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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é caracterizada por pressao sanguinea sistélica 2140
mmHg ou diastdélica 290 mmHg, em no minimo duas ocasides (0 intervalo entre as
medicdes ndo deve ser inferior a 6 horas) e proteinuria (excre¢ao de proteina 20,3 g
em urina de 24 horas ou =230 mg/dL, ou seja, 21+ pelo método qualitativo de fita, em
amostras isoladas) em gestantes normotensas, ap0s a vigésima semana de
gestacdo. A hipertensdo, na auséncia de proteindria, é caracterizada como PE se
associada a trombocitopenia, insuficiéncia renal, alteragdo hepatica, edema
pulmonar ou sintomas cerebrais ou visuais. O objetivo deste estudo foi avaliar
longitudinalmente marcadores da coagulacéo e fibrindlise em gestantes portadoras
de fatores de risco para PE, que desenvolveram ou ndo a doenca. Foram avaliadas
23 amostras de 11 gestantes que desenvolveram PE e 55 amostras de 17 que nao
desenvolveram a doenca, nos periodos gestacionais 12-19, 20-29, 30-34 e 35-40
semanas. Os niveis plasméticos de D-Di e PAI-1 foram determinados por ELISA
(Sekisui Diagnostics). Nao houve diferenca significativa para os niveis plasmaticos
de D-Di e PAI-1 nas gestantes que desenvolveram PE em relagdo as que nao
desenvolveram a doenca, nos quatro periodos gestacionais avaliados. No entanto,
foi obtido um aumento significativo nos niveis de D-Di nas gestantes que
desenvolveram e que ndo desenvolveram PE, comparando os periodos gestacionais
12-19x30-34 (p=0,045 e p=0,001), 12-19x35-40 (p<0,001 e p=0,000), 20-29x30-34
(p=0,048 e p=0,003) e 20-29x35-40 semanas (p=0,030 e p=0,001), respectivamente.
Foi também obtido um aumento significativo nos niveis de PAI-1 nas gestantes que
desenvolveram PE, comparando os periodos gestacionais 35-40x12-19 (p=0,001),
35-40x20-29 (p<0,001) e 35-40x30-34 semanas (p<0,001) e nas gestantes que néo
desenvolveram a doenca, nos periodos 12-19x20-29 (p=0,004), 12-19x30-34
(p<0,001), 12-19x35-40 (p=0,001), 20-29x35-40 (p=0,009) e 30-34x35-40 semanas
(p=0,002). Os dados obtidos permitem concluir que houve uma tendéncia de
aumento dos niveis plasmaticos de D-Di e PAI-1 nas gestantes que desenvolveram
e que nao desenvolveram PE, ao longo da gestacdo, e esse aumento foi mais
evidente nas que desenvolveram a doenca. Esses dados permitem sugerir que 0s
marcadores plasmaticos D-Di e PAI-1 sdo candidatos promissores para integrar um
algoritmo diagndstico para a PE, a ser aplicado apds um score clinico e associados
a exames de imagens. O principal mérito do presente estudo é encorajar novos
projetos, criteriosamente elaborados e cercados de medidas para que néo haja
perda de participantes ao longo do mesmo, de forma a contabilizar um nimero de
gestantes e de amostras de sangue em cada periodo gestacional suficientes para
permitir, com seguranca, a determinacdo dos cut-off de D-Di e PAI-1 para o
diagnostico precoce da doenca. A determinacdo de D-Di indubitavelmente seria de
grande valia para o diagnéstico de PE, sabendo que esse teste ja esta disponivel
nos laboratdérios clinicos.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; D-Dimero; PAI-1; Periodos gestacionais.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is characterized by systolic blood pressure 2140mmHg or
diastolic 290mmHg on at least two occasions (the interval between measurements
should not be less than 6 hours) and proteinuria (protein excretion 20,39 in 24 hours
urine or 230mg/dL, so the qualitative method =1+ in isolated samples) in
normotensive pregnant women, after the twentieth week of pregnancy. The pressure
in the absence of proteinuria is characterized as PE is associated with
thrombocytopenia, renal failure, abnormal liver, pulmonary edema, or cerebral or
visual symptoms. The objective of this study was to evaluate longitudinally markers of
coagulation and fibrinolysis in pregnant women with risk factors for PE, who
developed the disease or not. It were evaluated 23 samples from 11 pregnant
women who developed PE and 55 samples of 17 who did not develop the disease in
gestational periods 12-19, 20-29, 30-34 and 35-40 weeks. Plasma levels of D-Di, and
PAI-1 were determined by ELISA (Sekisui Diagnostics). There was no significant
difference in plasma levels of D-Di and PAI-1 in pregnant women who developed PE
compared with those who did not develop the disease in four gestational periods
evaluated. However, a significant increase in D-Di levels in pregnant that developed
PE or not has been obtained by comparing the 12-19x30-34 gestational periods
(P=0.045 and P=0.001), 12-19x35-40 (P<0.001 and P=0.000), 20-29x30-34 (P=0.048
and P=0.003) and 20-29x35-40 weeks (P=0.030 and P=0.001), respectively. It was
also obtained a significant increase in PAI-1 levels in pregnant women who
developed PE, comparing the gestational periods 35-40x12-19 (P=0.001), 35-40x20-
29 (P<0.001) and 35-40x30-34 weeks (P<0.001) and in women who did not develop
the disease in 12-19x20-29 periods (P=0.004), 12-19x30-34 (P<0.001), 12-19x35-40
(P=0.001), 20-29x35-40 (P=0.009) and 30-34x35-40 weeks (P=0.002). The data
support the conclusion that there was a trend of increased plasma levels of D-Di and
PAI-1 in pregnant women who developed and who did not develop PE, during
pregnancy, and this increase was more evident in those who developed the disease.
These data suggest that plasma markers D-Di and PAI-1 are promising candidates to
integrate a diagnostic algorithm for PE, to be applied after a clinical score and
associated with imaging tests. The main merit of this study is to encourage new
projects, carefully designed and surrounded by measures to ensure that there is no
loss of participants over the same in order to account for a number of pregnant
women and blood samples in each gestational period sufficient to allow, safely,
determining the cut-off D-Di, and PAI-1 for the early diagnosis of the disease. The
determination of D-Di would undoubtedly be of great value for PE diagnosis, knowing
that this test is now available in clinical laboratories.

Keywords: Preeclampsia; D-dimer; PAI-1; Gestational periods.
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1 Introducgéo e Relevancia

A pré-eclampsia (PE) constitui a principal causa de morte materna em
diversos paises do mundo e contribui significativamente para a prematuridade, o
baixo peso fetal e o0 aumento da mortalidade neonatal. Esta doenga apresenta um
elevado custo social, uma vez que, frequentemente, resulta na internacdo da
gestante e do recém-nascido por varios dias.

A PE é caracterizada por pressao sanguinea sistdlica 2140 mmHg ou
diastélica 290 mmHg, em no minimo duas ocasifes (o intervalo entre as medicdes
nao deve ser inferior a 6 horas) e proteinuria (excregcéo de proteina 20,3 g em urina
de 24 horas ou 230 mg/dL, ou seja, 21+ pelo método qualitativo de fita, em amostras
isoladas) em gestantes normotensas, ap0s a vigésima semana de gestacdo. Na
auséncia de proteindria, a hipertensdo é caracterizada como PE, se houver o
aparecimento de qualquer uma das seguintes alteracdes: a) trombocitopenia
(contagem de plaquetas <100.000/mm?), b) insuficiéncia renal (creatinina> 1,1mg/dL
ou um aumento de duas vezes dos niveis plasmaticos de creatinina, na auséncia de
doenca renal de base), c) elevacao das enzimas hepéticas (niveis de transaminases
hepéticas aumentados em duas vezes), d) edema pulmonar ou e) sintomas
cerebrais ou visuais.

A doenca pode manifestar também em gestantes com diagndstico prévio de
hipertensédo arterial, quando é chamada de PE superposta. Nesses casos ocorre
agravamento da hipertensédo, com aumento de pelo menos 15mmHg da pressao
arterial diastélica em relacdo aos niveis prévios. O acompanhamento médico das
gestantes deve ser criterioso e € fundamental para o sucesso da gravidez. Pode
ainda ocorrer hipertensdo gestacional, que ndo € acompanhada de proteinaria e
sintomas classicos, que néo se caracteriza como PE.

Atualmente, a idade gestacional, na qual surgem os sintomas da doenca, é
considerado um referencial clinico importante, refletindo o0os mecanismos
etiopatogénicos que se iniciam em momentos diferentes da gestacdo. Dessa forma,
a PE é classificada como de inicio precoce, quando os sintomas clinicos surgem
antes da 342 semana gestacional e de inicio tardio, quando o0s sintomas surgem a
partir da 342 semana gestacional. A PE tardia é a mais frequente e geralmente esta

associada a placentacédo adequada ou levemente comprometida. A PE precoce esta
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associada a forma clinicamente mais grave, refletindo lesGes isquémicas
placentérias.

A etiologia da PE ainda é desconhecida. O uUnico tratamento efetivo consiste
na interrupcao da gravidez e remocao completa da placenta. Em muitos casos, esta
medida precisa ser tomada prematuramente, visando garantir a vida da mae, do
bebé ou de ambos.

A gravidez normal esta associada a complexas alterac6es da hemostasia que
resultam em um estado de hipercoagulabilidade sanguinea. Tais alteracées ocorrem
ao longo da gravidez e visam uma acao eficaz na zona de insercéo placentaria no
momento do parto, de modo a prevenir uma hemorragia excessiva. A PE esta
associada a um estado de hipercoagulabilidade ainda mais evidente que a condicéo
fisiolégica da gravidez. A manifestacdo mais caracteristica dessa doenca é a
acentuada vasoconstricdo arteriolar, que acarreta um aumento da resisténcia
vascular periférica e tem como consequéncia o aparecimento da hipertensdo. Um
dos mecanismos compensatérios da doenca consiste na perda de plasma para o
espaco extravascular, resultando no aparecimento de edema e hemoconcentracao,
que favorece a ativacdo das plaquetas e fatores da coagulacdo, determinando a
hipercoagulabilidade do sangue. Com a evolucdo da doenca, pode ocorrer
deposicdo de fibrina na microvasculatura, com consequente comprometimento da
perfusdo de varios érgaos, como placenta, rins, figado cérebro e pulmdes.

O Dimero D (D-Di) constitui o menor fragmento da digestdo do coagulo de
fibrina que resulta da acdo da plasmina. O D-Di € um indicador global de ativacéo da
coagulacdo e da fibrindlise, constituindo um marcador sensivel da formacédo e
degradacéo da fibrina.

A determinacéo laboratorial dos niveis plasmaticos de D-Di tem sido utilizada
para a investigacdo dos eventos tromboembdlicos como o tromboembolismo venoso
(TEV) e tromboembolismo pulmonar (TEP), quando seus niveis aumentam
consideravelmente. No entanto, niveis elevados de D-Di ndo confirmam o
diagnostico dessas doengas. A principal aplicacdo clinica do D-Di consiste na
exclusédo de TEV e TEP, quando seus niveis estdo normais (inferiores a 500ng/mL)
possuindo, portanto, elevado valor preditivo negativo para o diagnostico dessas
condicdes. Diversos estudos tém demonstrado um aumento do D-Di em gestantes
normotensas em relacdo as mulheres ndo gestantes e em gestantes pré-eclampticas

em relacdo as normotensas, no terceiro trimestre de gestacao.
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O inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) é o principal inibidor da
ativacdo do plasminogénio em plasmina, a enzima responsavel pela lise do coagulo
de fibrina. O PAI-1 inibe o ativador tecidual do plasminogénio (t-PA), o ativador do
plasminogénio tipo uroquinase (u-PA) e a plasmina e, dessa forma, prolonga a
permanéncia do codgulo de fibrina no vaso sanguineo. O PAI-1 é secretado
principalmente pelas células endoteliais e pelos adipdcitos. Os resultados dos
estudos relativos ao sistema fibrinolitico na PE sdo conflitantes e um aumento,
reducdo ou ndo alteracdo dos marcadores de fibrindlise nas gestantes preé-
eclampticas em relagdo as normotensas tém sido relatados na literatura.

A hipotese que norteia este estudo admite que marcadores da coagulacao e
fibrindlise possam constituir ferramentas importantes para o diagndstico precoce da
PE. A determinacdo dos niveis plasmaticos de D-Di e PAI-1, antes do aparecimento
dos sintomas clinicos da doenca séo de fundamental importancia para estabelecer o
valor diagndéstico e prognostico desses marcadores.

Uma grande limitacdo dos estudos referentes a PE consiste na dificuldade do
estabelecimento do seu diagndstico, principalmente precocemente. O sucesso do
diagndstico clinico da PE depende do cuidado de como se procura obté-lo. Dessa
forma, é fundamental, uma anamnese bem feita, bem como um exame clinico-
laboratorial rigoroso. O diagnostico precoce da PE permitiia a antecipacdo do
tratamento e acompanhamento do prognostico da gestante e feto.

Considerando a ndo existéncia de marcadores laboratoriais para o
diagndstico precoce da PE, a complexidade dos seus mecanismos patogénicos e as
lacunas existentes na literatura acerca do entendimento dessa doenca, este estudo
reveste-se de grande importancia e podera gerar conhecimentos para aprimorar o
diagndstico precoce e prognostico da doenca.

Cumpre ressaltar que este € o segundo estudo da literatura que avaliou os
niveis plasméaticos de D-Di e PAI-1 ao longo da gestacdo. A execucdo de projetos
gue visam o0 acompanhamento de gestantes ao longo da gestacdo reveste-se de
grande dificuldade, especialmente no servico publico no Brasil, dado a chance de

perda das gestantes inicialmente envolvidas no estudo, ao longo do mesmo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) é uma doenca complexa e de etiologia ainda né&o
estabelecida. Constitui a principal causa de morte materna em diversos paises do
mundo e contribui significativamente para a prematuridade, o baixo peso fetal e o
aumento da mortalidade neonatal (GHULMIYYAH et al.,2012). Em 2000, o Working
Group on High Blood Pressure in Pregnancy definiu que a PE caracterizava-se por
pressdo sanguinea sistélica 2140mmHg ou diastélica 290mmHg, em no minimo
duas ocasides (o intervalo entre as medi¢cdes nao deve ser inferior a 6 horas) e
proteinuria (excregéo de proteina 20,3g em urina de 24 horas ou 230mg/dL, ou seja,
21+ pelo método qualitativo de fita, em amostras isoladas) em gestantes
normotensas, apos a vigésima semana de gestacao.

Recentemente, o American College of Obstetricians and Gynecologists (2013)
reviu os critérios de diagnostico de PE e admitiu que a hipertensdo como
anteriormente definida, mesmo na auséncia de proteinuria, é caracterizada como
PE, se houver o aparecimento de qualquer uma das seguintes alteracdes: a)
trombocitopenia (contagem de plaquetas <100.000/mm?), b) insuficiéncia renal
(creatinina> 1,1mg/dL ou um aumento de duas vezes dos niveis plasmaticos de
creatinina, na auséncia de doenca renal de base), c) elevacdo das enzimas
hepaticas (niveis de transaminases hepéticas aumentados em duas vezes), d)
edema pulmonar ou e) sintomas cerebrais ou visuais.

A PE pode manifestar também em gestantes com diagnostico prévio de
hipertensédo arterial, quando € chamada de PE superposta. Nesses casos ocorre
agravamento da hipertensdo, com aumento de pelo menos 15mmHg da pressao
arterial (PA) diastélica em relacdo aos niveis prévios, além do surgimento de
proteinuria e dos sintomas clinicos da doenca. O acompanhamento meédico dessas
gestantes deve ser criterioso e € fundamental para o sucesso da gravidez. Pode
ainda ocorrer hipertenséo gestacional, que ndo é acompanhada de proteinudria e dos
sintomas clinicos classicos e nao se caracteriza como PE (REZENDE et al., 2005).

O Unico tratamento efetivo para a PE consiste na interrupgcdo da gravidez e

remocao completa da placenta. Em muitos casos, esta medida precisa ser tomada
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prematuramente, visando garantir a vida da mée, do bebé ou de ambos (Working
Group on High Blood Pressure in Pregnancy, 2000).

A PE pode evoluir para quadros mais graves como eclampsia (com
surgimento de alteracdes neuroldgicas, convulsdes, coma e morte), sindrome
HELLP (hemdlise, elevacdo das enzimas hepaticas e plaquetopenia) ou coagulagédo
intravascular disseminada (CID) (SCHUILING et al., 1997; SIBAI et al.,2005).

2.1.2 Classificacdo

A literatura revela que h& mais de 30 anos foi proposta a classificagdo da PE
com base na idade gestacional em que surgem as manifestacdes clinicas. No
entanto, apenas nos Ultimos anos essa classificacdo foi amplamente aceita.
Atualmente, a idade gestacional é considerada um referencial clinico que caracteriza
entidades distintas da doenca, refletindo os mecanismos etiopatogénicos que se
iniciam em momentos diferentes da gestacdo. Essa classificacao distingue a PE de
inicio precoce, na qual os sintomas clinicos surgem antes da 342 semana
gestacional e de inicio tardio, quando os sintomas surgem a partir da 342 semana
gestacional (DEKKER et al., 1995; VON DADELSZEN et al., 2003).

A PE tardia é a mais frequente e geralmente é associada a placentacao
adequada ou levemente comprometida (DEKKER et al., 1995). Caracteriza-se por
auséncia ou leve resisténcia ao fluxo nas artérias uterinas, menor comprometimento
do crescimento fetal e resultados perinatais mais favoraveis (HUPPERTZ, 2008).
Admite-se que essa forma é decorrente da liberacdo de produtos da placenta que
interagem com o endotélio vascular, desencadeando lesdo endotelial sistémica,
exacerbacdo de resposta inflamatéria materna e liberacdo de agentes
vasopressores (SIBAI et al., 2008).

A PE precoce, por sua vez, esta associada a forma clinicamente mais grave,
refletindo lesbes isquémicas placentarias. Seu componente genético € mais
acentuado, h& maior taxa de recorréncia e tem pior progndéstico para a gestante e o
feto (DEKKER et al., 1995; VON DADELSZEN et al., 2003; ROBERTS et al.,2008). A
PE precoce esta associada a restricdo do crescimento intrauterino e a alteragdes do
doppler das artérias uterinas (SIBAI et al., 2008). Tem sido admitido que o

desequilibrio entre os fatores pré e anti-angiogénicos antecede o aparecimento dos
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sinais clinicos da PE e tem sido considerado um marcador promissor da forma
precoce da PE (LAMBERT-MESSELIAN et al., 2009; COWANS et al., 2010).

