UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Faculdade de Medicina

AVALIACAO DO VALOR PREDITIVO DO PIGF E
sFlt-1 E DO DOPPLER DAS ARTERIAS UTERINAS
NO RASTREAMENTO DA PRE-ECLAMPSIA

PATRICIA GONCALVES TEIXEIRA

Belo Horizonte-MG
2011



PATRICIA GONCALVES TEIXEIRA

AVALIACAO DO VALOR PREDITIVO DO PIGF E
sFIt-1 E DO DOPPLER DAS ARTERIAS UTERINAS
NO RASTREAMENTO DA PRE-ECLAMPSIA

Tese apresentada ao programa de Pos-
graduacdo da Saude da Mulher da
Universidade Federal de minas Gerais,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Doutor.

Area de concentracdo: Perinatologia.

Orientador: Prof. Antbnio Carlos Vieira
Cabral.

Belo Horizonte
Faculdade de Medicina da UFMG
2011



Teixeira, Patricia Gongalves.

T266a Avaliagdo do valor preditivo do PIGF e sFlt-1 e do doppler das artérias
uterinas no rastreamento da pré-eclampsia [manuscrito]. / Patricia
Gongalves Teixeira. - - Belo Horizonte: 2011.

119f: il

Orientador: Antonio Carlos Vieira Cabral.

Area de concentracao: Saude da Mulher.

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

1. Pré-Eclampsia. 2. Inibidores da Angiogénese. 3. Placenta. 4. Valor
Preditivo dos Testes. 5. Estudos Transversais. 6. Previsoes. 7. Dissertagoes
Acadeémicas. I. Cabral, Antonio Carlos Vieira. II. Universidade Federal de
Minas Gerais, Faculdade de Medicina. IIL. Titulo.

NLM: WQ 215

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




Aos meus filhos,
Ana Maura e Eduardo;
e ao James,

meus amores.

A todos aqueles
gue de certa forma colaboraram

para a realizagcéo deste estudo.



AGRADECIMENTOS

Os agradecimentos serdo eternos. Nao ha marcas definidas no tempo do inicio de
um trabalho, que comega com um sonho inerentemente humano de conquistar
novos horizontes e que se torna realidade na medida em que as pessoas
participam direta ou indiretamente dele. Agradeco também aqueles que nao se

opuseram, tornando o caminho mais leve.

Ao meu orientador, Professor Antdnio Carlos Vieira Cabral, modelo de professor e
pesquisador, que com seu conhecimento amplo do mundo das Ciéncias Médicas
me ajudou a montar este projeto e dar continuidade, com paciéncia e
credibilidade.

Em especial a querida Prof® Zilma Silveira Nogueira Reis, pelo trabalho técnico de
exceléncia e muito mais pelo crescimento pessoal. Agradego por me ensinar a
olhar de maneira positiva “as coisas” da vida, pelo otimismo, amizade e
companheirismo e incentivo em divulgar os resultados deste estudo em
congressos nacionais e internacionais, colocando realidade em sonhos téo

ousados.

Agradeco a “porta aberta” e o acolhimento carinhoso de todos que formam o
grupo Centro de Medicina Fetal (CEMEFE) e da Maternidade do Hospital das

Clinicas e a Prof® Silvia Passos de Andrade, por ceder conhecimentos em
angiogénese.

Obrigada, Monaliza Angela Rocha, pelas analises técnicas laboratoriais feitas
com tanta precisdo. Parte essencial deste trabalho dependeu diretamente da sua
competéncia ao realizar os ensaios de ELISA.

A Maria de Lourdes Drumonnd, nessa empreitada existencial, sem mais palavras;

e ela sabe por qué...



A Ana Maura e Eduardo Julido, amores da minha vida, que aceitaram minha
auséncia materna com todo o seu significado, peco desculpas pelas perdas e

excessos ao tentar compensa-las.

Agradeco de todo o coracdo as gestantes que voluntariamente foram sujeitos
desta pesquisa, modelos da pratica obstétrica e de vida.

As académicas da iniciacdo cientifica, Christy e Gabi, pela dedicacdo ao trabalho
e interesse em realiza-lo com alegria e por acolher as gestantes com tanto

carinho.

Esta tese faz parte de um trabalho em equipe e sozinha seria impossivel realiza-

la.



FINANCIAMENTO DA PESQUISA

A viabilizacdo desta pesquisa contou com o apoio financeiro da Fundacdo de
Apoio a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), a partir do projeto
9.671, além de recursos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES), geridos pelo Programa da Pés-graduacdo em

Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

O Laboratério de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas cedeu material de
coleta, processamento, armazenagem e, principalmente, apoio técnico e

cientifico.

Os exames ultrassonograficos obstétricos e a analise do doppler das artérias

uterinas foram realizados no Hospital das Clinicas da UFMG.

No Laboratério de Angiogénese do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG forma realizadas as dosagens dos

fatores de angiogénese.



RESUMO

Introducdo: o objetivo deste estudo transversal foi investigar o valor do fator de
crescimento placentario (PIGF), do fator solavel fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1),
da relacdo sFIt-1/PIGF e da incisura bilateral (IB) como bimarcadores de pré-
eclampsia (PE) no segundo trimestre da gravidez. Métodos: trata-se de estudo
transversal realizado em 71 gestantes de risco de PE a partir de 23 semanas de
gestacdo. O doppler de artérias uterinas foi realizado em todas as gestantes e
amostra de plasma foi armazenada a -80 graus. A definicAo de PE seguiu os
critérios da NHBPEPWG, 2000. Receiver-operating characteristics (ROC) e a
area sob a curva (AUC) foram calculadas para determinar a acuracia global do
doppler das artérias uterinas e dos fatores de angiogénese (PIGF, sFlt-1 e relacéo
sFIt-1/PIGF) na predicdo de PE. O beneficio da associacdo em série e em
paralelo desses biomarcadores foi analisado nesta coorte. Resultados: a
sensibilidade da incisura bilateral nas artérias uterinas como marcador de PE foi
de 58,8% e o valor preditivo negativo de 91,7%. A area sob a curva ROC para o
PIGF, sFlt-1, a relacdo sFlt-1/PIGF e a IB foram 0,90, 0,80, 0,95 e 0,75,
respectivamente. O melhor ponto de corte para PIGF, sFlt-1 e sFlt-1/PIGF (159,5
pg/mL, 927,06 pg/mL e = 4,9) foi determinado pela maior sensibilidade na curva
ROC. Concluséao: os fatores de angiogénese PIGF, sFlt-1 e a relacédo sFIt-1/PIGF
sdo eficientes biomarcadores de pré-eclampsia e a associacdo entre eles
melhorou o valor preditivo positivo dessa doenca.

Palavras-chave: Angiogénese. Predicdo. Pré-eclampsia. Incisura bilateral.



