UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG

AVALIACAO DE MARCADORES
CLINICOS E URINARIOS DA
PREECLAMPSIA EM GESTACOES DE
RISCO. UMA ANALISE LONGITUDINAL.

Defesa de tese de doutorado
apresentada ao Programa de Pos-
Graduaciao em Saude da Mulher.
Area de concentracao:
Perinatologia.

ALUNA: Jacqueline Braga Pereira

ORIENTADORA: Profa. Dra: Zilma Silveira Nogueira Reis

Belo Horizonte

2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFMG

AVALIACAO DE MARCADORES
CLINICOS E URINARIOS DA
PREECLAMPSIA EM GESTACOES DE
RISCO. UMA ANALISE LONGITUDINAL.

ALUNA: Jacqueline Braga Pereira

ORIENTADORA: Profa. Dra: Zilma Silveira Nogueira Reis

Belo Horizonte

2014



Pereira, Jacqueline Braga.
P436a Avaliag¢ao de marcadores clinicos e urinarios da preeclampsia em

gestagOes de risco [manuscrito]: uma analise longitudinal. / Jacqueline
Braga Pereira. - - Belo Horizonte: 2014.

1211 il

Orientador: Zilma Silveira Nogueira Reis.

Area de concentracdo: Saude da Mulher.

Tese (doutorado): Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de
Medicina.

1. Pré-Eclampsia. 2. Marcadores Bioldgicos. 3. Creatinina. 4. Fatores
de Risco. 5. Valor Preditivo dos Testes. 6. Dissertacdes Académicas. 1.
Reis, Zilma Silveira Nogueira. II. Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Medicina. I1I. Titulo.
NLM: WQ 215

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca J. Baeta Vianna — Campus Satde UFMG



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA MULHER

FOLHA DE APROVACAO

Avaliacdo de marcadores clinicos e urinarios da preeclampsia me gestacdes de
risco. Uma analise longitudinal.

JACQUELINE BRAGA PEREIRA

Tese submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
P6s-Graduagio em SAUDE DA MULHER, como requisito para obtengéo do grau de Doutor
em SAUDE DA MULHER, 4rea de concentragio PERINATOLOGIA.

Aprovada em 21 de novembro de 2014, pela banca constituida pelos membros:
\ \// \ ‘,{//)
G e g
Prof(a). Zilma Silveira Nogueira R%IS Orientador
Medicina/UFMG

4/ ‘_-)\V.

i
(s
Prof{(a). Patricia Gongalves Teixeira

UFMG

Q/Mv?m /J‘Y\D/M”g&

Prof(a). Silvia Passos Andrade

UFMG
A ﬂ 3
» c/(\ >/ y Ki’ﬁ[//ﬁg
_Prof. Rodrigo Bas%os oscolo
& UFMG o
T S —
. Prof. Antonio Carlos Vlensa Cabral
d UFMG-

P

Belo Horizonte, 21 de novembro de 2014.




“As vezes, achamos que ndo temos esperanca...
Mas continuamos assim mesmo
E ent&o... descobrimos que temos.”

Pronto ou néo, diga a a vocé mesmo: “pule”! (Chris Gardner)



DEDICATORIA

Antigamente, as pessoas se guiavam pelas estrelas em suas longas jornadas...
Posso dizer que, nesta jornada, voltei as origens e tive a constelacdo de Trés
Marias a me orientar: trés GRANDES estrelas....Uma que me gerou, Uma outra
a quem eu gerei e a Outra que me ensinou a gerar.

A primeira , estrela protetora, a quem pude recorrer nos momentos de angustia,
cansaco, solidao e desespero . Meu apoio.

A segunda, meu amor incondicional, doce e amiga, quem me recebia com
abracos e me contava estoérias todos os dias antes de dormir.

A terceira, minha bussola, minha guia, guem me mostrou que existe a hora de
viver as perguntas e as respostas, um comeco e um fim.

A primeira, minha mée Carmelita

A segunda, minha filha Alexia

A terceira, minha orientadora Zilma

As trés, que me suportaram em amor, paciéncia, compreensao, carinho e

rigor na busca de determinacao diaria, durante este percurso, € para quem
dedico esta tese, digo esta obra.

4



AGRADECIMENTOS

A Deus, minha fortaleza, meu porto seguro, minha luz em todos os momentos.

Aos meus Pais, Alipio e Carmelita, pelo apoio e amor, incondicionais, por todos
0s momentos em que me ofereceram tudo quanto podiam para tentar deixar
minha jornada tranquila, desde o cha na madrugada até o suporte constante.

Ao meu irmdo Junio, exemplo de simplicidade e desapego, que em sua luta diaria
sempre me mostrou que, apesar das dificuldades, é possivel ir além.

A minha filha Alexia, por compreender minha auséncia e, mesmo em meio a
tanta correira do dia a dia, sempre a me oferecer um lindo sorriso desde o
despertar ao adormecer.

Ao Professor Henrique Vitor Leite, pelo exemplo, pelos conselhos, pela
compreensdo da necessidade de organizacdo da jornada de trabalho,
indispensaveis para a realizagdo desta obra e, por sempre se mostrar
preocupado com o meu futuro, como se fosse meu pai na profissao.

Aos Professores Zilma Silveira Nogueira Reis e Anténio Carlos Vieira Cabral,
pela oportunidade de ingressar neste Programa de Péds-graduacao de Saude da
Mulher, por seus exemplos de profissionais na obstetricia, o0 que em muito
contribuiu na definicdo da minha escolha da especialidade e o local onde realizar
meu doutoradomento.

A minha amiga Daniela Foscolo, pela amizade, pelos ombros e ouvidos,
tornando o percurso mais alegre e, também por me servir de exemplo de forca e
determinacao, incentivado-me a concluir este trabalho, juntas!

Aos Professores Antonio Carlos Vieira Cabral, Maria Aparecida Vieira, Patricia
Gomes Teixeira por participarem da minha banca na etapa de qualificagéo desta
tese, e que com seus conhecimentos e valiosas opinides, em muito contribuiram
para o delineamento das idéias deste estudo.

A prof (a). Dra. Silvia Passos Andrade, por fornecer as férmulas para preparo
das solucdes e pelo aceite em patrticipar da avaliacdo deste estudo.

Ao prof. Dr. Rodrigo Bastos Féscolo, por sua amizade e pronta aceitacdo em
participar desta banca de avaliagdo, contribuindo para uma outra visdo do
estudo.

Aos alunos da iniciacao cientifica que participaram da etapa de recrutamento das
pacientes, das coletas de urina e da digitacdo do banco de dados.

Ao querido lure Kalinine e aos amigos Juliana e Alexandre Barra pela ajuda e
incentivo constantes a necessidade e importancia da concluséo deste trabalho.

Aos funcionarios do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Maternidade
HC-UFMG e do ambulatério Jenny Faria, pelo apoio na realizagao deste estudo.

5



A todos os familiares, amigos e colegas que acreditaram e me apoiaram, e a
Nina que muitas vezes, mesmo sem entender, respeitou minha motivacgao.

A Fapemig, pelo apoio financeiro, possibilitando a realizac&o do estudo.



SUMARIO

1. INTRODUGAOD . ...ttt ettt ettt et e ettt e steare e 19
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt 26
2.1 A PREECLAMPSIA E SEUS PREDITORES CLINICOS........ccccocvevevnnanen. 26
2.2 OS FATORES DE ANGIOGENSE NA PREECLAMPSIA.........cccccoevevne.. 32
2.3 MARCADORES URINARIOS DA PREECLAMPSIA........ccccoooveveeeerennn 35
2.3. 1 PROTEINURIA ....oooieeeeceeeeeeee et 35
2.3.2 CREATININA URINARIA ....ooiiiiieieeeeeeeee e, 38
2.3.3 FATORES DE ANGIOGENESE NA URINA.........ccoceiiereeeeeeeieereennans 39
3. OBJIETIVOS . ..ottt n e en et 41
4, PACIENTES E METODOS .....ooviioieieececeeeeee et en s e, 42
A1 PACIENTES . ...oooeeeeeeeeeeeee ettt ee et nen s s, 42
4.1.1CRITERIOS DE INCLUSAO - RECRUTAMENTO..........cccovererrrnnne 42
4.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO .......ciiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeet e 43
4.1.3 SEGUIMENTO DAS GESTANTES ....oovivoiivieceeeeceee e 44

4.1.ACRITERIOS DE DIAGNOSTICO E CLASSIFICACAO DA

PREECLAMPSIA. ... ettt et 46
4.1.5 QUESTOES ETICAS E FINANCIAMENTO DA PESQUISA.............. 47
.2 METODOS ..ottt e et e e e et e e e et e e e e e et e e e aee e e e e e e enanns 48



4.2.1 COLETA DE URINA MATERNA ... a7

4.2.2 TECNICA DE DOSAGEM DA MICROALBUMINURIA....................... 48

4.2.3 TECNICA DE DOSAGEM DOS FATORES DE ANGIOGENESE PIGF

E SFLIT-1 = ELISA....ocoiiieeeoeee et een e en s s 49

4.2.4 TECNICA DE DOSAGEM DE CREATININA URINARIA................... 53
4.3 METODOS ESTATISTICOS......ooiieeeeteeeeeee e, 55
5. RESULTADOS .....ooouiiieieeietetetetee ettt es s ee sttt en s en s neneneenns 58

HIPERTENSIVAS. ....oooiiviteeee ettt s et es e st n et nente e eanae s aaenens 61
5.2 MARCADORES CLINICOS E BIOQUIMICOS DA PREECLAMPSIA........ 65
5.2.1 MARCADORES CLINICOS DA PREECLAMPSIA.........cccccevverenrnnne. 65
5.2.2 MARCADORES BIOQUIMICOS DA PREECLAMPSIA...................... 71

5.2.2.1 Avaliacdo comparativa da concentragao urinaria de creatinina e dos
fatores de angiogénese antes e ap0s 20 semanas de gestacao...................... 71

5.2.2.2 Avaliacdo do potencial preditivo das dosagens urinarias dos fatores

de angiogénese e da creatinina, por momento da gestacao................ccvvvvnneee. 73

5.2.3 ANALISE MULTIVARIADA DE MARCADORES CLINICOS E
BIOQUIMICOS DA PREECLAMPSIA.........ciiieeeeeeeeeeeeee e 84

B. DISCUSSAD. ...ttt e, 85



6.1 A IMPORTANCIA DO ESTUDO NO CONTEXTO DO CUIDADO

MATERNO-INFANTIL ..ottt e e e e e e e e 85

6.2 AS CARACTERISTICAS DA COORTE E A IMPORTANCIA DA

METODOLOGIA EMPREGADA ... 86

6.3 A ANALISE DOS MARCADORES CLINICOS E BIOQUIMICOS DA

PREE CLAMPSIA ...ttt 91
6.4 LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS ....ccovioviiieeeeeeeeee 102
7. CONGCLUSOES. ..o ettt 105
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ....ooo ettt 106
ANEXO S ..o 117
ANEXO 1- Aprovacgio do Comité de EtiCa..........ccccveveeeeeeeceeeeeeceeeeene, 117
ANEXO 2- FICha da PaCiente. . .....oonieeeeee e 118
ANEXO 3- Ata A Aef@Sa. .. . oo, 121



ILUSTRACOES

Figura 1. Diagrama de seguimento da coorte de gestantes e agrupamentos

segundo desfechos N0 MOMENLO dO PAIMO. .......uuuiiiiiiiiiiiiiieee e 45

Figura 2: Acuracia da concentracdo urinaria de sFlit-1 na predicdo de

preeclampsia, em gestantes de MSCO............uvvuuriiiiiiiieee e 75

Figura 3: Acuracia da concentracdo urinaria de PIGF na predicao de gestantes

normotensas no parto, em gestantes de rSCO........c.cccvvevveeivieeieecreecie e, 78

Figura 4: Acurécia da concentragdo urindria de creatinina na predicdo de

preeclampsia entre gestantes de MMSCO.........uuuuuuuuiiiiiieeee e 81

10



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1: Concentracfes urinarias de sFlit-1 no primeiro trimestre gestacional,
comparando-se o grupo que desenvolveu preeclampsia com o que permaneceu

NOIMOLENSO NO PAMO.....cietiiiiii et 74

Gréfico 2: Concentracdes urinarias de sFlit-1 no segundo trimestre gestacional,
comparando-se o grupo que desenvolveu preeclampsia com o que permaneceu

NOIMOTENSO NO PAMO.....ccitiniiiiiiiiii e 74

Gréafico 3: Concentragfes urinarias de PIGF no primeiro trimestre gestacional,
comparando-se o grupo que desenvolveu preeclampsia com o que permaneceu

NOIMOTENSO NO PAMO.....cciviniiiiiiiiii e 77

Gréfico 4: Concentragfes urinarias de PIGF no primeiro trimestre gestacional,
comparando-se o grupo que desenvolveu preeclampsia com o que permaneceu

(aToTgn aTe] (=T a1 JN g o I o F= 1 (o TSP 77

Grafico 5: Concentragfes urinérias de creatinina urinaria no primeiro trimestre
gestacional, comparando-se o0 grupo que desenvolveu preeclampsia com o que

permaneceu NOrMOLENSO NO PAMO........uiiiiuuieeiiiie et e e 80
Grafico 6: Concentracdes urinarias de creatinina urinaria no segundo trimestre

gestacional, comparando-se o0 grupo que desenvolveu preeclampsia com o que

permaneceu NOrMOLENSO NO PAIMO........uiiiiiuieeiite et 80

11



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1: Critérios de diferenciacdo dos estados hipertensivos na gravidez e

diagnOstico da Pre€CIAMPSIA........eeieei i 46
Quadro 2: Escala visual de proteindria semiquantitativa.................cccceevvvvevennns 49
Tabela 1: Incidéncia de doencas hipertensivas nas gestantes ............c.ccc......... 58

Tabela 2: Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das gestantes da coorte, no

MOMENTO O FECTULAIMENTO . ... e et 59

Tabela 3: Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das gestantes da coorte, no
(paTe] gaTT a1 (o Je [0 1 o =15 (o JR P PPPPPUPPPRPPPPPPR 60

Tabela 4: Fatores de risco clinico para desenvolvimento das sindromes

hipertensivas Na gravidezZ.............ii i e e eaae 62

Tabela 5: Marcadores bioquimicos urindrios para desenvolvimento das

sindromes hipertensivas Na gravideZ...........ccoouueiiiiiiiiiiiiiiiiee e 64

Tabela 6: Tipo de parto das pacientes das gestantes seguidas na coorte.....66

Tabela 7: Caracteristicas clinicas e obstétricas dos grupos de estudo:

normotensas e com preeclampsia, ao final da gestacao (n = 127).................. 69

Tabela 8: Marcadores clinicos para desenvolvimento da preeclampsia.......... 70

12



Tabela 9: Comportamento dos fatores de angiogénse e da creatinina urinarios,

na primeira e segunda metade da gestacao, na coorte seguida no estudo......72

Tabela 10: Avaliacao do ponto de corte dos marcadores bioquimicos urinarios e

a predicdo destes no desenvolvimento das preeclampsia/eclampsia na
(022 AV 0 [ PO P PO PPPPPPPPRTPPPPT 83

Tabela 11: Analise multivariada com fatores de risco clinico e bioguimicos para
desenvolvimento da preeclampsia (N = 83).......coovviiiiiiiiiiiiiiie e, 84

13



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

ACOG
AT1
Cols
DILA
DP
ELISA

FIGO
G

H

HAS
HAC
IC
IECASs
IG
IMC
Kg
Kg/m?
mg
Mcg
mg/dl
mi
MmHg
Nm
NHBPEPWG

NO
OMS
OR
PA

R
RFG
ROC
Sem
s Eng
sFlit-1
SRAA
SSPS
PE
PIGF
TGO
TGP

u
B

Colégio Americano de Ginecologia e Obstetricia
Angiotensina 1

Colaboradores

Dilatacéo fluxo-mediada da artéria braquial
Desvio padrao

Ensaioimunoenzimatico - Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay

Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia
Gramas

Horas

Hipertensao arterial sistémica

Hipertenséo arterial cronica

Intervalo de confianca

Inibidores das angiotensinas

Idade gestacional

indice de massa corporal

Kilograma

Kilograma por metro quadrado

Miligrama

Micrograma(s)

Miligrama por decilitro

Mililitro

Milimetros de mercurio

Nanometro

National High Blood Pressure Education Program Working
Group

Oxido nitric

Organizacdo Mundial de Saude

Odds ratio

Pressao arterial

indice de correlacéo de Pearson

Ritmo de filtracdo glomerular
Receiver-Operator Characteristic Curve
Semanas

Endoglin

Fator soltuvel fms like tyrosine kinase -1
Sistema renina angiotensina aldosterona
Statistical Package for the Social Sciences
Preeclampsia

Fator de crescimento placentario
Transaminase glutamico oxalacética (AST)
Transaminase glutamico piravica (ALT)
Micra

Beta

14



RESUMO

A preeclampsia (PE) € a principal causa de morbimortalidade materno-fetal,
acometendo 5 a 7% das gestantes no mundo. A busca pelo diagnéstico precoce
através de métodos pouco invasivos e com boa acuracia busca evitar as
complicacbes maternas e fetais. Objetivo: avaliar a capacidade de predicéo de
marcadores clinicos e bioquimicos no diagndstico da PE. Pacientes e métodos:
estudo longitudinal composto por uma coorte de 139 pacientes recrutadas
precocemente e acompanhadas até o parto. Dados clinicos e amostras de urina
foram coletadas para a dosagem de microalbumindria, creatinina, PIGF e sFlit-
1, durante a gestacdo. A associacao com a doenca hipertensiva foi estimada
através da razdo de chances univariada e multivariada, assim como a acuraria
dos fatores de risco clinicos e epidemioldgicos e dos bioquimicos dosados na
predicdo da PE foi avaliada. Resultados: trinta e oito (27,3%) gestantes
apresentaram alguma sindrome hipertensiva no parto, destas 26 (68,4%)
desenvolveram PE. Ao recrutamento, pacientes que iriam desenvolver PE no
parto, tinham idade gestacional 12,1+ 3,4 semanas e niveis pressoricos sistolico
(118+12,8 mmHg) e diastdlico (78 £8,7mmHg), mais elevados do que no grupo
controle (niveis pressoricos sistdlico (109+9,8 mmHg) e diastélico
(68+7,6mmHg) (p<0,001). Os fatores de risco isoladamente associados ao
surgimento da sindrome hipertensiva foram: a histéria pregressa de PE (OR
13,2; 1IC95%: 2,7-65,5), a idade >35 anos (OR 3,6; 1C95%: 1,1-11,4) e o IMC=30
kg/m? no recrutamento (OR: 3,30; 1C95% 1,2-8,8). Para PE, o preditores
bioguimicos e clinicos corrigidos por cofatores, foram: histéria pregressa de PE

(OR 14,4;1C95%: 0,8-279,0), 0 IMC=30 kg/m? no recrutamento (OR: 4,80; IC95%
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0,9-25,5), ser primigesta (OR 5,60; 1C95%: 1,30-24,6), e elevacdo da
concentracdo de creatinina urinaria (mg/dL), dosada no recrutamento (OR 1,01;
1C95%: 1,01-1,03). Concluséo: Os marcadores bioquimicos urinarios estudados
(proteinuria, creatinina, PLGF e sFlit-1) apresentaram comportamentos distintos
em relacdo a capacidade preditiva de PE, sendo que apenas a dosagem urinaria
de creatinina mostrou-se promissora para uso em associacao aos preditores

clinicos, em gestantes de risco.