O surgimento dos sintomas da PE antes da 242 semana esta associado a
elevada morbidade materna e perinatal e a chance de 50% de recorréncia em
gestacdes subsequentes. O aumento da incidéncia de hipertensao crénica no futuro
também tem sido relatado, além do aumento dos niveis de microalbumindria, um

importante marcador de predicdo de cardiopatia isquémica (JIM et al., 2010).

2.1.3 Fatores de risco

A maioria dos casos de PE ocorre em mulheres em sua primeira gravidez,
nas quais a incidéncia da doenca € superior a 7,5%. Os limites da faixa fértil, idade
inferior a 18 ou superior a 35 anos na primeira gravidez, constituem fatores de risco
independentes para a ocorréncia de PE (BARTON et al., 2008).

Mulheres com mais de uma gravidez, mas que trocaram de parceiro sexual
também possuem risco elevado de desenvolvimento da doenca (TUBBERGEN et
al., 1999; BARTON et al., 2008). O aumento do intervalo entre as gestacdes também
esta associado ao aumento do risco. Gestacdes multiplas e mulheres com histérico
de PE em gravidez anterior possuem risco elevado de desenvolver a doenca em
gravidezes subsequentes, principalmente se essa tiver manifestado no inicio da
gestagdo (DUCKITT et al.,, 2005; BARTON et al.,, 2008). A presenca da PE em
parentes de primeiro grau da gestante, bem como na histéria familiar paterna
também contribuem para o aumento do risco de desenvolvimento de PE (ESPLIN et
al., 2001; CARR et al., 2005).

Diversas condi¢cfes clinicas estdo associadas ao aumento do risco de PE,
como hipertenséo cronica, diabetes mellitus, obesidade, disturbios renais, sindromes
metabdlicas, estados de hipercoagulabilidade, desordens vasculares e do tecido
conectivo, como lUpus eritematoso sistémico e sindrome dos anticorpos
antifosfolipides (DUCKITT et al., 2005; SIBAI et al.,, 2005; RAO et al.,, 2006;
BARTON et al., 2008;)

As diferengas étnicas estdo associadas a risco distinto. As mulheres afro-
americanas possuem maior risco, seguido pelas mulheres de origem indiana e
paquistanesa. A diferenca de risco entre 0s grupos étnicos sugere a grande

influéncia dos fatores genéticos na patogénese da PE (RAO et al., 2006).
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2.1.4 Fisiopatologia e patogénese

A fisiopatologia da PE ainda ndo esta bem estabelecida. A doenca é
multifatorial e inclui o comprometimento da invaséao citotrofoblastica das artérias
uterinas, reducao no suprimento de sangue a placenta, o que resulta em estresse
oxidativo placentério, resposta inflamatoria e disfuncéo endotelial (HEILMANN et al.,
2007).

A regulacdo da angiogénese no interior da placenta € critico para o
desenvolvimento de uma placenta saudavel e consequentemente para o feto. Uma
variedade de fatores pro-angiogénicos, fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e fator de crescimento placentario (PIGF), e fatores anti-angiogénicos,
formas sollveis de tirosina quinase 1 (s-Flt-1) e endoglina soluvel, estdo envolvidos
no desenvolvimento da placenta e o equilibrio entre esses fatores é essencial para
uma placentacdo adequada (CETIN et al., 2011). A PE esta associada a reducéo da
producdo de fatores pré-angiogénicos. Akolekar et al. (2008) evidenciaram uma
reducado dos niveis de PIGF no plasma materno no primeiro trimestre da PE de inicio
precoce. Assim como os niveis de PIGF apresentam-se reduzidos em pacientes que
subsequentemente desenvolvem PE e o0s niveis de s-Flt-1 apresentam-se
aumentados, o aumento da raz&o desses fatores foi identificado em mulheres sob-
risco de desenvolvimento de PE, principalmente nos casos de inicio precoce
(VERLOHREN et al., 2010).

Outro fator pro-angiogénico adicional, a endoglina solavel, também foi
observada em niveis aumentados na PE. Sendo assim, alteracées nos niveis de s-
Flt-1, PIGF e endoglina solavel estdo mais pronunciados na PE de inicio precoce em
comparacao a PE de inicio tardio (ROBINSON et al., 2006; WIKSTRON et al., 2007).

A superficie celular endotelial constitui uma &rea resistente efetiva contra a
formacao de coagulos nos vasos. Em condicdes fisioldégicas e na gestacao normal,
as propriedades anticoagulantes do endotélio estdo intactas. No entanto, na PE, a
disfungéo endotelial resulta em alteragéo local das propriedades anticoagulantes das
células endoteliais (HEILMANN et al., 2007).

Sabe-se que fatores circulantes, incluindo citocinas proé-inflamatérias e,
moléculas de adesdo, interleucinas e diferentes auto-anticorpos induzem a
expressao de fator tecidual e ativacédo do sistema de coagulacdo (VENKATESHA et

al., 2006; HUI et al., 2012). A hipercoagulabilidade resulta em deposicao de fibrina
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na microcirculacdo da placenta, comprometendo a sua perfusédo e contribuindo para
a prematuridade, o baixo peso fetal e a mortalidade neonatal (O’RIONDAN et al.,
2003). Evidéncias recentes sugerem que alteracbes na tensdo local de oxigénio
(IMPERATORE et al., 2010; HEAZELL et al., 2011) e na resposta imunoldgica
(PENNINGTON et al., 2012) constituem fatores fisiopatologicos importantes na PE.

O entendimento atual da PE propde que a patogénese ocorra em duas fases.
A primeira fase surge nas primeiras 12 semanas da gestacao e caracteriza-se pela
diferenciacéo defeituosa dos trofoblastos, invasdo da decidua e remodelamento das
artérias espiraladas, o que culmina com a entrada abrupta de sangue materno no
espaco interviloso, causando lesdo mecéanica aos sinciciotrofoblastos e suprimento
irregular de sangue na placenta (STAFF et al.,2010; UZAN et al., 2011). A segunda
fase ocorre no segundo ou terceiro trimestres e resulta da hipoperfusdo e isquemia
da placenta (UZAN et al., 2011).

A PE é caracterizada por isquemia placentaria, estresse oxidativo excessivo e
disfuncédo endotelial. Admite-se que a liberacdo de fatores pela placenta isquémica
no plasma materno, possui um papel central na disfuncdo endotelial associada a
doenca (CETIN et al., 2011).

2.2 Hemostasia

2.2.1 Sistema Hemostéatico

O termo hemostasia refere-se ao processo fisiolégico que capacita o
organismo para formar um coagulo sanguineo visando tamponar lesdes vasculares,
manter o sangue fluido e remover o coagulo apdés a reconstituicdo da parede
vascular (O'RIONDAN et al., 2003).

O éxito da hemostasia depende da acdo coordenada entre os componentes
pré-coagulantes e anticoagulantes do sangue. Dentre os pro-coagulantes destacam-
se 0 endotélio vascular, as plaquetas e os fatores da coagulacdo e dentre os
anticoagulantes, o endotélio vascular, os anticoagulantes naturais, o fator XII (F XII)
e o sistema fibrinolitico (VERSTEEG et al., 2013).

Quando a barreira de células endoteliais € rompida expondo o subendotélio,
as plaquetas rapidamente detectam o local lesado, fazem contato, adeséo, secrecao

do contetdo dos granulos e se agregam formando um tampéao plaquetario no local
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em que houve leséo da parede vascular (ANDREWS et al., 2004). Simultaneamente,
os fatores da coagulacdo s&o ativados em cascata, na qual a ativagdo de um
determina a ativacdo do seguinte e, assim sucessivamente, até que o ultimo fator
que participa desse processo, o fibrinogénio € quebrado em monémeros de fibrina
(ANDREWS et al., 2004).

Na década de 60, dois grupos de pesquisadores, Macfarlane
(MACFARLANE,1964) e Davie & Ratnoff (DAVIE et al., 1964) propuseram, de forma
independente, 0 modelo de coagulacdo em cascata em duas vias distintas, a
extrinseca e intrinseca, que culminariam em uma via comum e esse modelo foi
aceito até recentemente.

A via intrinseca envolveria componentes do espaco intravascular e seria
iniciada pelo contato de superficies carregadas negativamente com o F XII,
ativando-o. O F Xlla ativaria o fator Xl (F XI) que ativaria o fator IX (F IX). O F 1Xa, na
presenca de fator VIl ativado (F Vllla), ativaria o fator X (F Xa) que, na presenca de
fator V ativado (F Va), clivaria a protrombina (F 1) em trombina (F lla), a qual
quebraria o fibrinogénio (F 1) em fibrina (SMITH, 2009).

A via extrinseca envolveria componentes do sangue e também o fator tissular
(FT) que, em condicBes fisioldgicas, ndo estd presente no espaco intravascular.
Iniciaria com a ativacao do fator VIl (F VII) pelo FT e formacdo subsequente do
complexo FT:F Vlla, que seria capaz de ativar o fator X (F X) na presenca de F Va. A
ativacdo dos fatores da coagulacdo a partir do F X constituiria a via comum da
cascata (SMITH, 2009).

Apesar de amplamente aceito, este modelo da coagulacdo nao explicava
porque um individuo que tem a via extrinseca intacta ndo é capaz de compensar a
deficiéncia de fatores envolvidos apenas na via intrinseca, como os fatores VIl ou
IX, cujas deficiéncias resultam nas hemofilias A e B, respectivamente, que Sao
acompanhadas por sangramentos importantes. De forma semelhante, os portadores
de deficiéncia de F VII, que possuem a via intrinseca perfeitamente funcionante,
também apresentam sangramento. Além disso, os portadores da deficiéncia de F XI|
nao apresentam sangramentos e John Hageman, o primeiro portador diagnosticado
com deficiéncia desse fator, morreu em consequéncia de um processo trombotico
que resultou em embolia pulmonar. Tais questionamentos levaram a proposi¢cédo de
um novo modelo da cascata de coagulacdo, em 2006, por Hoffman e Monroe
(HOFFMAN & MONROE, 2006).
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O novo modelo, denominado modelo celular da coagulagéo, € baseado na
interacao de fatores da coagulacdo com superficies celulares. Esse modelo requer a
participacéo de dois tipos diferentes de células, células expressando FT e plaquetas,
e sugere que a coagulacao ocorra in vivo em fases sobrepostas distintas (SMITH,
2009). Esse novo modelo da coagulacao inclui trés fases, a iniciacao, amplificacao e
propagacdo. Na fase de iniciagdo que ocorre apés a lesdo vascular, quando o
sangue entra em contato com as células que expressam FT, o F VIl rapidamente se
liga a esse, tornando-se ativado. O complexo FT/F Vlla, ativa mais F VI,
amplificando a atividade do complexo FT/F Vlla. Esse complexo ativa pequenas
quantidades de fatores IX e X. Uma vez ativado, o F Xa, na presenga do co-fator, F
Va, forma o complexo protrombinase, o qual converte a protrombina (F II) em
trombina (F lla). A trombina, por sua vez, é suficiente para ativar plaquetas que
extravasaram do espaco intravascular para o local lesado, bem como ativar os
fatores V, VIIl e XI. Se o F Xa dissociar-se das células que expressam o FT, os
inibidores de protease presentes no plasma, como o fator inibidor da via do fator
tissular (TFPI) ou a antitrombina (AT) rapidamente o inativam. Dessa forma, sua
acdo é limitada a superficie das células que expressam FT. O F IXa, por sua vez,
nao é inibido pelo TFPI ou AT, podendo dissociar-se da superficie celular e mover-
se para a superficie de plaquetas vizinhas ou de outras células (HOFFMAN &
MONROE, 2006).

Na fase de amplificacdo, os niveis dos fatores de ativacdo da coagulacéo séo
aumentados. A pequena quantidade de trombina acumulada ativa as plaguetas
aderidas no local da lesdo, mediante sua ligacdo a receptores plaquetarios
especificos. Ocorre liberacdo do conteudo dos granulos das plaquetas, que contém
agonistas que ativam mais plaquetas para o local da lesdo vascular. Paralelamente,
a trombina ativa o F V, amplificando a atividade do complexo protrombinase e o F
VIII, dissociando-o do complexo F VIII/FVW, permitindo que o FYW medeie a adeséo
e agregacdao plaquetéaria no local lesado. O F Vllla atua como co-fator do F IXa. A
trombina formada, ativa mais F XI (HOFFMAN & MONROE, 2006; VERSTEEG et al.,
2013).

Na fase de propagacao, os fatores da coagulacdo se ligam fortemente as
plaguetas ativadas e aumenta a formacdo de coagulos de fibrina. O F 1Xa, gerado
pelo complexo FT/F Vlla, na fase de iniciagdo, pode se ligar ao F Vllla, gerado na

fase de amplificacdo na superficie plaquetaria. O F IXa é também ativado pelo F Xla,
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que foi gerado na fase de amplificagdo. O complexo tenase (F IXa/F Vllla) ativa
rapidamente o F X na membrana da plaqueta, esse se liga rapidamente ao F Va e
cliva a protrombina (F 1) em trombina (F lla). A atividade protrombinase resulta em
grande geracdo de trombina, que leva a quebra de grande quantidade de
fibrinogénio em fibrina. A trombina ativa o F XllI, que modifica a fibrina polimerizada
para formar ligagbes cruzadas entre as cadeias de fibrina, garantindo elasticidade e
forca ao coagulo formado (HOFFMAN & MONROE, 2006).

Este novo modelo da coagulacdo destaca o FT como o iniciador da
coagulacao, a importancia das superficies celulares e nao inclui o FXIl no processo
hemostéatico in vivo (HOFFMAN & MONROE, 2006).

Recentemente, a atencdo da comunidade cientifica se voltou para o FXIl, uma
vez que embora o modelo proposto por Hoffman & Monroe nao o inclua, os testes da
coagulacéao in vitro, o tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial
ativado (TTPa), que avaliam respectivamente as vias extrinseca e intrinseca,
continuaram validos e fornecendo informacBes importantes sobre a condicdo
hemostatica de um individuo.

A ativacdo do F Xl é feita por polifosfatos derivados das plaquetas e dos
neutroéfilos e o entendimento atual da coagulacdo admite a importancia desse fator in
Vivo na estabilizacdo do coagulo de fibrina. Dessa forma, a deficiéncia de F XII esta
associada a formacdo de codgulos instaveis e embolizacdo (VEERSTEG et al.,

2013). A Figura 1 apresenta o modelo de coagulacao atualmente aceito.
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Figura 1 - Novo modelo celular da cascata da coagulag&o.
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(VERSTEEG et al., 2013). Adaptado.

2.2.2 Sistema Fibrinolitico

O sistema fibrinolitico atua na dissolugdo do coagulo de fibrina que se forma
no local da lesdo do endotélio vascular. A plasmina € a principal enzima responsavel
pela degradacdo enzimatica do coagulo de fibrina em pequenos fragmentos, 0s
produtos de degradacdo da fibrina (PDF). A plasmina resulta da ativacdo do
plasminogénio que ocorre fisiologicamente por duas vias. A primeira envolve o
ativador tecidual do plasminogénio (t-PA), que € secretado pelas células endoteliais,
e o ativador do plasminogénio tipo uroquinase (u-PA), que além das células
endoteliais, também é secretado em varios tecidos. A segunda envolve o F Xl e
uma serino protease, a calicreina, e o cininogénio de alto peso molecular. Quando o
plasma entra em contato com superficies negativas, como proteoglicanos,
endotoxina de lipopolissacarides (LPS) ou diferentes tipos de cristais, o fator XIl é
ativado e ativa o plasminogénio em plasmina (SYROVETS et al., 2012).
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Os PDF podem ser detectados no plasma e seus niveis indicam a magnitude da
fibrindlise, sendo que o menor fragmento da quebra da fibrina € o Dimero D
(SCAZZIOTA et al., 1996).

Figura 2 — Apresentagéo esquematica do sistema fibrinolitico.
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(PINHEIRO et al., 2013). Adaptado.

A acdo do sistema fibrinolitico é inibida pela a2-antiplasmina, PAI-1, a2-
macroglobulina e inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI). Esses
inibidores previnem a lise precipitada do coagulo, antes que tenha ocorrido
reconstituicdo da parede vascular lesada (HOFFMAN & MONROE, 2006).

Desde a introducdo dos testes para a avaliacdo dos niveis de D-Di, varios
estudos tém mostrado o aumento desses fragmentos em pacientes com processos
trombdticos, como CID, trombose venosa profunda (TVP), TEP, cancer, pos-
operatorio e trauma (GATTNEY et al., 1988).
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O D-Di € um indicador global de ativacdo da coagulacdo e da fibrindlise,

constituindo um marcador sensivel da formacédo e degradacédo da fibrina (BATES,

2012). A Figura 3 esquematiza a formacao dos dimeros D.

Figura 3 - Representacéo esquematica da formag&o dos dimeros D.
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Fonte: https://ahdc.vet.cornell.edu/ Sects/Coag/test/Ddimer.cfm. Adaptado.
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O D-Di possui meia-vida plasmatica de oito horas, mantendo niveis

fisiologicos basais. No entanto, seus niveis aumentam em algumas condi¢cdes

clinicas, principalmente em estados inflamatdrios e condigdes pro-trombaoticas, como

o TEV, TEP,

cirurgia (pds-operatorio),

hospitalizacdo prolongada, trauma,

queimaduras, infec¢des, gravidez e puerpério, CID, cancer, cardiopatia isquémica,

fibrilacdo atrial,

desordens do tecido conectivo, doenca inflamatoéria intestinal,

insuficiéncia cardiaca congestiva, doencas renais ou hepaticas, terapia trombolitica,

e idade avancada (BATES, 2012).
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2.3.1 Determinacdao laboratorial de D-Di

Todos os testes laboratoriais disponiveis para a determinacdo dos niveis
plasmaticos de D-Di utilizam anticorpos monoclonais que detectam o0s epitopos
presentes apenas no dominio D dos fragmentos do polimero de fibrina reticulados e
ndo detectam os produtos de degradacdo do fibrinogénio nem os PDF ndao-
reticulados (ADAM et al., 2009).

A Figura 4 ilustra a quebra da fibrina e formacéo do D-Di.