ABSTRACT

Introduction: The aim of this sectional study was investigate the value of
placental growth factor (PIGF), soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) and sFlt-
1/PIGF ratio and bilateral notching (IB), in second trimester of pregnhancy has
useful to markers preeclampsia (PE). Methods: A cross-section study was carried
out on 71pregnancies at risk of PE from 23 weeks gestation. All the women had
uterine arteries doppler analysis and plasma was stored at -80 degrees. PE was
defined according to the NHBPEPWG, 2000. Receiver-operating characteristics
(ROC) and the area under the curve (AUC) was calculated to compare the overall
accuracy of artery uterine doppler and maternal plasma concentrations of PIGF
and sFIt-1/PIGF ratio to predicts PE. The benefit of the combination in series and
in parallel of these biomarkers was analyzed in this cohort. Results: Bilateral
notch in artery uterine doppler predicts PE with sensibility values 58.8% and
negative predict values 91.7%. PIGF, sFlt-1, sFIt-1/PIGF ratio and IB area under
the curve was 0.90, 0.80, 0.95 and 0.75 respectively. The best cutoff for PIGF,
sFlt-1 and the sFIt-1/PIGF ratio (159.5 pg / ml, 927.06 pg / ml and = 4.9) was
determined by the highest sensitivity in the ROC curve. Conclusion:
Angiogenesis factors PIGF, sFlt-1 and the  sFlt-1/PIGF ratio were effective
biomarkers in predicting preeclampsia and more importantly, the association of
bilateral notch with them, improved the positive predictive values of this disease.

Key Words: Angiogenesis. Prediction. Preeclampsia. Bilateral notching.
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1 INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) é uma doenca do endotélio vascular, que se manifesta com
elevacdo da pressdo arterial e presenca de proteindria apés 20 semanas de
gravidez e frequentemente complica o ciclo gravidico puerperal. O risco de
complicacBes obstétricas graves, quando se verifica a pré-eclampsia, é até 25
vezes mais alto, sobretudo diante de fatores de risco materno (DUCKITT;
HARRINGTON, 2005; KHAN; WOJDYLA, SAY, 2006).

A pré-eclampsia (PE) se torna mais importante em paises subdesenvolvidos,
onde a qualidade da assisténcia a gestante contribui para elevadas taxas de
morbidade e mortalidade materna (BRASIL, 2007). A mortalidade fetal também é
alta e a prematuridade decorrente da interrupcéo terapéutica precoce da gravidez
eleva a morbidade, em curto e longo prazos, além dos gastos em saude
(ABDALLA; HARRINGTON, 2005; SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005). A PE
tem sido referida na génese de doencas cardiovasculares e renais, na vida adulta
de mulheres que vivenciaram esse quadro clinico e de recém-nascidos com
restricdo de crescimento intrauterino (BELLAMY; CASA; HINORANI, 2007; RAY
et al., 2005; SMITH et al., 2009; VIKSE et al., 2008).

A prevaléncia de pré-eclampsia se mantém invariavel provavelmente pelas
incertezas que cercam sua etiologia. Em geral, acomete 5 a 7% das gestantes
(ROBERTS; LAIN, 2002; SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005). Parece ser uma
doenca multifatorial cujos mecanismos etiol6gicos envolvem fatores genéticos,
estresse oxidativo, resposta imune inadequada, o0 sistema renina angiotensina, o
ambiente placentario, exagerada resposta inflamatoria materna e disfuncdo do
endotélio vascular (LI et al., 2005; REDMAN; SARGENT, 2003; ROBERTS et al.,
1989; ROBERTS; LAIN, 2002; SHAN, 2005; SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC,
2005; WANG; RANA; KARUMANCHI, 2008).

Ha evidéncias da circulacdo de microparticulas e debris de sinciciotrofoblasto na

circulacdo materna em gestantes com pré-eclampsia e esses fragmentos séo pro-
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inflamatoérios (SARGENT; GERMAIN; SACKS, 2003). A época do aparecimento
da PE durante a gravidez, se antes ou apés 34 semanas cronoldgicas, classifica a
doenca em precoce e tardia. O progndstico da gravidez em geral € pior na forma
precoce, em relacdo a forma leve e tardia. Nem sempre o acometimento fetal &
concomitante ao materno (SIBAI;, DEKKER; KUPLERMINC, 2005; VON
DADELSZEN; MAGEE; ROBERTS, 2003).

E provavel que a pré-eclampsia seja mais de uma doenca com mecanismos
fisiopatologicos distintos. A forma precoce representa 5 a 20% dos casos, é
geralmente mais grave e se relaciona a falha do trofoblasto em remodelar a
vasculatura uterina. A forma tardia, geralmente leve, representa mais de 80% dos
casos, acomete principalmente as primigestas e acredita-se ser induzida pela
producdo de fatores placentarios (SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005; VON
DADELSZEN; MAGEE; ROBERTS, 2003). E indiscutivel atribuir & placenta o
papel central na génese da pré-eclampsia (KHONG et al., 1986). O tratamento
definitivo dessa sindrome hipertensiva € a retirada completa desse tecido. O
desenvolvimento do leito vascular placentério, a invasédo trofoblastica e a
remodelacdo da vasculatura uterina sao fenémenos fisioldégicos esperados para
aumentar o fluxo sanguineo local e propiciar o desenvolvimento da placenta e do
feto (BRONSENS; ROBERTSON; DIXON, 1967; PIINENBORG et al., 1983). A
falha em estabelecer o leito vascular de baixa complacéncia é refletida no doppler
das artérias uterinas, que mostram aumento da impedancia ao fluxo, alta
resisténcia e persisténcia de incisura diastolica no perfil da onda (CAMPBELL
BEWLEY; COHEN-OVERBROOK, 1987). O doppler das artérias uterinas alterado
marca a falha da invasao trofoblastica e risco de complicacbes na gravidez
(KAUFMANN; BLACK; HUPPERTZ, 2003; LIN et al., 1995; PAPAGEORGHIOU et
al., 2005). Na pratica clinica, as mudancas nessas artérias vém sendo
investigadas como screening de complicagcbes no primeiro, segundo e terceiro
trimestres da gravidez (GOMEZ et al., 2006; MELCHIORRE et al., 2008; PARK et
al., 1996; POON et al., 2009). A metodologia usada para a andlise dos indices da
onda do doppler das artérias uterinas varia entre os autores e ha duvidas quanto

a sua utilidade como screening, embora haja indicios de que a predicdo seja



19

melhor para formas graves e precoce da PE (CONDE-AGUDELO; VILLAR;
LINDHEIMER, 2004; PAPAGEORGHIOU et al., 2001).

Parece haver beneficio da associacdo do doppler com marcadores bioquimicos
placentarios na predicdo de PE (CRISPI et al., 2008; POON et al., 2009;
SAVVIDOU et al., 2008). A placenta € 6rgdo enddécrino produtor de citocinas, e as
envolvidas na angiogénese e vasculogénese, estdo presentes no sangue e urina
das gestantes, antecedendo cinco a 11 semanas o diagndéstico da pré-eclampsia
(BUJOLD et al., 2005; LEVINE et al., 2004; WIDMER et al., 2007). Postula-se que
o balanco alterado entre substancias pré-angiogénicas - fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e fator de crescimento placentario (PIGF) - e
antiangiogénicas - soluble Fms-like receptor tirosina quinase (sFlt-1) e soluble
Endoglin (SEng) - altere os eventos vasculares placentarios (LEVINE et al., 2006b;
ZHOU et al., 2002). Essas substancias angiogénicas, secretadas pela placenta na
circulacao sistémica materna desencadeiam mudancas endoteliais semelhantes
as encontradas na pré-eclampsia (SVEDAS et al., 2003; TSATSARIS et al., 2003;
WANG; RANA; KARUMANCHI, 2008).