PALAVRAS CHAVES: preeclampsia, marcadores urinarios, creatinina, PIGF,

sFlit-1.
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ABSTRACT

Preeclampsia ( PE ) is the leading cause of maternal and fetal morbidity and
mortality , affecting 5-7 % of pregnant women in the world . The search for early
diagnosis using minimally invasive methods with good accuracy seeks to prevent
maternal and fetal complications. Objective: To evaluate the predictive avoid of
clinical and biochemical markers for early diagnosis of PE. Patients and methods:
a cohort longitudinal study of 139 patients recruited early and followed until
delivery. Clinical data and urine samples were collected for measurement of
proteindria, creatinine, PIGF and sFlit-1, levels during pregnancy. The
association with hypertension was estimated by the ratio of univariate and
multivariate odds , as well as accuracy of clinical and epidemiological risk and
measured biochemical factors in predicting PE. Results: thirty-eight ( 27.3 %)
pregnant women had some hypertensive syndrome at birth , these 26 ( 68.4 %)
developed PE. Recruitment, patients who would develop PE in childbirth , had a
gestational age 12.1 + 3.4 weeks and systolic blood pressure ( 150 + 15,4mmHg
) and diastolic (99 = 10,6mmHg ) , higher than in the control group (systolic blood
pressure (109+9,8 mmHg) and diastolic (68+7,6mmHg) (p < 0.001). Risk factors
associated isolated with hypertensive syndrome were: a history of PE (OR 13.2 ,
95% CI : 2.7-65.5) , age > 35 years ( OR 3.6 , 95% CI : 1,1-11.4 ) and the
IMC=30Kg / m? in recruitment (OR : 3.30, 95% CI 1.2-8.8 ) . For PE , the clinical
and biochemical predictors corrected by cofactors were: previous history of PE
(OR 14.4 , 95% CI : 0.8-279.0 ) , the IMC=30Kg / m? in recruitment (OR : 4.80
95% CI 0.9 to 25.5 ) , be primigravida (OR 5.60 , 95% CI : 1.30-24.6 ), and

elevated concentration of urinary creatinine (mg/dL) , measured at recruitment
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(OR 1.01, 95% CI: 1.01-1.03). Conclusion: Urinary biochemical markers studied
(proteindria, creatinine, PLGF and Sflit-1) showed different behavior in relation
to the predictive ability of PE, and only, urinary creatinine showed biochemical
clinical value for use in combination with clinical predictors in pregnant women at

risk .

KEY WORDS: Preeclampsia, biochemical predictors, creatinine, PIGF, sFlit-1.
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1. INTRODUCAO

A preeclampsia é uma condicdo que se caracteriza clinicamente pelo aumento
da pressdo arterial e proteiniria, ap6s a segunda metade da gestacédo. Os
mecanismos das disfuncdes urinarias associadas a essa doenca no ciclo
gravidico-puerperal e a persisténcia da doenca renal e de outras sequelas apés
resolucdo da gestacdo ainda ndo foram adequadamente estimados, nem
completamente elucidados. Ha evidéncias de que a alteracdo no ritmo de
filtracdo glomerular e a proteindria que acontecem na preeclampsia sejam
reversiveis, mas o que se tem observado é que, em alguns casos, a permanéncia
ou reparecimento de alteracbes durante anos aumenta o0 risco do
desenvolvimento de hipertensao arterial crénica, doencgas coronarianas e infarto

(CHAMBERS, 2003).

E sabido que a preeclampsia € um grave problema de salde que acomete
parcela significativa das gestacfes e que esta relacionada, especialmente na
sua forma precoce, a alta taxa de morbidade e mortalidade ndo somente materno
guanto fetal, aumentando a chance de ocorréncia de prematuridade, da restricéo

do crescimento fetal e até do 6bito do concepto (SIBAI, 2008).

Na sua forma tardia, a preeclampsia também apresenta envolvimento
placentario notério, apesar da evolugcdo materna ser mais favoravel (SIBAI,
2008). Sua alta incidéncia tem esta relacionada a vigéncia de condi¢bes que
favorecem o seu aparecimento na gestacdo como a prépria placentacédo e a
liberacdo e desbalanco de fatores de angiogénese (PLGF, VEGF, sFlit-1 e SEng)

(MYERS et al.; 2013). Grandes preocupacgfes tém surgido, direcionando a
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busca pelo tratamento ou, pelo menos, por algum meio de melhor entender seu
mecanismo fisiopatologico. Esfor¢cos tém sido empreendidos no sentido de se
tentar abordagens que ampliem as possibilidades que possam ir além da
tradicional interrupcdo precoce da gestacéo. E preciso ainda ndo somente tratar

ou controlar, mas sim interromper ou até mesmo evitar seu surgimento.

Muitos sao ainda os desafios para os pesquisadores dos disturbios hipertensivos
da gravidez. Varias sdo as teorias que tentam estabelecer os fatores causais da
preeclampsia: como em destaque para a do desbalanco das angiotensinas,
componentes do eixo Sistema Renina Aldosterona Angiotensina (SRAA)
(ACOG, 2013). Além deste, os mecanismos da inadaptacdo imune, a do excesso
de debris celulares, do estresse oxidativo, da alteracdo de fatores genéticos
(JACQUELYN, 2011). Outra teoria € a que aponta para a presenca de
substancias pré e anti-angiogénicas na circulagdo materna (MAYNARD, 2003).
Atualmente, sob este aspecto, a preeclampsia tem sido abordada como um
desbalanco entre fatores placentarios pré-angiogénicos: fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento placentario (PIGF) e as
proteinas anti-angiogénicas  (slfit-1, sEng). (KAUFMANN |, 2012;
CHAIWORAPONGSA T, 2013). Dentre os varios fatores de angiogénese ja
conhecidos, tém-se apresentado como principais na patogénese da
preeclampsia, além dos dois supracitados, a forma livre do receptor VEGF R-1

(fator soluvel fms-like tyrosine kinase-1 ou sFlit-1) (CLARK, 1998).
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A predicdo da preeclampsia através de marcadores clinicos, laboratoriais e por
imagem tem sido almejada por seu potencial no direcionamento assistencial
durante o cuidado pré-natal. Sabemos que antes de um biomarcador de doenca
ser instituido na pratica clinica, ele precisa ser validado, ter baixo custo efetivo,
ter alta sensibilidade, deve ter utilidade na avaliacéo clinica da paciente (MEADS,
2008) e ser instituido para o rastreamento desta doenca o mais precocemente.
Valoriza-se entdo que seja de facil acesso, como por exemplo, neste estudo,

detectavel ainda durante os cuidados do pré-natal.

E consenso que o diagnodstico da preeclampsia e a diferenciacdo das suas
formas clinicas, ainda se baseiam nos niveis pressoricos, nos sintomas clinicos
e na medida da proteinuria de 24h. No entanto, o estudo de diversos preditores
bioguimicos e ultrassonogréaficos, métodos rapidos e pouco invasivos, como a
expressédo e funcédo de fatores angiogénicos e o Dopplerfluxometria fetal, tém
sido usados para identificar pacientes com maior potencial para o
desenvolvimento da doenca (NICOLAIDES et al., 2004; WANG, 1998). A
existéncia de marcadores séricos pré-clinicos da disfungdo endotelial em

pacientes com fatores de risco para preeclampsia também ja foi descrita.

Atualmente, a dosagem urinaria da proteina, aferida clinicamente pelas
proteintrias de fita e de 24h, ainda sdo utlizadas como exames para
rastreamento, sendo a coleta de 24h, usado como um critério diagndstico de
preeclampsia. No entanto, estudos tém demonstrado que a proteindria de fita é

um preditor pobre de complicagbes maternas e/ou fetais em gestacdes com
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preeclamspia (THANGARATINAM et al.,, 2009), assim como tém baixas
sensibilidade e especificidade para rastreamento desta doenca (KAPLAN &

BALTIMORE WILLIANS & WILKINS, 1998).

A avaliacdo urinaria dos fatores de angiogénese e de substancias marcadoras
da funcdo renal creatinina e proteina (microalbumindria) sdo métodos
considerados nao invasivos e factiveis na pratica clinica. A dosagem urinaria dos
mesmos e a correlacdo destes fatores colaboram para o diagnéstico mais

precoce de PE.

Motivados pelos indmeros desafios existentes acerca dos distdrbios
hipertensivos da gravidez em nosso Programa de Pds-graduacdo em Saude da
Mulher, uma importante linha de pesquisa vem estudando a preeclampsia na
busca da elucidagdo da sua complexa fisiopatologia. A busca de possiveis
preditores, assim como de um possivel tratamento ndo sédo temas recentes.
Entretanto, a pesquisa de marcadores bioquimicos que ja vinha sendo realizada

em amostra sérica (TEIXEIRA, 2013), agora sera investigada na urina.

Nossos estudos multidisciplinares entre a area clinica e basica da pesquisa da
preeclampsia iniciaram-se com uma abordagem que buscou determinar a
existéncia de associacdo entre a elevacdo da pressao arterial e 0s niveis
plasmaticos do peptideo natritretico tipo A (ANP) e peptideo natriurético tipo B

(BNP), na gestacdo complicada por esta doenca. Nesta andlise, observou-se
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gue o agravamento da hipertenséo na preeclampsia esteve correlacionado com
as concentragfes seéricas do ANP e BNP, embora os valores do BNP possam

ser influenciados pela existéncia de estado hipertensivo prévio (REIS, 2003).

Em sequéncia, (TEIXEIRA et al., 2007) realizaram estudo para avaliar os niveis
plasmaticos dos fatores angiogénicos, VEGF e PIGF em gestantes com e sem
preeclampsia, a fim de correlacionar possiveis alteracbes nas concentracdes
sanguineas destes marcadores com o quadro hipertensivo de gestantes. Nesta
abordagem, foi verificado que o PIGF pode exercer papel determinante na

pressao arterial média em gestantes com preeclampsia (TEIXEIRA et al., 2008).

Posteriormente, Teixeira et al. (2013), em estudo também realizado na
Maternidade do Hospital das Clinicas da UFMG, demostra nas gestantes que o
uso de Dopperfluxometria de artérias uterinas associadas a dosagem de fatores
pro e anti-angiogéncios como possiveis preditores para o desenvolvimento de
preeclampsia. Ainda nesta linha, Brand&ao et al. (2011), na busca de um preditor
biofisico da preeclampsia, procuraram avaliar a disfun¢&o endotelial ocorrida na
preeclampsia, através do exame da dilatacao fluxo-mediada da artéria braquial
(DILA) e da Dopplerfluxometria de artérias uterinas na primeira metade da
gestacdo, mostrando ser o DILA um exame de grande valor para a propedéutica

e acompanhamento da func¢do endotelial.

A procura de novos elementos para a elucidacdo da fisiopatologia de uma

condigcdo clinica tdo desafiadora e com repercurssées na morbimortalidade
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materna e perinatal, por pesquisadores tanto da area basica quanto da area
medica fizeram-me atentar para a importancia do tema. Durante todos estes
trabalhos, estive pessoalmente envolvida em estudos como colaboradora e/ou
responsavel técnica. Ao iniciar a residéncia de Ginecologia e Obstetricia em
2008, pude acompanhar de perto a gestacao e seu desfecho, nem sempre feliz,

em muitas gestantes.

A partir desse interesse pessoal, minha oportunidade de colaborar em estudos
na area de preeclampisa como o de Brandao et al. (2011,2012). Neste, foi
avalida a vasodilatacao de leitos arteriais especificos, como o da artéria oftdlmica
e a alteracdo no exame DILA e da dopplerfluxometria de pacientes com
preeclampsia , demosntrando impacto na resposta vascular vasodilatadora,
adjuvante aos inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECAS) e aos
bloqueadores do receptor AT1 (BRAS) que atuam sobre a protecao endotelial e

promovem a recuperacao parcial de endotélio lesado.

Dentro da linha de pesquisa que investiga o comportamento das substancias pro
e anti- angiogénicas no organismo gravidico pensamos em um estudo que
utilizasse a urina como amostra clinica e a procura dos niveis urinérios destas
substancias no decorrer da gestacao e no desfecho desta, a fim de nos ajudar
na diferenciac@o das outras formas de hipertensdo que cursam com proteinuria
na gravidez. Assim, aliando minha experiéncia técnica em laboratério de
pesquisa experimental nas dosagens pioneiras de substancias que demandam

padronizacdo de técnicas necessérias para utilizagdo da urina como matéria
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prima, aos meus conhecimentos médicos recém-adquiridos como ginecologista
obstetra e, sobretudo aos meus anseios em elucidar mais um pouco sobre a
preeclampsia, € que aceitei os desafios do presente estudo, requisito

fundamental de meu doutoramento.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A PREECLAMPSIA E SEUS PREDITORES CLINICOS

A PE € uma sindrome hipertensiva de elevada morbimortalidade materno fetal,
de etiologia ainda indefinida e que acomete 2% a 10 % das gestacfes em paises
desenvolvidos e 10-15% em paises em desenvolvimento (GAROVIC, et al.;
ESPINOZA, et al. 2007). Considerada a complicacdo clinico-obstétrica mais
comum, ela caracteriza-se por disfuncédo endotelial sistémica, que se manifesta
clinicamente com hipertenséo arterial e proteinuria (GORNALL; BARDAWIILL &

cols., 1977).

A principal teoria sobre a etiologia da preeclampsia é que ela decorre de uma
anormalidade placentaria devido a falha do citotrofoblasto em remodelar as
arteriolas espiraladas em fase precoce da gestacédo, o que ira resultar em hipdxia
tecidual com a producédo de fatores mediadores como as citocinas angiogénicas
(GRANFER, 2001). Os fatores angiogénicos séo secretados pelas células da
placenta e pelos linfécitos NK na decidua materna. Os principais fatores
envolvidos sdo o VEGF e o PLGF, que além de estimularem o surgimento de
Nnovos vasos, contribuem para a manutencdo da estabilidade do endotélio e
reparacao de lesdes endoteliais. Esses fatores exercem suas funcdes através
da ligacdo com receptores presentes na superficie das células endoteliais,
conhecidos como Flt-1 ou fms-like tirosino kinase do tipo 1. Também foi
demonstrado que na pré-eclampsia, apesar da concentracdo dos fatores

angiogénicos estar aumentada, eles ndo se ligam aos receptores porque a
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concentracdo de uma variedade do receptor, o sFlt-1, estd muito aumentada,
impedindo a sua ligacao das citocinas angiogénicas, diminuindo assim a acao

destas. (MAYNARD, 2003; CORREA JR, et al, 2009 ).

Clinicamente, a PE apresenta-se com aumento da presséao arterial e elevacao
da proteina urinaria ap6s a 20 semana de gestacdo. Entretanto, a falha no
desenvolvimento placentario é resultante de um processo que se inicia durante
a primeira onda de invasao trofoblastica entre 12 sem e 14 semanas ou ha
segunda metade, entre a 162 sem e 202 semanas de gestacdo. A falha na
dilatacdo das artérias espiraladas faz com que os vasos da placenta
permanegam com alta capacidade contratil, passando a funcionar como vasos

de alta resisténcia ao fluxo de perfuséo placentaria (CROSS, 2006).

Na PE, a placenta se apresenta com alteracdo na producao equilibrada de
fatores angiogénicos (KAUFMANN; BLACK & HUPPERTZ, 2003) resultando
num quadro de disfuncao endotelial exacerbada. O aumento do receptor livre do
VEGF (sFlit-1) e a reducdo de PIGF (KOGA, et al., 2003; LAM; LIM &
KARUMANCHI, 2005) e VEGF, assim como da producao de fatores relaxantes
do endotélio como o NO, estéo associados a esta disfuncdo. Assim, para manter
uma oxigenacdo adequada, a placenta necessitard de mecanismos de
compensacdo, como o aumento de fatores protetores do endotélio como as
endotelinas e tromboxanos (LAFAYETTE et al., 1998). A participacao intensa
dos fatores antiangiogénicos (sFlit-1) acaba por anular os efeitos da tentativa de

remodelagao vascular, limitando o efeito protetor endotelial promovido pelo

27



VEGF e PIGF (LEVINE, 2004; 2005), acarretando em diminuicdo do fluxo e
aumento da resisténcia vascular que sdo manifestados como hipertenséo,

edema e proteindria.