Figura 4 - Quebra da fibrina e formag&o do D-Di.
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(ADAM et al., 2009). Adaptado.

Trés métodos estdo atualmente disponiveis para a determinagéo laboratorial
do D-Di:
1. Ensaio Imuno-enzimatico (ELISA) e suas variagbes, ensaio imuno-enzimatico
fluorescente (ELFA) e imunofluorescéncia. Este método baseia-se na captura de
anticorpos e identificacdo do D-Di;
2. Ensaio de aglutinacdo com sangue total (SimpliRED), o qual utiliza um anticorpo
conjugado biespecifico para o antigeno D-Di e para o antigeno da heméacia e utiliza
sangue total;
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3. Ensaio de aglutinacdo em latex, que também utiliza anticorpos biespecificos com
especificidade para a particula de latex e para o antigeno D-Di. Os testes antigos de
aglutinacdo em latex eram qualitativos ou semi-quantitativos e o0s atuais,
automatizados, sdo quantitativos (BATES, 2012).

O principio dos trés métodos disponiveis para determinacéo plasmatica do D-
Di estad esquematizado na Figura 5.

Figura 5 - Representacéo esquematica do principio dos trés métodos disponiveis
para determinacédo plasmatica do D-Di
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(BATES, 2012). Adaptado.

O método ELISA e as variacdes ELFA e imunoturbidimetria possuem maior
sensibilidade (95%) e menor especificidade (50%) em comparacdo ao método da
aglutinagdo com sangue total (85% e 70%, respectivamente) (ADAM et al., 2009).
Os clinicos devem estar atentos para solicitar o teste mais adequado ao contexto
clinico avaliado. Dessa forma, para a exclusdo de TEV, o que é recomendado é o
ELISA e aglutinacdo em latex (imunoturbidimetria), que foram aprovadas pela US
Food and Drug Administration (ADAM et al., 2009)
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E importante destacar que a comparacio de resultados de D-Di obtidos em
diferentes estudos possui uma série de limitacfes, como a utilizacdo de diferentes
anticorpos monoclonais com especificidades variadas para padronizacdo do método,
diferentes formatos de ensaios clinicos, diferentes equipamentos e instrumentos,
diferentes padrbes de calibracdo, variagdes nos valores discriminatorios (cut-off)
utilizados para distinguir resultados positivos de negativos, além de diferencas nas
populacdes de pacientes utilizadas nos estudos (BATES, 2012).

2.3.2 D-Di e exclusao de tromboembolismo venoso

A principal aplicacado clinica do D-Di esta na exclusdo diagnostica de TEV e
TEP, quando os niveis desse marcador estdo normais (<500ng/mL), o que lhe
confere alto valor preditivo negativo (MORESCO et al., 2005).

A determinacdo plasmatica de D-Di tem importancia clinica para monitorar
pacientes durante e ap0s o tratamento com anticoagulante oral para TEV recorrente,
considerando que seus niveis diminuem durante o tratamento (KEVORKIAN et al.,
1998).

Dois estudos classicos, o Prolong Study | e Il, demonstraram que 0s
pacientes com D-Di elevado (>500ng/mL) que continuaram o uso de anticoagulante
oral, apresentaram uma incidéncia significativamente baixa de TEV de recorréncia,
em comparacdo aqueles que interromperam o uso de anticoagulante oral. Além
disso, niveis elevados de D-Di foram associados a maior risco de TEV recorrente e 0
aumento persistente de D-Di apds o terceiro més de uso do anticoagulante oral,
indicou um aumento de sete vezes no risco de recorréncia de TEV (PALARETI et al.,
2006; COSMI et al., 2010).

2.4 PAI-1

O PAI-1 é uma glicoproteina de cadeia Unica (52.000kDa) composta por 379
residuos de aminoacidos (NY et al., 1986; GINSBURG et al.,, 1986). O PAI-1 é
secretado principalmente pelas células endoteliais, estimuladas por fatores como a
trombina, endotoxina, dexametasona, interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral
a (TNF-a) e fator de crescimento tumoral B (TGF- B) (KRUITHOF et al., 1988;
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ESTELLES et al.,, 1998). Além das células endoteliais, o tecido adiposo constitui
uma fonte importante de PAI-1 (SAMAD et al., 1996; LUNDGREN et al., 1996).

O PAI-1 é o principal inibidor da ativacdo do plasminogénio, pois inibe a acao
do t-PA e do u-PA, contribuindo para prolongar a permanéncia do coagulo de fibrina
no vaso sanguineo (CESARMAN-MAUS et al., 2005).

O inibidor do ativador do plasminogénio tipo 2 (PAI-2) origina-se na placenta e
€ detectado no plasma materno desde o primeiro trimestre, aumentando
substancialmente ao longo da gravidez (JEREMIAH et al., 2012).

As primeiras metodologias laboratoriais propostas para a determinacao dos
niveis plasmaticos do PAI-1 baseavam-se em ensaios funcionais. Tais métodos
consistiam na neutralizacdo da acéo do t-PA adicionado as amostras de plasma, por
meio da medida da atividade residual do t-PA, em placas de fibrina. Métodos
espectrofotométricos também foram utilizados para avaliar a neutralizacdo da acdo
do t-PA. No entanto, esses métodos apresentam uma série de desvantagens, como
a interferéncia de outros inibidores de protease, alta variabilidade inter-ensaios e a
nao distingédo entre os diferentes tipos do PAI (KRUITHOF et al., 1984; VERHEIJEN
et al., 1984; THORSEN et al., 1984).

Posteriormente, a metodologia de determinacgéo laboratorial do PAI-1 passou
a basear-se na utilizacdo de imuno-ensaios, como o ELISA e o ensaio imuno-
radiométrico (IRMA) (SCHLEEF et al., 1985; URDEN et al., 1987). Estes testes
apresentam como desvantagem a necessidade de utilizar anticorpos monoclonais,
além de problemas relacionados a calibracdo, reprodutibilidade e disponibilidade dos
reagentes. Os testes por ELISA sdo mais simples, possuem maior sensibilidade e
permitem uma menor variabilidade inter-laboratorial, quando comparados aos testes
mais antigos (DECLERCK et al., 1988).

Os niveis plasmaticos de PAI-1 encontram-se elevados em diversas
condi¢cbes associadas a risco de eventos cardiovasculares isquémicos, de TEV, em
individuos obesos e no poés-operatério (JUHAN-VAGUE et al., 1984, VAUGHAN,
2005).
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2.5 D-Di na gestacao normal

Esta bem estabelecido que um aumento nos niveis de D-Di pode sinalizar
dois processos fisiologicos, a formacdo exagerada de coagulos de fibrina ou a
guebra excessiva do coagulo (JEREMIAH et al., 2012).

A gestacdo normal estqd associada ao aumento plasmatico do D-Di.
Paradoxalmente, os niveis de PAI-1 aumentam durante os ultimos estagios da
gravidez e o PAI-2 aumenta substancialmente ao longo da gravidez, o que poderia
sugerir o0 comprometimento do sistema fibrinolitico nessa condicdo e,
consequentemente, reduzir os niveis de D-Di. No entanto, o0s niveis de
plasminogénio aumentam e os de a2-antiplasmina diminuem na gravidez
(JEREMIAH et al., 2012), o que explicaria 0 aumento progressivo nos niveis de D-Di
em gestacOes normais (FRANCALANCI et al., 1995; GIAVARINA et al., 2001; KLINE
et al., 2005; HALILOGLU et al., 2010; HANSEN et al., 2011; HUI et al., 2012).

A gravidez normal esta associada a um estado de hipercoagulabilidade, que
visa preparar o organismo materno para o grande desafio hemostético representado
pela expulsdo da placenta apos o parto (GILABERT et al., 1995). Dessa forma, o0s
niveis plasmaticos de D-Di sao fisiologicamente mais elevados nas gestantes,
comparando-se com mulheres ndo gestantes, o que sugere a ativagao do sistema
fibrinolitico, provavelmente para compensar o aumento dos fatores de coagulagéo e
prevenir a ocorréncia de TEV na gravidez normal (JEREMIAH et al., 2012).

O estabelecimento do cut-off para os niveis de D-Di, em cada periodo
gestacional assume grande importancia para distinguir uma exacerbacdo da
coagulacdo na gestacdo e, dessa forma, contribuir para a adocdo de medidas
terapéuticas que visem a prevencdo de eventos tromboéticos nessa condicao clinica.

Um estudo pioneiro, do tipo coorte, foi realizado na Australia, de 2007 a 2009,
para investigar a existéncia de diferencas significativas entre dois métodos de
determinacao de D-Di (D- Dimer PLUS e INNOVANCE D-Dimer), em cada trimestre
da gestacao e estabelecer a faixa de variacdo normal desse parametro ao longo da
gestacdo (Khalafallah et al., 2012). Esses pesquisadores objetivavam, também,
avancar no entendimento da elevacdo de D-Di na gestacdo, visando detectar
precocemente as complicagcbes gestacionais, possibilitando a rapida intervencéo e a
prevencdo das consequéncias indesejaveis. Nesse estudo foram incluidas 632

gestantes (idade=18-42anos, peso=46-137kg) e a determinacdo foi feita a cada
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trimestre de gestacao. Nos casos em que foi detectado um aumento, superior a dois
desvios-padrdo (DP), dos niveis plasmaticos de D-Di, as gestantes foram
monitoradas mensalmente, por mais de trés meses, para detectar possiveis
complicacBes associadas a gravidez. A evidéncia de alguma doenca ou condi¢ao
clinica durante a gestacdo foi diagnosticada e acompanhada, sendo as principais,
desordens hematolégicas (n=33), como anemia, gamopatia monoclonal, contagem
anormal de linfocitos T e B, malformacdo e mal posicdo fetal (n=27), gravidez
multipla (n=6), hipertensdo gestacional e/ou proteinuria (n=23) e diabetes (n=12).

Os resultados demonstraram que os niveis de D-Di, avaliados pelos dois
métodos, aumentaram progressivamente ao longo da gestagdo. No entanto, houve
diferenca entre os resultados fornecidos pelos dois métodos. Durante o 1° trimestre,
a variabilidade dos resultados obtidos pelo D-Dimer PLUS foi maior que do
INNOVANCE, como revelaram os respectivos DP, de 0,88 e 0,72. O aumento da
meédia dos resultados foi maior para o INNOVANCE que para D-Dimer PLUS, como
demonstrado pela relacdo dos niveis de D-Di no 3° e 1° trimestres, de 3,68 e 1,96,
respectivamente. Os pesquisadores concluiram que o teste INNOVANCE é mais
sensivel que o D-Dimer PLUS para detectar o aumento progressivo de D-Di ao longo
da gestacdo. Nao foi possivel estabelecer uma associacdo consistente entre a
elevacao dos niveis de D-Di e nenhuma doenca ou condicdo clinica diagnosticada
durante a gestacéo.

Kawaguchi et al. realizaram um estudo retrospectivo no Japédo, de 2007 a
2012 envolvendo 1185 gravidas (idade=31,9+5,3 anos), sendo 118 gestantes com 4-
13 semanas de gestagc&do,372 com 14-27, 681 com 28-35 e 781 com 36-42.
Dezessete gestantes foram investigadas para o desenvolvimento de TEV, devido ao
aparecimento de sintomas clinicos, sendo que trés tiveram diagndstico confirmado,
dois casos de tromboembolismo pulmonar e um caso de trombose venosa profunda.
Essas trés gestantes foram excluidas das andlises estatisticas. Os niveis de D-Di
foram determinados por meio do ensaio de aglutinacdo em latex (Mitsubishi Kagaku
latron Inc.). A média e os valores 95 percentil do D-Di (ug/mL) nas 1182 gravidas
sem TEV foram: 0,54 e 2,41 na 4* a 13% semana gestacional, aumentou
gradualmente para 1,22 e 5,03 na 14® a 27% 1,81 e 6,18 na 28% a 35% ¢ 2,13 € 5,85
na 36% a 42°, respectivamente. Apenas 17 e 6 mulheres exibiram valores de D-Di
>10 e >14ug/mL, respectivamente, enquanto as trés mulheres com TEV clinico

exibiram D-Di >14ug/mL. Os valores médios do D-Di em gestantes no 3° trimestre
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para os diferentes testes foram 1,48ug/mL (Vidas D-dimer — bioMérieux), 1,25ug/mL
(Asserachrome D-dimer — Stago), 0,42ug/mL (IL-Test — Lexington), 0,99ug/mL (Sta-
Lia Test — Stago) e 1,56pg/mL (Innovance D-dimer — Siemens).

Wang et al., realizaram um estudo na China, de 2009 a 2011 envolvendo
2465 mulheres (idade=18-41 anos), sendo 80 mulheres ndo gravidas (grupo
controle), 1343 gestantes, que foi dividido em subgrupos (1° trimestre, n=203; 2°
trimestre, n=401 e 3° trimestre, n=739) e 1042 eram mulheres no poés-parto, que foi
dividido em subgrupos (506 partos cesarea, dos quais 302 foram eletivos e 204
emergéncias, e 536 partos normais, dos quais 435 espontaneos e 101 com
intervencdes instrumentais). Também foi feita a determinagéo de D-Di em mulheres
com suspeita clinica de TEV/CID. Diversos critérios de exclusao foram estabelecidos
para cada grupo, no intuito de diminuir as interferéncias dos fatores que influenciam
na dosagem dos niveis de D-Di. A determinacdo de D-Di foi feita pelo método de
imunoturbidimetria - aglutinacdo em latex, no STA-R evolution coagulation analyser
(Diagnostica Stago). No grupo controle, o valor 95 percentil de D-Di foi 0,56mg/L. No
grupo das gestantes, observou-se que o0s niveis de D-Di foram aumentando
gradualmente ao longo da gestacdo e apresentaram alta correlacdo positiva e
significante com a idade gestacional (rs=0,70 e p<0,001). Durante o 1° trimestre
gestacional, 14,78% das gravidas tinham D-Di >0,5mg/L, que é o ponto de corte
para o diagnéstico convencional de TEV em mulheres ndo gravidas, de acordo com
as recomendacdes do fabricante do reagente. Nos 2° e 3° trimestres gestacionais,
esses valores foram de 70,82% e 95,94%, respectivamente. Houve diferenca
significativa nos niveis de D-Di, entre os periodos de gravidez (p<0,05). Em relacéo
aos niveis de D-Di avaliados no pés-parto e de acordo com o tipo de parto realizado,
esses continuaram a aumentar durante o parto com um pico no 1° dia pés-parto. Em
seguida comecaram a diminuir, atingindo os niveis de mulheres néo gravidas no 42°
dia poOs-parto. Nas gestantes que realizaram ceséareas, 0s niveis de D-Di foram
significativamente maiores do que naguelas que tiveram partos normais e ha maioria
estavam acima de 0,5mg/L nos 1° e 3° dias pds-parto. Em seguida, diminuiram até o
42° dia pos-parto. Nas gestantes com complicacfes gestacionais ou com suspeita
clinica de TEV, dois casos de TEV foram confirmados, houve significativo aumento e
manutencdo de niveis elevados de D-Di, apds a realizacdo de cesarea. O aumento

do D-Di indicou o aparecimento de TEV antes da visualizacdo do processo
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trombaotico por ultrassom. Os niveis de D-Di, nas gestantes com TEV foram muito
superiores aos das mulheres saudaveis no pés-parto (p<0,05).

Jeremiah et al. realizaram um estudo transversal observacional, em 2012, na
Nigéria, envolvendo 180 mulheres, sendo 120 gravidas (idade= 28,4+4,2 anos) e 60
ndo gravidas (grupo controle), (idade=30,2+9,5 anos). As mulheres com historia
familiar de doencas tromboemboliticas, HIV ou PE foram excluidas do estudo. A
determinacao de D-Di foi feita por ELISA (Technozym D-dimer). O valor médio do D-
Di foi maior para as gestantes (153,1ng/mL) em relacdo as ndo gestantes
(118,5ng/mL), (p=0,021). Foram obtidos valores normais de D-Di (0-200ng/mL) em
63,3% das gravidas e 73,3% dos controles, valores elevados de D-Di (201-
499ng/mL) em 26,7% das gravidas e valor de D-Di associado a risco de evento
trombdtico (= 500ng/mL) em 10% das gravidas. Esses pesquisadores obtiveram um
aumento progressivo do D-Di, até 600ng/mL, durante o 2° e 3° trimestres
gestacionais.

Réger et al., em 2012, avaliaram 83 gestantes provenientes da Hungria
(idade=28,85+4,3 anos). Amostras de sangue foram coletadas nas 162, 262 e 362
semanas gestacionais e 55 gestantes apresentavam gravidez normal, sem sinais e
sintomas patoldgicos, enquanto 28 apresentavam gravidez anormal. A determinagéo
de D-Di foi feita utilizando o ACL 9000 optical coagulation instrument
(imunoturbidimetria). Esses pesquisadores obtiveram um aumento gradual de D-Di
da 162 até as 26 e 362 semanas gestacionais, com diferencas estatisticamente
significantes entre as semanas (p<0,001). Enquanto a média do nivel de D-Di na 162
semana (<250ng/mL) continuou abaixo do cut-off convencional para mulheres
normais nao gravidas, as médias na 262 (<309ng/mL) e 362 semanas (<541ng/mL)
excederam esse limite. Os niveis de D-Di de 42% de todas as gestantes examinadas
estavam, durante toda a gravidez, acima do valor de cut-off de referéncia
(250ng/mL) das mulheres ndo gravidas, e na 362 semana gestacional elevou para
98%. O aumento da meédia dos valores de D-Di entre as 162 e 262 semanas foi de
133%, enquanto entre as 262 e 362 semanas foi de 156%.

Joly et al., realizaram um estudo na Franca em 2013, incluindo 106 gravidas,
sendo 36 no 1° trimestre, 42 no 2° trimestre e 23 no 3° trimestre (idade média=30+5
anos). Os critérios de inclusdo no estudo foram pressao sanguinea normal, massa
corporal pré-gravidez normal, auséncia de diabetes gestacional, tratamento com

antitrombdticos, auséncia de historia prévia de TEV ou gravidez patologica. A
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determinacao de D-Di foi feita por ELISA. Foi obtido um aumento significativo dos
niveis de D-Di ao longo da gravidez, a cada més e a cada trimestre, sendo no 1°
trimestre=384+218ng/mL, no 2° trimestre=764+397 ng/mL e no 3°
trimestre=1074+258 ng/mL.