Hipertenséo, proteinuria e endoteliose glomerular foram induzidas em animais ao
injetar adenovirus com fragmentos de sFlt-1 (MAYNARD et al., 2003). Resposta
semelhante foi obtida com niveis séricos de SEng, potencializada pela associagéo
com o sFlt-1 (LEVINE et al., 2006b). Por outro lado, a infusdo de anti-VEGF, o
VEGF121, cuja acado bloqueia o sFlt-1, reverteu quadro de hipertensdo e
proteindria induzido por sFlt-1 em animais de laboratério (JEFFREY et al., 2010).
No entanto, a acdo biologica desses agonistas/antagonistas da angiogénese
estdo sob investigacao na génese da PE (KARUMANCHI; EPSETEIN, 2007).

Na busca por preditores precoce e marcadores de gravidade da pré-eclampsia,
gue possam ser de valor em programas de saude, os fatores de angiogénese
isolados ou associados ao doppler de artérias uterinas poderiam ser de grande
importancia. Assim, esses biomarcadores, como o PIGF, sFlt-1, e o doppler das
artérias uterinas foram analisados no pré-natal de gestantes normotensas e

hipertensas crbnicas do Hospital das Clinicas, como o objetivo de melhorar a
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acuidade preditiva quanto ao risco de desenvolvimento de PE durante o prenatal,
a partir do segundo trimestre da gravidez.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Desenvolvimento placentario fisiolégico

A placenta € 6rgdo altamente vascularizado cuja funcdo € estabelecer uma
unidade eficiente de trocas entre mae e feto e manter a gravidez. As etapas
fundamentais na formacdo placentaria sdo a invasdo trofoblastica decidual; a
vascularizacdo do trofoblasto; e remodelacdo das arteriolas espiraladas
miometriais, todas dependentes de vasculogénese e angiogénese (LASH et al.,
2000). Falhas nessas etapas estdo relacionadas a insucesso na gravidez, como
perda precoce, pré-eclampsia e/ou restricdo de crescimento fetal (FISHER;
McMASTER; ROBERTS, 2009; KINGDOM et al., 2000) - (FIG. 1).

O surgimento de uma rede vascular é primordial na génese da placenta e ocorre
por mecanismos distintos e sequenciais de vasculogénese e angiogénese. Vasos
sanguineos sdo evidentes entre o 21° e o 22° dias apds a concepcdo, quando
células mesengquimais se diferenciam em endoteliais. Em seguida, a nheoformacéao
vascular continua através de ramificacbes que predominam no primeiro e
segundo trimestres da gravidez. O enovelamento e alongamento dos vasos
prevalecem no final da gravidez (FLAMME; FROLICH; RISAU, 1997; GEVA et al.,
2002; SHERER; ADULAFIA, 2001).

2.1.2 Reguladores da angiogénese placentaria

Angiogénese placentaria esta sob influéncia da pressao de oxigénio tecidual, que
muda ao longo da gravidez (AHMED et al., 2000). A “hipdxia relativa” inicial da
parede uterina estimula a invasdo trofoblastica e a neoformagédo vascular.
Culturas de tecido trofoblastico em diferentes tensbes de oxigénio (hipoxia,
norméxia e hiperdxia) mostram movimento diferenciado do trofoblasto quanto a

migracao, proliferagdo e produgédo diferenciada dos fatores de angiogénese e
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expressdo de seus receptores (FIEDLER et al., 2005; JAUNIAUX; WATSON;
BURTON, 2001; KARUMANCHI; EPSTEIN 2007; LI et al., 2005).

A familia do VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D) e as angipoetinas (Ang
1 e 2) agem de forma sinérgica, promovendo angiogénese, e sdo especificas das
células endoteliais. As angiopoetinas (Angl e Ang2) estdo envolvidas nas etapas
de formacéo, remodelacdo e estabilidade do plexo capilar primario e também na
sobrevida das células endoteliais durante a vasculogénese. Expressam suas
atividades pela ligagdo aos receptores tirosina-quinase (Tie-1 e Tie-2) das células
endoteliais e hemangiopoéticas (DUNK et al., 2000; FERRARA; GERBER;
LECOUNTER, 2003; ZHOU et al., 2003).

O VEGF-A é um potente agente mitogénico e vasodilatador em situacbes de
hipéxia tecidual (ZHOU et al., 2002). Sua acdo envolve os receptores Flt-1
(VEGFR-1) e KDR, que séo expressos no trofoblasto durante a invasdo dos vasos
maternos e remodelacéo vascular (HELSKE et al., 2001 ZHOU et al., 2002). O
VEGF pode ser detectado no plasma materno na sexta semana de gravidez, com

pico de concentracdo no final do primeiro trimestre (EVANS et al., 1998).

Homoélogo do VEGF, o PIGF foi o primeiro fator encontrado em grande quantidade
na placenta humana. Induz angiogénese ao ligar-se ao receptor de membrana Flt-
1, KDR e VEGFR-2 das células endoteliais, resultando no alongamento e
enovelamento dos vasos pré-formados (TAYLOR et al.,, 2003; WELCH et al.,
2006; ZYGMUNT; HERR, 2003). Culturas de trofoblasto in vitro mostram que
PIGF e VEGF-C e seus receptores, Flt-1 e FIt3, sdo expressos nas células do
trofoblasto e podem contribuir no processo de invasao e diferenciagcdo celular
(ZHOU et al., 2003). O PIGF tem sua concentracao gradativamente aumentada no
sangue materno, com pico entre 28 e 32 semanas de gravidez, quando ha
aumento do nivel de oxigénio local (LEVINE et al., 2004; NOORI et.al., 2010).

Uma variante do Flt-1, o receptor soluvel tirosina kinase (sFlt-1), encontra-se na
forma livre e age como antagonista da angiogénese ao ligar-se ao VEGF e PIGF e
bloquear sua atividade biolégica (CHAIWORAPONGSA et al., 2003).



23

Estudos mostram que a adicdo de sFlt-1 exdgeno inibiu a invaséo trofoblastica
induzida pela acdo do VEGF-A in vitro (ZHOU et al., 2002). A concentracao sérica
do sFlt-1 encontra-se relativamente baixa no inicio da gravidez, aumentando na
segunda metade, com pico de liberagdo maximo no terceiro trimestre. Esse
comportamento parece ser fisiolégico no controle da angiogénese placentéaria
(KARUMANCHI; EPSTEIN, 2007; SMITH et al., 2007a).

Outra forma de receptor soluvel é o sEndoglin (SEng), também antagonista da
angiogénese. Age inibindo a diferenciacdo e migracdo das células endoteliais e
regulacdo do tbnus vascular mediada pelo oxido nitrico (LEVINE et al., 2006b). O
seEng é altamente expresso na superficie das células endoteliais e no
sinciciotrofoblasto (SAVVIDOU et al., 2008; VENKATESHA et al., 2006). Assim,
esse dois receptores sollveis e sobrenadantes, sFlt-le o sEng, controlam a
angiogénese placentaria e encontram-se aumentados no plasma nos dois ultimos
meses da gravidez (LEVINE et al., 2006b; RANA et al., 2007).