Considerando que a PE é uma doenca sistémica e multifatorial, considerada uma
sindrome que acomete varios 6rgaos, a avaliacdo dos sitios acometidos reflete
a situacado real do principal érgao alvo que é a placenta (LINDHEMER, &
ROBERTS, 2009). Acredita-se que a redugdo da perfuséo placentaria e a
hipdxia, de certa forma, estariam relacionadas & liberagdo de fatores na
circulagédo materna responsaveis pela disfungcao endotelial sistémica (DAVIS, et

al.; PERICO et al., 2005; SANDRIM, et al., 2008).

Desta forma, o estudo de um dos 6rgaos envolvidos na doenca ou de produtos
de sua excrecdo pode fornecer dados importantes sobre a regulacdo das
substancias produzidas ou deficitarias nesta doenca. Numa paciente acometida
pela preeclampsia, os alvos sdo o coracgdo, o figado e os rins. Nestes, podem
ocorrer alteracdes morfofuncionais devido a disfuncdo endotelial e
vasoespasmos, acarretando liberacao de substancias que promovem alteragoes

vasculares profundas (MAYNARD, et al., 2003).

O vasoespasmo e a hemoconcentragdo encontrada nestas gestantes com
preeclampsia estdo associados a contracdo do espaco intravascular resultando

em aumento da resisténcia vascular periférica com conseqiente hipertensao,
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reducdo da filtracdo glomerular, do fluxo sanguineo renal, da proteindria, do
decréscimo da pressao oncética, do aumento de creatinina plasmatica e oligaria
(MAYNARD, et al., 2003; NHBPEPWG, 2000). Assim, diante de uma suspeita de
preeclampsia, tais alteracdes séo passiveis de serem analisadas indiretamente
através de exames complementares, a fim de avaliar o acometimento dos 6rgdos

alvos devido a injuria endotelial ocorrida.

Para avaliacdo da funcdo hepéatica temos as dosagens séricas das
transaminases (TGO e TGP), para avaliacao da funcao renal temos as dosagens
da excredas nitrogenadas (acido Urico, uréia e creatinina). Na verificacao indireta
do espaco intravascular e situacdo de hemoconcentracéo e de hemdlise realiza-
se 0 hemograma (hemoglobina, hematdcrito e plaquetas) e as dosagem de
bilirrubinas e desidrogenase lactea. Por fim, as dosagens urinarias de proteinuria
de 24h e de amostra isolada, o clearence de creatinina e a podocitiria estdo
associadas ao dano renal caracterizado como endoteliose glomerular e a perda

de células epiteliais glomerulares, os poddcitos (POLLIOTTI, 2003).

As préprias alteracdes sistémicas atribuidas a preeclampsia, especialmente em
sua fase pré-clinica tém sido utilizadas como marcadores. Substancias
especificas podem antecipadamente refletir a funcdo do 6rgéo ja acometido.
Estudos tém avancado no intuito de se avaliar a funcdo dos sitios afetados em
estagios ainda incipientes da doenca, ou seja, em sua fase assintomatica e sem

sinais clinicos classicos. Entre as pesquisas mais promissoras temos as que
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estdo relacionadas aos fatores de angiogénese (ROBERTS & LAIN, 2002;

SAFLAS: OLSON, 1990).

Além disto, existem fatores de risco iminentemente clinico-epidemiol6gicos
associados a presenca de algum grau de alteracao vascular ja instalada como a
obesidade (IMC > 30), aidade = 35 anos, a histéria de preeclampsia em gestacao
anterior, hipertensdo arterial crénica, doengca renal crbnica, o diabetes,
gemelaridade ou a fatores genéticos e autoimunes como a nuliparidade,
primiparidade/primipaternidade, raca ndo branca e o LUpus. Tendo em vista esta
multiplicidade de fatores que podem predispor a mulher gestante a desenvolver
a doenca, temos também os fatores epidemioldgicos paridade, gemelaridade,
nivel socio-econémico, principalmente no que se refere ao acesso aos servigos

de saude; estado nutricional; entre outros (GONCALVES et al., 2005).

bY

Neste rol, a existéncia de um distldrbio hipertensivo prévio a gestacdo

[N

considerada um importante preditor clinico do seu agravamento, associado a
superposicdo da preeclampsia. Na hipertensdo arterial cronica, as crises
hipertensivas sdo geralmente desencadeadas por aumentos subitos da
resisténcia periférica, por qualquer mecanismo, que provoque rapidas elevacoes
de pressao arterial, impedindo adaptacbes hemodinamicas. Nas gestantes com
hipertensdo cronica, as crises hipertensivas podem ocorrer com menor
intensidade do que nas pacientes com quadro puro de preeclampsia, uma vez

gue nas primeiras, podem existir alterac6es vasculares prévias como hipertrofia
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e remodelacdo, o que elevam o limiar de auto-regulacdo do fluxo sanguineo e

permitem a adaptacdo dos 6rgaos alvo (ASSIS, 2008).

Por outro lado, do ponto de vista laboratorial, alteracbes endoteliais, provocadas
pela agressédo mecanica da hipertenséo arterial cronica, aumentam a producao
local de vasoconstritores, determinando uma hiperatividade vascular que pode
provocar aumento adicional da resisténcia periférica, com eleva¢des abruptas da
pressdo arterial, aumento de substancias pro-inflamatorias indutoras do
crescimento celular (citocinas e moléculas de adesao). Fenémenos proliferativos
desencadeados, substancias agregantes e estados  trombdéticos
microvasculares, aumentando mais ainda a resisténcia periférica, agravando a
hipertensédo e exarcebando a isquemia e a deterioracdo dos Orgados-alvo

(ESPINOZA; ROMERO et al., 2004).

A hipertensao arterial crénica com preeclampsia sobreposta seria também para
a gestante uma sobreposicao de fatores que pioram substancialmente o seu
endotélio, com prejuizo do fluxo de vérios 6rgdos maternos, placentario e
consequentemente fetal. Observa-se assim, um risco iminente de vida, devido a

deterioracdo rapida de 6rgaos-alvo (SAVITZ, 2014).

31



2.2 OS FATORES DE ANGIOGENSE NA PREECLAMPSIA

Em situacdes de hipdxia, como ocorre na preeclampsia, a placenta libera
citocinas que apresentam acdes por via autocrina e paracrina (CHAMBERS,
2003). Estas substancias atuam promovendo o relaxamento vascular através da
liberacdo de 6xido nitrico (NO), ao se ligarem ao receptor de membrana sFlit-1.
A acdo antagonica exercida pela ligacdo das proteinas pré-angiogénicas livres
ao receptor com dominio citoplasmatico sFlit-1, acarreta inadequagdo no

processo de remodelacgédo vascular (LEVINE, 2004).

A forma soluvel de receptor fms-like tirosine kinase (sFlit-1) é capaz de regular
mecanismos na placenta de mulheres com gestacbes complicadas por
preeclampsia (ZHOU et al., 2002) e apresenta um aumento sérico em 5-6 vezes
em pacientes com preeclampsia em relagcdo as gestantes normotensas
(SHARON et al., 2003). Também foi demonstrado que sFlit-1 admnistrado em
ratas gravidas e nao gravidas foi capaz de produzir hipertensdo, sindrome
nefrética e proteindria semelhante a endoteliose glomerular, semelhante as
alteracdes encontradas na fase de injaria renal da pré-eclampsia (MAYNARD,
2003) enquanto a administracdo de VEGF 121 mostrou efeito significativo na
reversdo do quadro de hipertenséo e proteinuria em modelos semelhantes de

animais (WOODS et al.,2011).

O aumento sérico de sFlit-1 e diminuicéo sérica e urinaria de PIGF precedendo

o desenvolvimento clinico desta sindrome (SHARON et al., 2003), assim como
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0 aumento sérico e placentario do sFlit-1 correlacionado a diminuicao da fracdo
livre de VEGF e PIGF (TSATSARIS et al., 2003), em varios estudos, sugerem a
acao antagonista deste receptor livre sobre estes fatores angiogénicos. Assim,
podemos dizer que o excesso de sFlit-1 tem sido responsabilizado pela
disfuncdo endotelial materna, além de achados clinicos fundamentais da
preeclampsia como o de proteindria e faléncia renal, por diminuir a acéo
remodeladora dos fatores VEGF e PIGF, ja descrita anteriromente (MAYNARD,

2003).

Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa (TEIXEIRA et al,. 2013)
demonstraram haver diminuicAo de aproximadamente trés vezes na
concentracdo sérica de PIGF (p<0,001) e aumento do sFlit-1 (p=0,003) em
gestantes com preeclampsia, quando comparadas a gestantes normotensas e
hipertensas sem proteindria. Na preeclampsia, a presenca do receptor livre do
VEGF (sFlit-1) mostra-se associada a génese da leséo endotelial sistémica, por
formar complexos inativos com o VEGF e PIGF, diminuindo a capacidade
vasodilatadora e remodeladora destas substancias, acarretando vasoconstricao
e coagulopatia. (CHAIWORAPONGSA, 2003; LAM; LIM & KARUMANCHI 2005;
LEVINE; MAYNARD, 2004). Esse antagonista (sFlit-1), ao formar complexos
inativos com o VEGF e PIGF, fatores importantes da mitose do endotélio
vascular, inibe a acao destas substancias. Embora o verdadeiro mecanismo do
dano vascular e sistémico que ocorre ainda esteja sobre investigagdo, muitos
estudos tém sido direcionados para a dosagem destas substancias como
possiveis marcadores de predicdo e de gravidade da pré-eclampsia

(POLLIOTTI; SHARON, 2003).
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Foi verificado em gestantes, que a diminuicdo da concentracdo de PLGF e o
aumento do sFlit-1 séricos, antecedem em cinco semanas o aparecimento dos
sintomas clinicos da preeclampsia (MAYNARD, 2003; KENDAL, 1996).
Nicolaides et al., 2011 realizaram um estudo utilizando avaliacao
ultrassonogréfica da dilatacdo da artéria braquial fluxo mediada (DILA) e a
concentracéo sérica dos fatores de crescimento placentario e endoglin solavel,
sendo observados a diminuicdo da concentracdo de PIGF e aumento do
Endoglin séricos em pacientes com desfecho de PE, aproximadamente 10
semanas antes do surgimento da disfuncdo endotelial (MAYNARD, 2003;

NICOLAIDES, 2008).

Kendal, 1996 posteriormente, verificou que estas substancias pré e anti-
angiogéncias, poderiam também ser detectadas na urina, refletindo assim o perfil
plasmatico e placentario das gestantes com PE (BUHIMSCHI et al., 2005;

LEVINE et al., 2006).

Outro achado relevante é a endoteliose glomerular, achado patognoménico da
PE, que possivelmente possa ser reflexo da exposi¢cédo do endotélio do glomérulo
renal ao excesso de sFlit-1 e reducao da exposi¢ao ao PIGF, o que poderia ser
avaliado precocemente, através da mensuracdo destas substancias na urina

(BROWN, 1990).
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Um avango no conhecimento dos mecanismos das ateragbes endoteliais e
nefréticas que resultam no aparecimento da proteindria motivam a busca pelo
estudo dos fatores de angiogénse como o de marcadores pré-clinicos em
potencial para uso na pratica diaria. Dentre os fatores envolvidos com as
alteracdes endoteliais, o VEGF, que € um potente fator pré-angiogénico que
desempenha uma importante funcdo no desenvolvimento vascular assim como
outro membro da familia o PIGF, que apresenta importante funcdo nos estagios

mais tardios de desenvolvimento vascular (LEVINE, 2006).

2.3 MARCADORES URINARIOS DA PREECLAMPSIA

2.3.1 PROTEINURIA

As proteinas constituem uma das substancias especificas presentes no plasma.
Apresentam trés tipos principais: albuminas, globulinas e o fibrinogénio, cada
uma delas com suas caracteristicas proprias. O fibrinogénio € uma proteina do
plasma que tem origem exclusiva no figado. As demais fracGes protéicas sao
originarias do figado, dos 6rgaos hematopoiéticos, do intestino e, provavelmente,
de outros 6rgaos. A funcéo das proteinas no organismo esta relacionada com a
coagulacdo sanguinea, com a manutencdo do equilibrio hidrico e osmdtico,
principalmente pela albumina e na defesa do organismo, funcdo da

gamaglobulina (THONKS, 1983).
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Anormalidades da concentracdo de proteina no organismo como a
hipoproteinemia séo devidas principalmente a baixa de albumina com decrécimo
da pressédo oncética enquanto a hiperproteinemia ocorre devido a elevacao das
fracbes da globulina. Nos casos de desnutricdo, de edema da fome, nas
hipoproteinemias experimentais, a fragdo albumina diminui muito, mas com a
alimentacao rica em proteinas, ha aumento rapido da albumina (GORNALL &

BARDWILL, 1977).

A quantificag@o sérica ou urinaria da proteina nos mostra o funcionamento de
orgados envolvidos na formacgdo protéica pelo figado, no metabolismo desta
substancia como o intestino e na depuragcdo como 0s rins, principalmente quando
ha acometimento da membrana glomerular diante de patologias (GORNALL &
BARDWILL, 1977). Assim, alteracdes funcionais em 6rgaos-alvo acometidos na
preeclampsia podem ser avaliadas através de dosagens laboratoriais de

proteinas na urina ou no sangue de pacientes acometidos por esta doenca.

As principais técnicas de dosagens laboratoriais de proteina na urina sdo a
microalbuminuria de fita e a de 24h e a medida de proteina e albumina (CARL,
1994). A proteinaria é tipicamente na gestacdo definida como a excrecdo de
proteina numa taxa de 300 mg/dia ou pelo menos +1(300 mg/dl) em amostra
aleatdria. Quando acima de 2g, a proteinuria é considerada macica, sendo um

marcador da forma grave da PE (NHBPEPWG, 2013).
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De uma maneira geral, a proteinaria € a mais comum manifestacao da doenca
renal. Adultos saudaveis excretam aproximadamente 80 mg/dia de proteina que
€ composta, primariamente pelo tipo Tamm Horsfall produzida pelos rins em
pequenas quantidades de albumina e outras proteinas circulantes como as
imunoglobulinas (CARL, 1994). A excrecao de proteina e albumina glomerular
em adultos saudaveis é menor do que 30 mg/dia (NHBPWG, 2013). Alteracbes
na barreira glomerular que permitem a passagem de proteinas caracterizam a
sindrome nefrética. Estas alteracdes resultam da alteracdo na seletividade da
passagem de solutos através do glomérulo através das suas células endoteliais,
os podocitos A superficie das células endoteliais € coberta por uma superficie
chamada glicocélice. A membrana basal glomerular € composta por uma regido
de laminina e vérias proteoglicanos que apresentam forte carga negativa. As
fenestras da membrana basal glomerular medem aproximadamente 300—350nm
(GUYTON & HALL, 2006). Quando h& injaria renal, caracteristica da pré-
eclampsia, a barreira de filtracdo renal é danificada e permite a passagem de

proteinas de grande peso molecular (THANGARATINAN et al., 2009).

Ao longo dos anos a composicao da urina tem sido estudada a fim de identificar
0 sitio e caracterizar o substrato da lesdo renal. Proteinas de baixo peso
molecular como B-2 microglobulinas sao livremente filtradas e
consequentemente reabsorvidas pelas células dos tdbulos proximais. A
presenca destas proteinas na urina é indicativa de dano tubular renal.
(CHRISTENSEN, 1981; 1983). Assim, a proteinaria de origem glomerular ocorre
gquando a capacidade dos tubulos renais em absorver as proteinas filtradas

torna-se saturada devido a dano celular ocorrido.
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A PE é diferenciada da hipertensdo gestacional pela presenca da proteindria,
reflexo da perda da integridade da barreira de filtracdo glomerular definida como
excrecdo de proteina significante a perda urinaria maior ou igual a 300 mg /24h
e atualmente, a preeclampsia grave é classificada quando a proteinuria excede
5 g/dia. (SCHIFF; SIBAI, 1996, ACOG 2013;). Embora estudos recentes sugiram
gue o aumento da relacdo proteina/creatinina esta frequentemente associado a
disturbio renal materno este achado néo € relevante clinicamente [OR 1.003 (CI

1.002-1.004)]. (CHAN; BROWN, 2005).

2.3.2 CREATININA URINARIA

A creatinina é um dos produtos do metabolismo nitrogenado e deve ser removida
do corpo continuamente através dos rins. A constancia na formacgéo e excrecao
da creatinina faz desta substancia um marcador muito util de fungéo renal,
principalmente da filtracdo glomerular, em virtude da sua relativa independéncia
de fatores como dieta, grau de hidratacdo e metabolismo protéico (GUYTON &
HALL, 2006). A determinacdo da creatinina nas doencas renais mostra
elevacbes mais vagarosas quando comparados a uréia e a sua depuragao é
mais lenta. A sua elevacéo indica disfuncdo renal e o grau de evolucdo da

enfermidade.

Na PE, o principal sitio de injaria renal € o glomérulo (NHBPEPWG, 2013). Na

vigéncia de disfuncbes glomerulares, como ocorre nesta doenca, observa-se a
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diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular, proteindria e hipertenséo e, se o rim
tem sua estrutura glomerular danificada, consequentemente ha o aumento da
excrecdo de creatinina o que pode ser facilmente identificado e mensurado em

ensaios bioguimicos (LAFAYETTE, 1998).