Murphy et al., realizaram um estudo transversal em 2014 na Irlanda, incluindo
760 gravidas (idade média=31 anos). Foram excluidas as gestantes com historico
prévio de TEV, tratamento com aspirina ou heparina, PE, disfuncdo Uutero-
placentaria, anormalidades congénitas e partos prematuros. Foram estabelecidos
cinco grupos gestacionais: <12 semanas (n=164), 19-21 (n=167), 28-36 (n=137), 38-
40 (n=138) e 48horas poés-parto (n=154). A determinacdo de D-Di foi feita por
aglutinacdo em latex (imunoturbidimetria) pelo ensaio Bio-Pool Auto-Dimer. Os
resultados obtidos evidenciaram um aumento linear do D-Di ao longo da gestacao
seguida de uma queda no periodo pos-parto. Niveis de D-Di normais, levando em
consideracéo o cut-off recomendado (224ng/mL) para a populagéo local ndo gravida
foram obtidos em 133 gravidas (81%) com menos de 12 semanas de gestacao, 53
(32%) com 19 a 21 semanas, 8 (6%) com 28 a 36 semanas, em nenhuma com 38 a
40 semanas e 12 (8%) no 2° dia pos-parto.

A maior limitagdo da maioria dos estudos citados foi o desenho transversal,
onde foram comparadas diferentes gestantes com a mesma idade gestacional.
Desenhos longitudinais, nos quais as mesmas gestantes sdo acompanhadas ao
longo da gestacdo, e os niveis de D-Di determinados nos periodos gestacionais
diferentes, certamente sdo mais apropriados.

Considerando o aumento dos niveis de D-Di na gestacdo e a grande
diversidade dos valores obtidos nos diferentes estudos, é fundamental estabelecer a
faixa de referéncia de D-Di nos trés trimestres da gestacdo, para auxiliar o
acompanhamento das gestantes e prevenir complicacbes durante a gravidez. No
entanto, a diversidade de métodos utilizados nos estudos e a condicao clinica das
gestantes avaliadas inviabilizam a definicdo da faixa de referéncia de D-Di na
gestacao.

Uma busca na literatura revelou apenas dois estudos, nos quais a
determinacao de D-Di foi feita nas mesmas gestantes ao longo da gestacao normal,
sao eles: Khalafallah et al. (2012) e Réger et al. (2012) e conforme explicitado
acima, ambos evidenciaram um aumento gradual nos niveis plasmaticos de D-Di ao

longo da gestacgéo, especialmente no ultimo trimestre.
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2.6 PAI-1 na gestac¢&o normal

Os primeiros estudos que avaliaram o sistema fibrinolitico, pelo método da
lise do coagulo de fibrina, na gestacdo normal indicavam uma diminui¢cdo gradual da
acdo desse sistema e os menores valores dos marcadores de fibrindlise foram
encontrados no terceiro trimestre da gestacao (BIEZENSKI et al.,1958; SHAPER et
al., 1965; e MENON et al., 1970).

Outros estudos da fibrindlise na gravidez normal evidenciam aumento dos
niveis de t-PA e u-PA, o que sugere ativacdo do sistema fibrinolitico (KOH et al.,
1992; HALIIGAN et al., 1994; BELO et al.,, 2002). Um aumento dos niveis
plasmaticos de PAI-1 e de PAI-2 pela placenta tem sido encontrado e € interpretado
como uma forma de compensar o aumento dos ativadores do plasminogénio nessa
condicdo (DECLERCK et al., 1988; ESTELLES et al., 1989; CADROQY et al., 1993;
HALIIGAN et al.,1994).

O t-PA é produzido pelas células endoteliais, secretado localmente em
resposta a lesdes dessas células. O t-PA é um ativador potente do plasminogénio,
etapa crucial para a producdo de plasmina, que é a enzima capaz de degradar o
coagulo de fibrina (NORRIS, 2003).

Estelles et al. (1989) avaliaram a atividade do PAI-1, pelo teste IRMA, em 43
gestantes normotensas (n=9) no 1° trimestre, (n=10) no 2° trimestre e (n=24) no 3°
trimestre. Esses pesquisadores encontraram um aumento do 1° para o 3° trimestre
(de 0,64 para 2,57U/mL). Esse aumento foi confirmado pelo método ELISA (de
11,74 para 34,86ng/mL).

Choi et al. (2002) realizaram um estudo para investigar a relagcdo entre a
coagulacdo e o sistema fibrinolitico em 436 mulheres, incluindo 295 gestantes
normotensas, sendo no 1° trimestre (n=107), no 2° (n=65) e no 3° (n=123). Foram
também incluidas 109 mulheres no pés-parto, sendo de 1 a 4 semanas pos-parto
(n=71) e de 5 a 8 semanas (n=38) e 32 ndo gestantes. Os niveis plasmaticos de
PAI-1 e t-PA, foram determinados por ELISA (Diagnostica Stago, France). Foi
observado um aumento gradual dos niveis de PAI-1 a partir do 2° trimestre
gestacional (45,2+9,7ng/mL), atingindo concentracdo maxima no 3° trimestre
(75,9+12,4ng/mL). Os niveis plasmaticos de t-PA no 3° trimestre (6,9+1,9ng/mL)
foram 1,8 vezes maiores do que no 1° trimestre (4,4+1,69ng/mL). Apesar dos niveis

elevados de PAI-1, um aumento nos niveis de PDF e D-Di também foram obtidos
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durante a gravidez, sugerindo que a ativacdo do sistema fibrinolitico ocorre em
resposta ao estado de hipercoagulabilidade fisiologico da gestacdo. Os niveis
plasmaticos de PAI-1 correlacionam-se significativamente com o0s niveis de D-Di
(r=0,51, p<0,01) e t-PA (r=0,47, p<0,01) durante a gravidez.

Um estudo longitudinal, realizado de 2004 a 2007, envolvendo 20 mulheres
antes da gestacdo e no 1° e 3° trimestres gestacionais, revelou um aumento dos
niveis de t-PA e de PAI-1 no 3° trimestre da gravidez (5,0+0,22ng/mL e
66,4+4,9ng/mL, respectivamente) em comparacdo ao periodo pré-gravidez
(4,2+0,4ng/mL e 17,3£5,7ng/mL, respectivamente) e ao 1° trimestre (3,6+0,2ng/mL e
17,7£1,9ng/mL, respectivamente) (p<0,001) (HALE et al.,2012).

2.7 D-Di na PE

Diversos estudos tém demonstrado um aumento dos niveis plasmaticos de D-
Di em gestantes pré-eclampticas em comparacado as normotensas.

Paternoster et al. (1996) realizaram um estudo na lItalia, envolvendo 18
gestantes normotensas, 19 pré-eclampticas e 13 com PE superposta a hipertensao
cronica. Os critérios de exclusdo das gestantes selecionadas foram distlrbios
cardiovasculares e renais, gestacdes complicadas por doencas infecciosas e
sangramento vaginal antes do parto. Os niveis de D-Di foram determinados por
ELISA no terceiro trimestre gestacional. As médias dos niveis plasmaticos obtidas
foram 197 (134-260mg/L) nas normotensas, 307(78-1241mg/L) nas pré-eclampticas
e 137 (70-307mg/L) nas gestantes com PE superposta a hipertensdo crénica. No
entanto, ndo foi revelada diferenca estatisticamente significativa entre os trés grupos
avaliados.

Higgins et al. (1998) realizaram um estudo na Irlanda, envolvendo dois grupos
de gestantes. O primeiro consistia de 30 gestantes normotensas e 22 pré-
eclampticas acompanhadas longitudinalmente ao longo da gravidez e no pds-parto.
O segundo grupo consistia de 20 gestantes com PE e 19 gestantes normotensas.
Os niveis de D-Di foram avaliados por ELISA. Das gestantes do segundo grupo, no
momento do parto, antes da expulsdo da placenta, foi coletada também uma
amostra de sangue de uma veia uterina que drena o local da insercdo placentaria.
Os resultados revelaram que os niveis de D-Di na circulagdo periférica foram

aumentando significativamente ao longo da gravidez entre as mulheres normotensas
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e com PE e nao foram obtidas diferencas significativas comparando os dois grupos
nos periodos gestacionais 18-24 semanas (363ng/mL e 370ng/mL,
respectivamente), 28-32 semanas (460ng/mL e 400ng/mL, respectivamente) e 233
semanas (688ng/mL e 728ng/mL, respectivamente). No entanto, os niveis de D-Di
na circulacdo Utero-placentédria das gestantes pré-eclampticas (825ng/mL) foram
elevados em relacdo aos niveis circulantes periféricos (600ng/mL) (p<0,01) e os
niveis de D-Di na circulacdo utero-placentaria das gestantes pré-eclampticas
(825ng/mL) foram maiores em relacdo a circulacdo Utero-placentaria das
normotensas (600ng/mL) (p<0,01).

Royle et al. (1998) realizaram um estudo na Nova Zelandia, avaliando os
niveis de D-Di por meio de duas metodologias, ELISA e aglutinacdo em latex de 44
gestantes diagnosticadas com hipertensdo gestacional e proteindria apos a 322
semana gestacional e 55 gestantes normotensas, antes da 242 semana de gestacéo.
A média dos niveis de D-Di, determinado por ELISA, nas gestantes normotensas no
2° trimestre de gestacao foi de 45 (26-54ng/mL) e no 3° trimestre 85 (42-135ng/mL).
Pelo método de aglutinacdo em latex, a média dos niveis de D-Di nos dois trimestres
foi inferior a 250ng/mL. No grupo de gestantes com PE a média dos niveis de D-Di,
determinado por ELISA, no 3° trimestre de gestagao foi 148 (87-249ng/mL) e pelo
método de aglutinagdo em latex foi inferior a 250ng/mL. Dessa forma, pelo método
de aglutinacdo em latex ndo houve diferenca significativa entre os niveis de D-Di nos
dois grupos, no 3° trimestre de gestacdo. No entanto, pelo método ELISA, a média
nas gestantes com PE foi superior aquela obtida para as gestantes normotensas
(p=0,03).

Xiong et al. (2011) realizaram um estudo na China de 2005 a 2006,
envolvendo 46 gestantes com PE e 40 gestantes normotensas com gestacdes
Unicas, no terceiro trimestre gestacional, no dia do parto (cesarea), no 1° e 5° dias
apos o parto e em amostras de sangue do corddo umbilical. Os critérios de exclusédo
utilizados foram diabetes mellitus, hipertensdo crénica, doenca renal e hepatica e
distarbios cardiovasculares. Houve uma tendéncia a diminuicdo dos niveis
plasmaticos de D-Di das gestantes com PE em comparagao as normotensas antes e
apos o parto, embora ndo tenha alcancado significancia. Esses pesquisadores
também avaliaram os niveis de D-Di no plasma fetal dos dois grupos, e néo

encontraram diferencas. Comparando-se os niveis de D-Di dosados no plasma fetal
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com os do plasma materno nos dois grupos, observou-se uma diminuicdo nos niveis
de D-Di no plasma fetal.

Belo et al. (2002) realizaram um estudo em Portugal, avaliando os niveis de
D-Di por ELISA em 56 gestantes normotensas e 37 gestantes com PE no 3°
trimestre de gestacdo. A média dos niveis de D-Di obtidos foi 484 (290-741ng/mL)
para as pré-eclampticas, estatisticamente superior aquela obtida para as gestantes
normotensas, 348 (245-502ng/mL).

Hale et al. (2012) realizaram um estudo nos Estados Unidos, de 2004 a 2007,
avaliando os niveis plasmaticos de D-Di por ensaio imunoturbidimétrico (Liatest D-Di,
Diagnostica Stago) em 20 mulheres saudaveis nuliparas (idade=29,8+3 anos), antes
da gravidez, no 1° trimestre (11-15 semanas) e no 3° trimestre (31-34 semanas). Do
grupo avaliado, 17 gestantes tiveram gestacfes Unicas sem complicacdes e trés
desenvolveram hipertensdo ap6s o 3° trimestre gestacional. Dessas, duas foram
diagnosticadas com PE (proteindria >300mg/dL e dois episddios de PA
>140/90mmHg) e uma, além desses sintomas, apresentou elevacdo das enzimas
hepaticas e do acido urico. Os critérios de exclusdo adotados foram historia de
hipertensdo prévia, doenca autoimune, diabetes ou outras doencas que alteram a
pressao sanguinea. Foi observado um aumento nos niveis plasméaticos de D-Di nas
gestantes normotensas e nas que desenvolveram hipertensdo, no 3° trimestre
gestacional (0,97+0,10 e 0,96+0,25ng/mL) comparando com o periodo pré-gravidez
(0,26+0,04 e 0,3+£0,08ng/mL) e o 1° trimestre (0,49+0,06 e 0,45+0,04ng/mL). Néo
houve diferenca entre os niveis de D-Di das gestantes que desenvolveram
hipertenséo e aquelas que tiveram gestacdo sem complicagdes.

Gulec et al. (2012) realizaram um estudo na Turquia, avaliando os niveis de
D-Di por ensaio imunoturbidimétrico em 64 gestantes com PE, sendo 31 com PE
leve e 33 com PE grave e 33 gestantes normotensas, no 3° trimestre gestacional. A
média dos niveis de D-Di obtidos foi 1,12 + 0,36mg/L para as gestantes normotensas
e 2,57+1,73mg/L para as gestantes com PE. Nas gestantes com PE leve, a média
de D-Di foi 2,06£1,43mg/L e naquelas com PE grave, foi 3,04 +1,87mg/L. Houve
correlacéo positiva entre os niveis de D-Di e a gravidade da doenca.

Em uma meta-analise recente (PINHEIRO et al., 2012) foram selecionadas
194 publicacdes e apOs um rigoroso critério de selecdo, que excluia os estudos com
definicdo incorreta de PE, determinacdo de D-Di por outro método distinto de ELISA

e auséncia de grupo controle de gestantes normotensas, apenas sete estudos foram
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incluidos na meta-andlise: Catarino et al., 2008; Dusse et al., 2003; He et al., 1997,
Schjetlein et al., 1997; Terao et al., 1991; Bellart et al., 1998 e Hellmann et al., 2007.
Essa meta-analise incluiu apenas os estudos transversais nos quais o0s niveis de D-
Di foram determinados por ELISA no 3° trimestre de gestacdo, publicados entre
1991 a 2008. A meédia dos valores de D-Di obtidos nesses estudos foi 222 a
1390ng/mL para as gestantes normotensas e 348 a 1545ng/mL para as pré-
eclampticas. A mediana foi 183 a 1149ng/mL nas gestantes normotensas e 315 a
2090ng/mL nas pré-eclampticas. Apenas em um estudo néo foi observada diferenca
nos niveis de D-Di entre normotensas e pré-eclampticas (CATARINO et al., 2008).
Dusse et al. (2003) obtiveram um aumento significativo de D-Di plasméatico nas
gestantes com PE grave, comparando-se aquelas com PE leve/moderada e as
gestantes normotensas. Nos outros cinco estudos incluidos houve um aumento dos
niveis de D-Di na PE em relacdo as gestantes normotensas.

Considerando que o D-Di origina-se exclusivamente da lise do coagulo de
fibrina, seus niveis sdo proporcionais a taxa de formacédo e degradacédo da fibrina.
Considerando, ainda, que a PE estd associada a disfuncdo endotelial, ativacdo da
coagulacdo e do sistema fibrinolitico, seria esperado um aumento de D-Di nessa
doenca. No entanto, uma série de limitacdes impede o estabelecimento de
conclusdes definitivas acerca dos valores de D-Di na PE, como: a definicdo dos
critérios para o diagnostico da PE, dos critérios de exclusdo, a separacao de grupos
com diferentes formas clinicas da doenca (precoce e tardia, leve e grave), além da
diversidade de métodos utilizados para a determinacao de D-Di.

Cumpre ressaltar que a maioria dos estudos observados na literatura incluiu
gestantes no 3° trimestre da gravidez, apenas Higgins et al. (1998) e Hale et al.
(2012) avaliaram as mesmas gestantes ao longo da gestacdo. Dessa forma, estudos
longitudinais, com determinacdo dos niveis de D-Di ao longo da gravidez séo
fundamentais para estabelecer o cut-off para D-Di na PE e seu potencial preditivo

para o estabelecimento da gravidade da doenca.
2.8 PAI-1 na PE
Esta bem estabelecido que a PE esteja associada a um estado de

hipercoagulabilidade mais evidente que a condicdo fisiologica da gravidez. A

deposicao de fibrina no subendotélio dos glomérulos renais, nas artérias espirais e
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lesdes oclusivas na vasculatura placentaria foram relatadas em gestantes com PE
(O’RIONDAN et al., 2003).

Estelles et al. (1998) sugeriram que as manifestacdes clinicas da PE séo
secundarias a hipoperfusdo resultante da deposicdo de fibrina em varios 6rgaos
maternos, comprometendo a funcdo desses. No entanto, ainda ndo ha um
consenso se o sistema fibrinolitico esta ativado ou inibido na PE. Diversos estudos
tem revelado uma significativa reducdo nos niveis de PAI-1 em gestantes pré-
eclampticas, comparando as gestantes normotensas (HIGGINS et al.,1998; CLARK
et al.,2001).

Paradoxalmente, outros estudos demonstraram um aumento dos niveis de
PAI-1 e de t-PA nas gestantes com PE comparadas as normotensas (HALLIGAN et
al., 1994; BACHMANN, 1995; HELLGREN, 1996 e 2003; YIN et al., 1998;
ESTELLES et al.,, 1998; SCHJETLEIN et al.,, 1999; CHAPPELL et al., 2002;
TANJUNG, 2005; SUCAK et al., 2006).

Sabendo que o PAI-1 e o t-PA sao sintetizados pelas células endoteliais, ndo
se pode descartar a hipotese que o aumento dos niveis plasmaticos desses
marcadores na PE, reflita a disfuncédo endotelial que estd associada a essa doenca.

Sabe-se que a biossintese do PAI-1 pode ser induzida por diversos fatores
como TNF-a, horménios e fatores de crescimento (KRUITHOF, 1988). Estelles et al.
(1998) demonstraram um aumento significante de TNF-a e PAI-1 em placentas de
gestantes com PE grave o que sugere que o aumento de TNF-a, é o responsavel
pelo aumento da expressao local de PAI-1 placentario. O excesso de PAI-1 na
placenta e a diminuicdo adicional da atividade fibrinolitica contribuiriam para a
formacdao e persisténcia de microtrombos na circulacéo placentaria.

