do calibre do vaso foi obtida com a mesma técnica

descrita anteriormente, apds 1 minuto da desinsuflagdo do manguito (D2).

O valor do FMD foi obtido por meio do calculo da seguinte formula: FMD (%) =
[(D2 - D1)/D1] x 100, onde D1 = diametro basal e D2 = diametro pds-ocluséao.
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Todos os exames foram realizados sempre por um mesmo profissional do

HC-UFMG, treinado e certificado em ultrassonografia.

4.2.3 — Coleta de Sangue

Depois de serem submetidas ao exame de ultra-som para afericdo da
dilatacdo fluxo mediada, obteve-se de cada paciente uma amostra de 10 ml de
sangue periférico, retirado da regido da fossa antecubital do membro superior direito,
apos anti-sepsia realizada com 4alcool a 70%. O sangue foi colocado em tubo
Vacutainer estéril contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) no momento da
coleta e, logo apds, transferidas para tubos do tipo EPPENDORF®. Seguiu-se o
processo de centrifugagéo das amostras a 4000 rotagdes por minuto por 10 minutos.
O plasma sobrenadante obtido neste processo foi pipetado com ponteiras

descartaveis e transferido para novos tubos tipo EPPENDORF® identificados. Esses

tubos foram armazenados em nitrogénio liquido a -80° no Laboratério do CEMEFE-

HC-UFMG.

4.2.4 - Dosagem dos Fatores de Angiogénese PLGF e sFIt-1

A dosagem dos fatores de angiogénese foi realizada por técnica de ELISA
(Enzime Linked Imunosorbent Assay), utilizando-se dois kits Duoset ELISA, sendo
um kit contendo anticorpos especificos para a dosagem do sFlt-1 e o outro kit
contendo anticorpos especificos para a dosagem do PLGF. Ambos os kits foram
fabricados pela R&D Systems. Primeiramente realizou-se a dosagem do sFlt-1 e, em

seguida, a dosagem do PLGF.

Cada ensaio de ELISA para dosagem dos fatores de angiogénese foi
realizada em trés dias consecutivos, com a mesma técnica para ambos os fatores de

angiogénese.
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4.2.4.1 - Sensibilizagao da placa de ELISA (1° Dia)

Em cada poco da microplaca estéril para ensaio de ELISA foi adicionado
100ul do Anticorpo de Captura especifico fornecido pelo kit e preparado conforme

protocolo do kit, criando-se uma superficie solida de anticorpos.

Para o preparo do anticorpo de captura do sFlit-1e do PLGF, utilizou-se as
solugdes de estoque do kit - 720ug/mL de mouse anti-human VEGF R1 e 720ug/mL
de mouse anti-human PLGF, respectivamente, ambas reconstituidas em 1.0mL de
PBS. Apds a reconstituicio, essas solugdes foram diluidas também em solucao
PBS até a concentragcédo de 4.0ug/mL, conforme especificagao do kit para utilizacéo

no ensaio.

A solucao de PBS (phosphate buffered saline) supracitada consiste em uma
solugao preparada conforme especificagdes do kit, com 137mM NaCl, 2.7mM KCL,
8.1mM Naz2HPO4, 1.5mM KH2PO4 em agua deionizada, pH 7.2-7.4.

A placa foi vedada, colocada em caixa escura a 4°C e incubada overnight.

4.2.4.2 - Bloqueio/Adigdao de amostras, padroes e branco (2° Dia)

O conteudo da placa foi desprezado e, a seguir, cada pogo foi lavado com
300uL de Tampao de Lavagem por quatro vezes consecutivas, utilizando pipeta
multicanal para remoc¢ao do excesso de anticorpos, conforme padronizacdo da

técnica.

O Tampao de lavagem (R&D Systems Catalog # WA 126) foi utilizado diluido

25 vezes em agua deionizada.

Adicionou-se entdo em cada poco da placa 300uL de Tampao de Bloqueio,
que consiste numa solugao de alto peso molecular, para ocupar todos os “espacos”
que sobraram. A finalidade do bloqueio é evitar que outras proteinas contidas no
soro se fixem a placa no momento do teste. Se os anticorpos do soro teste se

ligarem a placa, o resultado vai trazer uma alta titulagéo falsa.
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O Tampéo de Bloqueio foi preparado com Solugdo Reagente Diluente (R&D

Systems Catalog # DY995) diluido em agua deionizada 1:10.

A placa foi vedada, agitada e incubada por um periodo de uma a duas horas

em temperatura ambiente.

O conteudo da placa foi novamente desprezado e a placa foi submetida a um
novo processo de lavagem, segundo padronizagdo da técnica, ja descrita

anteriormente.

As amostras foram entdo descongeladas em gelo e centrifugadas a

10000rpm, a 4°C, por 15 minutos. As amostras para dosagem do PLGF foram

utilizadas puras e em diluicao de 1:3. As amostras para dosagem do sFlt-1 foram

utilizadas puras e em diluigdes de 1:2, 1:3, 1:10 e 1:20.

Para a construgao da Curva Padrao do ensaio de ELISA, o Padrao fornecido
no kit foi diluido sucessivamente de uma concentragdo maxima de10000pg/mL até
uma concentragdo minima de 9,75pg/mL para o sFlt-1, e de uma concentragéo

maxima de 2000pg/mL até uma concentragdo minima de 7,8pg/mL para o PLGF.