2.3.3 FATORES DE ANGIOGENESE NA URINA

Na PE, o rim é um dos érgaos mais acometidos. O estudo dos fatores de
angiogénese VEGF, sFlit-1 e PIGF na regulacao da fisiologia glomerular renal
tem crescido nos ultimos anos. Sabe-se que o rim humano expressa RNAm para
VEGF e seus receptores, predominantemente nos poddécitos glomerulares,
tubulos distais, e tubulos coletores. Estudos demonstram que a mensuracéo das
substancias envolvidas na angiogénese e vasculogénese e que estao presentes
na urina das gestantes antecede cerca cinco a onze semanas o diagnostico da
preeclampsia (LEVINE et al., 2004). Assim, a urina que é produto de excrecao
renal, se mostra como grande carreadora das substancias sistémicas produzidas

nos demais 6rgaos acometidos, mas também como expressao renal da doenca.

Fatores de angiogénese estdo presentes na circulacdo sistémica materna em
situacdes de hipdxia e interagem com o endotélio desencadeando profundas
mudancas. Quando presentes no sangue e na urina parecem refletir as
alteracdes do ambiente placentario (ASSIS, 2008). Assim, a excrecdao dos
fatores angiogénicos na urina, podem ser também reflexo indireto da sintese

placentaria.

39



A procura destas substancias na urina, como preditoras da preeclampsia, foi
avaliada através da técnica de radioimunoensaio (RIE), mostrando que a doenca
esta associada ao aumento da excregdo urinaria de sFlit-1 e diminuicdo de PIGF
concomitante ao aparecimento dos sintomas clinicos, diminuindo a necessidade
de realizacao de outros exames de rastreamento e sendo de maior acuracia do

gue a medida da proteinuria de fita (BUHIMISCHI, 2004).

Diante destes resultados podemos inferir que a alteracdo dos fatores de
angiogénese, VEGF, PIGF e sFlit-1, estariam diretamente relacionados ao
desenvolvimento da preeclampsia. Portanto, testamos a hipétese de que sua
concentracdo urinaria seria um marcador precoce (antes de 20 semanas de
gestacdo) do surgimento da doenca e acreditamos que o estudo podera também

elucidar os mecanismos envolvidos nesta doenca.

Acreditando no potencial dos marcadores bioquimicos urinarios como preditores
pré-clinicos da preeclampsia e na expectativa de um horizonte de maior
praticidade da andllise do espécime urinario durante o cuidado pré-natal, a
analise conjunta de preditores clinicos e bioquimicos amplia as possibilidades de
intervencgdes mais oportunas capazes de amenizar as complicagbes maternas e

perinatais associadas a esta condi¢ao.
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3. OBJETIVOS

1- Avaliar a relacdo entre marcadores bioquimicos urinarios de angiogénse,
sFlit-1 e PIGF, a concentracdo de creatinina e a microalbuminuria como

possiveis preditores de preeclampsia, em grupo de gestantes de risco.

2- Verificar a importancia de fatores preditores epidemioldgicos, clinicos e
bioguimicos de excrec¢éo urinaria na predicdo da preeclampsia, de forma

isolada e combinada.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1 PACIENTES

Em um estudo observacional longitudinal prospectivo, uma coorte de mulheres
gravidas foi recrutada, na primeira consulta no pré-natal, para participar do
estudo. A selecéo foi realizada segundo critérios de elegibilidade para um maior
risco de preeclampsia. O estudo se desenvolveu no Ambulatério Jenny de
Andrade Faria do Hospital das Clinicas da UFMG. As gestantes foram seguidas
até o parto quando o desfecho de interesse foi conhecido, a ocrréncia de

preeclampsia.

4.1.1CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram convidadas gestantes que iniciaram o pré-natal durante a primeira
metade da gestacao, IG < 20 semanas, com gravidez unica e nao tabagistas,
nas quais foram identificadas pelo menos um dos fatores de risco para

desenvolvimento de preeclampsia:
Historia obstétrica:
Nuliparidade
Primiparidade
Primipaternidade

Historia de preeclampsia em gestacao anterior;
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Obesidade, avaliada por IMC= 30 kg/m?;

Idade = 35 anos;

Raca nao branca;

Portadora de hipertenséo arterial cronica.

Para datacdo da gestacao, o calculo da idade gestacional foi realizado de acordo
com a data da ultima menstruacdo, através da regra de Nagele e/ou corrigida
através de exame de ultrassom, realizado na primeira metade da gravidez. A
definicao de hipertenséo arterial cronica na gestacao seguiu critérios do Colégio

Americano de Ginecologia e Obstetricia (ACOG, 2013).

4.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas do estudo gestantes que apresentaram condi¢cdes durante a
gestacdo capazes de interferir na interpretacdo dos valores bioquimicos de

interesse ou que nao atingiram a segunda metade da gestacao:

Diabetes gestacional;

Doencas autoimunes;

Abortamentos.

Foram consideradas perda de seguimento o abandono do estudo por livre

vontade e a impossibilidade de acesso aos dados do nascimento.
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4.1.3 SEGUIMENTO DAS GESTANTES

As gestantes foram acompanhadas segundo protocolo de atendimento da rotina
de pré-natal do servi¢co, com consultas mensais e ao final da gestacdo semanais,
até a resolucédo, seja ela em parto, aborto ou abandono do pré-natal. Para fins
da presente investigacdo as condi¢Bes clinicas foram avaliadas em trés

momentos:

Primeira abordagem: recrutamento, realizado o mais precocemente

possivel, até 20 semanas de gestacao;

Segunda abordagem: apds 20 semanas gestacionais;

Terceira abordagem: no momento do parto, por busca ativa de dados
do parto e diagndsticos de interesse, em varias maternidades de Belo
Horizonte, cidades proximas, uma vez que nem todas tiveram sua

assisténcia ao parto realizada no Hospital das Clinicas da UFMG.

A coleta de dados clinicos do pré-natal e parto, com seguimento a partir do
recrutamento até o desfecho, coleta de amostras urinarias e dosagens
laboratoriais, ocorreu entre setembro de 2009 a marco de 2013. Na FIGURA 1
o fluxograma quantitativo do seguimento da coorte foi apresentado de forma

esquematica, segundo diagnésticos no momento do parto.
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Recrutamento 168
mulheres

Exclusdes: 19
(11,3%)

Perdas: 10 (6,0%)

Diabete: 12 (7,1%)

Abortamento: 7
(4,2%)

Abandono: 3
(1,8%)

Parto sem dados:
7 (4,2%)

Selecionadas: 139

Normotensas: 101
(72,4%)

Pre-eclampsia /
eclampsia: 26
(18,8%)

Hipertensao
cronica bom
controle: 7 (5,1%)

Hipertensao
gestacional 5
(3,7%)

Pre-eclampsia
pura 22 84,6%)

15,4%)

HAC sobreposta:

FIGURA 1 — Diagrama de seguimento da coorte de gestantes e agrupamentos

segundo desfechos no momento do parto
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4.1.4 CRITERIOS DE DIAGNOSTICO E CLASSIFICACAO DA

PREECLAMPSIA

Os desfechos de interesse no seguimento da coorte foram classificados, no

momento do parto, em normotensa, PE, Hipertensdo arterial crbnica, Pré-

eclampsia sobreposta a Hipertensao arterial crénica ou Hipertenséo gestacional,

segundo achados clinicos e laboratoriais descritos no QUADRO 1.

QUADRO 1

Critérios de diferenciacédo dos estados hipertensivos na gravidez e diagnostico

da preeclampsia

Sindrome  especifica do periodo gestacional
determinada pelo aumento da presséo arterial 2140x90

Preeclampsia

LEVE mmHg e proteindria = 300mg/dl, apds 20 semanas.
Sindrome  especifica do periodo gestacional
determinada pelo aumento da pressdo arterial

GRAVE >160x110 mmHg (em duas ocasifes com pelo menos

4 horas de diferenca.) e proteinuria = 5g/dl, apés 20
semanas; Plaquetopenia <100mil/pL; Alteracdo de|
funcéo hepatica; Alteracdo de funcéo renal (creatinina
sérica >1,1mg/dL) ou o dobro da concentragdo prévia,
na auséncia de doenca renal; Edema pulmonar; Inicio
de distlrbios visuais ou neurologicos.

Hipertensdo arterial crénica

Presséo alta anterior a gestacdo de qualquer etiologia:
essencial; renovascular; suprarrenal; e aqueld
diagnosticada pela primeira vez na gestacéo e sem
remissao no pés-parto.

Preeclampsia sobreposta a hipertenséo arterial

cronica

)JAgravamento subito dos niveis pressoricos em
gestantes hipertensas bem controladas.Aparecimento
de proteindria em gestantes hipertensas.

Hipertensao gestacional

Mulheres que tiveram niveis pressoricos elevados
diagnosticado pela primeira vez durante a gravidez e
sem proteindria. Esse diagndstico é transitorio até que
aparecam outros sinais da sindrome da pré-eclampsial
ou a pressdo arterial elevada persista apdés o parto
confirmando a quadro de hipertensédo cronica.

National High Blood Pressure Education Program Working Group , 2013 (ACOOG, 2013).
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4.1.5 QUESTOES ETICAS E FINANCIAMENTO DA PESQUISA

A participacao foi voluntéria e houve consentimento verbal e assinado prévio das
gestantes em participar do estudo. Foi requisito fundamental a participacéo
voluntaria da mulher bem como a concordancia verbal e escrita nos termos do
consentimento informado (TCLE). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da UFMG, sob o protocolo ETIC 462/08.

O estudo recebeu apoio financeiro FAPEMIG, captado pelo Edital Universal,
Projeto CDS APQ-01112-09. Contou com a participacdo de alunos bolsistas e
voluntarios do Programa de Iniciacdo Cientifica da Faculdade de Medicina da
UFMG. Os alunos de graduacao participaram do recrutamento, coleta de urina,
processamento e congelamento dos espécimes, assim como no registro de

dados clinicos em base de dados eletronica.

4.2 METODOS

4.2.1 COLETA DE URINA MATERNA

As gestantes selecionadas tiveram uma amostra de urina coletada, nos trés
periodos de avaliacao clinica, simultaneamente a sua consulta de pré-natal. Foi
coletada amostra aleatéria de cerca de 50 ml de urina em recipiente estéril sob
orientacdes de limpeza externa com agua e sabdo. Cerca de 5 ml da urina
coletada foi usada para avaliacdo imediata de microalbumindria semi-

guantitativa em fita teste rapido (Self-Stik®); 5ml de urina pura ndo centrifugada
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e 5ml de urina centrifugada (1000 a 1500 rpm/ 5 a 10 min.) foram congelados
para as dosagens dos marcadores urinarios PLGF, Sflit-1, creatinina e proteina.
Todas as amostras forma armazenadas em freezer -80°C, para as dosagens. A

urina residual foi desprezada.

4.2.2 TECNICA DE DOSAGEM DA MICROALBUMINURIA

A amostra de urina colhida para as demais dosagens, antes do processamento,
foi testada quanto a presenca de proteinuria, pela fita medidora (tira reagente para
uroandlise Self-Stik®) que € um método semi-quantitativo que emprega uma
escala de cores associada ao sinal ++. As tiras medem albumina e o principio do
teste € 0 “erro dos indicadores pelas proteinas para produzir uma coloracéo
colorimétrica visivel”. Certos indicadores sdo capazes de mudar de cor na
presenca ou auséncia de proteinas e o pH permanece constante. Na tira, a area
para determinacdo de proteina contém azul de tetrabromofenol 0,2% e um
tampéao de acido para manter o pH em nivel constante. Quando o pH = 3 ambos
os indicadores ficam amarelo na auséncia de proteina. A medida que a
concentracdo de proteina da amostra € maior a cor vai passando por varias

tonalidades de verde conforme apresentando no QUADRO 2.
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QUADRO 2

Escala visual de proteinaria semiquantitativa

Cor avaliada Escala simbdlica Quantidade relativa

Atribuida associada
- (negativo) <150 mg/dl

-+ (tracos) 150-300 mg/dl
+ 300 mg/dl

++ 300-500 mg/d|
+++ 500 mg/dI
++++ 1000 mg/dI

(Adaptado da bula do kit de uroanalise Self-Stik®)

423 TECNICA DE DOSAGEM DOS FATORES DE

ANGIOGENESE PLGF E SFLIT-1- ELISA

Para as dosagens dos fatores de angiogése foi utilizado o método de ELISA (kits
R&D Systems) que € baseado no principio do “sanduiche” de anticorpos. Para
isto foi utilizada uma placa de enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA)
para cada fator de angiogénese e na mesma amostra foram dosados

simultaneamente o fator de crescimento placentario (PIGF) e o receptor (sFlit-1).
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Para dosagens do PIGF, o ensaio foi realizado conforme o protocolo de ELISA,
na qual, no primeiro dia 100ul do anticorpo de captura especifico (part 840322
estoque 720ug/mL) previamente diluido em tampdo PBS a 4 pg/mL foi
adicionado a uma microplaca para sensibilizacao destes anticorpos especificos
(escura e umida / 40 C/overnight). No segundo dia, o excesso de anticorpo foi
removido por manual com tampao PBS-tween 20 (100ul/pogo) cinco vezes
usando-se pipeta de multicanal. A seguir 300yl de tampdo de bloqueio
(Reagente Diluente PBS albumina 1% ref. DY 995) foi adicionado a placa. A
placa foi vedada e incubada por uma hora em temperatura ambiente (overnight).
Apéds esse tempo, o contetdo da placa foi retirado e novas lavagens manuais
foram realizadas com tampao PBS-tween 20. As amostras, contendo o antigeno
gue se deseja quantificar, foram entdo descongeladas e adicionadas
(100pl/poco) em duplicatas aos pogos da placa previamente identificados. Foram
adicionados o branco (100ul/pogo) e os pontos da curva-padrao previamente
diluida (1:45) apartir de um padréo estoque (90ng/ml). As dilui¢cdes seriadas das
solugcbes da curva contendo 8 padrbes de concentragOes diferentes (16 a
2000pg/ml) foram pipetadas nos orificios da placa e incubada overnight a 4°C.
Nesta etapa ocorre a ligacdo dos antigenos da amostra com 0s anticorpos
aderidos previamente a placa. No dia seguinte, o contetdo da placa foi removido,
repetiu-se o processo de lavagem (cinco vezes) a fim de retirar 0 excesso da
reacdo e adicionou-se (100pl/poco/ diluido a 60ng/ml), anticorpo de deteccédo
biotinilado (part 840323), capaz de detectar a reacdo anterior entre
anticorpo/antigeno, completando-se o “sanduiche” de ELISA. . Esse processo
ficou em incubacdo ao abrigo da luz (2h). Em seguida, o conteudo dos pocos

das placas foi aspirado e seguido de novas lavagens (4x), e adicionou-se a
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estreptavidina (1:200/100pl/pogo) (HRP part 890803). A placa da reacao foi
coberta com papel aluminio ao abrigo da luz por 20 minutos, procedeu-se a nova
lavagem (4x) e adicionou-se a solucdo substrato (100pl/poco- regente de cor A
e reagente de cor B 1:1). A reacao foi paralisada com a solucdo de acido sulftrico
2N (DY 994) mudando a coloragéo. Foi realizada leitura em leitor de microplaca
de ELISA, em absorbancia, num comprimento de onda de 492nm. A converséo
de absorbancia para pg/ml foi obtida por meio da média aritmética da somatéria

das absorbancias.

Para dosagens do sFlit-1, o ensaio foi realizado conforme o protocolo de ELISA,
na qual, no primeiro dia um anticorpo de captura especifico (100ul) previamente
diluido a 1:180 (720ug/ml part 842594) foi adicionado a uma microplaca para
sensibilizacdo destes anticorpos especificos (escura e umida / 40 C/overnight).
No segundo dia, o excesso de anticorpo foi removido por manual com tampéo
PBS-tween 20 (100pl/pocgo) cinco vezes usando-se pipeta de multicanal. A seguir
300ul de tampéo de bloqueio (Reagente Diluente PBS albumina 1% ref. DY 995)
foi adicionado a placa. A placa foi vedada e incubada por uma hora em
temperatura ambiente (overnight). Apés esse tempo, o conteudo da placa foi
retirado e novas lavagens manuais foram realizadas com tampao PBS-tween 20.
As amostras, contendo o antigeno que se deseja quantificar, foram entdo
descongeladas e adicionadas (100ul/pogo) em duplicatas aos pogos da placa
previamente identificados. Foram adicionados o branco (100ul/po¢o) e os pontos
da a curva-padréo previamente diluida apartir de um padrao estoque (85 ng/ml).
As diluicbes seriadas das solucdes da curva contendo 8 padrbes de

concentracdes diferentes (x) foram pipetadas nos orificios da placa e incubada
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overnight a 4°C. Nesta etapa ocorre a ligacao dos antigenos da amostra com 0s
anticorpos aderidos previamente a placa. No dia seguinte, o conteudo da placa
foi removido, repetiu-se o processo de lavagem (cinco vezes) a fim de retirar 0
excesso da reacdo e adicionou-se (100ul/poco), anticorpo de deteccéo
biotinilado (part 842595), capaz de detectar a reacdo anterior entre
anticorpo/antigeno, completando-se o “sanduiche” de ELISA. . Esse processo
ficou em incubacdo ao abrigo da luz (2h). Em seguida, o conteudo dos pocos
das placas foi aspirado e seguido de novas lavagens (4x), e adicionou-se a
estreptovidina (1:200/100ul/poco) (HRP part 890803). A placa da reacéo foi
coberta com papel aluminio ao abrigo da luz por 20 minutos, procedeu-se a nova
lavagem (4x) e adicionou-se a solucdo substrato (100pl/poco- regente de cor A
e reagente de cor B 1:1 ref. DY 999). A reacao foi paralisada com a solucao de
acido sulftrico 2N (DY 994) mudando a coloragdo. Foi realizada leitura em leitor
de microplaca de ELISA, em absorbéncia, num comprimento de onda de 492
nm. A conversdo de absorbancia para pg/ml foi obtida por meio da média

aritmética da somatoria das absorbancias.