Roes et al. (2002) demonstraram que o0s niveis de PAI-2 encontram-se
significativamente reduzidos em gestantes com PE grave, o que refletiria a
insuficiéncia placentaria. Tem sido admitido que o PAI-1 exerce um papel mais
significativo na regulacdo da fibrindlise, enquanto o PAI-2 parece exercer um papel
local na funcéo placentaria durante a gravidez (PINHEIRO et al., 2013).

Schjetlein et al. (1997) demonstraram um aumento da atividade do PAI-1 e
uma diminuicdo nos niveis de PAI-2 em gestantes com PE leve e grave em relagéo

as gestantes normotensas, no terceiro trimestre gestacional. As gestantes com PE,
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cujos fetos apresentavam retardo do crescimento intra-uterino, tinham atividade
reduzida de PAI-1 e niveis plasmaticos menores de PAI-2.

Belo et al. (2002) em um estudo envolvendo gestantes com PE, obtiveram um
aumento dos niveis de PAI-1, t-PA e D-Di em relacédo as gestantes normotensas, no
terceiro trimestre gestacional. Os valores de t-PA correlacionaram-se positivamente
e significativamente com os graus de proteindria nas gestantes com PE.

Chappel et al. (2002) propuseram que a razao entre PAI-1:PAI-2, avaliada
entre a 202 e 242 semanas gestacionais, poderia ser um potencial marcador preditivo
de PE. Em concordancia, Parra et al., em 2005, relataram um aumento significativo
da razdo PAI-1:PAI-2 em gestantes entre 222 e 252 semanas de gestacdo, que
desenvolveram PE subsequentemente, quando comparadas aquelas que
mantiveram-se normotensas.

Wikstrom et al. (2009) demonstraram uma diminuicdo nos niveis de PAI-2,
aumento do estresse oxidativo placentario, e aumento da razdo PAI-1:PAI-2 na PE
de inicio precoce, mas nao na PE tardia, o que sugere uma associacdo entre PE de
inicio precoce e anormalidade placentaria. A razdo PAI-1: PAI-2 tem sido apontada
como uma ferramenta potencial para predizer PE de inicio precoce.

Tem sido admitido que a acgdo anti-fibrinolitica do PAI-1 contribui para a
manutencdo do coagulo de fibrina, comprometendo a migracdo e invasao
trofoblastica (LALA et al., 2003). A producao diminuida de PAI-2 e o excesso de PAI-
1, provavelmente refletem a lesdo trofoblastica e endotelial, respectivamente, e tem
sido obtida em gestantes com PE de origem caucasianas e asiaticas (KOH et al.,
1993; REITH et al., 1993; TANJUNG et al., 2005).

Sabe-se que o PAI-1 é uma proteina de fase aguda e sua elevacdo pode
indicar uma condicao fisiolégica anormal (KRUITHOF, 1988). Dessa forma, pode-se
inferir que, apesar dos niveis de t-PA estarem elevados na PE, o aumento de PAI-1
€ mais evidente, contribuindo para a reducdo da atividade do sistema fibrinolitico
observada nessa doenca (PINHEIRO et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o D-Di e PAI-1, como marcadores da coagulacéo e fibrindlise, ao longo
da gestacdo, em gestantes portadoras de fatores de risco para PE, que

desenvolveram e ndo desenvolveram a doenca.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar em gestantes portadoras de fatores de risco para PE que
desenvolveram e ndo desenvolveram a doenca, em quatro periodos da gestacdo
(12-19 semanas, 20-29 semanas, 30-34 semanas, 35-40 semanas), 0S hiveis
plasmaticos de D-Di e de PAI-1.

- Comparar os niveis plasmaticos de D-Di e PAI-1 nas gestantes que
desenvolveram e ndo desenvolveram PE, em cada periodo gestacional, ao longo da
gestacao.

- Comparar os niveis plasmaticos de D-Di e PAI-1 de cada gestante (nas que
desenvolveram e que ndo desenvolveram PE) nos periodos gestacionais avaliados.

- Determinar o valor de D-Di, do PAI-1 e da razdo D-Di/PAI-1 para auxiliar no

diagnéstico precoce da PE.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Casuistica

4.1.1 Aspectos éticos

Este estudo foi previamente analisado, sob o ponto de vista ético e formal, e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (ETIC 0618.0.203.000-10) (ANEXO A). O esclarecimento dos objetivos da
pesquisa foi feito pelos pesquisadores, utilizando-se linguagem clara, a todas as
mulheres integrantes do estudo. Todas assinaram o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

4.1.2 Selecao das participantes do estudo

Este estudo longitudinal incluiu 28 gestantes das 100 selecionadas e
acompanhadas durante o periodo gestacional no ambulatério pré-natal de alto risco
do Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da UFMG. Todas as gestantes
incluidas no estudo apresentavam fatores de risco para ocorréncia de PE.

Os dados clinicos e laboratoriais de interesse foram coletados no prontuario
médico.

As gestantes foram distribuidas em dois grupos conforme a evolucdo da
gestacao:

Grupo | (n=11): Gestantes que desenvolveram PE.

Grupo Il (n=17): Gestantes que ndo desenvolveram PE.

4.1.2.1 Fatores de risco para PE

As gestantes incluidas no estudo apresentavam pelo menos um dos fatores a
sequir:
e PE em gestagé&o anterior
e Primipaternidade
e Etnia ndo branca
e Limite inferior da idade fertil

e Hipertenséo prévia
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Os critérios para o diagnéstico de PE foram:

e Minimo de dois episddios de pressao sistdlica/diastdlica = 140/90mmHg (o
intervalo entre as medicGes ndo deve ser inferior a 6 horas) e/ou;

e Proteindria superior a 0,3g/L em urina de 24 horas e/ou maior que (+), em
amostras isoladas, pelo método semi-quantitativo de fita e/ou;

e Sintomas clinicos (edema nas maos e face, cefaleia, distlrbios visuais, dor

abdominal, nauseas e vomitos)

4.2 Amostra biolégica

Foram coletadas amostras de 5mL de sangue em EDTA, diretamente em
tubos do Sistema BD Vacutainer®, devidamente identificados, das 28 gestantes
participantes do estudo nos quatro periodos da gestacao:

e 12 a 19 semanas
e 20 a 29 semanas
e 30 a 34 semanas
e 35 a40semanas

As amostras foram imediatamente centrifugadas a 3000rpm a temperatura
ambiente por 15 minutos e aliquotas de plasma foram transferidas para tubos
eppendorf e mantidas a -80°C até o momento da realizacdo dos testes laboratoriais.

No total, foram coletadas 23 amostras das 11 gestantes que desenvolveram
PE, sendo:

e 12 a 19 semanas (n=6)
e 20 a 29 semanas (n=11)
e 30 a 34 semanas (n=4)
e 35 a 40 semanas (n=2)

Das 17 gestantes que ndo desenvolveram PE, foram coletadas 55 amostras,
sendo:

e 12 a 19 semanas (n=13)
e 20 a 29 semanas (n=15)
e 30 a 34 semanas (n=17)

e 35 a 40 semanas (n=10)
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4.3 Métodos

O acompanhamento clinico das gestantes participantes do estudo, incluiu a
afericdo da pressao arterial em trés momentos distintos durante a gestacdo (na
inclusdo do estudo, no 2° trimestre e no momento da internacdo para o parto) e a
dosagem da proteinudria em urina de 24 horas e/ou pelo método semi-quantitativo de
fita no momento da internagéo para o parto.

As determinacfes dos niveis plasmaticos de D-Di e PAI-1 foram feitas por

ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura.

4.3.1 Determinacao do D-Di

A determinacdo do D-Di plasmatico foi feita, utilizando-se o Kit IMUCLONE®
D-Dimer ELISA (Sekisui Diagnostics, LLC, Stamford, USA), seguindo rigorosamente
as instrucdes do fabricante.

O principio do teste consiste na captura dos antigenos D-Di presentes nos
plasmas testados, por anticorpos monoclonais, fixados na superficie de uma placa.
Os antigenos ndo capturados séo retirados por lavagens sucessivas. Em seguida,
adicionam-se anticorpos monoclonais (conjugados com peroxidase), que vao se ligar
a determinantes antigénicos do D-Di (capturados na etapa anterior), distintos
daqueles ligados aos primeiros anticorpos. Os anticorpos conjugados com
peroxidase (horseradish peroxidase — HRP) que ndo se ligaram ao D-Di séao,
posteriormente, retirados por lavagens sucessivas. A revelacdo dos antigenos
capturados na primeira etapa é feita pela determinacdo da reacdo da enzima
peroxidase (HRP) ligada ao segundo anticorpo, com o substrato TMB (perborato 3,
3’, 5, 5’ — tetrametilbenzidina), gerando um produto de coloracéo azul. Essa reagéo é
interrompida pela adigdo de &cido sulfurico e a cor torna-se amarela. A intensidade
da cor produzida (determinada fotometricamente) é diretamente proporcional a
concentracdo de D-Di na amostra plasmatica.

A leitura das reacoes foi feita utilizando-se o leitor de microplacas VersaMax
Microplate Reader — MOLECULAR DEVICES (USA). A concentracdo de D-Di de
cada plasma testado foi obtida interpolando-se as leituras das amostras em uma
curva padrdo (valores de absorbancia obtidos para cada padrdo de D-Di x sua

concentracéo correspondente em ng/mL). A concentracdo foi multiplicada pelo fator
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de diluicdo utilizado, sendo que nas amostras das gestantes de 12 a 19 e 20 a 29
semanas, a diluicdo foi 1:20 e os resultados obtidos foram multiplicados por 20.Nas
amostras das gestantes de 30 a 34, 35 a 40 semanas e nos controles high e low
fornecidos, a diluicdo foi 1:50, e os resultados foram multiplicados por 50. Os valores
de referéncia fornecidos pelo fabricante para os controles high e low, cujos valores
eram 2288ng/mL (1945-2631ng/mL) e 122ng/mL (<400ng/mL) foram obtidos,
respectivamente, 2550 e 400ng/mL.

O valor de referéncia da concentracdo de D-Di no plasma humano normal, de

acordo com o fabricante, é usualmente menor que 400ng/mL.

4.3.2 Determinacao do PAI-1

A determinacdo do PAI-1 plasmatico foi feita utilizando-se o Kit IMUBIND®
Plasma PAI-1 ELISA (Sekisui Diagnostics, LLC, Stamford, USA), seguindo
rigorosamente as instrucdes do fabricante.

O principio do teste consiste na captura dos antigenos PAI-1 presentes nas
amostras de plasma testadas, por anticorpos monoclonais (anti-PAl-1), fixados na
superficie de uma placa, durante um periodo de incubacdo. Os antigenos nao
capturados sao retirados por lavagens sucessivas. Em seguida, adicionam-se
anticorpos monoclonais (conjugados com peroxidase), que vao se ligar a
determinantes antigénicos do PAI-1 (capturados na etapa anterior), distintos
daqueles ligados aos primeiros anticorpos. Os anticorpos conjugados com
peroxidase (ortho-phenylenediamine - OPD) que nao se ligaram ao PAI-1 sao,
posteriormente, retirados por lavagens sucessivas. A revelacdo dos antigenos
capturados na primeira etapa é feita pela determinacdo da reacdo da enzima
peroxidase (OPD) ligada ao segundo anticorpo, com o substrato OPD, gerando um
produto de coloracdo amarela. Essa reacdo € interrompida pela adicdo de &cido
sulfirico e a cor torna-se laranja. A absorbancia da solucdo é determinada em
490nm. A intensidade da cor produzida (determinada fotometricamente) é
diretamente proporcional a concentracao de PAI-1 na amostra plasmatica.

A leitura das reacoes foi feita utilizando-se o leitor de microplacas VersaMax
Microplate Reader — MOLECULAR DEVICES (USA). A concentracado de PAI-1 de
cada plasma testado foi obtida interpolando-se as leituras das amostras em uma

curva padrao (valores de absorbéncia obtidos para cada padrdo de PAI-1 x sua
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concentragéo correspondente em ng/mL). A concentracao foi multiplicada pelo fator
de diluicéo utilizado, sendo que nas amostras das gestantes de 35 a 40 semanas, a
diluicdo foi 1:10 e, portanto, os resultados foram multiplicados por 10.

A faixa de referéncia, fornecida pelo fabricante, para os niveis plasmaticos de
PAI-1, utiizando amostras de plasma com citrato em um grupo de 167 adultos
saudaveis, foi de 2 a 47ng/mL para 95% das amostras. No entanto, 0 mesmo
recomenda que cada laboratorio determine a sua faixa de normalidade para plasmas
colhidos em citrato e EDTA.

O ensaio quantifica varias formas de PAI-1 (ativas e inativas e PAI-1
complexado com t-PA e u-PA). O limite inferior de deteccdo é de 2,2 ng/mL e a

variacao intra-ensaio do ELISA para amostras com 40ng/mL é de 5,4%.

4.4 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados empregando-se o programa R (Core Team, 2014,
R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. http://www.R-project.org).

A primeira analise estatistica constituiu na compara¢ao dos niveis plasmaticos
de D-Di e PAI-1 dos dois grupos de gestantes, que desenvolveram e que nao
desenvolveram PE, nos quatro periodos gestacionais avaliados. O teste Shapiro-
Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. Para os dados que nao se
apresentaram com distribuicdo normal, foi obtida a raiz quadrada e, novamente o
teste de Shapiro-Wilk foi feito e estes apresentaram distribuicdo normal. O teste de F
foi utilizado para verificar a homogeneidade das variancias dos grupos avaliados,
sendo que um valor de p>0,05 indicou que ndo havia diferenca significativa entre as
variancias. Posteriormente, o teste-t independente foi utilizado para comparacao das
médias dos grupos dois a dois. O teste-t independente foi realizado separadamente
para 0s grupos com variancias diferentes e para 0os grupos com variancias iguais.
Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

A segunda analise estatistica constitui na comparacdo dos niveis de D-Di e
PAI-1 de cada gestante, ao longo da gestacdo. Inicialmente foi avaliada a
normalidade dos dados utilizando o teste Shapiro-Wilk e essa foi normal. A
homogeneidade das variancias dos grupos foi avaliada pelo teste de F, sendo que

um valor de p>0,05 indicou que nao havia diferenca significativa entre as variancias.
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Posteriormente, a diferenca entre as médias dos grupos analisados foi avaliada por
Andlise de Variancia (ANOVA) e um valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. O teste-t independente foi utilizado para comparacao
das médias dos grupos dois a dois. O teste-t independente foi realizado
separadamente para 0s grupos com variancias diferentes e para 0s grupos com
variancias iguais. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Para a comparacdo das medianas da idade das gestantes que
desenvolveram e que nao desenvolveram PE, foi utilizado o Teste Mann-Whitney.

Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



51

5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas e epidemiol6gicas dos grupos avaliados

As caracteristicas clinicas das gestantes que desenvolveram PE e daquelas

gue néo desenvolveram a doenca estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das participantes do estudo.

Gestantes que Gestantes que nao
Parametros desenvolveram PE | desenvolveram PE p
(n=11) (n=17)
Idade (anos)® 27,1+£5,2 26,1+8,1 0,239
Altura (m)® 1,65 + 0,09 1,61 + 0,07 0,168
Peso naincluséo do
b 79,7 £ 23,8 62,5+ 9,9 0,142
estudo (KQ)
iMC (kg/m?)° 30,9+9,3 23,9+24 0,094
PA sist. nainclusao
+ +
do estudo (mm-Hg)b 116,2 £ 9,6 110+10,8 0,270
PA diast. na
inclus&o do estudo 75,8 +8,0 68,8 +9,0 0,138
(mm-Hg)®
R, -
PA sist. - 2 afericdo 122.2 + 17,6 114,9 + 8,6 0,254
(mm-Hg)
i _ 2a
PA diast. - 2% 79,0+ 11,7 711+7,7 0,072
afericdo (mm-Hg)
PA sist. na
internagao para o 152,0 £ 15,5 115,7+9,4 0,001~
parto (mm-Hg)®
PA diast. na
internacdo para o 104,2 + 10,8 75,4+ 8,0 0,001*
parto (mm-Hg)®
Ne° d taco
e gestacdes 2 (1-3) 1(1-3)

(mediana, limites)

PA: pressdo arterial; sist: sistélica; diast: diastolica; IMC: Indice de massa corporal; *Teste Mann-
Whitney. Os dados nao paramétricos sao apresentados como mediana. ®Teste t de student; *p<0,05 =
estatisticamente significativo.
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A comparacao estatistica dos dados idade (p=0,239), altura (p=0,168), peso
(p=0,142), IMC (p=0,094) entre as gestantes que desenvolveram PE e aquelas que
nao desenvolveram PE, revelou que ndo houve diferenca significativa entre as
meédias/medianas dos grupos analisados, como mostra a Tabela 1.

Os valores de pressdo sistolica (p=0,001) e diastdlica (p=0,001) foram
diferentes entre os grupos analisados apenas no momento da internagédo para o
parto. Nos periodos da inclusdo do estudo e na segunda afericdo da presséo arterial
das gestantes participantes, feita no segundo trimestre da gestacdo, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os dois grupos.

Em relacdo ao numero de gestacdes, observa-se uma mediana ligeiramente
maior no grupo das gestantes que desenvolveram PE em comparacao ao grupo das
gestantes que ndo desenvolveram PE (Tabela 1).

Apenas uma gestante que desenvolveu PE, possuia histérico de abortos (dois
abortos), com relato de duas gestacdes anteriores com sucesso. Em relacdo a
proteindria, todas as gestantes apresentaram resultado positivo, acima dos valores
de referéncia, seja pelo método qualitativo de fita (1) ou pela urina de 24 horas
(20,3 g em urina de 24 horas).

Todas as gestantes selecionadas para o estudo apresentaram pelo menos um
fator de risco para o desenvolvimento de PE, sendo os mais comuns o historico de
PE, a primipaternidade e a etnia ndo branca.

Dentre as gestantes que desenvolveram PE, o tipo de parto mais comum foi a
cesérea tendo sido feita em oito gestantes (73%). Uma delas evoluiu para sindrome
HELLP (9,1%) e outra desenvolveu diabetes gestacional (9,1%).

Com relacdo as gestantes que nao desenvolveram PE, nenhuma possuia
histérico de abortos. Todas apresentaram pelo menos um fator de risco para o
desenvolvimento de PE, incluindo histérico de PE, a primipaternidade e etnia nédo
branca. Uma gestante evoluiu com um quadro de diabetes gestacional e essa
relatou ocorréncia de PE em gestacao anterior.