A diluicdo das amostras e dos Padrdes foi realizada com Reagente Diluente
(R&D Systems Catalog # DY995) diluida a 1:100 com PBS.

e Para que o teste de ELISA se torne quantitativo, € necessaria a
construgdo de uma curva com os valores de densidade ética obtida a
partir da reacdo de Padrées com concentracbes conhecidas do
antigeno a ser dosado, fornecidas pelo kit. A curva serve como padréao
de comparacdo para deduzir as quantidades de antigenos nas

solugdes-teste.

Foram, entdo, pipetados 100uL/po¢co do Branco (agua deionizada), dos
Padrdes diluidos sucessivamente para a obtencdo da curva, e das amostras das
pacientes, em duplicata. A placa foi vedada e incubada overnight a 4°C. A finalidade

do Branco é a de verificar a quantidade de impurezas.

4.2.4.3 — Deteccgao e Revelagao (3° Dia)
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O conteudo da placa foi, novamente, desprezado, e a placa foi submetida a
novo processo de lavagem, segundo padronizacdo da técnica ja descrita

anteriormente.

Em cada pogo da microplaca foi adicionado 100ul do Anticorpo de Deteccao
especifico fornecido no kit e preparado conforme protocolo do kit. A placa foi
vedada, agitada e incubada por 1 hora. Nesta etapa, o Anticorpo de Detecgao se liga
ao complexo Anticorpo de Captura-Antigeno da Amostra, finalizando o chamado
“sanduiche” de ELISA.

Para o preparo do Anticorpo de Detecgao do sFlit-1e do PLGF, utilizou-se as
solugdes fornecidas pelo kit - 72ug/mL de biotinylated goat anti-human VEGF R1 e
10,8ug/mL de biotinylated goat anti-human PLGF, respectivamente, ambas
reconstituidas em 1.0mL de Reagente Diluente (R&D Systems Catalog # DY995).
Apbs a reconstituicao, essas solucbes foram diluidas também em solucdo de
Reagente Diluente, até a concentragao de 400ng/mL para o sFlt-1 e 60ng/mL para o

PLGF, conforme especificacao do kit, para utilizacdo no ensaio.

O conteudo da placa foi novamente desprezado, sendo submetida a um novo

processo de lavagem, segundo padronizagao da técnica, descrita anteriormente.

Adicionou-se em cada poco da placa 100 yuL da enzima estreptavidina. A
placa foi agitada, incubada por 20 minutos em temperatura ambiente e, novamente,
lavada com Tampdo de Lavagem, segundo protocolo da técnica. Finalmente,
adicionou-se 100uL/pogo da Solugao Substrato. A placa foi incubada por 20 minutos
em temperatura ambiente, observando-se o aparecimento da cor amarelada na

placa. A reacéo foi paralizada com 50 uL/poco de Solugao de Parada.

A Solucao Substrato e a Solucdo de Parada utilizadas foram fornecidas pela
R&D Systems. (Catalog # DY999 e # DY994, respectivamente).

Foi realizada a observacdo em leitor de microplaca de ELISA, em
absorbancia, num comprimento de onda de 492nm. A conversdo de absorbancia
para a concentragdo em pg/mL foi realizada com o programa de estatistica
GraphPad Prism 5. As curvas padrdo do ensaio de sFlit e do PLGF tiveram

correlacao de 0,996 e 0,989, respectivamente.
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4.2.5 — Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no SPSS v. 13.0. A caracterizagao das
pacientes foi realizada por meio de tabelas de frequéncias absoluta e relativa (%).
Na analise descritiva das variaveis do estudo, foram utilizados graficos Box-plot, de

barras e o de setores.

Na comparagcdo das variaveis categoricas entre as pacientes do grupo
controle e do grupo com pré-eclampsia, foram realizados os testes Qui-Quadrado de
Pearson assintético (20% das caselas tiveram valor esperado entre 1 e 5 e 80% das
caselas tiveram valor esperado maiores ou iguais a 5) e Qui-Quadrado de Pearson

exato (mais que 20% das caselas tiveram valores esperados entre 1 e 5).

Na comparagao das variaveis quantitativas, foi realizado, inicialmente, o teste
Shapiro Wilk para avaliar a normalidade. Para varidveis com distribuicdo normal,
realizou-se o Teste t para comparacdo das médias dessas variaveis. Para variaveis
sem distribuicdo normal, foi realizado o Teste de Mann Whitney. O nivel de
significancia foi de 0,05, isto €, houve diferenga significativa entre os grupos se o
valor p <0,05.

Na analise de correlacdo dos marcadores de angiogenese, utilizou-se o teste
de Correlagao de Spearman (variaveis néo tem distribuicdo normal) que foi descrita
por meio do grafico de dispersdo. A correlagao varia de -1 a +1. Quanto mais
proximo de +1 a correlacdo é forte e positiva; e quanto mais préoximo de -1 a
correlagédo é forte e negativa. Se a correlagédo for proxima de 0 ndo ha correlagao.
Se o valor-p>0,05 nao ha correlacdo entre os marcadores, caso contrario ha
correlagdo. O nivel de significancia de 0,05 foi usado para os testes de comparagao

entre 0s grupos e para a analise de correlacio.
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5 — RESULTADOS

5-1 — Comportamento da Dilatacao Fluxo Mediada (FMD) da Artéria Braquial

nos Dois Grupos

Das 80 pacientes estudadas, 74 foram submetidas a exame de ultra-som para
analise da Dilatacdo Fluxo Mediada da Artéria Braquial. A TAB.12 mostra o
comportamento deste marcador de lesdo endotelial nos dois grupos. A mediana da
FMD no grupo com PE foi significativamente menor que a mediana no grupo

controle (5,40 x 16,13). O GRAF. 3 é a representagao desta variavel em Box-plot.