Para a dosagem dos marcadores de angiogénese, foram empregados os Kkits
DuoSet ELISA Development System (R&D Systems: Elisa/ Assays), que contém
0s componentes basicos necessarios ao desenvolvimento do “sanduiche” de

ELISA para mensurar sflit-1 e PIGF livres:

* Human VEGF R1/ sflit-1 DY 321 (sensibilidade de deteccdo da forma livre

77%).

* Human PIGF DY 264 (sensibilidade de detecc¢éo da forma livre do PIGF: 85%).
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A técnica adaptada por colaboradores do Laboratério de Angiogénese do ICB
para dosagem de PIGF foi cedida e padronizada para dosagem de urina,
segundo o protocolo existente e enquanto a curva para o ensaio para sFlit-1 foi
inteiramente padronizado em nosso laboratério para dosagens em urina
humana. Esta curva foi construida conforme orientacbes do fabricante e as
diluicbes foram adequando-se a diluicdo dos padrbes e anticorpos de modo a

tornar possivel a deteccao do sFlit-1 na urina.

4.2.4 TECNICA DE DOSAGEM DE CREATININA URINARIA

Para a dosagem desta substancia na urina foi necessaria um a pequena
guantidade de amostra coletada. O método utilizado foi o cinético-colorimétrico
(Analisa cat 435) que é uma técnica para determinacdo quantitativa em que a
creatinina presente na amostra reage com o picrato em meio alcalino originando
um complexo colorido. A velocidade de formacdo desse complexo € medida em
um curto periodo evitando a interferéncia de outros compostos formados. Para
a dosagem a urina da paciente foi ser diluida (1:50) com agua deionizada.
Pipetou-se 100uL da amostra em 1 ml de reagente de trabalho (acido picrico
25mmol/L + tampéo hidroxido de sodio 400mmol/L e Brij 35 1g/L a 1:1) em
cubeta pré-aquecida (370C), agitou-se a amostra e o crondémetro foi
imediatamente acionado. Uma primeira leitura (A30) em espectofotémetro
(500nm) foi realizada aos 30 segundos iniciais da reacéo para eliminar o efeito

dos interferentes de reacéao rapida. Aos 90 segundos de reacéo a segunda leitura
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(A90) foi realizada em espectofotdmetro (filtro 500nm) antes que os interferentes
de reacao lenta possam ter efeitos significativos. Esta leitura foi realizada no
leitor de ELISA. Desta forma isola-se a formacdo do complexo creatinina-
guelante e a determinacdo colorimétrica do produto final torna-se livre de
interferentes. A solucdo padrdo de creatinina do kit apresenta concentracao
2mg/dl. Também foram realizadas 2 leituras deste padrdo (Ap 30 e Ap 90)

utilizando 100puL da solucdo estoque a 1ml do reagente de trabalho.

As leituras foram obtidas em absorbéncia. O fator de corregdo utilizado foi
calculado através da Concentracdo do padrdo (2 mg/dl) dividindo-se pelo
resultado obtido da subtracéo das leituras Ap90- Ap30. Este fator de correcéo foi
utilizado para obter o resultado em concentracdo ao multiplicd-lo pelo delta das
leituras de 90 e 30 segundos (A90 - A30) das leituras das amostras de urina. Os
calculos empregados para calcular a concentracdo final de creatinina urinéria

foram:

AA do teste = A90 segundos - A 30 segundos
AP = (A 90 — 30) Padréo
AT = (A90 — A 30) Teste
Cp= concentracao do padrdo em mg/dI
Ct = concentragéo do teste em mg/dl
Fc = Cp/AP (Fc = 2/ (Ap90- Ap30)
Ct=Fc x AT

Ct x fator de diluicdo (50) = Concentracao final (mg/dl)
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4.3 METODO ESTATISTICO

Célculo amostral

Para a estimativa, empregou-se a funcéo Statcalc do programa EPI INFO, versao
2006, a amostra foi estimada em 140 gestantes. Os dados de entrada para
estimativa amostral de desenho epidemioldgico tipo coorte, admitiu 0s seguintes
parametros: um erro alfa de 5%, erro beta de 20%, a frequéncia esperada de
Pré-eclampsia na populacdo geral em 7% e na populacéo de risco 25% (obtida
em estudo anterior no servi¢co). Considerou-se 150 casos como o numero ideal,

prevendo-se perdas por critérios de exclusdo e abandono de 10%.

Coleta e armazenamento de dados

A gestante recrutada para a coorte foi seguida, de forma paralela ao seu pré-
natal, observando-se o comportamento da pressao arterial e com investigacao
complementar adequada no caso de suspeita de Preeclampsia. Dados como
peso, altura, cor de pele, historia obstétrica, doencas intercorrentes, valores de
presséao arterial, idade gestacional, ultrassonografias, proteinudria de fita, dados
do parto e suas complicagbes foram utilizados para compor o banco de dados.
O estudo empregou a base eletronica de apoio aos estudos clinicos, Medquest
(http://Inewdbserver.med.up.pt/projext/medquest/verprod/index.php) cedida pela

Faculdade de Medicina da Universidade do Porto.

Estatistica descritiva

Os dados clinicos e laboratoriais de interesse foram apresentados de forma
descritiva através de frequéncia absoluta e relativa, no caso de dados

categorizados. As variaveis numeéricas foram descritas através de medidas de
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tendéncia central, média e mediana, valores maximo, minimo ou desvio padréo,
conforme natureza da distribuicdo da variavel. O teste de Kolmogorov Smirnov

foi empregado para verificar a probabilidade de distribuicdo normal.

Estatistica analitica

A associacdo entre fatores epidemiolégicos, clinicos e dosagens urinarias foi
testada individualmente quanto a sua associacdo a ocorréncia de distarbios
hipertensivos na gestacdo. Os mesmos fatores foram avaliados quanto a pré-
eclampsia, forma pura ou sobreposta, sendo nessa situacdo excluidos os casos
de hipertensao gestacional e hipertenséo arterial crénica com bom controle no
momento do parto. Empregou-se analise de regressédo logistica binaria, com
teste de Wald, estimativa de razdo de chances, com respectivo intervalo de

confianga de 95%.

As dosagens urinarias dos marcadores de pre-eclampsia, aferidos na primeira e
segunda metade da gestacdo foram comparadas entre si através do teste-t
pareado. Analise comparativa das concentracfes aferidas, comparando-se o
grupo de mulheres que desenvolveu pré-eclampsia em relagdo as normotensas

foi feita com test-t de médias e gréficos ilustrativos foram empregados.

A acuidade dos testes bioquimicos urinérios de interesse na predicdo da pré-
eclampsia foi avaliada em curva ROC. Para isso determinou-se a area sob a
curva, sensibilidade e especificidade. O teste de hip6tese avaliou a probabilidade

da area sob a curva = 0,5.
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O desfecho preeclampsia foi tomado como variavel dependente e analisado em
funcdo dos fatores de risco epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais selecionados
(variaveis independentes). Modelos multivariados por regressao logistica foram
empregados para estimativa da razado de chances ajustada para os cofatores,
com respectivos intervalos de confianca de 95%. A analise multivariada envolveu
todas as variaveis preditoras dos modelos univariados, sendo o melhor conjunto
capaz de explicar a ocorréncia de laceracdes graves obtido pela técnica stepwise
backward (p de entrada e saida 0,10). O ajuste dos modelos e sua calibracdo
foram realizados a partir da hip6tese de que todos os coeficientes seriam nulos,
pelo teste de bondade Hosmer-Lemeshow e pelo coeficiente de determinacao
(R? ajustado). O programa estatistico empregado foi SPSS® 22.0. O nivel de

significancia ajustado para o teste de hipétese foi de 5%.
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5. RESULTADOS

Neste estudo de coorte concorrente ou longitudinal, 139 pacientes foram
selecionadas e acompanhadas, sendo recrutadas com idade gestacional até 20
semanas e as quais tiveram amostras de urina coletas para as dosagens. A
Tabela 1 nos mostra os resultados dos desfechos clinicos apresentados pelas
pacientes acompanhadas até o parto. Foi observado que 101 (72,7%)
apresentaram-se normotensas, enquanto 38 (27,3%) gestantes apresentaram

alguma sindrome hipertensiva.

TABELA 1

Incidéncia de doencas hipertensivas nas gestantes acompanhadas (n=139)

Desfechos clinicos Frequéncia Porcentagem (%)
Normotensas 101 72,7
Sindromes hipertensivas 38 27,3
Total 139 100
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A Tabela 2 apresenta os dados clinicos das gestantes que compuseram a coorte,
analisadas até o momento do parto. Podemos verificar que no momento do
recrutamento, o perfil destas mulheres gravidas era idade 26,3 +7,5 anos,
estatura 160,7+7,1 cm, peso 74,3 +159 kg, secundiparas, recrutadas
precocemente no primeiro trimestre, ou seja, idade gestacional média de 14 (x4)
semanas. Além disto, apresentavam-se com média de pressdo arterial
caracterizada como normal PAS 112,62 (x14,59) mmHg e PAD 70,55

(£9,45)mmHg.

TABELA 2

Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das gestantes da coorte, no

momento do recrutamento (n=139)

Variavel clinica Média +DP
Idade (anos) 26,3£7,5
Estatura (cm) 160,7+£7,1
Peso (kg) 64,7 149
IMC (kg/m?) 25,353
Paridade Mediana (amplitude) 1,5(1-10)
Idade Gestacional* (sem) 13,8+4,1
Presséo arterial Sistélica (mmHg) 112,6+14,6
Presséo arterial Diastélica (mmHg) 70,6£9,5

* corrigida pelo 1o ultrassom
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A Tabela 3 apresenta os dados clinicos no momento do parto das gestantes
seguidas. Podemos verificar que estas gestantes apresentaram ganho médio
no IMC de 3,5+2,7 kg/m? e aumento na média da presséo arterial PAS 124,7

+18,4 mmHg e da PAD 80,0 £12,0 mmHg.

TABELA 3

Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas das gestantes da coorte, no

momento do parto

Variavel clinica Média tDP
Idade (anos) 26,3%7,5
Peso (kg) 74,2+15,8
IMC (Kg/m?) 28,8+6,0
Ganho de peso (IMC) 3,5+2,7
Idade Gestacional*(sem) 37,4+3,6
Pressdo arterial Sistélica (mmHg) 124,7 18,4
Presséo arterial Diastolica (mmHQ) 80,0 +12,0

*corrigida pelo 10 ultrassom



5.1 MARCADORES CLINICOS E BIOQUIMICOS DAS SINDROMES
HIPERTENSIVAS

As caracteristicas clinicas (obstétricas) e bioquimicas das pacientes da coorte
foram sumarizadas na Tabela 4. Nesta tabela, a relacdo dos marcadores de risco
clinico avaliados no momento do recrutamento, como a idade acima de 35 anos,
obesidade, historia de preeclampsia prévia, primiparidade foram avaliados.
Podemos observar que todos eles estiveram significativamente associados ao
estado hipertensivo, no momento do parto. Dentre os fatores de risco avaliados,
foi observado que a historia pregressa de preeclampsia aumenta 13 vezes (OR
13,2 [2,66-65.54 ]) a chance de desenvolvimento de hipertensdo na gestacao.
Outros fatores de relevancia séo a idade > 35 anos e o IMC2 30 Kg/m? que
aumentam aproximadamente 4 vezes o risco de desenvolvimento (OR 3,58

[1,12-11,44] / OR 3,30 [1,24-8,75] ).
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TABELA 4

Fatores de risco clinico para desenvolvimento das sindromes hipertensivas na
gravidez (n=139)

Normotensas Hipertensas Razao chances
N (101) (38) p* (IC 95%)

Primigesta (n=40, 28,8%) 139  23(22,8%) 17(44,7%) 0,012  2,75(1,25-6,05)
Pré-eclampsia anterior (n=10, 7,2%) 139 2(2%) 8(21,2%) <0,001 13,2(2,66-65.54)
Adolescéncia (n=26, 18,7%) 139 19(18,8%) 7(18,4%) 0,958  1,03(0,39-2,68)
Idade >35 anos (n=13, 9,4%) 139 6(5,9%) 7(18,9%) 0,032 3,58(1,12-11,44)
Raca ndo-branca (n=86, 61,9%) 139 62(61,4%) 29(63.2%) 0,898  0,93(0,43-2,00)
Primipaternidade (n=13, 9,4%) 138 10(10,0%) 3(7,9%) 0,706  1,30(0,33-4,99)
Hipertensdao arterial prévia (n=11, 7,9%) 139 0 11(28,9%)
IMC2 30 Kg/m? (n=20, 14,7%) 121 10(10,1%) 10(27,0%) 0,017  3,30(1,24-8,75)

*Teste de Wald para regresséo logistica. Os dados sdo apresentados em termos de nimero absoluto (n) e
frequéncia relativa (% ou /1000) e pelo seu valor maximo, minimo e médio. PE: preeclampsia; n= ndmero

de partos que contém informagao sobre a caracteristica avaliada.
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As dosagens urinarias realizadas nas gestantes, separadas conforme
desenvolvimento ou ndo de alguma sindrome hipertensiva, estdo apresentadas
na Tabela 5, em seus valores médios e desvios padrdes. Na coorte
acompanhada, podemos observar, conforme dados desta tabela, que o0s
resultados da dosagem urinaria de sFlit-1 realizada nas gestantes recrutadas
para o estudo nao apresentou uma diferenca estatistica significativa (p=0,088)
entre as gestantes normotensas quanto as que desenvolveram algum disturbio
hipertensivo até o momento do parto. Também nao houve diferenca estatistica
significativa da concentracao urinaria de PIGF das gestantes antes e depois de
20 semanas, tanto no grupo de pacientes normotensas quanto no de pacientes
gue desenvolveram alguma sindrome hipertensiva. A dosagem da creatinina
realizada na urina da gestante recrutada para o estudo antes de 20 semanas,
demonstrou haver uma diferenca entre a média de excrecdo de creatinina nas
pacientes normotensas (44,2 mg/dl) em relagdo as pacientes que
desenvolveram preeclampsia (106,1 mg/dl), ou seja, existe uma relacao entre o
aumento da excrecao urinaria de creatinina na primeira metade da gestacdo com

a chance de desenvolver alguma sindrome hipertensiva (Tabela 5, p<0,001).
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TABELA 5

Marcadores bioquimicos urinérios para desenvolvimento das sindromes

hipertensivas na gravidez

Normotensas Hipertensas

Razao chances

Caracteristicas clinico-obstétricas N (102) (38) pW (1C 95%)
Creat. urinaria <20 semanas media(DP) 130 44,2 106,1  <0,001 1,01(1,01-1,02)
Creatinina urinaria apés 20 semanas 100 51,4 39,5 0,405 0,99(0,99-1,01)
sFlit-1 antes de 20semanas 139 207,4 329,5 0,062 1,0(1,00-1,01)
sFlit-1 ap6s de 20semanas 102 281,1 626,5 1,0
PIGF antes de 20semanas 137 120,9 94,8 0,513 0,99(0,99-1,01)
PIGF apds de 20semanas 99 250,5 273,3 0,756  1,0(0,99-1,01)
Relagéo sFlit-1/PIGF (antes de
20semanas) 137 29,9 12,0 0,405 0,99(0,99-1,01)
Relacgéo sFLit-1/PIGF (apds 20 semanas) 98 9,2 11,0 0,853 1,01(0,99-1,01)
sFlit-1 apos — sFlitl antes 20 semanas) 101 131,1 58,2 0,853  1,0(1,0-10,1)
PIGF apds — PIGF antes de 20 semanas) 98 139,3 148,1 0,885  1,0(1,0-10,1)

Os dados sédo apresentados pelo seu médio (desvio padréo). N= namero de partos que contém informacéo
sobre a caracteristica avaliada; IC intervalo de confianca. WTeste de Wald para regressido logistica

univariada.
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Foi realizada a medida semiquantitativa de albumindria no momento do
recurtamento das gestantes e no momento parto, de pacientes com diagndstico
de sindrome hipertensiva. Nos resultados apresentados, foi observado ndo
haver diferenca estatistica significante (p=0,209) entre a microalbuminuria
encontrada nas pacientes hipertensas em relacdo as que permaneceram

normotensas até o momento do parto.

A capacidade preditiva das concentracdes urinarias de sFlit-1 e PIGF, tanto para
a manutencao do estado de normotensa quanto para o estado hipertensivo de
gualquer natureza, na primeira e/ou na segunda metades da gestacao foi baixa,
sendo a creatinina urinaria aferida na primeira metade da gestacdo o marcador
urinério mais relacionado ao desenvolvimento de alguma sindrome hipertensiva

(Tabela 5, p<0,001; [OR 1,01 (1,01-1,02) ] ).