Sete das gestantes que n&do desenvolveram PE tiveram parto vaginal e sete

realizaram parto ceséarea (63,6%).
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5.2 Niveis plasméticos de D-Di nas gestantes que desenvolveram e que néo

desenvolveram PE, em cada periodo gestacional

As médias e desvios-padrao (DP) dos niveis plasmaticos do D-Di nas gestantes
que desenvolveram e que nao desenvolveram PE, nos quatro periodos da gestacao
(12-19 semanas, 20-29 semanas, 30-34 semanas, 35-40 semanas) estao
apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 — Niveis plasmaticos de D-Di nas gestantes que desenvolveram PE, nos quatro
periodos da gestacdo (12-19, 20-29, 30-34 e 35-40 semanas).

Periodo gestacional D-Di (ng/mL)
(Média+DP)
12-19 semanas (n=6) 615,33+98,00
20-29 semanas (n=11) 950,28+591,12
30-34 semanas (n=4) 1799,20+464,19
35-40 semanas (n=2) 2070,30+233,91

Tabela 3 - Niveis plasmaéticos de D-Di nas gestantes que ndo desenvolveram PE, nos quatro
periodos da gestacgao (12-19, 20-29, 30-34 e 35-40 semanas).

Periodo gestacional D-Di (ng/mL)
(Média+DP)
12-19 semanas (n=13) 697,34+308,10
20-29 semanas (n=15) 846,48+307,75
30-34 semanas (n=17) 1682,28+965,04

35-40 semanas (n=10) 1975,88+726,51
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A comparacao das médias dos niveis plasmaticos de D-Di nas gestantes que

desenvolveram PE e naquelas que n&o desenvolveram, para cada periodo

gestacional, foi feita utilizando o teste t independente (Tabela 4).

Tabela 4 - Niveis plasmaticos de D-Di nas gestantes que desenvolveram e que néo
desenvolveram PE, para cada periodo gestacional.

Desenvolveram PE x Nao desenvolveram PE t p
12-19 semanas -0,8409 0,414
20-29 semanas 0,4834 0,638
30-34 semanas 0,2023 0,842
35-40 semanas 0,1758 0,864

Comparacao estatistica feita pelo teste t independente, sendo que 12-19 e 20-29 semanas a
variancia foi diferente e para 30-34 e 35-40 semanas, a variancia foi igual. p<0.05 = estatisticamente

significativo.

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre as médias de
nenhum dos periodos gestacionais avaliados, comparando-se as gestantes que

desenvolveram e que ndo desenvolveram PE.

A Figura 6 ilustra a mediana, o intervalo interquartil (25 e 75%) e observacdes
maxima e minima dos niveis plasmaticos de D-Di dos grupos de gestantes que

desenvolveram PE ((C__l) e ndo desenvolveram a doenca (-) nos quatro

periodos gestacionais avaliados.
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Figura 6 — Comparag&o dos niveis plasmaticos de D-Di (ng/mL) nas gestantes que
desenvolveram e que ndo desenvolveram PE, nos quatro periodos gestacionais avaliados. A
mediana (linha horizontal), os quartis 25% e 75% (caixa cinza) e as observagdes maxima e
minima (linhas verticais) sdo mostrados na figura.
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A andlise da Figura 6 mostra que houve uma tendéncia de elevagcédo dos niveis
plasmaticos de D-Di nas gestantes que desenvolveram PE, comparando-se com
aquelas que néo desenvolveram a doenca, especialmente nos periodos gestacionais
de 30-34 e 35-40 semanas. No entanto, a comparacdo estatistica das médias néo

revelou diferenca entre os dois grupos.
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5.3 Comparagdo dos niveis plasméticos de D-Di em cada gestante (que
desenvolveram e que nado desenvolveram PE), nos quatro periodos

gestacionais avaliados

A comparacdo dos niveis plasméticos de D-Di, nos quatro periodos
gestacionais avaliados, das gestantes que desenvolveram PE, feita por Analise de
variancia (ANOVA) revelou que houve diferenca entre as meédias dos grupos
analisados (p<0,001). A localizacdo da diferenca foi feita utilizando o teste-t
independente para comparar os periodos gestacionais dois a dois (Tabela 5).

Tabela 5 — Comparacéo dos niveis plasmaticos de D-Di, nos quatro periodos gestacionais
avaliados, das gestantes que desenvolveram PE.

Periodos gestacionais t P
12 a 19 x 20 a 29 semanas -1,665 0,130
12 a 19 x 30 a 34 semanas -4,36 0,045*
12 a 19 x 35 a 40 semanas -13,61 <0,001*
20 a 29 x 30 a 34 semanas -2,24 0,048*
20 a 29 x 35 a 40 semanas -2,54 0,030*
30 a 34 x 35 a 40 semanas -1,11 0,330

Comparacéo feita pelo teste t, sendo que 12-19 x 20-29 semanas e 12-19 x 30-34 semanas
apresentaram variancias diferentes e o0s demais apresentaram varidncias iguais. *p<0.05 =
estatisticamente significativo.

Foi observado um aumento significativo nos niveis plasmaticos de D-Di nas
gestantes que desenvolveram PE, comparando-se os periodos gestacionais 12-19
semanas com 30-34 semanas (p=0,045) e 35-40 semanas (p<0,001). Também foi
encontrado um aumento significativo dos niveis plasmaticos de D-Di comparando os

periodos 20-29 semanas com 30-34 semanas (p=0,048) e 35-40 semanas (p=0,03).

Para as comparagcdes dos niveis plasmaticos de D-Di nos periodos
gestacionais 12-19x20-29 semanas (p=0,130) e 30-34x 35-40 semanas (p=0,330)

nao foram obtidas diferencgas significativas.
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A Figura 7 mostra a mediana, o intervalo interquartil (25 e 75%) e observacdes
méaxima e minima dos niveis plasméaticos de D-Di, nos quatro periodos gestacionais,
no grupo de gestantes que desenvolveram PE.

Figura 7 — Niveis plasmaticos de D-Di (ng/mL) nos quatro periodos gestacionais, no

grupo de gestantes que desenvolveram PE. A mediana (linha horizontal), quartis 25% e 75%
(caixa cinza) e observacdes maxima e minima (linhas verticais) sdo mostradas na figura.
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A andlise da Figura 7 revela que os niveis plasmaticos de D-Di foram
aumentando nas gestantes que desenvolveram PE nos periodos gestacionais
analisados, embora ndo tenha sido obtida diferenca significativa comparando-se as
médias dos periodos gestacionais de 12-19 x 20-29 semanas e 30-34 x 35-40

semanas.

A comparagdo dos niveis plasmaticos de D-Di, nos quatro periodos
gestacionais avaliados, das gestantes que ndo desenvolveram PE, feita por Analise

de variancia (ANOVA) revelou que houve diferenca entre as médias dos grupos
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analisados (p< 0,001). A localizacdo da diferenca foi feita utilizando o teste-t

independente para comparar os periodos gestacionais dois a dois (Tabela 6).

Tabela 6 — Comparacéo dos niveis plasmaticos de D-Di, nos quatro periodos gestacionais
avaliados, das gestantes que néo desenvolveram PE.

Periodos gestacionais t P
12 a 19 x 20 a 29 semanas -1,2 0,239
12 a 19 x 30 a 34 semanas -3,972 0,001*
12 a 19 x 35 a 40 semanas -5,242 0,000*
20 a 29 x 30 a 34 semanas -3,4682 0,003*
20 a 29 x 35 a 40 semanas -4,742 0,001*
30 a 34 x 35 a 40 semanas -0,895 0,380

Comparacédo feita pelo teste t, sendo que 12-19 x 20-29 semanas e 30-34 x 35-40 semanas
apresentaram variancias iguais e o0s demais apresentaram variancias diferentes. *p<0.05 =
estatisticamente significativo.

Um aumento significativo nos niveis plasmaticos de D-Di nas gestantes que
nao desenvolveram PE foi obtido comparando os periodos gestacionais 12-19x35-40
semanas (p=0,000), 20x29x30-34 semanas (p=0,003), 20x29x35-40 semanas
(p=0,001) e 12-19x30-34 semanas (p=0,001). Para as demais comparacdes nao foi

obtida diferenca significativa entre as médias.

A Figura 8 mostra a mediana, o intervalo interquartil (25 e 75%) e observacdes
maxima e minima dos niveis plasmaticos de D-Di, nos quatro periodos gestacionais,

no grupo de gestantes que ndo desenvolveram PE, estdo apresentadas a seguir.
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Figura 8 - Niveis plasmaticos de D-Di (ng/mL) nos quatro periodos gestacionais, no grupo de
gestantes que ndo desenvolveram PE. A mediana (linha horizontal), quartis 25% e 75% (caixa

cinza) e observagdes maxima e minima (linhas verticais) sdo mostradas na figura.
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A analise da Figura 8 revela que a mediana dos niveis plasmaticos de D-Di foi

aumentando nas gestantes que ndo desenvolveram PE nos periodos gestacionais

analisados, embora ndo tenha sido obtida diferenca significativa comparando-se as

médias dos periodos gestacionais de 12-19 x 20-29 semanas e 30-34 x 35-40

semanas.

A Figura 9 mostra as médias dos niveis plasmaticos de D-Di nas gestantes que

desenvolveram e que ndo desenvolveram PE nos quatro periodos gestacionais

avaliados.
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Figura 9 — Niveis plasmaticos de D-Di (ng/mL) nos grupos de gestantes que desenvolveram

PE (-) e que nao desenvolveram PE (-), nos quatro periodos gestacionais avaliados.
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A analise da Figura 9 revela que houve uma tendéncia de aumento da média

dos niveis plasmaticos de D-Di nas gestantes que desenvolveram e que néo

desenvolveram PE, ao longo da gestacdo. No entanto, a andlise estatistica néo

revelou diferenca significativa comparando-se as meédias de cada periodo

gestacional nas gestantes que desenvolveram e que nao desenvolveram a doenca.

5.4 Niveis plasméaticos de PAI-1 nas gestantes que desenvolveram e que nao

desenvolveram PE, em cada periodo gestacional

Os niveis plasmaticos de PAI-1 nas gestantes que desenvolveram e nao

desenvolveram PE, nos quatro periodos da gestacdo (12-19 semanas, 20-29

semanas, 30-34 semanas, 35-40 semanas) estdo apresentados a seguir nas

Tabelas 7 e 8, respectivamente.
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Tabela 7 — Niveis plasméaticos de PAI-1 nas gestantes que desenvolveram PE, nos quatro
periodos da gestacéo (12-19 semanas, 20-29 semanas, 30-34 semanas, 35-40 semanas).

Periodo gestacional PAI-1 (ng/mL)
(MédiatDP)
12-19 semanas (n=6) 49,31+23,96
20-29 semanas (n=11) 52,98+13,56
30-34 semanas (n=4) 51,17+11,64
35-40 semanas (n=2) 158,80+26,58

Tabela 8 — Niveis plasmaticos de PAI-1 nas gestantes que ndo desenvolveram PE, nos
guatro periodos da gestacdo (12-19 semanas, 20-29 semanas, 30-34 semanas, 35-40 semanas).

Periodo gestacional PAI-1 (ng/mL)
(MédiatDP)
12-19 semanas (n=13) 32,58+14,90
20-29 semanas (n=15) 51,86+17,70
30-34 semanas (n=17) 61,92+13,94
35-40 semanas (n=10) 109,05+55,12

A comparacdo dos niveis plasmaticos de PAI-1 nas gestantes que
desenvolveram PE e naquelas que ndo desenvolveram, para cada faixa de idade

gestacional esta apresentada na Tabela 9.



62

Tabela 9 — Niveis plasmaéticos de PAI-1 nas gestantes que desenvolveram e que ndo
desenvolveram PE, para cada periodo gestacional.

Desenvolveram PE x Nao desenvolveram t p
12-19 semanas 1,8784 0,078
20-29 semanas 0,1744 0,863
30-34 semanas -1,4225 0,1711
35-40 semanas 1,2126 0,2532

Comparacdo estatistica feita pelo teste t independente para varidncias iguais. p<0.05=
estatisticamente significativo.

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa comparando-se as
médias dos niveis plasmaticos de PAI-1 dos dois grupos nos quatro periodos

gestacionais analisados.

A Figura 10 ilustra a comparacdo da mediana, o intervalo interquartil (25 e
75%) e observacfes maxima e minima dos niveis plasmaticos de PAI-1 dos grupos
de gestantes que desenvolveram PE ((__l) e que n&o desenvolveram PE (-)

nos quatro periodos gestacionais avaliados.
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Figura 10 — Comparacéo dos niveis plasmaticos de PAI-1 (ng/mL) nas gestantes que
desenvolveram e que ndo desenvolveram PE, nos quatro periodos gestacionais avaliados. A
mediana (linha horizontal), os quartis 25% e 75% (caixa cinza) e as observagcfes maxima e
minima (linhas verticais) sdo mostrados na figura.

[ 1 Desenvolveram PE

B N3o desenvolveram PE

200 o
~ |
S |
> |
£ B |
- 150 |
< |
o
)
o
0
o
O
N 100
e
7]
o — T
o - | |
g% 1 — : !
(O] |
=
=2

o - |
50 1 ‘ o N

\ \ \ \ \ \ \
12a19 20a29 30a34 35a40

Idade gestacional (semanas)

A andlise da Figura 10 mostra que houve uma tendéncia de aumento da
mediana dos niveis plasmaticos de PAI-1 nas gestantes que desenvolveram PE,
comparando-se aquelas que ndo desenvolveram a doenca, em trés periodos
gestacionais avaliados. No entanto, a andlise estatistica ndo revelou diferenca

significativa em nenhuma das comparacdes das meédias dos grupos analisados.
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5.5 Comparacdo dos niveis plasmaticos de PAI-1 em cada gestante (que
desenvolveu e que ndo desenvolveu PE), nos quatro periodos gestacionais

avaliados

A comparacdo dos niveis plasmaticos de PAI-1, nos quatro periodos gestacionais
avaliados, das gestantes que desenvolveram e n&o desenvolveram PE, feita por
Andlise de variancia (ANOVA) revelou que houve diferenca entre as médias dos
grupos analisados (p<0,001). A localizacédo da diferenca foi feita utilizando o teste-t
independente, comparando os periodos gestacionais dois a dois, de acordo com a
(Tabela 10).

Tabela 10 — Comparagéo dos niveis plasmaticos de PAI-1, nos quatro periodos gestacionais
avaliados, das gestantes que desenvolveram PE.

Periodos gestacionais t p
12 a 19 x 20 a 29 semanas -0,405 0,69
12 a 19 x 30 a 34 semanas -0,141 0,891
12 a 19 x 35 a 40 semanas -5,4904 0,001*
20 a 29 x 30 a 34 semanas 0,235 0,817
20 a 29 x 35 a 40 semanas -9,04 <0,001*
30 a 34 x 35 a 40 semanas -7,447 <0,001*

Comparacéo feita pelo teste t para variancias iguais. *p<0.05 = estatisticamente significativo.

Um aumento significativo nos niveis plasméaticos de PAI-1 nas gestantes que
desenvolveram PE foi obtido no periodo de 35-40x12-19 semanas (p=0,001), 35-
40x20-29 semanas (p<0,001), 35-40x30-34 semanas (p<0,001). Para as demais
comparacdes ndo foram obtidas diferencas estatisticamente significativas entre as

médias.
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A Figura 11 ilustra a mediana, o intervalo interquartil (25 e 75%) e observacdes
méaxima e minima dos niveis plasméaticos de PAI-1 nas gestantes que
desenvolveram PE, nos quatro periodos gestacionais avaliados.

Figura 11 — Niveis plasmaticos de PAI-1 (ng/mL), nos quatro periodos gestacionais

avaliados, nas gestantes que desenvolveram PE. A mediana (linha horizontal), quartis 25% e
75% (caixa cinza) e observagdes maxima e minima (linhas verticais) sdo mostradas na figura.
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A analise da Figura 11 mostra uma tendéncia ao aumento dos niveis
plasmaticos de PAI-1 nas gestantes que desenvolveram PE, ao longo da gestacao.
No entanto, ndo foi obtida diferenca significativa comparando-se as meédias dos

niveis de PAI-1 nos trés primeiros periodos gestacionais.
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A comparacdo dos niveis plasmaticos de PAI-1, nos quatro periodos gestacionais
avaliados, das gestantes que ndo desenvolveram PE, feita por Analise de variancia
(ANOVA) revelou que houve diferenca entre os grupos analisados (p< 0,001). A
localizacdo da diferenca foi feita utilizando o teste-t independente comparando os

periodos gestacionais dois a dois, como mostra a Tabela 11.

Tabela 11 — Comparacéo dos niveis plasmaticos de PAI-1, nos quatro periodos gestacionais
avaliados, das gestantes que ndo desenvolveram PE.

Periodos gestacionais t p
12 219 x 20 a 29 semanas -3,09 0,004*
12 a 19 x 30 a 34 semanas -5,544 <0,001*
20 a 29 x 30 a 34 semanas -1,795 0,08
12 a 19 x 35 a 40 semanas -4,268 0,001*
20 a 29 x 35 a 40 semanas -3,173 0,009*
30 a 34 x 35 a 40 semanas -3,38 0,002*

Comparacao feita pelo teste-t, sendo que 12-19 x 20-29 semanas, 12-19 x 30-34 semanas e 20-29 x
30-34 semanas apresentaram variancias iguais e os demais apresentaram variancias diferentes.
*p<0.05= estatisticamente significativo.

Um aumento significativo nos niveis plasméaticos de PAI-1 nas gestantes que
nao desenvolveram PE foi obtido comparando-se os periodos 20-29x12-19 semanas
(p=0,004), 30-34 x12-19 semanas (p<0,001), 35-40x12-19 semanas (=0,001), 35-
40x20-29 semanas (p=0,009), 35-40x30-34 semanas (p=0,002). Para as demais

comparacdes nao houve diferenca significativa entre as medias.

A Figura 12 ilustra a mediana, o intervalo interquartil (25 e 75%) e observacdes
maxima e minima dos niveis plasmaticos de PAI-1, nos quatro periodos

gestacionais, nas gestantes que nao desenvolveram PE.
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Figura 12 — Niveis plasmaticos de PAI-1 (ng/mL) nos quatro periodos gestacionais, no grupo
de gestantes que n&o desenvolveram PE. A mediana (linha horizontal), quartis 25% e 75%
(caixa cinza) e observagdes maxima e minima (linhas verticais) sdo mostradas na figura.