TABELA 12 — Comportamento da dilata¢do fluxo mediada (FMD) da artéria braquial nos dois
grupos de estudo

FMD GRUPO GRUPO COM PE P
CONTROLE
Mediana 16,13 5,4 0,000
Q1 12,13 0
Q3 21,54 8,82
Valor Maximo 35,71 23,33
Valor Minimo 2,86 0,00

Fonte: Dados da Pesquisa
Nota: Teste de Mann Whitney
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GRAFICO 3 — Representacdo em Box-Plot do comportamento da dilatacdo Fluxo Mediada
da Artéria Braquial nos dois Grupos de Estudo
Fonte: Dados da Pesquisa

5.2 — Comportamento do sFlt-1 nos dois Grupos Estudados

Foi realizada dosagem sérica do sFlt-1 em 62 das 80 pacientes estudadas.
Duas pacientes se recusaram a colher amostra de sangue para o estudo, 11
eppendorfs com sangue colhido foram perdidos durante o estudo e em 5 pacientes
nao se obteve resultado compativel com a curva padrao obtida. A TAB.13 mostra o
comportamento deste marcador de lesdo endotelial nos dois grupos. A mediana do
sFlt-1 no grupo com PE foi significativamente maior que a mediana no grupo
controle (44,91ng/mL x 22,25ng/mL). Houve grande variabilidade nos dois grupos. O
GRAF. 4 é arepresentacao desta variavel em Box-plot.
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TABELA 13 — Comportamento da concentragdo sérica do sFlt-1 nos dois grupos de estudo

sFlt-1 (ng/mL) GRUPO GRUPO COM PE P
CONTROLE
Mediana 22,25 44,91 0,001
Q1 8,15 22,59
Q3 31,83 73,50
Valor Maximo 56,95 120,24
Valor Minimo 4,00 2,18

Fonte: Dados da Pesquisa
Nota: Teste de Mann Whitney
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GRAFICO 4 — Representagdo em Box-Plot do comportamento da Concentragéo Sérica do
sFIt-1 nos dois Grupos de Estudo
Fonte: Dados da Pesquisa



75

5.3 - Comportamento do PLGF nos dois Grupos Estudados

Foi realizada dosagem sérica do PLGF em 67 das 80 pacientes estudadas.
Houve perda de 11 eppendorfs de sangue colhido durante o estudo, e duas
pacientes se recusaram a colher sangue para o estudo. Além destas 13 perdas,
retiramos 12 resultados de outliers, totalizando uma perda de 25 amostras. A analise
final deste marcador foi realizada com 55 resultados. A TAB.14 mostra o
comportamento deste marcador de lesdo endotelial nos dois grupos. A mediana do
PLGF no grupo com PE foi menor que a mediana no grupo controle (101,76 pg/mL x
122,7pg/mL), porém ndo houve diferenga significativa entre os grupos (p>0,05). O

GRAF. 5 é a representacao desta variavel em Box-plot.

TABELA 14 — Comportamento da concentragao sérica do PLGF nos dois grupos de estudo

PLGF (pg/mL) GRUPO GRUPO COM PE P
CONTROLE
Mediana 122,74 101,76 0,274
Q1 58,66 45,48
Q3 500,31 197,37
Valor Maximo 728,94 762,22
Valor Minimo 8,17 3,51

Fonte: Dados da Pesquisa
Nota: Teste de Mann Whitney
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GRAFICO 5 — Representacdo em Box-Plot do comportamento da Concentracéo
Sérica do PLGF nos dois Grupos De Estudo
Fonte: Dados da Pesquisa

5.4 — Comportamento da razao sFIt-1/PLGF nos dois grupos estudados

Foi possivel realizar a razédo sFlt-1/PLGF em 53 das 80 pacientes estudadas.
A TAB.15 mostra que a mediana desta razdo foi, no grupo controle,
significativamente menor que a mediana no grupo com PE (50,89 x 187,21). O

GRAF. 6 é a representacao desta variavel em Box-plot.
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TABELA 15 — Comportamento da razdo sFlt-1/PLGF nos dois grupos de estudo

sFIt-1/PIGF GRUPO GRUPO COM PE P
CONTROLE
Mediana 50,89 187,21 0,041
Q1 25,20 40,88
Q3 123,31 402,35
Valor Maximo 770,41 843,46
Valor Minimo 8,56 10,89

Fonte: Dados da Pesquisa
Nota: Teste de Mann Whitney
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GRAFICO 6 — Representacdo em Box-Plot do comportamento da razdo sFlt-1/PLGF
nos dois Grupos de Estudo
Fonte: Dados da Pesquisa