52 MARCADORES CLINICOS E BIOQUIMICOS DA
PREECLAMPSIA

5.2.1 MARCADORES CLINICOS DA PREECLAMPSIA

Dentre as 38 mulheres hipertensas no momento do parto, 26 (68,4%)
desenvolveram preeclampsia. Os demais desfechos possiveis foram: 7 (18,4%)
casos de hipertensas cronicas que mantiveram bom controle até o final do estudo
e 5(13,2%) casos de hipertenséo arterial gestacional. Dos 26 casos de gestantes
cujos registros clinicos cumpriram os critérios de diagndéstico de preeclampsia /

eclampsia no momento do parto, 22 (84,6%) eram normotensas na primeira
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metade da gestacdo apresentando o quadro de preeclampsia pura, enquanto
apenas 4 casos (15,5%) eram hipertensas cronicas e receberam a classificacéo
de hipertenséao arterial com preeclampsia sobreposta. Destas, tivemos 1(3,8%)
caso de Sindrome Hellp e 1 (3,8%) caso de eclampsia. Dentre os desfechos
clinicos e complicacdes materno-fetais, foi encontrado neste grupo de gestantes
com preeclampsia 1(3,8%) caso de descolamento prematuro de placenta e

1(3,8%) caso de internacdo materna em Unidade de tratamento intensivo (UTI).

A Tabela 6 apresenta os dados de que a via de parto de maior ocorréncia nesta
coorte de mulheres gravidas foi a vaginal (63,7%) enquanto a via obstétrica

cesariana foi 36,3%.

TABELA 6

Tipo de parto das pacientes das gestantes seguidas na coorte

N Porcentagem
(%)
Parto vaginal 86 63,7
Cesarea 49 36,3
Total 135 100
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O grupo de mulheres que desenvolveu preeclampsia comparado ao que
permaneceu hormotenso no momento do parto, mostrou ser possivel identificar

marcadores epidemioldgicos, clinicos e obstétricos (Tabela 7).

Na comparacdo das caracteristicas gerais das pacientes normotensas versus
preeclamspia/eclampsia, podemos perceber que as variaveis idade da gestante,
idade gestacional e IMC materno, ao recrutamento, foram muito semelhantes
entre estes grupos. A idade gestacional em semanas no parto foi menor no grupo
de pacientes que desenvolveu preeclampsia ( 35,6 +5,2) em relacdo as

pacientes que permaneceram normotensas (37,8£3,4) (p =0,033).

O ganho de peso das pacientes no decorrer do estudo foi avaliado através do
Ganho de IMC materno (Kg/m?). Foi observado um ganho de peso 1,5 vezes
maior no grupo de pacientes que desenvolveram preeclampsia (4,8+4,3) em
relacdo as normotensas (3,2+2,2) (p=0,020). Outro fator de relevancia foi a
presenca de sintomas, caracteristica clinica para o diagnéstico de preeclampsia
grave (cefaléia, escotomas ou epigstralgia), houve maior prevaléncia destes no
grupo de pacientes que desenvolveram a doenca (p=0,001). O fator de maior
relevancia foi a pressdo arterial, tanto sistélica quanto diastdlica, ao
recrutamento quanto no momento do parto, cujo valor médio que j4 se
apresentava maior no grupo de pacientes que desenvolveu
preeclampsia/eclampsia (p<0,001) quando comparada ao grupo de pacientes

normotensas.

Considerando os indicadores de avaliacdo da assisténcia neonatal foi utilizado o

Peso do neonato, Internacdo em UTI neonatal, Apgar de 1° e 5° minutos de vida.
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Foi observado diferenca no peso do RN entre 0s grupos, sendo que nas que
desenvolveram preeclampsia este foi menor ao nascimento (p=0,008). Também
foi observado diferenca significativa na variabilidade da nota de Apgar de 1°
minuto entre os dois grupos de pacientes, sendo que o grupo de pacientes
normotensas esta nota variou de 1 a 10, enquanto no grupo preeclampsia a nota

minina foi 3 e a maxima 10 (p=0,037).

Outros dados obtidos em relacao ao resultado perinatal, houve um caso de morte
intrauterina em gestante que desenvolveu distarbio hipertensivo e uma
ocorréncia de Obito neonatal precoce recém nascido de uma gestante com

gestacdo a termo que permaneceram normotensas até o final do estudo.
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TABELA 7

Caracteristicas clinicas e obstétricas dos grupos de estudo: normotensas e
com preeclampsia, ao final da gestagao (n=127)

Preeclampsia/

Normotensas eclampsia
Caracteristicas clinico-obstétricas N (101) (26) P
Idade da gestante 127 27(8,0) 26,9(6,1) 0,197
Idade gestacional no recrutamento 124 11,9(2,8) 12,1(3,4) 0,650
Idade gestacional no parto 124 37,8(3,4) 35,6(5,2) 0,033
Presséo arterial sistolica no recrutamento 90 109(9,8) 118(12,8) 0,001
Pressdo arterial diastolica no
recrutamento 20 68(7,6) 78(8,7) <0,001
Presséo arterial sistolica no parto 127 117(9,9) 150(15,4) <0,001
Presséo arterial diastolica no parto 127 76(6,5) 99(10,6) <0,001
IMC materno no recrutamento 126 24,6(4,8) 25,9(6,0) 0,252
Ganho de IMC materno Kg/m? 126 3,2(2,2) 4,8(4,3) 0,020
Sintomas de preeclampsia 126 12(46,2%) 14(14,0%) 0,001**
Internagdo em UTI neonatal 127 5 (5,0%) 2(7,7%) 0,585**
Peso do neonato 91 2968(618) 2566(779) 0,008
Baixo peso ao nascer 127 20(19,8%) 9(34,6%) 0,109**
Apgar de 1 minuto 90 8(1-10) 8(3-10) 0,037***
Apgar de 5 minuto 92 9(1-10) 9(6-10) 0,273%**

*Teste-t de médias, **qui-quadrado, **Teste Mann Whitney
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Entre os varios fatores de risco para desenvolvimento para preeclampsia

descritos na literatura e avaliados no estudo, apresentou diferenca estastistica

significativa ser primigesta (p=0,008) estando 3,4 vezes relacionado ao risco de

desenvolvimento da doenca. O fator de maior relevancia ao desenvolvimento da

doenca foi a histéria pregressa de preeclampsia (Tabela 8; p =0,002 14,9(2,8-

79,0).

TABELA 8

Marcadores clinicos para desenvolvimento da preeclampsia (n=127)

Normotensas Preeclampsia

Razao chances

N (101) (26) p* (IC 95%)

Primigesta (n=36, 28,3%) 127 23(22,8%) 13(50,0%) 0,008 3,4(1,4-8,3)
Preeclampsia anterior (n=8, 6,3%) 119 2(2%) 6(23,1%) 0,002 14,9(2,8-79,0)
Adolescéncia (n=22, 17,3%) 127 19(18,8%) 3(11,5%) 0,387 0,6(0,2-2,1)
Idade >35 anos (n=10, 7,9%) 127 6(5,9%) 4(15,4%) 0,124  2,88(0,8-11,1)
Raga ndo-branca (n=76, 59,8%) 127 62(61,4%) 14(53,8%) 0,485 0,73(0,3-1,8)
Primipaternidade (n=11, 8,7%) 126 10(10,0%) 1(3,8%) 0,341 0,36(0,0-3,0)
Hipertensao arterial prévia (n=4, 3,1%) 127 0 4(15,4%)
IMC2 30 Kg/m? (n=15, 12,1%)** 124 10(10,1%) 5(20,0%) 0,183 2,2(0,7-7,3)

*Teste de Wald para regresséo logistica. Os dados sdo apresentados em termos de nimero absoluto (n) e
frequéncia relativa (% ou /1000) e pelo seu valor maximo, minimo e médio. PE: preeclampsia; n= nimero
de partos que contém informagé&o sobre a caracteristica avaliada *IMC>30 no recrutamento
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5.2.2 MARCADORES BIOQUIMICOS DA PREECLAMPSIA

5.2.2.1 AVALIACAO COMPARATIVA DA CONCENTRAGCAO
URINARIA DE CREATININA E DOS FATORES DE ANGIOGENESE
ANTES E APOS 20 SEMANAS DE GESTACAO

Considerando-se apenas as gestantes que desenvolveram preeclampsia,
adicionadas as que permaneceram normotensas, analisou-se o comportamento
das concentracdes dos fatores de angiogénese e da creatinina na urina, de
amostras colhidas na primeira e na segunda metade da gestacdo. Entre as
normotensas, apenas a concentracdo urinaria de PIGF aumentou de forma
significativa com o decorrer da gestacdo (Tabela 9, p<0,001). No grupo de
pacientes que desenvolveu preeclampsia, a concentracdo de creatinina urinaria
mostrou-se reduzida na segunda metade da gestacdo, em relacdo a primeira
metade (p=0,007). Chama atencdo o achado de que a concentracdo urinaria

média de sFlit-1 tende a valores maiores na segunda metade da gestacao

(p=0,062) no grupo de gestantes que desenvolveram preeclampsia/eclampsia.

71



TABELA 9

Comportamento dos fatores de angiogénse e da creatinina urinarios, na

primeira e segunda metade da gestacao, na coorte seguida no estudo (n=127)*

Antes de 20
semanas Apds 20 semanas
N (101) (26) p*

Gestantes normotensas

sFlit-1 (pg/ml), média(EP) 78 229,5+24.5 281,1+74,3 0,503
PIGF (pg/ml) media (EP) 75 123,1+26,9 253,7+29,8 <0,001
Creatinina urinéaria (mg/dl), media

(EP) 76 46,1+5,7 51,3221 0,576
Relagéo sFlit-1/PIGF, media (EP) 74 38,0+22,1 9,245,3 0,190
Gestantes preeclampsia

sFlit-1 (pg/ml), média(EP) 17 213,0+46,5 824,9+313,7 0,062
PIGF (pg/ml) media (EP) 17 82,5+31,7 203,0+115,3 0,189
Creatinina urinaria (mg/dl), media

(EP) 17 101,5+22,0 33,2+2,6 0,007
Relagdo sFLit-1/PIGF, media (EP) 17 8,2+2,6 14,8+6,3 0,127

Teste-t pareado

*Gestantes normotensas e com diagndstico de preeclampsia no momento do parto.
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5.2.2.2 Avaliacédo do potencial preditivo das dosagens urinarias dos fatores
de angiogénese e da creatinina, por momento da gestacao

A analise das dosagens urinarias dos marcadores urinarios estudados nas
gestantes recrutadas na coorte, separadas conforme a IG, antes e apos 20
semanas gestacionais, apresentada nos graficos abaixo, nos mostra a acuracia
de cada um dos marcadores de angiogénse e da creatinina urinarios dosados e
0 potencial deste na predicdo da preeclampsia ou do estado normotenso na

gestacéao.

Tomando-se apenas as amostras coletadas antes de 20 semanas gestacionais,
foi possivel observar que a concentracdo urindria média de sFlit-1 ja se
encontrava aumentada nas gestantes que iriam desenvolver preeclampsia, em
relacdo as que permaneceriam normotensas no momento do parto (Gréfico 1,

p=0,037).

Na segunda metade da gestacao, esta diferenca também foi observada, ou seja,
as concentracdes urinarias médias de sFlit-1 permaneceram aumentadas nas
gestantes que desenvolveriam preeclampsia no parto em relacdo as demais

(Gréfico 2, p=0,013).
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GRAFICO 1

Concentrac¢des urindrias de sFlit-1 no primeiro trimestre gestacional,
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GRAFICO 2

Concentrac¢des urinarias de sFlit-1 no segundo trimestre gestacional,
comparando-se o grupo que desenvolveu preeclampsia com o que
permaneceu normotenso no parto
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Tais diferencas apontam para o potencial da concentracdo urinéria de sFlit-1
como um preditor de preeclampsia. Para isto, realizou-se o estudo destas
dosagens utilizando-se a curva ROC (Figura 2). No entanto, observou-se que a
dosagem antes de 20 semanas, corresponde a area sobre a curva ROC de 0,48
(1C95%=0,33-0,63; p=0,789), portanto sem valor clinico. No entanto, constatou-
se que, para a dosagem ap0s 20 semanas, a area sobre a curva ROC foi de 0,69
(1IC95%=0,55-0,84; p=0,013), ou seja, com potencial de utilizacdo deste
marcador na préatica clinica. A analise do equilibrio entre sensibilidade e
especificidade apontam para um ponto de corte de = 48,4pg/ml para
concentragdo urinaria sFlit-1 em predizer o desenvolvimento da preeclampsia

(Tabela 10, S: 94,1%; E: 34,6%).
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FIGURA 2

Acuracia da concentracdo urinaria de sFlit-1 na predicdo de preeclampsia, em
gestantes de risco.
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Tomando-se as amostras coletadas antes e apds de 20 semanas gestacionais,
foi possivel observar que ndo houve diferenca na concentracéo urinaria média
de PIGF nas gestantes que desenvolveriam preeclampsia, em relacao as que
permaneceriam normotensas no momento do parto (Grafico 3, p=0,094; Gréfico

4, p=0,566 ).
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Concentra¢des urinarias de PIGF no primeiro trimestre gestacional,
comparando-se o grupo que desenvolveu preeclampsia com o que
permaneceu normotenso no parto
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Apesar do potencial clinico do PIGF como preditor de doenga ndo ter sido
significativo, o que se confirma pela area sob a curva ROC de 0,50 (1C95%=0,37-
0,64; p=0,956, Figura 3) para dosagem antes de 20 semanas, situa¢ao esta igual
ao acaso, a dosagem deste fator de angiogénses apds 20 semanas pode ser de
relevancia clinica. A area sob a curva foi de 0,68 (IC95%=0,54-0,82; p=0,020),
ou seja, a acuracia da concentracdo urinaria de PIGF é significativa na predicéo
de estado normotensivo. Valores de PIGF = 8,5pg/mL, apresentam uma S:

97,3% e E: 6,2% para predizer um estado normotensivo no parto (Tabela 10).
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FIGURA 3

Acuracia da concentracdo urinaria de PIGF na predicdo de gestantes
normotensas no parto, em gestantes de risco.
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Na dosagem da creatinina urinaria nas amostras de gestantes antes de 20
semanas gestacionais, foi possivel observar que a concentracéo urinaria média
desta substancia jA se encontrava aumentada nas gestantes que iriam
desenvolver preeclampsia, em relacdo as que permaneceriam normotensas no

momento do parto (Grafico 5, p=0,002).

Na segunda metade da gestacao, esta diferenca néo foi observada, ou seja, as
concentragfes urinarias médias de creatinina ndo se alteraram em relacdo as
gestantes que desenvolveriam preeclampsia no parto em relacdo as demais

(Grafico 6, p=0,069).
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GRAFICO 6
Concentra¢des urinérias de creatinina urinaria no segundo trimestre

gestacional, comparando-se o grupo que desenvolveu preeclampsia com o que
permaneceu normotenso no parto

80



A avaliacdo da area sob a curva ROC foi de 0,69 (1C95%=0,54-0,84; p=0,015) e
para dosagem antes de 20 semanas foi 0,50 (1C95%=0,38-0,63; p=0,984). Desta
forma, evidenciamos que existe uma maior acuracia da dosagem de creatinina
antes de 20 semanas para predizer a preeclampsia do que ap6s 20 semanas,
sendo esta igual ao acaso (Figura 4). Foi observado que uma concentracéo
urinaria creatinina = 5,5mg/dL apresenta uma S: 94,1% e E: 11,8% para predicéo

de preeclampsia no parto (Tabela 10).
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FIGURA 4

Acurécia da concentragdo urinaria de creatinina na predicdo de preeclampsia
entre gestantes de risco.
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A realizacdo da analise multivariada nos permitiu entender que o melhor conjunto
de variaveis para predicdo da preeclampsia sdo ser primigesta, ter histéria de
preeclampsia, ser obesa (IMC 2 30 Kg/m? no recrutamento) e a dosagem de
creatinina urinaria. Conforme a Tabela 11, a variavel Preeclampsia anterior foi o
fator de maior relevancia, sendo que a chance de desenvolver a doenca
aumenta aproximadamente 14 vezes em pacientes com histéria de preeclampsia
na gestacéo anterior. Dentre os outros fatores de risco avaliado, ser primigesta
aumenta 5,6 vezes a chance de desenvolver a doenca enquanto a obesidade
aumenta 4,8 vezes o risco. O Unico marcador bioguimico que se mostrou como
preditor de desenvolvimento de PE foi a creatinina urinaria, sendo que a cada
aumento da concentragdo urinaria de 1,01 mg/dl aumenta a chance desenvolver

a doenca.