200 —
-y |
£ |
(@] |
= :
‘_.' 150 :
< l
o
)
°
0
o
0
=
g 100
0
c_U N
o | :
m |
= — :
=2

; __ :
50 i H i

12a19 20a 29 30a34 35a40
(n=13) (n=15) (n=17) (n=10)

Idade gestacional (semanas)

A analise da Figura 12 mostra uma clara tendéncia de aumento dos niveis
plasmaticos de PAI-1 nas gestantes que ndo desenvolveram PE, nos periodos
gestacionais analisados, embora ndo tenha sido significativa a diferenca obtida

comparando-se as médias dos periodos 20-29 x 30-34 semanas.

A Figura 13 ilustra as médias dos niveis plasmaticos de PAI-1 nas gestantes
gue desenvolveram e ndo desenvolveram PE nos quatro periodos gestacionais

avaliados.
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Figura 13 — Niveis plasmaticos de PAI-1 (ng/mL) nas gestantes que desenvolveram PE (-) e
que ndo desenvolveram PE (-), nos quatro periodos gestacionais avaliados.
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A analise da Figura 13 mostra que houve uma tendéncia de aumento da média

dos niveis plasmaticos de PAI-1 nas gestantes que desenvolveram e que nédo

desenvolveram PE, ao longo da gestacdo e essa foi mais evidente nas gestantes

gue desenvolveram PE. No entanto, a andlise estatistica ndo revelou diferenca

significativa comparando-se as médias obtidas de cada periodo gestacional nas

gestantes que desenvolveram e que ndo desenvolveram a doenca.

5.6 Razdo D-Di/PAI-1 nas gestantes que desenvolveram e que nao

desenvolveram PE, nos quatro periodos gestacionais avaliados

A razdo D-Di/PAI-1, dos periodos gestacionais avaliados, para as gestantes

que desenvolveram PE e que ndo desenvolveram PE, estdo apresentados na

Tabela 12.
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Tabela 12 — Razéo D-Di/PAI-1 nas gestantes que desenvolveram e que n&do desenvolveram
PE, nos quatro periodos gestacionais.

Gestantes que Gestantes que nao
Periodo gestacional desenvolveram PE | desenvolveram PE
(D-Di/PAI-1) (D-Di/PAI-1)
12 a 19 semanas 12,48 (n=6) 21,40 (n=13)
20 a 29 semanas 17,94 (n=11) 16,32 (n=15)
30 a 34 semanas 35,16 (n=4) 27,17 (n=17)
35 a 40 semanas 13,04 (n=2) 18,12 (n=10)

A analise da Tabela 12 mostra uma tendéncia de aumento da relacdo D-
Di/PAl-1nas gestantes que desenvolveram PE, exceto no ultimo periodo gestacional
gue incluiu apenas duas gestantes. Para as gestantes que nédo desenvolveram PE,

essa tendéncia ndo foi observada.
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6 DISCUSSAO
6.1 Consideracdes iniciais

A PE esta associada a elevada morbidade e mortalidade materna, fetal e
neonatal. Além dessas complicacdes, em longo prazo, mulheres com histérico de
PE apresentam maior risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(BELLAMY et al., 2008; MCDONALD et al., 2008).

Acredita-se que alguns mecanismos fisiopatologicos da PE, que
desencadeiam perfusdo inadequada da placenta, também causam lesdes
irreparaveis a microvasculatura de outros 6rgdos maternos. Dessa forma, a PE pode
contribuir para uma disfuncéo endotelial, especialmente dos capilares glomerulares
renais (CETIN et al., 2011). Mulheres com diabetes tipo-1, que tiveram PE
previamente, possuem risco elevado de desenvolver nefropatia diabética (GORDIN
et al., 2007). Dessa forma, tem sido recomendado que mulheres com historico de PE
sejam monitoradas com controle rigoroso da pressao arterial, da funcao tireoidiana,
da lipidemia e do peso, visando reduzir a morbidade e mortalidade (CETIN et al.,
2011).

Na PE, a circulacdo Utero-placentdria permanece em um estado de alta
resisténcia, o que contribui para lesdo endotelial generalizada, comprometimento da
integridade vascular e formacdo de um processo aterosclerético nas artérias, que
resulta em isquemia local e necrose. Esse estado de alta resisténcia pode ser
avaliado por um método nédo invasivo, o ultrassom com Doppler. Ao contrario das
gestacdes normotensas, nas quais € obtida diminuicdo da impedancia do fluxo
sanguineo nas artérias uterinas, na PE precoce a impedancia esta elevada. Dessa
forma, o ultrassom com Doppler tem sido utilizado na tentativa de identificar
gestantes de risco para o desenvolvimento de PE precoce (CETIN et al., 2011).

Embora diversos fatores de risco estejam associados ao desenvolvimento de
PE, tais fatores isolados ndo necessariamente estdo associados a ocorréncia da
doenca. A determinacdo no inicio da gestacdo de uma variedade de marcadores
biolégicos, bioquimicos e biofisicos envolvidos na patogénese da PE, tem sido
proposta para auxiliar seu diagnostico precoce. No entanto, nenhum marcador
laboratorial que apresente relacdo custo-efetividade favoravel foi proposto para o

diagnostico precoce da doenca, sendo esse feito principalmente com base na
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afericdo da pressado arterial, determinacdo da proteindria e nos sintomas clinicos
(CETIN et al., 2011).

Sabe-se que a afericdo da pressdo arterial estd sujeita a alteracdes
associadas a postura corporal, auséncia de repouso prévio, complicacdes
psicolégicas e mostra-se elevada se a gestante estiver ansiosa ou estressada
(ANGELI et al., 2005; OGEDEGBE et al., 2008).

A proteinaria é normalmente detectada por meio de fita reagente, uma vez
gue a determinacdo em urina de 24 horas é um método demorado, apesar de ser
mais preciso. A deteccdo da proteinaria por meio de fita reagente pode fornecer
resultados falsamente positivos se a urina estiver muito alcalina ou contaminada
com amonia quaternaria, clorhexidina bem como pelo corrimento vaginal (DAVEY e
MACGILLIVRAY, 1988). Isto demonstra a dificuldade diagnostica da PE, o que pode
resultar em assisténcia médica ndo apropriada durante o pré-natal, além de
constituir um fator de confusao importante no estudo desta doenca.

A identificacdo de biomarcadores sensiveis e especificos para o diagnostico
preciso e precoce da PE é altamente necessaria para a instituicdo de uma
intervencdo benéfica. Um marcador ideal deveria ser obtido utilizando um método
ndo invasivo ou minimamente invasivo para a obtencdo da amostra biolégica
(preferencialmente sangue ou urina), permanecer estavel na amostra e ndo ser
influenciado por outros parametros, como bilirrubina, hemoglobina, lipideos, dentre
outros. A determinacdo do marcador deve ser sensivel e precisa e capaz de auxiliar
no diagnoéstico precoce da doenga, antes de suas manifestagdes clinicas evidentes,
de forma que medidas profilaticas possam ser adotadas com sucesso.

6.2 Caracteristicas clinicas e epidemiol6gicas dos grupos avaliados

No presente estudo foram avaliadas 28 gestantes ao longo dos quatro
periodos gestacionais (12-19, 20-29, 30-34 e 35-40 semanas), sendo que 11
(39,3%) desenvolveram PE e 17 (60,7%) ndo desenvolveram a doenca.

Todas as gestantes avaliadas apresentavam pelo menos um fator de risco
para PE, sendo os mais frequentes a histéria de PE, a primipaternidade e a etnia

nao branca.
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A andlise das caracteristicas clinicas e epidemiolégicas das gestantes
avaliadas revelou que n&o houve diferenca significativa comparando-se a idade
(p=0,239), o peso (p=0,142), a altura (p=0,168) e o indice de massa corporal
(p=0,094) nos dois grupos. (Tabela 1) Estudos revelam que a PE ocorre com maior
frequéncia em mulheres nuliparas (SIBAI et al., 1995; YOUNG et al.,, 2010). No
entanto, no presente estudo, a mediana do numero de gestacdes foi ligeiramente
maior no grupo de gestantes que desenvolveram PE. Entre as gestantes que
desenvolveram a doenca, apenas quatro (36,4%) eram nuliparas e entre as
gestantes que ndo desenvolveram a doenca, oito (47,1%). O reduzido namero de
gestantes envolvidas neste estudo provavelmente justifica 0 menor percentual de
gestantes nuliparas no grupo que desenvolveu PE.

A comparacao dos niveis pressoéricos na inclusdo da gestante no estudo (no
primeiro trimestre de gestacéo) e na segunda afericdo (no segundo trimestre) nao
revelou diferenca significativa entre os grupos, entretanto, as meédias das PA
sistélica e diastélica, em ambas as ocasides, foram maiores nas gestantes que
desenvolveram PE. A compara¢ao dos niveis pressoricos no momento da internagao
para o0 parto revelou um aumento significativo desses nas gestantes que
desenvolveram PE em relacdo as gestantes que ndo desenvolveram a doenca. Este
fato era esperado, uma vez que 0s niveis pressoricos 2140/90mmHg, em pelo
menos duas ocasides, constituiram um dos critérios de diagndéstico de PE.

Em relacdo ao tipo de parto, a cesarea foi a opcdo predominante nas
gestantes que desenvolveram PE (72,7%), o que € justificado pelo risco associado a
manutencdo da gestacdo, tanto para a mae, quanto para o bebé e por ser a
remocao completa da placenta o Unico tratamento efetivo para a doenca.

Dentre as gestantes que desenvolveram PE, quatro (36,4%) apresentaram PE
grave. Vale ressaltar que a gestante que evoluiu para sindrome HELLP n&o estava
caracterizada com PE grave, mas sim PE leve, o que revela as mazelas dessa
doenca, que pode ter desfechos inesperados. Isto reforca a importancia da
monitorizagdo clinica rigorosa inclusive das gestantes que manifestam a forma leve
da doenca, de forma a prevenir a mortalidade fetal e/ou materna.

Uma analise cuidadosa da gestante que evoluiu para sindrome HELLP, revela
que essa tinha 24 anos e a PA no momento da internacdo para o parto foi
130x87mmHg, proteindria de fita de 2+ e diversos sintomas clinicos. Sua histéria

gestacional mostra que teve trés gestacOes e dois abortos. Em relagcdo aos niveis
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plasmaticos de D-Di e PAI-1, foram coletadas amostras apenas nos periodos
gestacionais 12-19 e 20-29 semanas. Embora nédo tenha sido possivel recuperar
este dado, € provavel que o parto tenha sido antecipado em consequéncia da
sindrome HELLP.

Embora a proteinuria ndo constitua mais um critério diagnéstico obrigatério da
PE, no presente estudo todas as gestantes que desenvolveram PE, apresentaram
proteinuria, detectada pela urina de 24 horas (1,43g/24horas a 6,91g/24horas) ou
pelo método qualitativo de fita (1+ a 4+). Todas gestantes que ndo desenvolveram
PE, e apresentaram-se normotensas no momento da internagdo para o parto,
apresentaram proteindria negativa.

Das gestantes avaliadas, duas evoluiram para um quadro de diabetes
gestacional, sendo uma do grupo que desenvolveu PE e outra do grupo que nao

desenvolveu a doenca.

6.3 Niveis plasmaticos de D-Di nas gestantes avaliadas

A avaliacdo das médias de D-Di plasmatico nas gestantes avaliadas no
presente estudo revelou que n&o houve diferenca estatisticamente significativa
comparando-se as gestantes que desenvolveram e que nao desenvolveram a PE
nos quatro periodos gestacionais avaliados (Tabela 4).

Dois unicos estudos foram encontrados na literatura acompanhando o mesmo
grupo de gestantes e que também avaliaram os niveis de D-Di, em portadoras de
fatores de risco para PE, ao longo da gravidez (HIGGINS et al. 1998; HALE et al.
2012). Em concordancia com os resultados do presente estudo, esses também nédo
obtiveram diferenca significativa de D-Di, em nenhum dos periodos gestacionais,
comparando as gestantes que desenvolveram e que nao desenvolveram PE.

Higgins et al. obtiveram o0s seguintes valores para as gestantes que nao
desenvolveram PE (18-24semanas=363ng/mL, 28-32semanas=475ng/mL,
=33semanas=688ng/mL, 6 semanas pos parto=150ng/mL) e para as gestantes que
desenvolveram PE (18-24semanas=370ng/mL, 28-32semanas=375ng/mL,
=33semanas=728ng/mL, 6 semanas pos parto=100ng/mL). Hale et al., por sua vez,
obtiveram os seguintes valores para as gestantes que nao desenvolveram PE (Pré-
gravidez=0,26ug/mL, 11-15 semanas=0,49ug/mL, 31-34semanas=0,97ug/mL) e
para as gestantes que desenvolveram PE (Pré-gravidez=0,30ug/mL, 11-15
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semanas=0,45ug/mL, 31-34semanas=0,96pg/mL). Em concordancia com 0s
resultados do presente estudo, ambos estudos n&o obtiveram diferenga significativa
de D-Di, em nenhum dos periodos gestacionais, comparando as gestantes que
desenvolveram e que néo desenvolveram PE.

No entanto, no presente estudo houve uma tendéncia nitida de elevagédo das
medianas dos niveis plasméaticos de D-Di nas gestantes que desenvolveram PE,
comparando-se aquelas que nao desenvolveram a doenca, especialmente nos
periodos gestacionais de 30-34 e 35-40 semanas (Figura 6). O numero reduzido de
gestantes avaliadas provavelmente explica a ndo obtencdo de diferenca estatistica
entre as médias de D-Di nos dois grupos de gestantes avaliados.

E importante ressaltar que os niveis mais elevados de D-Di foram obtidos na
Gnica gestante que evoluiu para sindrome HELLP, sendo 638,2ng/mL no periodo de
12 -19 semanas e 1459,0ng/mL no periodo de 20-29 semanas.

Duas gestantes avaliadas desenvolveram diabetes gestacional, sendo uma do
grupo que desenvolveu PE e outra do grupo que ndo desenvolveu. A comparacao
dos niveis de D-Di dessas duas gestantes revelou que esses foram mais elevados
na gestante que desenvolveu PE, sendo 561,3 versus 479,1ng/mL no periodo
gestacional 12-19 semanas e 590,9 versus 461,3ng/mL no periodo 20-29 semanas.
Lamentavelmente a coleta de amostra da gestante que desenvolveu PE e diabetes
gestacional ndo foi feita nos periodos gestacionais seguintes, o que pode ter
ocorrido pela interrupcdo precoce da gestacéo. E oportuno destacar que a gestante
gue nao desenvolveu PE e teve diabetes gestacional relatou a ocorréncia de PE em
gestacdo anterior. Isto refor¢a o carater enigmético da PE, sabendo que a diabetes
tipo 1 constitui um fator predisponente a PE e tem uma relacdo estreita com a
diabetes gestacional.

Diversos estudos avaliaram os niveis de D-Di em gestantes com PE no
terceiro trimestre de gestacdo e a quase totalidade desses obteve um aumento dos
niveis em relagdo as gestantes normotensas (TERAO et al., 1991; HE et al., 1997,
SCHJETLEIN et al., 1997; ROYLE et al., 1998; BELLART et al., 1998; BELO et al.,
2002; DUSSE et al., 2003; HEILMANN et al., 2007; GULEC et al., 2012). Apenas em
trés estudos, os niveis plasmaticos de D-Di foram similares nas gestantes pre-
eclampticas e normotensas (PATERNOSTER et al.,1996; CATARINO et al., 2008; e
XIONG et al., 2011).
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No presente estudo, a comparacao dos niveis plasmaticos de D-Di nos quatro
periodos gestacionais avaliados (12 a 19, 20 a 29, 30 a 34 e 35 a 40 semanas), nas
gestantes que desenvolveram PE, revelou um aumento expressivo das medianas
dos niveis plasmaticos de D-Di ao longo da gestacédo (Figura 7). A comparacao dos
niveis de D-Di em todos os periodos gestacionais entre si revelou um aumento
significativo em todas as comparacfes, exceto para o0s periodos 12-19x20-29
semanas e 30-34x35-40 semanas (Tabela 5). Este achado reforca a
hipercoagulabilidade crescente associada a PE. A ndo obtencéo de diferenca entre a
média de D-Di comparando os periodos gestacionais 30-34 e 35-40, provavelmente
se deve ao fato de ter apenas duas gestantes no periodo 35-40 semanas.

Em concordancia, os dois Unicos estudos encontrados na literatura que
avaliaram os niveis plasmaticos de D-Di em diferentes periodos gestacionais, nas
mesmas gestantes, também obtiveram um aumento crescente desses niveis ao
longo da gravidez, nas gestantes que desenvolveram PE (HIGGINS et al. 1998;
HALE et al., 2012). Higgins et al. obtiveram os seguintes niveis plasmaticos de D-Di
para as gestantes que desenvolveram PE nos quatro periodos avaliados (18-
24semanas=370ng/mL, 28-32semanas=375ng/mL, =33semanas=728ng/mL, 6
semanas poés parto=100ng/mL) e Hale et al. obtiveram (Pré-gravidez=0,30ug/mL, 11-
15semanas=0,45ug/mL, 31-34semanas=0,96ug/mL). E oportuno comentar que
Higgins et al. utilizaram a mesma técnica para determinacdo do D-Di, empregada no
presente estudo, a ELISA e Hale et al. utilizaram a imunoturbidimetria.

A comparacdo dos niveis de D-Di nas gestantes que desenvolveram e que
nao desenvolveram PE, ao longo da gestacdo mostra que houve uma tendéncia de
aumento da média dos niveis plasmaticos de D-Di naquelas que desenvolveram PE,
o que novamente reforca a hipercoagulabilidade crescente nessa doenca (Figura 9).
De fato, um acumulo de fibrina na microvasculatura placentaria e renal foi
anteriormente relatado (O’RIONDAN et al., 2003). A ndo obtencéo de significancia
estatistica comprando os niveis de D-Di obtidos para os dois grupos de gestantes
nos quatro periodos gestacionais avaliados, provavelmente se deve ao pequeno
namero de amostras analisadas.