2.2 Fatores de angiogénese na fisiopatologia da pré-eclampsia

A fisiopatologia da PE € multifatorial e algumas linhas de pesquisa tém sido
investigadas, principalmente aquelas envolvidas nas etapas fundamentais da
formacao placentaria (SILASI et al., 2010). O balanco alterado entre fatores de
angiogénese, a producdo de autoanticorpos dos receptores de angiotensina 1
(AA-AT-1), o estresse oxidativo e os fatores genéticos sdo alguns exemplos que
norteiam estudos recentes (WANG; RANA; KARUMANCHI, 2008; WIDMER et al.,
2007).

A placenta enddcrina produz muitas citocinas angiogénicas que tém a
peculiaridade de induzir e controlar a angiogénese placentaria e, uma vez
presentes na circulagdo sisttmica materna, em concentracdo nao fisiologicas,
interagem com as células endoteliais desencadeando leséo de forma gradativa
antes do surgimento clinico da pré-eclampsia ( FIG 2).

Em resposta a perda de liquido do vaso sanguineo para o interticio, ha

reatividade vascular, liberacdo de agentes vasopressores e ativacdo da cascata
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de coagulacéo. Postula-se que o excesso isolado de sFlt-1 no plasma materno
lese diretamente as células endoteliais no organismo materno e além disso, o
sFlt-1 impede a acédo protetora e vasodilatadora do VEGF e PIGF ao formar com
essas proteinas angiogénicas complexos inativos. Experimemto anterior e de
grande relevancia mostrou que adenovirus contendo sFlt-1 ao serem injetados em
ratas prenhas e ndo prenhas resultou no surgimento de hipertenséo, proteinaria e
endoteliose glomerular, achados classicos e semelhantes aos encontrados na
pré-eclampsia (MAYNARD et al., 2003).

Outra proteina antiangiogénica apontada na génese da lesdo das células
endoteliais, com acdo semelhante e potenciadora do sFlt-1, é o endoglim soluvel

(seng), que da mesma forma também aumenta no plasma antes da manifestacao
clinica da pré-eclampsia e tem sido estudado como potencial preditor. Quando
sFlt-1 associados a sEng foram infundidos em ratas prenhas, houve piora da
lesdo endotelial nos rins, nos vasos sanguineos e na placenta. Nos sinusoides
hepaticos, os achados patolégicos ao da sindrome hemolysis, elevated enzymes
liver, low platelets count (HELLP) (VENKATESHA et al., 2006). Outro estudo
também encontrou uma relacéo entre o aumento do sEng associado ao sFlt-1 na

forma grave da pré-eclampsia, a HELLP sindrome ( DAVISON et al., 2004).

Um importante achado histologico da acdo do sEng e do sFlt-1 € a perda das
fenetracdes vasculares das células endoteliais, e essa ocorréncia no tecido renal
leva a perda de podécitos no filtrado glomerular. A presenca de poddcitos na urina
também tem sido investigada como preditor especifico de lesdo renal e de sua
gravidade clinica ( KARUMANCHI et al., 2005; RANA et al., 2007).

Camundongos knockout para VEGF-A apresentaram doenca renal caracterizada
por proteinudria e endoteliose glomerular (EREMINA et al., 2003) mostrando que o
VEGF parece ser necessario na reparacao (saude) dos capilares glomerulares e
na manutencdo das fenestracdes fisiologicas no endotélio vascular (MASUDA et
al., 2001). Endotélio fenestrado, além de encontrado no glomérulo renal, pode ser
visto no plexo coroide e nos sinusoides hepaticos. Esses 6rgdos sao

desproporcionalmente afetados na pré-eclampsia. Assim, deficiéncia de VEGF, se
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induzida por anticorpos, delecdo genética ou excesso de sFltl, provavelmente ir4
desencadear endoteliose glomerular, proteindria e lesdo endotelial hepética
(KARUMANCHI et al., 2005; WANG; RANA; KARUMANCHI, 2008).

Outros experimentos laboratoriais reforcdo as evidéncias de que os fatores de
angiogénese estdo envolvidos na patogenia da pré-eclampsia. Modelos de PE
foram desenvolvidos em laboratérios através da infusédo de sFlt-1 em ratas
prenhas, e o uso continuo do VEGF-121 reduziu os achados caracteristicos da
hipoxia tecidual na placenta, figado e rins. Houve também melhora da
hipertensdo arterial induzida e da perda de proteina na urina desses animais.
Essa resposta foi dose-dependente e a infusdo continua de VEGF121 durante
cinco dias regularizou os niveis séricos de sFlt-1 (LI et al., 2007). Outros modelos
experimentais de hipoxia placentaria induzida mecanicamente em laboratério
(ratos, babuinos) também mostraram elevacdo de sFlt-1 no sangue, associado
ao aumento da pressao arterial, alteracéo renal e disfuncdo endotelial (GILBERT;
BABCOCK; GRANGER, 2007; MAKRIS et al., 2007).
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FIGURA 1 - Placentagdo anormal na pré-eclampsia.

No desenvolvimento normal da placenta, o citotrofoblastos de origem fetal
invade as artérias espiraladas maternas, transformando vasos de alta
resisténcia e pequeno calibre, em vasos de alta capacitancia, capazes de
fornecer perfusdo placentaria adequada para sustentar o crescimento fetal.
Durante o processo de invasdo vascular, o citotrofoblastos diferencia seu
fenotipo de celulas epiteliais para endoteliais, processo conhecido como
pseudovasculogenesis ou "mimetismo vascular". Na pré-eclampsia, o
citotrofoblastos deixa de adotar um fendtipo endotelial e a invasdo das
artériolas espiraladas é incompleta. Os vasos continuam de pequeno calibre e
alta resisténcia (parte inferior).

Fonte: adaptada de Lam, Lim e Karumanchi (2005).
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A falha em estabelecer uma rede vascular de baixa resisténcia na gravidez se
inicia muito cedo, levando ao estado de hipdxia placentaria (DEKKER; SIBAI,
1998; DUCKITT; HARRINGTON, 2005). No entanto, se a falha de invaséo leva a
hipoxia, ou o contrario, € uma incognita (KARUMANCHI; BDOLAH, 2004;
KARUMACNHI; EPSTEIN, 2007). Como consequéncia a hipdxia, as células
epiteliais do citotrofoblasto alteram a expresséo génica dos fatores angiogénicos e
a sua capacidade de mudanca fenotipica denominada mimetismo celular
(ZHOUY; DAMSKY; FISHER, 1997). O déficit na expresséo dessas moléculas de
superficie interfere no movimento do trofoblasto intravascular nas arteriolas
espiraladas miometriais e na angiogénese placentaria (KAUFMANN; BLACK;
HUPPERTZ, 2003; PIJINENBORG et al., 1983). A atividade invasiva do trofoblasto
in vitro diminui na presenca de sFlt-1 (ZHOU et al., 2002) e a queda na
percentagem de oxigénio no citotrofoblasto causa aumento na concentragao
isolada de sFIt-1 (NAGAMATSU et al., 2004). No tecido placentario da pré-
eclampsia, a concentracdo de sFlt-1 esta aumentada duas a cinco vezes em
relacdo a placenta de gestantes normotensas (LI et al., 2005; MAYNARD et al.,
2003).