Por outro lado, a andlise multivariada considerou que as variaveis clinico-
obstétricas Idade > 35 anos, Raca ndo branca autodenominada e
Primipaternidade, assim como as dosagens dos fatores de angiogénsese sFlit-
1 antes de 20 semanas e PIGF ap6s de 20 semanas ndo apresentaram

capacidade de predicao na avaliagcado conjunta.
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TABELA 10

Avaliacao do ponto de corte dos marcadores bioquimicos urinarios e a predicao
destes no desenvolvimento das preeclampsia/eclampsia na gravidez

Concentragdes urinarias Razéo
Ponto de corte definido Normotensas Preeclampsia chances
Valor médio N (101) (26) pW (IC 95%)
Creat. urinaria antes 20 semanas

(ponto de corte: 25,5mg/dL) 105 82(86,3%) 23(8%) 0,450 1,8(0,4-8,7)
Creat. urinaria antes 20 semanas

(valor medio, DP) 120 4534495 101,5+90,8 <0,001 1,01(1,01-1,02)
sFlit-1 antes de 20semanas

(248,4pg/dL) 90 70(69,3%) 20(76,9%) 0,448  1,48(0,54-4,04)
sFlit-1 antes de 20semanas (media,

DP) 127 226,5+220,0 213,0+191,7 0,082 1,01(1,00=1,01)
PIGF ap6s de 20semanas 2,31(0,20-
(28,5pg/dL) 90 74(97,4%) 16(94,1%) 0,504 27,08)
PIGF apds de 20semanas (media,

DP) 93 252,9+258,7 202,9+475,9 0,563  1,0(0,99-1,01)

*Teste de Wald para regresséo logistica. Os dados sdo apresentados em termos de niimero absoluto (n) e

frequéncia relativa (% ou /1000) e pelo seu valor maximo, minimo e médio. PE: preeclampsia; n= nimero

de partos que contém informacao sobre a caracteristica avaliada
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5.2.3 ANALISE MULTIVARIADA DE MARCADORES CLINICOS E
BIOQUIMICOS DA PREECLAMPSIA

TABELA 11

Andlise multivariada com fatores de risco clinico e bioguimicos para
desenvolvimento da preeclampsia (n=83)

p* Razé&o chances (IC 95%)
Primigesta 0,022 5,60(1,30-24,6)
Pré-eclampsia anterior 0,077 14,14(0,8-279,0)
IMC2 30 no recrutamento (Kg/m?) 0,067 4,80(0,90-25,52)
Creatinina urinaria antes 20 semanas
(mg/dl) 0,005 1,01(1,01-1,03)

*Teste de Wald para regresséo logistica. Os dados sdo apresentados em termos de nimero absoluto (n) e
frequéncia relativa (% ou /1000) e pelo seu valor maximo, minimo e médio. PE: preeclampsia; n= nimero

de partos que contém informagao sobre a caracteristica avaliada **IMC>30 no recrutamento
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6. DISCUSSAO

6.1 A IMPORTANCIA DO ESTUDO NO CONTEXTO DO CUIDADO

MATERNO-INFANTIL

A PE, definida como desordem multissistémica da gestacéo caracterizada por
hipertensdo e proteindria, continua como um desafio para os profissionais de
saude, pesquisadores e gestores do cuidado. Responsavel por grande
morbidade e mortalidade tanto materna quanto fetal, as limitacbes existentes no
manejo dos sintomas assim, como de suas complica¢des, torna a procura pela
prevencao, pelo diagnostico precoce e por novas possibilidades terapéuticas,

cada vez mais urgente.

Sua deteccdo precoce permanece como uma meta almejada na area de
cuidados maternos e perinatais em desenvolvimento no mundo, objetivando
melhorar a saude do bindmio materno-fetal. Os protocolos de assisténcia
internacionais como o NICE 2011 recomendam o rastreamento da patologia ja

no primeiro trimestre para mulheres com fatores de risco para PE.

A partir da identificacdo de fatores de risco consistentes, tém-se instituido o
tratamento destas pacientes com baixas doses de aspirina e carbonato de calcio,

a fim de se reduzir a chance de seu surgimento (DULEY et al., 2007; NORTH,
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2011). Mesmo que ainda sem os resultados almejados na prevencao de sua
ocorréncia, o fato em si demonstra a importancia de estudos randomizados que
possibilitem verificar a aplicabilidade de intervencdes preventivas em estagios
nos quais a doenca ainda ndo causou maiores repercussdes negativas na

gestacéao.

A importancia do presente estudo neste cenario foi a de verificar a relagédo entre
preditores clinicos e urinarios em potencial e as formas clinicas dos distarbios
hipertensivos da gestacdo, em especial a PE. O estudo deixou claro a
importdncia de marcadores epidemioldgicos na predicdo das complicacdes

hipertensivas da gestacéo, incluindo e avaliando especificamente a PE.

6.2 AS CARACTERISTICAS DA COORTE E A IMPORTANCIA DA

METODOLOGIA EMPREGADA

Um grande favorecedor das inUmeras abordagens de analise de dados deste
estudo foi sem davida a oportunidade de se realizar um estudo longitudinal, o
primeiro em nosso grupo de pesquisa. Ressaltamos que para um estudo
longitudinal desta magnitude, mobilizaram-se alunos de graduacdo para
recrutamento e coleta de dados, professores colaboradores e outros alunos de
pos-graduacdo. As dificuldades de seguimento por até nove meses de cada

gestante, que mesmo realizando pré-natal no ambulatério do Hospital das
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Clinicas da UFMG por vezes tiveram parto em outros servigos ja eram previstas.
Apesar disto, a perda de dados foi relativamente pequena taxa de abandono do
estudo 1,8% e a perda de dados do parto (4,2%), ambos consideraveis
aceitaveis neste tipo de estudo, ndo havendo prejuizo a andlise estatistica. Um

mérito de uma equipe que trabalhou em colaboracao.

O seguimento da coorte concorrente longitudinal nos permitiu acompanhar as
gestantes selecionadas, numa sequéncia temporal conhecida, entre uma
exposigdo, auséncia da mesma. Em nosso estudo, a vantagem foi a de que o
tempo era supostamente conhecido, uma vez que a gestacdo tem um periodo
de aproximadamente 280 a 294 dias, levando-se em consideragdo uma
gestacdo entre 40-42 sem, desta forma a exposi¢ao se iniciaria a concepgao e o
fim do periodo observacional no parto. Nossa coorte foi alocada ao estudo
conforme critérios de inclus@o e de exclusao j& mencionados na metodologia a

fim de observar, ao final deste, o desenvolvimento ou ndo da patologia.

Outro ponto a favor foi estar inserido no Centro de Medicina Fetal do Hospital
das Clinicas que desde 2002, vem se empenhando no estudo da fisiopatologia
da preeclampsia com a realizacdo de estudos em parceria com pesquisadores
da &rea béasica. Soma-se a isto, a possibilidade de utilizagéo da infraestrutura de
um servico terciario de referéncia e credibilidade no Estado como foi 0 nosso
cenario, o Hospital das Clinicas da UFMG, onde grande maioria das gestantes
acompanhadas teve sua assisténcia ao parto. Uma vez que as pacientes faziam

seu acompanhamento de pré-natal em nosso ambulatério, elas eram
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referenciadas a este hospital em casos de necessidade de internacgéo clinica
e/ou parto, isto amenizou a perda de seguimento. No entanto, devido a alta
complexidade de casos atendidos e superlotacdo da unidade, algumas pacientes
de seguimento da coorte, sem comorbidades, atendidas em trabalho de parto,
acabaram sendo transferidas a outras unidades, o que ocasionou a procura

destas através de busca ativa, em outras maternidades da regido metropolitana.

Portanto foi este modelo de estudo que possibilitou uma analise estatistica de
maior poder, em relacdo aos estudos transversais, mesmo que complexa. A
analise multivariada é ferramenta que permitiu ajustar mdaltiplos fatores
analisados quanto ao seu envolvimento na predicado de PE, atribuindo a eles o
real valor. Os preditores bioquimicos urinarios investigados, frente aos
epidemiologicos, tiveram menor importancia, mas podem no futuro se associar

a eles na definicdo de um perfil de mulheres com alto potencial de complicacéo

hipertensiva.

Somou-se a estes fatores de sucesso, uma parceria estabelecida com a
Universidade do Porto que resultou na implementando no servico uma
plataforma eletronica para gerenciamento de bancos de dados de pesquisa, 0
Medquest (http://newdbserver.med.up.pt/projext/medquest/verprod/index.php).
Sua utilizacao possibilitou a organiza¢do de um grande nimero de informacdes
deste estudo longitudinal com fidedignidade, evitando perdas de dados ao longo

do percurso. Apesar das dificuldades enfrentadas no sistema de codificacao das
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variaveis, este banco de dados permitiu utilizar inimeras variadveis e cruzar

dados obtidos entre os diversos grupos de estudos.

Contando com recursos institucionais favoraveis e financiamento FAPEMIG,
este estudo foi realizado em tempo habil, sendo selecionando gestantes do pré-
natal em idade tdo precoce quanto era possivel, uma vez que o grupo de
interesse baseava-se na necessidade das pacientes serem captadas antes de
20 semanas de gestacdo, conforme critério da idade gestacional definido no
diagnoéstico da PE (NHPGN, 2013). As pacientes foram captadas, com
aproximadamente 14 semanas, 0 caracteriza inicio precoce no pré-natal, sendo
um dos marcadores da boa assisténcia pré-natal, cujos critérios sao inicio ainda
no primeiro trimestre da gesta¢éo, no minimo 6 consultas, registro de pelo menos
dois resultados de exames sorolégicos ou dos exames da primeira consulta

(PHPN, 2000).

A andlise estatistica serviu para fins de determinacdo de fatores de risco para
desenvolvimento de PE, conforme esperado, nossas pacientes apresentaram a
maioria dos fatores de risco para desenvolvimento de doencgas hipertensivas
mais prevalentes na populacdo geral, sendo que os principais listados na
literatura sao nuliparidade, extremos de idade materna, cor e a obesidade

(TEDESCO et al., 2004).

A escolha do melhor método para realizacdo das dosagens requeridas baseou-

se na disponibilidade dos exames ja existentes no mercado. A maioria dos
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trabalhos apresentavam resultados de dosagens séricas, utilizando a técnica de
ELISA. No entanto, conforme definido na literatura (GRILL et al. , 2008), a busca
de um teste ndo invasivo, acessivel, de baixo custo e eficaz seria o ideal para o
diagndstico da PE, e portanto também deveriam ser levados em consideracao
em nosso estudo. Esta nossa busca pelo teste preditor passou por problemas
relacionados ndo somente ao processo de escolha destas variaveis pré-

definidas.

Foi necessario buscar técnicas que permitissem as dosagens em amostras de
urina, e uma vez que ja existiam kits para dosagens séricas no mercado, era
necessario padroniza-los para uso urinario. Esta padronizacdo demandou tempo
e a possibilidade de nado ser possivel, seria um grande impedimento a realizacdo
do estudo, uma vez que grande numero de amostras de urinas havia sido
colhidas, testadas para proteintria e armazenadas, aguardavam momento

oportuno para as dosagens estabelecidas.

Felizmente, depois de meses de empenho, as dosagens para PIGF e sFlit-1 foi
padronizada a partir da adaptagao de um kit de ELISA comercial, com o uso de
solucdes e diluicdes de anticorpos com titulacbes especificas, preparadas em
nosso laboratorio, para detectar as diminutas concentracdes destas substancias
existentes na urina das pacientes, se comparada as concentracdes séricas, para

0s quais os kits foram elaborados.
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As dosagens de creatinina também foram padronizadas para que a técnica
imunoenziméatica pudesse ser realizada com o uso de menor volume de solucéo,
uma vez gque a reacao seria realizada em placa de ELISA, assim como a leitura.
As técnicas mostraram reprodutibilidade e esta pode ser testada através de

curvas de padronizagcao adequadas.

As amostras de urina, colhidas aleatoriamente, embora inicialmente pensada
como uma limitagdo, foi um fator positivo no estudo por se tratar de uma
substancia de facil obtencdo e a ndo necessidade de critério de horério
padronizado e sem necessidade de jejum, facilitou, em muito a obtencédo do

espéecime.

6.3 A ANALISE DOS MARCADORES CLINICOS E BIOQUIMICOS

DA PREECLAMPSIA

Observou-se que a historia pregressa de PE esteve relacionada a um aumento
de 13 vezes na chance de desenvolvimento de alguma sindrome hipertensiva,
enquanto a obesidade e a Idade acima de 35 anos a chance de
aproximadamente 4 vezes, sendo a primiparidade associada a um aumento de
2,75 vezes. Avaliando-se somente a PE como um dos possiveis desfechos das

doencas hipertensivas, verificou-se que dentre os fatores de risco conhecidos, o

estado de primigesta aumenta 3,4 vezes a chance de desenvolvimento da

91



doenca enquanto a historia pregressa de PE aumenta esta chance para 14,9

vezes.

Sao conhecidos que os fatores de risco mais associados a doenca sdo a HAC,
a PE em gestacdo anterior ou histéria familiar positiva, a nuliparidade, os
extremos de idade reprodutiva, IMC acima de 35. Tais marcadores, ao serem
aplicados na deteccdo da doenca, mostram-se responsaveis pela maioria dos

casos (POLSANI, 2013).

Além dos preditores clinicos, a investigacao cientifica tem se dedicado a procura
de preditores cada vez menos invasivos, sejam eles através de exames de
imagem como o estudo Dopplerfluxométrico de artéria uterina, oftalmica ou
braquial (BRANDAO, 2011) ou mesmo empregando-se dosagens de
substancias especificas como as dosagens séricas de fibronectina e de
trombomodulina (GRANGER et al., 2002) NO (LOWE, 2000), seng ( GRILL et
al., 2009), VEGF e PIGF (POLLIOTTI et al., 2003; LEVINE et al. , 2004).
Entretanto, nenhum destes exames possibilitou o achado de resultados que
possibilitassem a intervencéo precoce com resultados positivos em termos de
reducdo de morbidade materna e perinatal, em face aos baixos valores preditivos

dos métodos.

Alinhados com esta proposta, entendendo seu potencial de no futuro mudar o

curso desta doenca, este estudo tentar responder aos anseios dos especialistas
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guanto a reducgdo de tamanha morbimortalidade materna e perinatal associadas
a hipertensado. A procura por um marcador que possa ser aplicavel a populagéo
de baixo risco tornaria a deteccdo da doenca possivel, mesmo antes do
surgimento de suas manifestacbes e complicacbes. Assim, 0 uso da urina
pareceu-nos a melhor escolha por se tratar de uma amostra facil obtencao e que
apresenta substancias provenientes da depuracéo renal, sendo um reflexo da

atividade varios érgaos e também da concentracao sérica.

Este estudo longitudinal recrutou coorte de 139 gestantes e ao final do estudo
observamos que destas 72,7% (101) permaneceram normotensas, enquanto
27,3% (38) desenvolveram alguma complicacéo hipertensiva. Tal agrupamento
de alto risco acompanhado longitudinalmente nos permitiu avaliar a prevaléncia
de casos que evoluiram com manifestacdes de disturbio hipertensivo ao longo
da gestacao e desta forma classificar cada uma das variacdes existentes atravées

de critérios preestabelecidos e listados no QUADRO 1.

Evidenciou-se ao final do seguimento uma alta incidéncia de casos de PE
(18,75%), em relacdo a populacdo geral (5 a 7%) (WHO, 2005), o que
provavelmente se deve ao referenciamento de casos de outros niveis de atencéo
ao nosso pré-natal e aos critérios de inclusdo aqui estabelecidos. No entanto, o
perfil das pacientes acompanhadas na coorte reflete de alguma forma o universo
geral, em que a incidéncia de PE em mulheres jovens e nuliparas & de
aproximadamente 6%, sendo que em mais de 80% dos casos, a doenca se

manifesta depois de 34 semanas de gestacdo (HUPPERTZ, 2008). Portanto, sua
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validade externa dos achados aqui discutidos, se aplica ao grupo de maior risco
marcadamente de primigestas, sem estar focado no grupo de hipertensao prévia,

apenas (7) 5,1% da amostra.

As gestantes da coorte, quando no momento do recrutamento, apresentaram
uniformidade quanto a idade gestacional (14,4 sem), a maioria composta de
mulheres jovens com idade média de 26,3 anos, estatura (160+ 7,1 cm), o peso
(74,3 15,9 kg) e a pressédo arterial, ou seja, nos grupos avaliados foram
estatisticamente homogéneos em sua caracterizacdo. No entanto, a separacao
dos grupos, foi verificado que aquelas que desenvolveram PE ja apresentavam
pressdo arterial, tanto sistdlica quanto a diastolica, maior no momento do
recrutamento. Este fato, ndo explorado suficientemente nesta analise merece
estudos especificos por sua relevancia clinica e aplicabilidade no rol de seus

marcadores clinicos precoces.

Analisando-se os achados clinicos no momento do parto, um ponto relevante
observado foi o ganho médio de peso, refletido no aumento no IMC, de
aproximadamente 3,5 Kg/m? nas que desenvolveram alguma sindrome
hipertensiva, enquanto nas que desenvolveram PE, o aumento médio foi de 1,5
kg/m?. Este dado vai de encontro ao fato da obesidade ser um dos fatores de

risco para desenvolvimento de doencgas hipertensivas (AMADEI, 2009).

Em relacéo aos desfechos obstétricos, a idade gestacional no momento do parto

foi menor nas pacientes com PE (35,6 +5,2sem) do que nas normotensas (37,8
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+3,4sem), como era de se esperar. Reflete a morbidade da doencga, uma vez
qgue, muitas das vezes, a gestante com descontrole pressorico ou com alteracées
na vitalidade fetal, necessita ter sua gestagcédo iatrogenicamente interrompida.
Também no grupo de doentes os sintomas de cefaléia, escotomas e
epigastralgia foram significativamente maiores do que nas pacientes
normotensas (p=0,001). Estes sinais séo relevantes e utilizados como critério de
classificagcdo da PE grave, associado ao aumento da pressao arterial (NICE,

2011).