Para as gestantes que nao desenvolveram PE, a comparagdo dos niveis
plasmaticos de D-Di nos quatro periodos gestacionais avaliados (12 a 19, 20 a 29,
30 a 34 e 35 a 40 semanas) também revelou um aumento expressivo das medianas

ao longo da gestacédo (Figura 8). A comparacdo entre os periodos gestacionais
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avaliados mostrou um aumento significativo nos niveis plasméticos de D-Di em todas
as comparacgodes, exceto para os periodos 12 a 19 x 20 a 29 semanas e 30 a 34 x 35
a 40 semanas (Tabela 6). O aumento de D-Di, ao longo da gravidez, confirma que a
gestacao esta fisiologicamente associada a um estado de hipercoagulabilidade, que
visa prevenir um sangramento exagerado no momento do parto.

Em concordancia, dois estudos encontrados na literatura que avaliaram 0s
niveis de D-Di, nhas mesmas gestantes, ao longo da gestacao, também obtiveram um
aumento crescente desses. Khalafallah et al. (2012) avaliaram 632 gestantes nos
trés trimestres gestacionais, utilizando dois testes imunoturbidimétricos, o D-Dimer
Plus (1° trimestre=168ug/L, 2° trimestre=212ug/L e 3° trimestre=330ug/L) e 0O
Innovance (1° trimestre=0,53mg/L, 2° trimestre=1,01mg/L e 3° trimestre=1,95mg/L).
Para ambos os testes foi obtido um aumento progressivo de D-Di, sendo que o
Innovance apresentou maior sensibilidade. Réger et al. (2012) avaliaram 83
gestantes normotensas, também utilizando a imunoturbidimetria para determinagéo
do D-Di nos trés periodos gestacionais. Relataram que os niveis de D-Di foram
aumentando gradualmente da 162 (<250ng/mL) a 262 (<309ng/mL) e 362
(<541ng/mL) semanas gestacionais, com diferencas estatisticamente significantes
entre as semanas gestacionais.

Diversos estudos encontrados na literatura, que avaliaram grupos de
gestantes distintos em diferentes periodos gestacionais, também revelaram um
aumento progressivo nos niveis plasmaticos de D-Di em condi¢des fisioldgicas
(FRANCALANCI et al.,, 1995; GIAVARINA et al, 2001; KLINE et al.,, 2005;
HALILOGLU et al., 2010; HANSEN et al., 2011; HUI et al., 2012; JEREMIAH et al.,
2012; JOLY et al., 2013; KAWAGUCHI et al., 2013; MURPHY et al., 2014).

E importante destacar que, apesar dos inimeros estudos, ainda nio foi
estabelecido o cut-off para os niveis de D-Di ao longo da gestacdo em condicbes
fisiologicas. Isto se deve a variedade de testes empregados para determinacdo do
D-Di, que utilizam diferentes anticorpos monoclonais e diferentes padrbes de
calibragédo, resultando em sensibilidades distintas dos testes, o que inviabiliza a
comparacdo dos resultados. Cumpre ressaltar, ainda, as diferentes etnias das
gestantes envolvidas nos estudos da literatura, o que dificulta o uso dos valores de
referéncia para outras populacdes. De fato, os fabricantes de conjuntos diagndsticos
sugerem que cada regido estabeleca a faixa de referéncia para a populacdo

atendida.
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A anadlise da Figura 9 revela um aumento gradual de D-Di na gestacdo. No
entanto, esse aumento é mais evidente e de forma proporcional, nas gestantes que
desenvolveram PE em relacdo as que ndo desenvolveram. A ndo obtencédo de
diferenca estatistica significativa entre as meédias de D-Di das gestantes que
desenvolveram e que ndo desenvolveram PE (nos quatro periodos gestacionais)

provavelmente se deve ao niumero reduzido de amostras avaliadas neste estudo.

6.4 Niveis plasmaticos de PAI-1 nas gestantes avaliadas

As médias dos niveis plasméticos de PAI-1 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, comparando as gestantes que desenvolveram e que
nao desenvolveram PE, nos quatro periodos gestacionais avaliados (Tabela 9). O
namero reduzido de gestantes avaliadas provavelmente explica esse resultado. No
entanto, houve uma tendéncia de aumento da mediana dos niveis plasmaticos de
PAI-1 nas gestantes que desenvolveram PE, comparando-se aquelas que nao
desenvolveram a doenca, em trés periodos gestacionais (12-19, 20-29 e 35-40
semanas), como mostra a Figura 10. Como o PAI-1 é sintetizado pelas células
endoteliais, ndo se pode descartar a hipotese que a tendéncia de aumento dos
niveis de PAI-1 na PE, reflita a disfungcdo endotelial que estd associada a essa
doenca.

Em concordancia com os resultados do presente estudo, o Unico relato da
literatura, acompanhando o mesmo grupo de gestantes e que também avaliou os
niveis de PAI-1, em portadoras de fatores de risco para PE, ao longo da gravidez,
também ndo obteve diferenca significativa comparando as gestantes que
desenvolveram (Pré-gravidez=20,1ng/mL, 11-15semanas=24,7ng/mL, 31-
34semanas=57,7ng/mL) e que ndo desenvolveram a doenca (Pré-
gravidez=17,3ng/mL, 11-15semanas=17,7ng/mL, 31-34semanas=66,4ng/mL) em
nenhum dos periodos gestacionais avaliados (HALE et al. 2012).

A comparacgdo dos niveis de PAI-1 nas duas gestantes que tiveram diabetes
gestacional evidenciou um aumento desses, no periodo de 20-29 semanas, naquela
que também desenvolveu PE (48,9ng/mL) em relacdo a que ndo desenvolveu
(39,6ng/mL). Para o outro periodo avaliado nessas gestantes (12-19 semanas), nao

foi obtida diferenca nos niveis de PAI-1. Uma revisdo do prontuario clinico dessas
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gestantes, para constatar a época do surgimento da diabetes seria interessante para
esclarecer este dado.

Uma revisdo da literatura mostra que a investigacdo da atuacdo do sistema
fibrinolitico na PE tem resultado em conclusGes paradoxais, onde uma hipofuncéo
uma funcao inalterada e uma hiperfuncdo desse sistema comparando-se a gestacao
normotensa tém sido relatadas. Higgins et al. (1998) e Clark et al. (2001)
evidenciaram uma diminuicdo dos niveis plasmaticos de PAI-1 em gestantes pré-
eclampticas comparadas as normotensas. Em contrapartida, Gow et al. (1984)
demonstraram niveis similares de PAI-1 nesses dois grupos. A maioria dos estudos
da literatura, no entanto, revelou aumento dos niveis de PAI-1 em gestantes com PE
comparadas as normotensas (HALLIGAN et al., 1994; YIN et al.,, 1998; DUSSE,
1999; TANJUNG, 2005; SCHJETLEIN et al., 1999; HELLGREN, 2003 e 1996;
ESTELLES et al., 1998; CHAPPELL et al., 2002; BACHMANN, 1995; SUCAK et al.,
2006).

Hunt et al. (2009) demonstraram um aumento nos niveis plasmaticos de PAI-1
em mulheres que posteriormente apresentaram evidéncia precoce de disfuncdo
placentéria e restricdo do crescimento fetal. Sabendo que esses achados estédo
associados a PE, pode-se inferir uma diminuicdo da atividade fibrinolitica nessa
doenca.

Chappel et al. (2002), evidenciaram um aumento significativo da razao PAI-
1:PAI-2 em gestantes entre 222 e 252 semanas de gestacado, que desenvolveram PE
subsequentemente, quando comparadas aquelas que mantiveram-se normotensas,
0 que sugere um aumento da producao de PAI-1 nessa doenca.

Wikstron et al. (2009) relataram um aumento da razdo PAI-1:PAI-2 na PE
precoce, mas nao na PE tardia. Esses investigadores sugerem o potencial dessa
razao para predizer o surgimento da PE precoce.

No presente estudo, ndo foi obtida diferenca significativa comparando-se as
médias dos niveis de PAI-1 nos trés primeiros periodos gestacionais, para as
gestantes que desenvolveram PE. A comparagdo das médias dos niveis de PAI-1
nos periodos gestacionais entre si, revelou um aumento no periodo 35-40 em
relacdo aos demais (Tabela 10).

A andlise da Figura 11 mostra que houve uma tendéncia de aumento dos
niveis plasmaticos de PAI-1 nas gestantes que desenvolveram PE, ao longo da

gestacdo, especialmente no terceiro trimestre, o que permite inferir a inibicdo do
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sistema fibrinolitico nessa doenca, como anteriormente sugerido na literatura
(HALLIGAN et al.,, 1994; YIN et al.,, 1998; DUSSE, 1999; TANJUNG, 2005;
SCHJETLEIN et al., 1999; HELLGREN, 2003 e 1996; ESTELLES et al.,, 1998;
CHAPPELL et al., 2002; BELO et al. 2002; BACHMANN, 1995; SUCAK et al., 2006).

Em concordancia com os resultados obtidos no presente estudo, HALE et al.,
(2012) também obtiveram um aumento nos niveis de PAI-1, em um mesmo grupo de
gestantes que desenvolveram PE, no 3° trimestre de gestacdo em relacdo ao 1°.

Em relacdo as gestantes que nao desenvolveram PE, a analise da Figura 12
evidencia que os niveis plasmaticos de PAI-1 aumentaram ao longo da gravidez. A
comparacao das médias dos niveis de PAI-1 entre os periodos gestacionais, revelou
um aumento significativo em todos, exceto para 20-29x30-34 semanas (Tabela 11).

Assim como na PE, na gestacao normal ndo ha um consenso sobre a atuacéo
do sistema fibrinolitico. Estudos pioneiros indicavam uma reducdo da atividade
fibrinolitica (BIEZENSKI et al.,1958; SHAPER et al., 1965; e MENON et al., 1970),
enquanto outros estudos revelaram um aumento dos niveis de t-PA e u-PA,
sugerindo uma ativacado do sistema fibrinolitico. Revelaram, também, um aumento
dos niveis de PAI-1, que esses pesquisadores interpretaram como um mecanismo
para compensar o0 aumento dos ativadores do plasminogénio (KOH et al., 1992;
HALIIGAN et al., 1994; BELO et al., 2002).

Em concordancia com os resultados obtidos no presente estudo, Estelles et
al. (1989) encontraram um aumento da atividade do PAI-1, em 43 gestantes
normotensas, do 1° para o 3° trimestre, utilizando dois métodos laboratoriais, o IRMA
(0,64 para 2,57U/mL) e ELISA (11,74 para 34,86ng/mL). Choi et al. (2002) revelaram
um aumento gradual dos niveis de PAI-1 nas gestantes normotensas, a partir do 2°
trimestre gestacional (45,2+9,7ng/mL), atingindo concentracdo maxima no 3°
trimestre (75,9£12,4ng/mL). Vale ressaltar que em ambos os estudos mencionados,
as amostras avaliadas em cada trimestre gestacional, ndo correspondiam as
mesmas gestantes, como foi realizado no presente estudo.

A andlise da Figura 13 revela um aumento gradual de PAI-1 na gestacdo. No
entanto, esse aumento é mais evidente nas gestantes que desenvolveram PE,
principalmente no ultimo trimestre gestacional. A n&o obtencdo de diferenca
estatistica significativa entre as médias de PAI-1 das gestantes que desenvolveram
e gue ndo desenvolveram PE (nos quatro periodos gestacionais) provavelmente se

deve ao numero reduzido de amostras avaliadas neste estudo.
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6.5 Razéo D-Di/PAI-1 nas gestantes avaliadas

A fibrinGlise in vivo é regulada pelo balanco entre os ativadores do
plasminogénio (t-PA e u-PA) e os inibidores dos ativadores do plasminogénio (PAI-1
e PAI-2) (OLIVER et al., 2005). No terceiro trimestre de gestacbes normotensas,
Coolman et al. (2006) e Robb et al. (2009) demonstraram uma elevacdo nos niveis
plasmaticos de PAI-1 em gestantes, comparando com ndo gestantes e uma maior
inibicdo da liberacdo endotelial de t-PA na gravidez, devido ao excesso de PAI-1.
Dessa forma, a razdo t-PA:PAI-1 estava diminuida nas gestantes, caracterizando um
estado pro-trombético.

Como os niveis de D-Di refletem tanto a formacao, quanto a degradacdo da
fibrina (BATES, 2012), os dados obtidos no presente estudo sugerem que a
elevacao dos niveis de D-Di nas gestantes que desenvolveram PE possa refletir a
producéo exacerbada de fibrina. Isto caracteriza um estado hipercoagulante, uma
vez que o sistema fibrinolitico estaria modulado pelos niveis elevados de PAI-1,
também observados nas gestantes que desenvolveram PE.

A razdo D-Di/PAI-1 mostrou uma tendéncia a aumentar ao longo dos trés
primeiros periodos gestacionais avaliados nas gestantes que desenvolveram PE,
confirmando o estado pré-trombético observado nessa doenca (Tabela 12). Esse
resultado era esperado, sabendo da hipercoagulabilidade associada a PE, inclusive
com demonstracdo de deposicdo de fibrina no subendotélio de glomérulos renais e
na decidua basal das artérias espiraladas nessa doenca (BROWN, 1995). Esta
tendéncia ao aumento da razdo nao foi evidenciada no periodo de 35-40 semanas,
provavelmente porque esse possuia apenas duas gestantes.

Curiosamente, nas gestantes que ndo desenvolveram PE ndo foi obtida
elevacdo (ou tendéncia) da razao D-Di/PAI-1, como seria esperado, sabendo que a
gestacdo normotensa também esta associada a hipercoagulabilidade crescente,
embora de menor intensidade que na PE. Isso provavelmente resultou da presenca
de dois outliers nos valores obtidos para D-Di no periodo de 12-19 semanas, que
mascarou 0s resultados, proporcionando uma razao nesse periodo maior que no
periodo de 20-29 semanas (Figura 8). A grande amplitude de valores tanto para D-
Di, quanto para PAI-1 no periodo 35-40 semanas pode ter contribuido para a nao
obtencdo de um valor elevado desta razdo, como seria esperado (Figuras 8 e 12).

No entanto, uma busca criteriosa dos dados clinicos das gestantes que tiveram
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valores alterados de D-Di ou PAI-1 poderia apontar uma justificativa para este
achado.

6.6 Consideracdes finais

O diagndstico precoce da PE, antes das manifestacaos clinicas da doenca, é
desafiador e a experiéncia clinica tem mostrado a ocorréncia de hipertensédo e de
sintomas clinicos similares aos da PE (escotoma, cefaleia, epigastralgia, etc),
mesmo na auséncia de proteindria. Isto motivou recentemente o American College
of Gynecology and Obstetric a constituir uma forca tarefa, composta por 17
especialistas internacionalmente reconhecidos e com grande experiéncia clinica em
PE a rever os critérios diagnosticos da doenca. Esse grupo destacou a importancia
da reducdo das plaquetas circulantes, das alteracdes renal e hepatica, bem como da
sintomatologia para o diagndstico da doenca, em gestantes apresentando
hipertensdo como classicamente definida.

Um estudo conduzido por Lindheimer et al. em 1975 revelou que a andlise de
material obtido por bidpsia renal caracterizou a presenca de outras doencas renais
em 20 a 40% dos casos diagnosticados como PE. Da década de 70 até os dias
atuais, houve um grande avan¢o nas metodologias e nos equipamentos para testes
laboratoriais, bem como nos equipamentos para exames de imagem. Apesar desse
avanco, marcadores eficazes para o diagndéstico da PE ainda n&o foram definidos.

Considerando a natureza multifatorial da doenca, € dificil admitir que um
anico marcador laboratorial seja suficiente para o seu diagnéstico. O mais provavel é
qgue a avaliacdo de multiplos marcadores e dos coeficientes de correlacdo entre
esses possam ser eficazes para o diagnostico precoce da doenca. Nesse sentido, 0s
dados obtidos no presente estudo sugerem que os niveis plasméaticos de D-Di e PAI-
1 possam vir a fazer parte de um algoritmo diagnéstico a ser aplicado apds um score
clinico e associado a exames de imagem, como o doppler de artérias uterinas, de
forma a contribuir efetivamente para o diagnéstico da PE.

Apesar das dificuldades de conducdo de estudos envolvendo o
acompanhamento de gestantes de risco para PE ao longo da gravidez, o mérito do
presente estudo € encorajar novos projetos, criteriosamente elaborados e cercados
de medidas para que néo haja perda de participantes ao longo do mesmo, de forma

a contabilizar um numero de gestantes e de amostras de sangue em cada periodo
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gestacional suficientes para permitir, com seguranca, a determinacdo dos cut-off de
D-Di e PAI-1 para o diagnostico precoce da doenca. A determinacdo de D-Di
indubitavelmente seria de grande valia para o diagndéstico de PE, sabendo que esse

teste ja esta disponivel nos laboratérios clinicos.
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7 CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que:

¢ Houve uma tendéncia de aumento dos niveis plasmaticos de D-Di e PAI-1 nas
gestantes que desenvolveram e que ndo desenvolveram PE, ao longo da
gestacdo, e essa tendéncia foi mais evidente nas que desenvolveram a

doenca.

e Os niveis plasmaticos de D-Di e PAI-1 ndo diferiram significativamente
comparando as gestantes que desenvolveram PE e as que néo

desenvolveram a doenca, nos periodos gestacionais avaliados.

e Os marcadores plasmaticos D-Di e PAI-1 sdo candidatos promissores para
integrar um algoritmo diagnéstico para a PE, a ser aplicado apés um score

clinico e em associacdo a métodos de imagem.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

Constituiram limitacdes deste estudo:

e O numero reduzido de gestantes avaliadas.

e A nado obtencdo de algumas amostras das gestantes envolvidas no estudo

nos periodos gestacionais previstos.

e As dificuldades inerentes ao diagnéstico da PE.

e A auséncia de dados clinicos e laboratoriais relevantes de todas as gestantes
incluidas no estudo.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

e Elaboragdo de outro estudo longitudinal, com o mesmo desenho do presente
estudo, mas cercado de medidas para que nédo haja perda de participantes ao
longo do mesmo, de forma a contabilizar um niamero de gestantes e de amostras
de sangue em cada periodo gestacional suficientes para permitir, com
seguranca, a determinacdo dos cut-off de D-Di e PAI-1 para o diagnostico

precoce da doenca.

e Revisdo criteriosa dos prontuarios clinicos das gestantes envolvidas neste
estudo em busca de informagdes que possam contribuir para justificar os dados

obtidos neste estudo.
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