Fatores angiogénicos circulantes secretados pela placenta e que causam
disfuncéo endotelial ttm sido mensurados no sangue periférico, liquido amniotico
e tecido placentario, como marcadores e preditores de pré-eclampsia no primeiro,
segundo e terceiro trimestres da gravidez (EVANS et al., 1998; LEVINE et al.,
2004; NOORI et al., 2010; TAYLOR et al., 2003; TRANQUILLI et al., 2004;
VATTEN et al., 2007; WELCH et al., 2006; WOLF et al., 2005).

ConcentragOes baixas de VEGF e PIGF livres e elevadas de sFlt-1 e/ou sEng no
plasma materno sdo mais pronunciadas nas formas precoces e graves da pré-
eclampsia (LEVINE et al., 2004; 2006b; LIVINGSTON et al., 2000; NOORI et al.,
2010; ROBINSON; JOHNSON, 2007; UNAL et al., 2007). Baixas concentracdes
de PIGF foram encontradas no plasma das gestantes com PE em relacdo as
gestantes normotensas e essa queda se correlacionada de forma direta com a

elevacao da pressao arterial média (TEIXEIRA et al., 2006).
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Revisdo sistematica sobre alteracdo de fatores angiogénicos na gravidez realgou
que gestacbes complicadas com crescimento intrauterino restrito (CIUR)
apresentavam também elevacdo no sEng e sFIt-1 e que esses marcadores
parecem ndo serem especificos de PE, e sim de disfungcdo placentéria
relacionada a hipdxia e suas consequéncias (EREZ et al., 2008).

Em suma, fatores de angiogénese livres no plasma em concentragdes diferentes
da fisiolégica, com aumento das formas livres dos receptores solUveis (sFlt-1e
sEng), concomitantes a queda das formas livres do PIGF e VEGF, durante ou
antecedendo os sinais/sintomas clinicos, tém sido propostos como modelo do
balanco angiogénico encontrado na pré-eclampsia (BAUMANN et al., 2008;
BDOLAH; SUKHATME; KARUMANCHI; BDOLAH, 2004; McKEEMAN et al., 2004;
RANA et al., 2007).
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FIGURA 2 - Representacdo esquematica da liberacdo placentaria quantitativa
dos fatores de angiogénese na gestacdo normal e na gestacdo com pré-

eclampsia, e sua interagdo com o endotélio vascular.

Na parte superior da gravura esta representada uma placenta sAUCavel em situacdes
fisiolégicas, liberando de forma equilibrada os fatores proangiogénicos (PIGF e VEGF)
juntamente com o fator antiangiogénico (sFlt-1) dentro do vaso sanguineo materno. O VEGF e
PIGF se ligam aos receptores de membrana Flt-1 e ao sobrenadante sFlt-1. A interacdo
receptor soluvel, receptor de membrana com o VEGF e PIGF mantém a salde do endotélio
vascular, o estado de anticoagulagdo e a vasodilatagdo capilar. Na PE, a liberagéo placentéaria
excessiva de receptores livres (sFlt-1) faz com que haja formagdo de complexos livres e
inativos de VEGF e PIGF e essas moléculas vasodilatadoras deixam de proteger o endotélio
vascular das gestantes, desencadeando leséo endotelial, liberacdo de agentes vasoativos e
pro-coagulantes, parte inferior da gravura.

Fonte: adaptado de Karumanchi et al. (2005).
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2.2.1 Autoanticorpos antagonistas do receptor tipo | (AT1) da angiotensina |l

Foi demostrado que a Ang Il pode estimular a producdo do solivel Fms-like
receptor tirosina quinase (sFlt-1) nas células de linhagem trofoblastica (XIA et al.,
2003). Encontrou-se niveis plasméticos e placentérios elevados de sFlt-1 quando
autoanticorpos dos receptores AT1 da angiotensina Il (AT-1-AA) ,foram injetados
em ratas prenhas ou colocados em cultura de vilos placentarios (NOORI et al.,
2010; ZHOU et al., 2007).

Os autoanticorpos antagonista do receptor 1 da angiotensina Il e o sFlt-1
encontram-se elevados na pré-eclampsia (KARUMANCHI; LINDHEIMER, 2008;
XIA; RAMIN, 2007; ZHOU et al., 2008).

Modelos de PE induzidos pela infuséo de AT1-AA foram utilizados para avaliar o
potencial terapéutico do VEGF121. Imunoglobulina G (IgG) - (AT-1-AA) de
gestantes com pré-eclampsia e com comprovada elevacdo do sFlt-1 foi usada
para induzir PE em ratas prenhas. Os animais que recebiam continuamente
VEGF121 tiveram pouca elevacdo da PA, da proteinaria, dos niveis séricos de
creatinina, acido urico e de dano renal a histologia. A angiogénese placentaria
também se diferenciou nesses dois grupos, sendo deficiente no grupo que nédo
recebia VEGF121. Esse estudo salienta que h& provavel blogueio da ac¢do do
sFlt-1 pelo VEGF121 (GILBERT et al., 2010).

2.2.2 As células natural killer

Células natural killer (NK) acumulam-se num denso infiltrado em torno do
trofoblasto e vasos maternos na gravidez precoce (MOFFET-KING, 2002). Essa
distribuicdo perivascular sugere papel na remodelacdo das arteriolas espiraladas
(KOPCOW; KARUMANCHI, 2007; MATSUBARA et al., 2005).

Na metade da gestacdo, essas células desaparecem, coincidentemente quando

se finaliza a invasao trofoblastica (LI et al., 2000). Estudos em ratas transgénicas
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prenhas, deficientes em células NK, encontraram artérias espiraladas com

diametro vascular estreito e sem vasodilatacdo (CROY et al., 2003).

As células NK produzem VEGF, PIGF, Ang-1 e Ang-2, principais citocinas
implicadas na angiogénese e estabilidade vascular. Na presenca de células NK
as células endotelilais tendem a formar tubulos, in vitro, e esse movimento celular
parece ser devido a producao de fatores indutores da angiogénese (HANNA et
al., 2006).

2.2.3 O estresse oxidativo placentario

O desenvolvimento do tecido placentario é regulado pela tensdo de oxigénio
tecidual, que sofre profundas mudangas, com aumento progressivo na pressao de
oxigénio (PO;), de <20 mmHg na oitava semana para >50 mmHg até final do
primeiro trimestre. Até que se estabeleca o espaco interviloso, o trofoblasto
invade as arteriolas espiraladas endometriais e certo grau de oclusao vascular
pode gerar mudancas no metabolismo celular aerdbio/anaerdbio (JAUNIAUX;
WATSON; BURTON, 2001). Com o espaco interviloso formado, rapido aumento
na concentracdo de oxigénio pode sobrecarregar a defesa antioxidante do tecido
trofoblastico e resultar no estresse oxidativo, com consequente dano a sintese de
proteina, lipidios e expresséo de acido desoxirribonucleico (DNA), prejudicando a
funcao celular (WANG; WALSH, 2001). A mitocondria, principal organela geradora
de radicais livres, é extremamente suscetivel a tensao de oxigénio e muda sua
estrutura morfoldégica de maneira reversivel, conforme altas e baixas taxas de
respiracdo celular. A ma-adaptacdo mitocondrial e a dificuldade em induzir
enzimas antioxidantes podem gerar estresse oxidativo cronico e ativar a cascata
de apoptose, resultando em baixa perfusédo placentaria (WANG; WALSH, 1998).
Essa falha na defesa antioxidante do trofoblasto pode estar envolvida na

patogenia da pré-eclampsia (HUBEL, 1999).
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FIGURA 4 — Fisiologia da pré-eclampsia.