No tocante a via de parto, em 63,7% foi vaginal e 36,3% cesarea. A taxa excede
0s 15% preconizado pela OMS (1996) e também os 25% desejaveis pela meta
nacional (ANS, 20013), ambas estabelecidas para a populacdo geral de
gestantes. Apesar de ser uma doenca de grande morbimortalidade, € sabido que
a escolha da melhor via de parto para a paciente com sindrome hipertensiva esta
mais relacionada as condi¢fes obstétricas respondendo por indicadores como a
idade gestacional, distocias, iteratividade, apresentacao pélvica em primiparas e
fetais (vitalidade). Assim, como descrito na literatura (WHO, 2004), observamos
gue, apesar da alta morbidade da doenca, a via de parto preferencial da nossa
corte foi a vaginal. Além disto, acredita-se que, em razdo da boa assisténcia preé-
natal e na internagéo que as pacientes da coorte tiveram, provavelmente tenha
sido evitado interrup¢do intempestiva através da cesarea, assim como também
tenham tido sucesso no processo de inducédo do parto. E descrito que existe
maior risco de complicagdes maternas quando se realiza cesariana em pacientes
com preeclampsia grave, destacando-se maior risco de manifestagcdes

hemorrégicas, infeccdo, descontrole pressérico e maior duracdo da

95



hospitalizagdo (AMORIM, et al., 2009). Desta forma, a indicagdo de ceséarea
estaria reservada a pacientes com cesarea prévia, impossibilitadas de serem
indicadas a inducao do parto, aquelas com trabalho de parto com distocias ou
algum fator que impeca o parto vaginal, sofrimento fetal e apresentacdes fetais
an6malas (XENAKIS, 1997). O ACOG considera que a indugdo do parto,
geralmente PE segura para o concepto, mesmo o de baixo peso com restricdo
do crescimento fetal e para as gestantes com o quadro de PE, com estabilidade,
desta forma, é recomendado o parto vaginal para essa classe de gestantes por
causa dos beneficios maternos, destacando-se ainda a alta probabilidade de

sucesso com a inducéo.

Quanto aos Indicadores neonatais acompanhados, observou-se que neonatos
de pacientes com PE apresentaram peso menor quando comparado as que
permaneceram normotensas (p=0,008). Este fator pode ter relagdo com a idade
gestacional de interrup¢cdo que menor no grupo que desenvolveu a patologia,
sendo a média 35,4 semanas, 0 que caracteriza a maioria de recém-nascidos
prematuros. No entanto, apesar da variabilidade na nota de Apgar ter sido maior
no grupo de pacientes normotensas, este indicador néo foi influenciado pela

doenca.

Passaremos agora a discussdo dos aspectos realmente inovadores deste
estudo, a andlise do potencial preditor de marcadores bioquimicos urinérios. Ao
se avaliar o comportamento das substancias ao longo da gestacéo, verificou-se

gue o sFlit-1 j& apresentava valores mais elevados (p=0,037) naquelas que
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desenvolveriam preeclampsia e que esse marcador tende a aumentar na
segunda metade da gestacao (p=0,062). Trata-se de um achado relevante e com
potencial de aplicabilidade na prética clinica, por se tratar de uma analise urinaria
a partir de amostra Unica aleatéria. Pela primeira vez este indicativo foi obtido a
partir de dosagem em espécime urinario. O achado é compativel com aquele
evidenciado em estudo caso-controle onde foi demonstrado haver o aumento
dos niveis séricos de sFlit-1 e sEng 5 a 8 semanas antes do aparecimento dos

sinais clinicos da doenca em mulheres nuliparas (LEVINE et al., 2004).

Baseando-se na fisiopatologia da PE melhor descrita até 0 momento, a resposta
inflamatdria a hipoxia placentaria resultante de uma invasdo trofoblastica
deficiente é capaz de levar a lesdo endotelial multissistémica e contrarregulagéo
de substancias pro e anti-antiogénicas (PIGF e SFlit-1), na tentativa de
remodelacdo vascular (ASSIS, 2008). Tal fenébmeno foi 0 que nos propomos
avaliar indiretamente através das dosagens bioquimicas urinarias dos fatores
VEGF e sFlit-1, analisando seu comportamento no decorrer da gestagcdo, na
busca das diferencas que pudessem explicar o desenvolvimento ou nédo da

doenca.

Estudos prévios tém mostrado a presenca de biomarcadores séricos como o
fator de crescimento placentério (PIGF), endoglin e o fator soltvel simile tirosine-
kinase (sFlit-1), como possiveis preditores da PE, através da presenca destes
na gestacao (LEVINE, 2004; 2006; NICOLAIDES et al., 2011). No entanto a

literatura é escassa quanto aos marcadores urinarios.
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Quanto ao PIGF, andlise prospectiva recente procurou fazer uma associa¢ao
entre os fatores de risco em gestantes entre 14-16 se e 19-21 semanas de
gestacdo, junto aos biomarcadores e ao indice do Doppler na predicéo precoce
da PE comparando-os a presenca de apenas os fatores de risco isolados
(MEYRS et al., 2013). Sugere que a presenca de niveis reduzidos de PIGF antes
de 15 semanas de gestacdo como um possivel marcador precoce, sendo de
grande beneficio a sua pesquisa na presenca de fatores de risco para a doenca.
No entanto, diferentemente do que tem sido verificado, o PIGF mostrou-se em
nosso estudo como um bom preditor do estado normotensivo, estando sua
concentracdo urinaria aumentada nas pacientes que permaneceram
normotensas quando comparadas as que desenvolveram preeclampsia

(p<0,001).

Um outro achado de relevancia foi a presenca do aumento da concentracao
urinaria de creatinina verificada ja na primeira metade da gestacao em pacientes
gue desenvolveram PE, em relagéo as que terminariam a gestacao normotensas
(p<0,001). Sabendo também da conhecida manifestacéo clinica de hipertensao,
proteindria e da lesdo de oOrgaos-alvo, principalmente o rim, € que também
pensamos em avaliar a funcéo renal das gestantes, atraves da dosagem de

creatinina.

A proteinuria de fita foi também motivo de analise no presente estudo. Ha algum

tempo, o biomarcador utilizado no screening de PE era a dosagem da proteinudria
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de fita em amostra aleatdria. A baixa acuracia deste exame tem desestimulado
seu uso precoce no pré-natal para este fim (MORRIS, 2012). Nosso estudo
também mostrou ndo haver diferenca significativa na dosagem de proteinuria
entre 0s grupos de normotensas e preeclampsia/eclampsia tanto ao

recrutamento quanto no momento parto.

Até o momento apenas 0 exame da microalbuminudria e a Dopplerfluxometria de
artéria uterina e, mais recentemente, na Europa o teste Alere para dosagens
sérica de PIGF e sFlit-1 (GRILL et al., 2009) podem ser considerados de utilidade
na prética clinica para triagem de gestantes com suspeicado diagnéstica de
preeclampsia. Mesmo assim, os métodos utilizados trazem limitagbes, pois
alguns permanecem dispendiosos ou examinador dependentes como 0s
métodos de imagem e até mesmo com baixa acuracia, sendo seu uso na triagem
questionavel, como a proteinuria de fita ou microallbuminadria, o que impede a
implantacdo ou a continuagdo do uso destes como métodos de rotina no
rastreamento de pacientes com risco de desenvolvimento de uma doencga t&o

lesiva.

Uma outra abordagem complementar a estimativa de associacdo e a do calculo
da razdo de chances foi a de se comparar o comportamento evolutivo dos
marcadores bioquimicos antes versus apos 20 semanas gestacionais e a busca
por um limiar de predicdo (curva ROC). Tal avaliagcdo também tem sido
empregada na busca pelo potencial preditivo dos marcadores. Comparou-se 0

comportamento do marcador no grupo que desenvolveu a doenga com o que
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permaneceu normotenso até o parto. Isto s6 é possivel quando fatores que
aparecem no organismo da gestante proximo aos periodos das ondas de
invasao trofloblastica que ocorrem entre 12-20 semanas de gestacdo podem ser
aferidos. Neste momento é que ocorrem as alteracdes placentarias e a liberacao
de substancias responsaveis pelo processo de angiogénese e remodelacao do
tecido acometido ou tao logo esta acontecesse, a fim de fazer diagnéstico antes

da fase de injuria.

Nesta coorte, foi encontrado que de sFlit-1 numa concentracao urinaria >48,4
pa/dl apresenta sensibilidade 94,1% e especificidade 34,6% para predizer a
preeclampsia, quando dosado em gestantes apdés 20 semanas, 0 que foi
evidenciado através da andlise da curva ROC cuja area de 0,69 indica algum
potencial desta dosagem ser utilizada na pratica clinica. Por outro lado foi
verificado que PIGF numa concentracdo urindria 8,5 pg/mL apresenta
sensibilidade 97,3% e especificidade 6,2% para predizer a preeclampsia quando
dosado em gestantes apds 20 semanas, o que foi evidenciado através da andlise
da curva ROC cuja area de 0,68 indica potencial desta dosagem ser utilizada na

pratica clinica.

Ja a creatinina numa concentragao urinaria = 5,5pd/dl apresentou sensibilidade
94,1% e especificidade 11,8% para predizer a PE quando dosado em gestantes
antes das 20 semanas, o que foi evidenciado através da analise da curva ROC

cuja area de 0,69 indica potencial desta dosagem ser utilizada na pratica clinica.
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Embora a busca por valores de referencia seja de suma importancia para a
pratica clinica, os pontos de corte escolhidos na tabela de balanceamento
sensibilidade / especificidade ndo se mostraram de utilidade pratica imediata. Os
pontos sugeridos precisam ser futuramente melhor avaliados. No geral possuem
baixissima especificidade e se mostraram com um potencial de acuracia, aferido

pela area sob a curva ROC, pequeno.

Finalmente, com o intuito de responder aos anseios sobre a importancia de se
realizar a unido de fatores de risco clinicos e bioquimicos na predicdo da
preeclampsia é que realizamos a analise multivariada. Obtivemos em resposta
que o grupo de variaveis com maior acuracia para predizer a PE foi ser
Primigesta associado aos fatores de Histdria Pregressa de PE, ser obesa no
inicio da gestacao e apresentar concentragdo urinaria de creatinina aumentada

na primeira metade da gestacao.

Os resultados demonstram que apesar de acharmos alteragdes significativas
nas dosagens urinarias dos biomarcadores em mulheres que desenvolveriam a
doenca comparadas as nromotensas, ndo ha ainda uma boa acuracia destes
como preditores da doencga. Estes resultados corroboram os achados de uma
revisdo sistematica (KEINROUWELER et al., 2012) que procurou avaliar a
capacidade de predicdo dos fatores pro e anti-angiogéncios (biomarcadores)
PLGF, VEGEF, sFlit-1 e SENG no aparecimento de PE em gestante antes de 30
semanas. No estudo também se demonstrou baixa acuracia destes

biomarcadores séricos isolados, mas com vantagens no conjunto associado a
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outros preditores clinicos. A predi¢cdo da PE através de biomarcadores parece
depender da combinacdo de outras variaveis clinicas a elas associadas
(BAUMANNUM, 2008; YU J et al., 2011). Tal achado se repetiu nas dosagens

urinarias por nos analisadas.

6.4 LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS

Assim como todo estudo cientifico, encontramos limitacdes a sua realizacéo e
dificuldades que foram a maioria sendo sanadas no decorrer do mesmo. N&o
foram empecilhos para prosseguir e ao final, percebemos que ainda persistem
duvidas que vistas como oportunidades desperta em nosso grupo de estudo uma

vontade de prosseguir.

Destacamos o baixo poder preditivo dos marcadores bioquimicos urinarios em
relacdo aos clinicos. O ndo achado da concentracdo urinaria de Sflit-1 como
indicativo do desenvolvimento da PE, apresentando apenas uma tendéncia
(p=0,062), ndo é equiparavel ao achado sérico da presenca deste aumento
desde o primeiro trimestre. As baixissimas concentra¢cdes urinarias em relacéo
as plasmaticas podem ser uma nova linha de frente a ser investigada. Estudos
posteriores sd0 necessarios para esclarecer esta tendéncia apresentada e

apresentar possiveis respostas.
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A dificuldade de padronizacdo da técnica de dosagem urinaria foi um desafio a
ser vencido. Mesmo sabendo que as concentracfes urinarias poderiam ser muito
inferiores as plasmaticas e que poderiamos encontrar uma dificuldade nas
analises, a fim de adequar o método de ELISA a deteccdo destas, realizando
vérias diluicbes dos titulos de anticorpos, assim com achar o volume ideal da
amostra urinaria, resolvemos tentar, ao invés de utilizar outra técnica, por
exemplo, de RIE, uma vez que a pretensao era utilizar o kit de ELISA existente

no mercado e adequar a técnica para dosagem urinaria.

Outro ponto de questionamento levantado se refere a classificagdo das varias
doencas hipertensivas na gravidez. Isto se deve ao fato de que um dos critérios
como sinais e sintomas clinicos, presentes na atual classificacdo de da PE forma
grave (ACOG, 2013), podem ter supervalorizado o numero de casos, uma vez
gue se tratam-se de sintomas subjetivos, em que a paciente ao ter relatado
cefaleia, epigastralgia ou altera¢gbes visuais, sua ficha era preenchida com tais
observacobes e, contudo, foi considerado nos casos em que a pressao arterial

também apresentou alteragdo significativa.

Soma-se a isto, as limitagBes éticas que impedem a realizacdo de analise de
proteinudria de 24h para diagnéstico e avaliacdo mais precisa da funcéo renal das
gestantes que desenvolvem quadro hipertensivo, dosagem né&o realizada na
maioria dos casos. Além disto, ndo é pratica esta dosagem nao € solicitada a

pacientes normotensas, sem fator de risco.
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Adicionalmente, os achados deste estudo se aplicam as gestantes com fatores
de risco e ndo a populacdo geral. Assim é importante entender que estudos no
universo total de gestantes ainda serdo importantes para se avaliar a relevancia

dos fatores de predicdo aplicaveis a qualquer gravidez.

Por outro lado, os resultados se aplicam diretamente aos profissionais de salde
gue cuidam da gestante, no sentido de valorizar a histéria clinica e exame fisico
como ponto fundamental na busca pelo perfil de risco para o desenvolvimento
da PE. Para o conhecimento cientifico atual acerca dos grandes desafios desta
doenca, o estudo confirma a importancia de se pensar em multiplos fatores
concorrentes para o desenvolvimento da doenga, sendo motivador a busca por
parametros bioquimicos néo invasivos e de baixo custo que sejam de utilidade

clinica.
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7 CONCLUSOES

Os marcadores bioquimicos urinarios estudados apresentaram comportamentos
distintos em relacdo a capacidade preditiva de Preeclampsia. A elevacdo na
concentragdo urinaria de creatinina na primeira metade da gestacao foi o preditor
bioquimico mais relevante. O PIGF urinario apés 20 semanas mostrou-se
potencialmente util como marcador de estado normotensivo no parto. Enquanto
isto, as concentracdes urinarias de sFlit-1 apenas mostraram tendéncia a valores
maiores na primeira metade da gestacdo em mulheres que desenvolveriam

preeclampsia.

O grupo de fatores epidemioldgicos preditores de PE de maior significancia
clinica foram, em ordem de importancia, a historia prévia de PE, seguido de
primigestagéo e obesidade no inicio da gestacdo. O unico fator bioquimico de
importancia isolada e combinada aos preditores epidemiolégicos foi a

concentracdo urinaria de creatinina na primeira metadade da gestacao.
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ANEXO 2

Estudo longitudinal de marcadores bioquimicos urinarios como

Marcadores de Pré-eclampsia e sua gravidade

| &%

Numero do Frasco 1.

Nome da paciente 2.

Numero do prontuério 3.

Telefones de contato Casa Celular

Idade (anos) 4, ALTURA (m)

Raca Branca N&o-branca

Fatores de risco PE Primigesta Primipaternidade, Outro:
Hipertenséo crbnica, PE anterior

Data ultima menstruacao 5.

Data 1° US 6. IG do 1° US

Gesta Para Aborto

Uso de medicamentos 7. 8.

OBSERVACOES 9.

Os critérios de exclusao sao tabagismo, diabete, gemelaridade, auséncia de fator de risco

PRIMEIRA COLETA

ATE 16 SEMANAS — IDENTIFICAR FRASCO COM A LETRA A

Data da coleta 10.

Idade Gestacional do dia 11.

Sintomas urinarios do dia 12. 13.
Peso do dia (Kg) 14.

Presséo arterial do dia Sistolica Diastolica
IAlbumindria do dia 15. 16.
Uso de medicamentos 17. 18.
OBSERVACOES 19.

SEGUNDA COLETA

ATE 16 A 29 SEMANAS — IDENTIFICAR FRASCO COM A LETRA B

Data da coleta

20.

Idade Gestacional do dia

21.
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Sintomas urinarios do dia 22. 23.
Peso do dia (Kg) 24,

Presséo arterial do dia Sistolica Diastolica
IAlbuminuria do dia 25. 26.
Uso de medicamentos 27. 28.
OBSERVACOES 29.

TERCEIRA COLETA

ACIMA DE 29 SEMANAS — IDENTIFICAR FRASCO COM ALETRAC

Data da coleta 30.

Idade Gestacional do dia 31.

Sintomas urinarios do dia 32. 33.
Peso do dia (Kg) 34.

Presséo arterial do dia Sistdlica Diastdlica
IAlbumindria do dia 35. 36.
Uso de medicamentos 37. 38.
OBSERVACOES 39.

Coleta: 50ml de urina. Fazer proteindria de fita em 5ml. Congelar 20ml puro. Centrifugar o
restantes a 3000 rpm, a 4°C e o sobrenadante sera transferido para 6 tubos (2ml cada) e

congelados
Dados do Parto

Local de nascimento 40.

Data de nascimento 41.

Tipo de parto 42.

Presséo arterial do dia Sistdlica Diastdlica

Peso do dia (kg) 43.

Proteindria (se realizada) Fita 24h

Sintomas de Pré-eclampsia Cefaléia, escotomas visuais, Outro:
epigastralgia

Hellp Sindrome 44,

UTIl materna Sim (dias) N&o

Complicac¢des no parto Sim (qual) N&o
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Obito materno Sim N&o
Peso do RN Para Aborto
IG corrigida (sn) 45,

Complicacdes do RN 46.

Obito fetal Obito neonatal Dias
lOBSERVAGOES
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