5.5 — Analise da Correlagao entre os Marcadores de Angiogénese Estudados
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Na analise de correlagdo dos marcadores de angiogenese foi utilizado o teste
de Correlagédo de Spearman. Nao foi encontrada correlagéo significativa entre os
marcadores de angiogénese, 0 que pode ser visualizado através dos graficos de
dispersao abaixo (GRAF. 7,8,9 e 10). A correlagao de Spearman entre FMD e sFlit-1
foi 0,037 (p=0,823). A correlacdo de Spearman entre sFlt-1 e PLGF foi de -0,178
(p=0,306). Nao ha correlagdo entre FMD e PLGF (p=0,999). A correlagdo de
Spearman entre a FMD e a razao sFlt-1/PLGF foi de 0,007 (p=0,970).
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GRAFICO 7 — Correlagdo de Spearman entre o sFlt-1 e o PLGF
Fonte: Dados da Pesquisa
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GRAFICO 8 — Correlagao de Spearman entre o sFlt-1 e a FMD da Artéria Braquial
Fonte: Dados da Pesquisa
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GRAFICO 9 — Correlagéo de Spearman entre o PLGF e a FMD da Artéria Braquial
Fonte: Dados da Pesquisa
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GRAFICO 10 — Correlagdo de Spearman entre a FMD da Artéria Braquial e a razio
sFlt-1/PLGF
Fonte: Dados da Pesquisa
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6 — DISCUSSAO

A pré-eclampsia permanece ao longo dos anos como uma doenga
desafiadora em que, apesar do grande numero de estudos e pesquisas, muitas
duvidas permanecem. Continua sendo uma doenga com alta morbi-mortalidade para
o binbmio mae-feto, principalmente em paises em desenvolvimento, como o Brasil,
onde suas conseqléncias sdo devastadoras. Ainda € considerada a principal causa
de mortalidade perinatal, prematuridade e restricdo de crescimento intra-uterino. O
fato de se constituir em uma doenga multissistémica e multifatorial de manifestacao
tardia e com instalagdo em fases precoces da gestagao, dificulta a compreenséao
precisa de sua etiologia e dos varios mecanismos fisiopatolégicos que levam ao
quadro de PE, restringindo progressos no que diz respeito a predicdo e prevengao

da doenca.

A possibilidade de se utilizar técnicas de prevencdo da PE revolucionaria o
acompanhamento pré-natal e salvaria muitas vidas de fetos e gestantes. A
prevencdo primaria, ou seja, aquela que protege contra a doenca, sO sera
concretizada com a descoberta definitiva de sua etiologia e de técnicas que
permitam o desenvolvimento normal da gestacdo. As intervengdes propostas ainda
sao focadas no inicio do aparecimento dos sintomas, enquanto a fisiopatologia da

doenga ja se instalou bem antes.

Um desequilibrio nos fatores angiogénicos e antiangiogénicos circulantes,
derivados de uma placentagdo inadequada em fases precoces da gestacao, esta
emergindo como um mecanismo proeminente na mediagao da disfungcédo endotelial e
no aparecimento dos sinais e sintomas da PE em fases mais tardias da gestacdo. A
condicdo esta associada com producido reduzida de proteinas pré-angiogénicas,

como o PLGF, além de aumento dos fatores anti-angiogénicos, como o sFlt-1.

Estda bem consolidado que a lesdo endotelial € um ponto inquestionavel da
fisiopatologia da doencga. O estudo Doppler das artérias uterinas tem sido foco para
predicdo da PE no segundo trimestre da gestagao, revelando alteragées de fluxo em
um vaso ja lesado por este desequilibrio dos fatores de angiogénese. A metodologia
usada para analise dos indices da onda do Doppler das artérias uterinas varia entre

os autores, havendo duvidas quanto a sua utilidade como preditor de PE pelo fato
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deste exame ser realizado na 26 semana de gestagdo, quando os quadros graves

ja levaram ao comprometimento materno/fetal.

Os estudos que abordam os marcadores de angiogénese, como o PLGF e o
sFlt-1, dentre varios outros marcadores ja descobertos, sdo importantes para ampliar
nossos conhecimentos acerca desta etapa precoce de instalacdo da doenca. Isso é
importante ndo s6 com o objetivo de predicdo, mas também para a descoberta de
farmacos capazes de bloquear o aparecimento da doenga e de suas formas graves
ja na fase precoce, por meio da obteng¢ao do equilibrio dos fatores angiogénicos/anti-

angiogénicos.

A dilatagdo fluxo mediada (FMD) da artéria braquial € um teste bem
estabelecido de avaliacao da fungao endotelial. A técnica é atrativa porque é nao
invasiva, tem relativo baixo custo e permite varias afericbes. Muito usada por
cardiologistas para determinar lesdo endotelial das artérias coronarias, esta
comecgando a ser utilizada em ginecologia e obstetricia. O pequeno numero de
estudos ja realizados demonstra que a FMD da artéria braquial é capaz de revelar a
presenca de lesdo endotelial. Embora a técnica ainda nao esteja totalmente
padronizada, estudos da FMD s3o importantes ndo sé por apontarem que a lesao
endotelial € ponto central na fisiopatologia da PE, como também para sua predigao

e, no futuro, para acompanhamento do tratamento.

Uma das linhas de pesquisas desenvolvida no Centro de Medicina Fetal do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais enfoca o estudo da
pré-eclampsia. A pesquisa pioneira sobre marcadores bioquimicos de angiogénese
neste servico foi realizado em 2006, sobre o PLGF e o VEGF em gestantes
normotensas e com pré-eclampsia. Apos este estudo, varios outros tém sido
desenvolvidos no servigo, incluindo estes e outros marcadores de lesdo endotelial. O
estudo sobre a dilatagao fluxo mediada da artéria braquial também é recente no

servico, obtendo-se promissores resultados.