A FIG. 4 mostra os principais fatores envolvidos na etiologia multifatorial da pré-
eclampsia. A placenta é o ponto central desse distlrbio, por produzir fatores
angiogénicos e outras proteinas que, ao interagirem com os sistemas endoteliais
dos vasos periféricos, dos glomérulos renais, dos hepaticos e do cérebro,
reproduzem os achados histopatol6gicos, os sinais e sintomas caracteristicos da
pré-eclampsia.

Fonte: adaptado de Wang, Rana e Karumanchi (2008).
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A pré-eclampsia é conhecida como doencga das teorias, mas pontos obscuros da
sua génese vem sendo intensamente investigados e esclarecidos. A
multifatoriedade dessa sindrome converge para um ponto central que é a
formacdo placentaria e sua funcdo endodcrina. Os fatores de angiogénese
presentes no plasma e urina parecem retratar as alteracbes no balanco
angiogénico encontrado nas gestantes que desenvolvem pré-eclampsia. Além
disso tornou-se possivel a quantificacdo do sFlt-1 e do PIGF através de técnicas
mais rapidas e precisas abrindo perpectiva quanto ao seu uso clinico como

marcadores bioquimicos e de predi¢do da preeclampsia.

2.3 Biomarcadores de pré-eclampsia

O mecanismo génese da PE ocorre muito cedo na gravidez (DEKKER; SIBAI,
1998) e por essa razdo muito se investe em testes de predicdo fundamentados na
disfuncdo placentaria, nos marcadores de resposta inflamatéria e ativacdo do
sistema de coagulacdo e da lesdo endotelial (CONDE-AGUDELO; ROMERO;
LINDHERIMER, 2009; SIBAI, 2007; WANG; RANA; KARUMANCHI, 2008). Muitos
marcadores biofisicos e bioquimicos tém sido propostos como preditores de pré-
eclampsia (BAUMANN; BERSINGER; SURBEK, 2007). O mais antigo marcador
biofisico estudado na predicdo de PE é o doppler de artérias uterinas, por refletir
0s eventos placentarios, predizer pré-eclampsia com e sem restricdo de
crescimento fetal e resultado adverso perinatal (CAMPBELL; BEWLEY; COHEN-
OVERBROOK, 1987; KHONG et al., 1986). E relacdo aos marcadores
bioquimicos, h4 uma gama de proteinas que refltem a lesédo endotelial encontrada
na pré-eclampsia, mas nas ultimas décadas, atencédo especial tem sido dada aos
fatores de angiogénese, pela sua capacidade de interagir diretamente sob as
células endoteliais e desendadear danos reverssiveis (MAYNARD et al., 2003;
POWERS et al., 2004).

A grande variacdo no valor preditivo desses biomarcadores, de forma geral, ainda

limita o seu uso rotineiro na pratica da obstetricia e instiga pesquisadores a rever
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dados da literatura e prosseguir com mais estudos com o intuito de aumentar a
acuidade preditiva positiva dessa doenca potencialmente grave (CONDE-
AGUDELO; ROMERO; LINDHEIMER, 2009; WIDMER et al., 2007).

2.3.1 Marcador biofisico

2.3.1.1 Doppler de artérias uterinas

O estudo doppler iniciou-se ha séculos (1803-1853), quando Johann Chistian
Doppler publicou as bases tedricas sobre a diferenca da aproximagéo e
afastamento de moléculas em relacdo a um ponto fixo. Apdés ter sido utilizado em
varias areas da ciéncia, alcancou a area meédica a partir dos estudos de
Satomura, em 1957, ao acessar a velocidade e direcdo do fluxo sanguineo
cardiaco (GUZMANN; KONTOPOULOS; ZALUD, 2005). Em especial na
obstetricia, seu uso tem a finalidade de investigar a hemodinamica dos vasos
maternos e fetais e esclarecer processos patogénicos (SCHULMAN et al., 1986;
THALER et al., 1992). O doppler das artérias uterinas pode ser obtido em mais de
95% das gestantes e sua caracteristica bifasica, com pico sistolico e diastdlico,
S/D ou A/B, sofre influéncia do ciclo cardiaco e do angulo de insonacdo do vaso
(PAPAGEORGHIOU et al., 2001). Anormalidade no doppler das artérias uterinas
foi associada a hipertensdo com proteindria, aumento da necessidade de anti-
hipertensivo, prematuridade e baixo peso ao nascer (CAMPBELL et al., 1986,
2000).

Alteracdes histologicas no miométrio relativas a migracéao trofoblastica incompleta
foram encontradas em 95% das gestantes com anormalidade nas artérias
uterinas (LIN et al., 1995). Outros estudos de biopsias de leito placentario nas
gestantes com PE e/ou restricdo de crescimento fetal reforcam a teoria
placentaria na origem de complicacbes obstétricas no periodo gravidico-
puerperal (GUZIN et al., 2005; KHONG et al., 1986).

Fisiologicamente, o fluxo sanguineo uterino aumenta na gravidez em decorréncia

da queda na complacéncia vascular e, como consequéncia, hd queda na relagéo
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sistole/diatole na onda das artérias uterinas (FIG. 5). A incisura protodiastdlica,
definida como queda na velocidade no final da sistole abaixo da velocidade
diastolica maxima, desaparece entre 20 e 26 semanas. A técnica do doppler, se
continuo ou pulsado, e o tipo de sonda usada, vaginal ou transabdominal, ndo
influenciam nos resultados do estudo doppler das artérias uterinas (SCHULMAN
et al., 1986; THALER et al., 1992).

Profiferative

FIGURA 5 - Representacdo da variagdo média entre
sistole e diastole das artérias uterinas durante o ciclo
menstrual, no primeiro, segundo e terceiro trimestres da

gravidez.

A linha superior com pontos cheios representa exame realizado com
transdutor endovaginal e a inferior transabdominal (SCHULMAN et
al., 1986).

O doppler da artéria uterina tem sido avaliado em varios momentos da gravidez,
no primeiro, segundo e terceiro trimestres como marcador preditivo e de
gravidade de PE, CIUR e resultado perinatal adverso (ALBAIGES et al., 2000;
GHI et al., 2009; PAPAGEORGHIOU et al.,, 2001; PILALIS et al., 2007,
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PLASENCIA et al., 2007) em gestantes de baixo e alto risco (CHIEN et al., 2000;
COLEMAN; McCOWAN; NORTH, 2000; SCHWARZE et al., 2005).

2.3.1.2 indices do doppler das artérias uterinas

A) Incisura bilateral diastolica

Fleisher foi o primeiro a descrever a importancia da incisura nas artérias uterinas
nas desordens hipertensivas e sua sobreposicdo em gestantes com hipertensao
arterial crénica (FLEISHER et al., 1996). A incisura diastélica e sistélica ap6s 26
semanas também se correlacionou a resultado perinatal adverso, sendo essa
relagdo mais pronunciada na incisura diastdlica isolada. Seu achado numa fase
precoce da gravidez, entre 17 e 25 semanas, poderia ser indicio de anormalidade
e predizer pré-eclampsia (THALER et al.,, 1992). Recente revisdo sistematica
considerou como critério de selecao o limite de idade gestacional menor ou de até
25 semanas de gravidez para estudos de predicdo de PE, afastando assim a
possibilidade de rastrear doenca que na verdade se encontra em uma fase
subclinica (CNOSSEN et al., 2008).

Doppler normal Doppler alterado - incisura diastolica (seta)

FIGURA 6 - Doppler de artéria uterina mostrando baixa resisténcia no fluxo

diastoélico e auséncia de incisura, caracteristicas de condi¢des fisioldgicas.

Ao lado, uma artéria uterina alterada com alta resisténcia e complacéncia vascular (relagao
S/D) e incisura protodiastolica (seta)



37

No primeiro trimestre da gravidez, a incisura protodiastolica nas artérias uterinas
tem baixo poder de predicdo de PE e CIUR em decorréncia da alta prevaléncia
deste achado em gestantes sadias, que é de aproximadamente 45% (GOMEZ,
2006; MELCHIORRE et al., 2008). No entanto sua presenca foi 0 segundo indice
mais estudado nas pacientes de alto risco e apresentou especificidade elevada
(89%) principalmente quando a bilateralidade era o critério exigido (CNOSSEN et
al., 2008).

B) Outros indices do doppler

O espectro de onda da artéria uterina pode ser analisado de forma
semiquantitativa e a maioria das pesquisas tem se centrado na elevagéo do indice
de resisténcia (IR) ou de pulsatilidade (IP) ou indice de Stuart-Drumm:
sistole/diastole ( A/B) associado ou ndo a persisténcia de incisura diastélica como
reflexo de onda de alta resisténcia vascular Utero-placentaria (CNOSSEN et al.,
2008; CONDE-AGUDELO; ROMERO; LINDHEIMER, 2009; PAPAGEORGHIOU
et al., 2001). Juaniaux enfatizou queda fisiolégica no IR e na IP da artéria uterina
ao longo da gravidez (JUANIAUX et al., 1992).

Na pré-eclampsia, um desvio-padrdo maior que dois na média do IP ou cutoff =
95% por idade gestacional foi considerado anormal; e no primeiro trimestre
identifica 30,8% das gestantes que posteriormente desenvolverdo complicacdes
precoces e graves (GOMEZ et al., 2006; MELER et al., 2010). O aumento da
resisténcia das artérias uterinas no segundo trimestre tem sido consistente em
prever casos de PE precoce, com baixa sensibilidade para casos que ocorreram
acima de 34 semanas (YU et al.,, 2005). O IP apresentou baixa sensibilidade
(42%) e boa especificidade (91%) na predi¢édo de qualquer forma de PE. Para o
mesmo objetivo, o IR apresentou mais sensibilidade (74%), porém sua
especificidade (79%) foi mais baixa quando comparada com outros indices do
doppler das artérias uterinas (CNOSSEN et al., 2008).
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INCISURA

FIGURA 7 - Parametros do espectro da onda uterina e indices doppler.

A: pico sistolico, B: final da diastéle, C: inicio da sistole, D: pico diastélico, Vm:
velocidade média, IR: indice de resisténcia e IP: indice de pulsatilidade.

A associacdo de indices espectral das artérias uterina tem sido utilizada com
objetivo de aumentar a sensibilidade de predicdo de PE, e a maioria dos estudos
inclui nessa associacdo metodoldgica a incisura bilateral como critério de
anormalidade avaliando popula¢cdes nao selecionadas ou de alto risco (CHAN et
al., 1995, CHIEN et al., 2000; LEES, 2000; PAPAGEORGHIOU et al., 2001; 2007;
PILALIS et al., 2007; YU et al., 2005).

Chan et al. (1995) investigaram o doppler das artérias uterinas em gestantes de
alto risco nas 20%, 28?% 36° semanas de gestacdo e mostraram que a melhor
predicdo da pré-eclampsia ocorreu na 202 semana da gestacdo, considerando
como alteracdo da artéria uterina a combinacdo de IR>p90 e/ou existéncia de
incisura bilateral. No entanto, a repeticdo do exame na 28% semana aumentou,
embora discretamente, o valor preditivo positivo para PE. Outros estudos com
elevado numero de gestantes também realcaram beneficios na combinacéo do IR
com incisura bilateral no segundo trimestre em predizer PE (CAMPBELL et al.,

2000). Por outro lado, a normalizacdo dos parametros do doppler, mesmo que
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tardiamente, na gravidez diminui o risco de complicacbes em gestantes de alto
risco (SOREGAROLI et al., 2001).

Na pré-eclampsia de aparecimento tardio (= 34 semanas) notou-se mais alta
incidéncia de complicagcbes maternas (HELLP sindrome), taxas elevadas de
cesariana, baixo peso fetal, admissdo de recém-nascidos (RN) em unidade de
terapia intensiva neonatal, quando o doppler de artérias uterinas estava alterado
(incisura bilateral, IP ou IR elevados). Doppler alterado em gestantes com pré-
eclampsia, mesmo tardia, foi marcador de piores progndésticos maternos e fetais
(GHI et al., 2009). Raramente auséncia de fluxo no inicio da diastole ou diastole
reversa € vista no terceiro trimestre da gravidez. No entanto, sua presenca

também tem sido associada a resultado perinatal adverso (GOMEZ et al., 2006).

Boller e Cabral (1995) mostraram que o0 progndéstico materno de 108 pacientes
portadoras de gravidez de alto risco poderia ser avaliado de maneira significativa
utilizando como parametros a relacdo A/B e a incisura protodiatolica nas artérias
uterinas. A incisura na artéria homolateral a placenta foi o achado isolado que
melhor se associou a mau prognadstico gestacional (BOLLER; CABRAL, 1995) .

Doppler realizado entre 18 e 20 semanas destacou incisura bilateral em 27,7%
dos casos. A sensibilidade da incisura bilateral para a pré-eclampsia foi de 100%,
mas o valor preditivo positivo (VPP) foi de apenas 19,0%. Combinando a incisura
bilateral com a relacdo A/B>2,6, verificou-se reduzida diminuicdo da sensibilidade
(87,5%), mas aumento expressivo no VPP (67,7%) para pré-eclampsia
(MONTENEGRO et al., 1998).

Recente metanalise concluiu que o IP, isolado ou associado a persisténcia de
incisura bilateral apés 24 semanas, foi o melhor parametro preditor de PE,
principalmente na forma grave e precoce. A acuracia do doppler em predizer
pré-eclampsia foi melhor em relacdo ao rastreamento de fetos com CIUR isolado
(CNOSSEN et al., 2008).
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Estudo anterior envolvendo 2.361 gestantes com e sem incisura bilateral apds 28
semanas evidenciou diferenca estatisticamente significante na incidéncia de CIUR
(44,7 vs 8,9%), sofrimento fetal (34,2 vs 3,0%) e hipertenséo induzida na gravidez
(73,7 vs 7,6%). De acordo com esse estudo, o VPP de alteracdes na artérias
uterinas, para resultado perinatal adverso, foi de 47,5%, ao passo que na incisura
bilateral o valor preditivo positivo foi de 82,9% (PARK et al., 1996). Outro trabalho
nessa mesma idade gestacional, 28 semanas, comparando doppler normal com
alterado, apresentou alto risco de pré-eclampsia quando o doppler se encontrava
alterado (likelihood ratio - LR 7,6) (SOREGAROLI et al., 2001).