As 80 gestantes selecionadas para participar deste estudo originaram-se da
demanda espontadnea de pacientes admitidas na Maternidade do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. No periodo de dois anos, foram
captadas 52 pacientes com PE e 28 pacientes higidas. A prevaléncia de pacientes
com alguma doenca na maternidade do HC/UFMG é alta, devido a maternidade ser

de referéncia em gestacao de alto risco. Por isso, a insergdo de pacientes higidas
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que preenchessem os critérios de inclusao do estudo foi a primeira dificuldade
encontrada. Como os grupos foram estatisticamente homogéneos em sua

caracterizacao, ndo houve comprometimento em sua analise final.

Os marcadores PLGF e sFlt-1 foram escolhidos para estudo comparativo
entre as gestantes normotensas e as gestantes com pré-eclampsia por sua estreita
relacdo com a angiogénese placentaria, segundo dados da literatura. A escolha da
técnica de dosagem dos marcadores por ensaio de ELISA foi baseada na
possibilidade de comparabilidade dos resultados do estudo com os estudos mais

recentes obtidos na literatura.

A dosagem dos marcadores foi realizada pela primeira vez no Laboratério do
Centro de Medicina Fetal-HC-UFMG, ja que as avaliagdes nos estudos anteriores
eram feitas no Laboratério de Angiogénese no ICB/UFMG. Os kits para dosagem
dos marcadores ainda nao sido produzidos no Brasil, €, pelo seu alto custo, s6 sao
utilizados em nivel de pesquisa. Foram adquiridos os kits Duoset para ambos os
marcadores, da R&D Systems. A técnica recebeu treinamento no Laboratorio de
Angiogénese do ICB, onde também foram preparadas substancias utilizadas no
ensaio. A dosagem do sFlt-1 foi particularmente mais dificil que a do PLGF, embora
a técnica de ELISA seja igual para qualquer marcador. Foram necessarios varios
ensaios até que se obtivesse uma curva padrao satisfatéria e diluicdo de amostras

que fossem compativeis com a curva.

Os kits Duoset da R&D Systems contém os componentes basicos
necessarios para se realizar um imunoensaio, oferecendo uma alternativa
econbmica para a compra de anticorpos e proteinas separadas. Os novos Kkits
Quantikine, disponibilizados pela R&D Systems, sao completos e prontos para uso.
Suas placas ja vém sensibilizadas com o anticorpo de captura, tornando o
imunoensaio mais facil de ser executado. Apesar de mais caros, talvez devessem

ser utilizados nos préximos estudos em nosso servigo.

O resultado das concentragdes de PLGF ja foi obtido em pg/ml diretamente
do leitor de microplaca de ELISA. Para o sFlt-1, foi necessario programa estatistico
(GraphPad Prism 5) para transformacao do resultado emitido em absorbéancia para
concentracao em ng/ml, exatamente pela dificuldade encontrada em se obter uma

curva padrao satisfatoria.
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Das 80 pacientes, foram analisados 62 resultados de sFlt-1 (22,5% de
perdas) e 55 resultados de PLGF (31,25% de perdas). A razdo sFlt-1/PLGF foi
possivel em 53 pacientes (33,75% de perdas). Em 11 casos, os eppendorfs
contendo amostras de soro das pacientes foram perdidos durante os dois anos de
estudo. Duas das pacientes selecionadas se recusaram a colher amostra de sangue
para o estudo. Em 5 casos, os resultados de sFlt-1 ndo foram compativeis com a
curva padrao obtida, sendo descartados, e 12 resultados outliers foram retirados da
analise do PLGF. Estas perdas podem ter interferido nos resultados finais do

trabalho, principalmente no que diz respeito ao que foi obtido para o PLGF.

Varios estudos tém demonstrado que durante a fase clinica da doenca a
concentracdo materna de PLGF esta reduzida e esta reducdo precede o
aparecimento clinico da doenga, sendo evidente no segundo e primeiro trimestre de
gestacdo (SAVVIDOU et al., 2008; BAUMWELL; KARUMANCHI, 2007; AKOLEKAR
et al., 2008; MASUYAMA et al., 2006; CRISPI et al., 2006; CRISPI et al., 2008;
OHKUCHI et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008; EREZ et al., 2008; FAYAD 2005;
NESS; HUBEL, 2005; ZHONG; TUULI; ODIBO, 2010).

Estudos mais recentes tém sido unanimes em mostrar que gestantes com PE
apresentam niveis séricos elevados de sFlt-1 e niveis séricos reduzidos de PLGF
(KOGA et al., 2003; LEVINE et al., 2004; MOORE SIMAS et al., 2007; DIAB et al.,
2008; PURWOSUNU et al., 2009).

Em um estudo realizado no HC/UFMG, a concentragao plasmatica de PLGF
estava significativamente reduzida nas pacientes com PE em relagcdo as gestantes
normotensas. Os autores encontraram relagao inversa entre os niveis plasmaticos
de PLGF e a pressao arterial média (PAM). Para cada diminuigdo de 1pg/ml na
concentracao de PLGF, houve aumento de 6,5mmHg na PAM (p<0,005). Nesse
estudo, as concentragdes plasmaticas de VEGF ndao se mostraram
significativamente diferentes entre o grupo de pacientes com PE e o grupo controle
(TEIXEIRA et al., 2008).

Na pesquisa realizada, a mediana da concentracdo de sFlt-1 foi
significativamente maior no grupo de pacientes com PE em relagdo ao grupo
controle (44,91ng/mL x 22,25ng/mL), corroborando com as analises descritas pela
literatura. A mediana do PLGF foi menor no grupo das pacientes com PE em relagao

as pacientes normotensas (101,76 pg/mL x 122,7pg/mL), o que também corrobora
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com a literatura. No entanto, essa diferenca no estudo ndo foi estatisticamente
significativa, o que pode ser explicado pela grande quantidade de perda de
amostras. Provavelmente, aumentando-se o n do estudo, encontrariamos uma
diferenca significativa entre os grupos. A razéo sFlt-1/PLGF também foi concordante
com a literatura. A mediana foi significativamente maior no grupo das pacientes com

PE em relagdo ao grupo de gestantes higidas (187,21 x 50,89).

Houve grande variabilidade quantitativa de ambos os marcadores
bioquimicos, em ambos os grupos. A concentracao de sFlt-1 foi obtida em ng/mL, o
que difere da maioria dos estudos, que fornecem a concentracao do sFlt-1 em
pg/mL. A concentracdo do PLGF foi obtida em pg/mL como a unanimidade dos
estudos. A literatura também discorre sobre grandes variagdes quantitativas dos
fatores de angiogénese no plasma de gestantes entre os estudos e esse fato pode
estar relacionado a falta de padronizacdo metodoldgica. Existem variagdes entre os
autores em relacdo ao tempo de armazenamento das amostras, a técnica de

dosagem e a idade gestacional das pacientes em cada estudo.

Na maioria dos estudos de sFlt-1, como os de Park et al. (2005), Stepan et al.
(2007), Diab et al. (2008) e Lim et al. (2008), o resultado das concentracdes séo
dados em pg/mL. Nesses estudos, os valores de cutoff obtidos para predicdo de PE
variaram de um valor maximo de 2705,8 pg/mL (LIM et al., 2008) a um valor minimo
de 500,0pg/mL (PARK et al., 2005). No estudo de Hertig et al. (2004), e no de Chen
(2007), os resultados das concentragbes de sFlt-1 foram obtidos em ng/mL.

(1ng=1000pg). No estudo de Ye (2006), o resultado de sFlit foi fornecido em mg/L.

Em relagdo ao PLGF, os estudos tém sido unanimes em apresentar os
resultados em pg/mL, apesar de também apresentarem grande variagao
quantitativa. Nos estudos realizados por Chaiworapongsa et al. (2004), Stepan et al.
(2007), Espinoza et al., (2007) e Diab et al. (2008) e De Vivo (2008), os valores de
cutoff para predigdo de PE variaram de um valor minimo de 90pg/mL
(CHAIWORAPONGSA et al., 2004) a um valor maximo de 382,5pg/mL (DE VIVO,
2008).

Uma revisdo sistematica publicada por Widmer et al. (2007) questiona a
recomendagdo desses marcadores de angiogénese como teste de screening
exatamente devido as diferengas metodoldgicas empregadas. Os principais fatores

limitantes sdo: a diferenga na idade gestacional selecionada, o tipo de populagéo
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estudada, o tempo de armazenamento das amostras e os diferentes resultados

encontrados.

A literatura mostra que a dilatagao fluxo mediada (FMD) da artéria braquial é
capaz de mensurar a resposta vascular através da variacdo do diametro basal da
artéria e do seu didmetro apés um periodo de oclusdo vascular, conseguida por
meio da insuflagdo de um esfigmomandémetro. A FMD é geralmente expressa pela
mudanca percentual do didmetro do vaso pds-estimulo quando comparado com o
didmetro do vaso basal. No entanto, segundo alguns pesquisadores, a melhor
maneira de avaliar a FMD é registrando a medida do didmetro basal do vaso, o valor
absoluto da modificagao pds-estimulo e o valor percentual da mudanga (CORRETTI
et al., 2002; BOTS et al., 2005).

Varios estudos mostram que um valor alto da FMD da artéria braquial
representa funcdo endotelial preservada, enquanto um valor diminuido da FMD
representa disfuncdo endotelial. Pacientes com alteracdo endotelial apresentam
resposta de vasodilatagdo reduzida e, em alguns casos, até mesmo vasoconstrigao
pode ser observada (CUNHA FILHO et al., 2010; FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003;
MOENS et al., 2005; SAVVIDOU et al, 2000; ROBERTS; REDMAN, 1993;
McCARTHY et al., 1993; MEREDITH et al., 1996; JOANNIDES et al, 1995;
CORRETTI et al., 2002; FAULX; WRIGHT; HOIT, 2003; SAVVIDOU et al., 2003;
GERMAIN et al., 2007).

Em um estudo realizado por Germain et al. (2007), as pacientes com histéria
de PE grave e pacientes com histéria de perdas gestacionais de repeticao
apresentaram uma diminuicdo significativa da dilatacdo fluxo mediada, um indice
aumentado de disfungdo endotelial comparadas com controles, além de niveis de
nitrito mais baixos. Germain et al. (2007) estudaram a hipétese de que a disfungéo
endotelial poderia estar aumentada em mulheres com histéria prévia de PE ou em
pacientes com histdria de aborto de repeticao, quando comparadas com pacientes
controles. Essa hipdtese foi baseada na crenca de que a disfungcao endotelial
poderia ser um fator predisponente para a placentacdo anormal, podendo
representar um elo de ligagao entre defeitos de placentacdo e desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. O achado principal desse estudo foi a presenca de
disfungdo endotelial muito apés o término da gestacdo em mais de 50% das

pacientes com histéria de aborto de repeticdo ou PE grave (GERMAIN et al., 2007).
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Na pesquisa realizada, 74 pacientes foram submetidas a exame da FMD da
artéria braquial (7,5% de perdas). Seis pacientes nao realizaram o exame da
dilatacdo fluxo mediada da artéria braquial, devido a falta de disponibilidade do
técnico executor em realizar o exame no momento em que as pacientes foram
admitidas. O exame da dilatacédo fluxo mediada da artéria braquial foi realizado por
um unico examinador, com o intuito de abolir diferengas de medida interobservador.
A técnica utilizada foi minuciosamente descrita para que pudesse ser reproduzida e

comparada com outros estudos da literatura.

Os resultados obtidos foram compativeis com os descritos pela literatura. A
mediana da FMD no grupo com PE foi significativamente menor que a mediana no

grupo controle (5,40 x 16,13).

No nosso estudo, nao foi encontrado nenhum tipo de correlacéo entre estes
trés marcadores. No estudo de Savvidou et al. (2008) os valores diminuidos da
FMD da artéria braquial também ndo se correlacionaram diretamente com os
marcadores bioquimicos de lesdo endotelial. As concentragcbes plasmaticas de
PLGF estavam alteradas em mulheres que desenvolveram PE, mas essas

alteragdes nao se correlacionaram diretamente com a disfungédo endotelial materna.

Ao lado da grande expectativa de predigao precoce de PE, estudos cientificos
avangam na avaliagao do uso de farmacos capazes de controlar as alteracbes dos
fatores de angiogénese nas gestantes triadas durante o pré-natal, sem causar danos
ao embrido. Estudos experimentais recentes com o VEGF 121, por exemplo, tém
demonstrado que ele tem revertido quadros de lesdo endotelial renal e placentaria,
por bloquear a acédo do sFlt-1, reduzindo também a hipertensao arterial (WOODS,
2011).

A proposta de se estudar farmacos que tenham a capacidade de restaurar a
angiogénese é extremamente tentadora e deve motivar um grande numenro de

estudos nessa area, incluindo a medicina fetal do HC/UFMG.

O estudo de marcadores de angiogénese ainda tem longo caminho a ser
trilhado. Novos estudos para padronizagdo de técnicas de exames e dosagens,
combinacdes de marcadores que aumentem o indice de predi¢cdo, padronizagcdo de

gestantes que se beneficiariam com estes exames devem ser realizados, até que se
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chegue ao nivel do uso destes marcadores na pratica clinica e ao tratamento da

doenca antes do aparecimento de seus sintomas.
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7 — CONCLUSAO

Apds a analise dos resultados pudemos concluir que:

1. Os niveis de PLGF no grupo com PE foram menores que o grupo

controle, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significativa.

2. Os niveis de sFlt-1 e a razéo sFlt-1/PLGF foram maiores no grupo das

pacientes com PE e essa diferenga foi significativa.

3. A dilatagao fluxo mediada da artéria braquial foi menor no grupo de PE

em relacéo ao grupo controle e essa diferenca foi significativa.

4. Nao houve correlacdo entre os trés marcadores.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e esclarecido

Correlagao entre a Dilatacdao Fluxo Mediada da artéria braquial e os valores
séricos maternos de VEGF, PIGF e sFlt-1 nas gestantes portadoras de pré-
eclampsia.

1-

A pré-eclampsia é uma doenga grave na gestagdo, onde a pressao arterial se eleva,
colocando em risco a mae e o filho. Até o momento ndo se conhece exatamente
como evitar o aparecimento da doenca. Diversos estudos vém sendo feitos na
tentativa de entender porque a pré-eclampsia acontece em algumas gestantes e em
determinados casos de forma grave.

A pré-eclampsia é marcada por uma alteragdo nos vasos do organismo, que pode ser
avaliada por medida da dilatacdao dos vasos através do aparelho de ultra-som e por
substancias encontradas no sangue periférico.

Um exame chamado de Dilata¢do Fluxo Mediada (DILA) é capaz de avaliar a fungdo e
integridade do vaso nas gestantes com pré-eclampsia. O método consiste em
apertar o braco com o manguito do aparelho de medir pressao arterial, por quatro
minutos, e a seguir medir a dilatagdo do vasos através do aparelho de ultra-som.
Esse exame ndo é invasivo, mais vocé podera sentir um leve formigamento no braco
que desaparecera em poucos segundos, sem causar nenhum dano.

Algumas substancias encontradas no sangue periférico, chamadas de marcadores de
angiogénese, VEGF PIGF e sFlt-1, também podem refletirem as alteragGes nos vasos
sanguineos das gestantes com pré-eclampsia. Para isso é preciso coletar uma
amostra de sangue para andlise em laboratdrio.

A puncdo da veia do seu brago, para retirada de 10ml de sangue, pode provocar dor
de leve intensidade e as vezes levar a formagdo de um pequeno hematoma
(coloracdo arroxeada) no local e muito raramente vermelhidao.
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Esses dois exames ndo fazem parte da rotina do Hospital das Clinicas e vocé deve
estar ciente que os objetivos estdo ligados somente a pesquisa. O Centro de
Medicina Fetal da UFMG é um importante centro de estudos, onde sdo
desenvolvidas pesquisas que tém como objetivo aprimorar os métodos de
diagndstico da pré-eclampsia.

N3do ha vantagens diretas para vocé caso aceite a participar; e se vocé recusar, o seu
tratamento no Hospital das Clinicas ndo sera de forma alguma alterado. Seu nome ou
do seu filho ndo serdo divulgados em resultados e publicacdes e sé os pesquisadores
do CEMEFE terdo acesso a seus dados.

Caso seja de seu interesse, os resultados estardo guardados com o pesquisador e lhe
serdo entregues assim que vocé solicitar.

B UL ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnaa——rrraeaeaeaas , portadora de
documento de identidade.........coocciiiiiiiiie expedido
[o1<1 - T , estou ciente do que foi exposto acima e autorizo a realizacdo do

exame do DILA, bem como retirada de uma amostra de meu sangue para pesquisa.
Participo voluntariamente deste estudo e estou ciente de que as amostras colhidas
ndo trardo prejuizo a minha sadde ou do meu filho.

Assinatura da paciente:

Data:

Centro de Medicina Fetal -HC-UFMG — 3409-9422

Comité de Etica em Pesquisa (COEP-UFMG): (31)3409-4592

Av. Anténio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il, 2° andar - Campus Pampulha.
Belo Horizonte MG — CEP: 31270-901
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ANEXO A — Parecer COEP-UFMG

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

Parecer n2. ETIC 280/08

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

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 17 de setembro de 2008, apés atendidas as solicitagdes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Correlagéo entre Dilatagao
Fluxo Mediada (DILA) de artéria braquial e os valores séricos de
VEGF, PIGF e sFlt-1 nas gestantes portadoras de pré-eclampsia”
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inicio do projeto.

Ml Y

Profa, Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av, Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2003 — Cep:31270-901 — BII-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail: coepliprpg.ufimg.br
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FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAC
Av. Prof Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409 9641 FAX (31) 3409.9640

)

ATA DA DEFESA DE DISSERTA@AO DE MESTRADO de CRISTINA MARCIA
NOGUEIRA SALOMAQO, n° de registro 2008655308. No dia trinta e um de agosto de
dois mil e onze, reuniu-se na Faculdade de Medicina da UFMG a Comisséo
Examinadora de dissertacéo indicada pele Colegiado do Programa para julgar, em exame
final, o trabalho intitulado: “CORRELACAQ ENTRE A DILATACAO FLUXO MEDIADA
(FMD) DA ARTERIA BRANQUIAL E OS VALORES SERICOS MATERNOS DE PLGF E
sFlt-1 EM GESTANTES NORMAIS E COMPLICADAS POR PRE-ECLAMPSIA",
requisito final para a obtengdo do grau de Mestre em Saude da Mulher, pelo Programa de
Pos-Graduagdo em Salde da Mulher - Area de Concentragdo Perinatologia. Abrindo a
sessdo, o Presidente da Comisséo, Prof. Henrique Vitor Leite, apds dar a conhecer aos
presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho final, passou a palavra a
candidata para apresentagdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguicao pelos examinadores,
com a respectiva defesa da candidata. Logo apds, a Comissdo se reuniu sem a presenca
da candidata e do publico para julgamento e expedicdo do resultado final. Foram

atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof. Henrique Vitor Leite/ Orientador Instituicdo: UFMG Indicagéo:
Prof. Juliana Silva Barra Instituicao: UFMG Indicacao:
Prof. Ana Paula Brum Miranda Lopes Instituicao: UFMG Indicacao: | .

TN 5

Pelas indicacbes a candidata foi considerada 4

O resultado final foi comunicado publicamente & candidata pelo Presidente da Comissao.
Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sesséo e lavrou a presente ATA,
que sera assinada por todos os membros participantes da Comisséo Examinadora. Belo
Horizonte, 31 de agosto de 2011.

Prof. Henrigue Vitor Leite / Crientador

Profa. Juliana Silva Barra _,

Profa. Ana Paula Brum Miranda L‘opes | /] ERwiisysd (i AT o

Prof. Anténio Carlos Vieira Cabral/Coordenador W/
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,f Prof. Antfinio Casios Vieira Cabral

Obs : Este documento ndo tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador. w Coordenador do Programa de
s Pés-Graduagio em Salide da Muther

Facuidade de Medicing - UFMG
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FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031)3409.9641 FAX: (31) 3409-9640
cpg@medicina.ufmg.br

DECLARACAOQ

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores
Doutores Henrique Vitor Leite, Juliana Silva Barra e Ana Paula Brum Miranda
Lopes, aprovou a defesa da dissertacao intitulada “CORRELAGAO ENTRE A
DILATAGAO FLUXO MEDIADA (FMD) DA ARTERIA BRANQUIAL E OS VALORES
SERICOS MATERNOS DE PLGF E sFit-1 EM GESTANTES NORMAIS E
COMPLICADAS POR PRE-ECLAMPSIA” apresentada pela mestranda CRISTINA
MARCIA NOGUEIRA SALOMAO, para obtencédo do titulo de mestre em Satide
da Mulher, pelo Programa de Pés-Graduagédo em Saude da Mulher - Area de
Concentragdo em Perinatologia, da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal de Minas Gerais, realizada em 29 de julho de 2011.

-
. Henrique Vitor Leite
Orientador

ofa. Juliana Silva Barra
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