Gestantes com PE precoce foram selecionadas e o doppler de artérias uterinas foi
obtido em 120 gestantes. Como parametro de anormalidade utilizou-se o escore Z
para avaliar os desvios da normalidade. Ao todo, 53% das gestantes tinham
doppler alterado (IP = 2 desvios-padrao e incisura bilateral), que se associou a
quadros de evolucdo mais graves para as gestantes e os fetos. Quanto ao
prognéstico evolutivo da gravidez, parece que o doppler das artérias uterinas €
melhor marcador de PE precoce (MELER et al., 2010).

Além da andlise dos vérios indices da onda das artérias uterinas, fatores de
epidemioldgicos de risco materno e marcadores bioquimicos também tem sido
propostos em associacdes com o doppler como teste de screening na predicao de
pré-eclampsia (CHIEN et al., 2000; LEES, 2000, PAPAGEORGHIOU et al., 2005;
PILALIS et al., 2007; YU et al., 2005).

2.3.1.3 Doppler das artérias uterinas nas gestantes hipertensas crénicas

Doppler de artérias uterinas alterado na 202 semana em gestantes hipertensas
cronicas identifica mais de 80% de complicacbes associadas a insuficiéncia
placentaria, como pré-eclampsia, baixo peso fetal, descolamento placentario,
Obito fetal ou morte neonatal precoce. Mulheres com doppler normal
apresentaram comportamento semelhante ao da populacdo de gestantes de baixo
risco (HARRINGTON et al.,, 2004). Doppler alterado entre 19 e 26 semanas
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detecta 50% dos casos destinados a desenvolver pré-clampsia, com risco relativo
de 2,7 (AXT-FLIEDNER et al., 2005). Em hipertensas cronicas em uso de
medicacédo, doppler de artérias uterinasrealizado entre 16 e 20 semanas foi capaz
de predizer sobreposicéo de PE em 21,2% delas (ZEEMAN et al., 2003).

Frusca et al. (1998) encontraram pré-eclampsia sobreposta a hipertenséo arterial
sistémica em 12% das gestantes com doppler de artérias uterinas alterado e em
nenhuma com doppler normal. Seu estudo foi realizado em 78 gestantes com
hipertensao arterial cronica entre 24 e 25 semanas de gravidez e nesse grupo a
incidéncia de PE sobreposta foi de 3,9%. Doppler alterado (IR>0,58 e/ou incisura
bilateral) abaixo de 24 semanas significa que a evolucdo para PE ocorre em 12%
dos casos. E se a alteragdo persiste na 34 semana de gestacdo, 36% evoluem
com PE sobreposta. Portanto, a hipertenséo cronica e o risco de desenvolvimento
de PE sofrem influéncia da presenca ou auséncia de alteracdo no doppler das
artérias uterinas (FRUSCA et al., 1998, HARRINGTON et al., 2004; POON et al.,
2009).

2.3.2 Marcador bioquimico

A hipétese de que a placenta elabora fatores de angiogénese solUveis que
induzem disfuncdo das células endoteliais maternas na PE foi sugerida pela
primeira vez por Roberts et al. (1989). Sua presenca no plasma materno antes da
manifestacdo clinica da PE faz delas promissoras moléculas preditivas de pré-
eclampsia. Numerosos biomarcadores foram avaliados como preditivos de PE,
mas nenhum deles consolidou seu valor clinico. Os mais promissores marcadores
séricos de screning de PE numa fase relativamente precoce na gravidez séo o
PIGF e sFlt-1 livres (BAUMANN et al., 2008).

2.3.2.1 VEGF, PIGF e sFlt-1 na predicéo de pré-eclampsia

Importantes estudos longitudinais retrospectivos caracterizaram o perfil da

concentracéo sérica dos fatores de angiogénese em varios intervalos durante a
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gravidez normal e nas gestantes que desenvolveram pré-eclampsia. No estudo
caso-controle do uso do calcio para prevencgéo de PE, amostras de plasma foram
armazenadas mensalmente e a curva do PIGF, VEGF e sFlt-1 livres foram
desenhadas para gestantes normais e nas que tiveram preclampsia. Outros
autores também reportaram que essas mudancas na concentracdo das formas
livres dos fatores de angiogénese sdo mais pronunciadas e precoces e podem
anteceder cinco a 11 semanas a manifestagéo clinica dessa sindrome (LEVINE et
al., 2004; CHAIWORAPONGSA et al., 2005; NOORI et al., 2010; WIDMER et al.,
2007). Além disso, a queda do sFlt-1 diminui lentamente no pés-parto (POWERS
et al., 2004).

Quantitativamente, os niveis séricos do sFlt-1 e PIGF na fase pré-sintomatica da
PE correlacionam-se com as formas graves e precoces. No segundo trimestre da
gravidez foram encontrados niveis séricos baixos de PIGF e altos de sFlt-1 entre
a 222 e a 362 semanas de gestacdo em gestantes de alto risco de pré-eclampsia.
A relacao sFlt-1/PIGF entre 22 e 26 semanas foi altamente eficaz na predi¢do de
pré-eclampsia precoce (MOORE SIMAS et al., 2007).

De acordo com alguns estudos, a alteragdo do sFlt-1 ao longo da gravidez
parece ser o melhor marcador isolado de PE, entre outros marcadores de
angiogénese (ROMERO et al., 2008 ; WATHEN et al., 2006).

Os fatores de angiogénese foram analisados em relacdo aos semestres da
gravidez como preditores de PE. No primeiro trimestre, os resultados indicavam
comportamento diferente do PIGF em relagédo ao sFlt-1 (ROMERO et al., 2008).
Parece concenso entre os autores de que apenas 0s niveis de PIGF mostram-se
reduzidos antes da pré-eclamspia (VATTEN et al.,, 2007), enquanto outros
marcadores, sFlt-1 e VEGF apresentam niveis séricos conflitantes ou auséncia de
correlacdo (RANA et al., 2007; SMITH et al., 2007a).

Muitos estudos de predicédo dos fatores angiogénicos no inicio e final do segundo
trimestre da gravidez foram analizados (TAB. 1). De modo geral, a sensibilidade

variou de 59 a 100%, a especificidade de 51 a 100%, as razdes de
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verossimilhanga positiva e negativa para o PIGF, sFlt-1, para todos os casos de
pré-eclampsia, variou de 1,3 ao infinito e de 0,0 a 0,8, respectivamente. Para a
pré-eclampsia de inicio precoce, a sensibilidade e especificidade variaram de 77 a
100% e 51 a 87%, respectivamente. Esse dados reforcam que a predicao positiva
dos fatores angiogénicos é melhor para PE de inicio precoce. A relacdo sFlt-
1/PIGF reflete as mudancas no equilibrio entre sFlt-1 e PIGF e tem se mostrado
mais eficaz na predicdo de pré-eclampsia do que qualquer medida isolada dos
fatores de angiogénese (RANA et al., 2007). No entanto, outros estudos nao
confirmaram aumento da predigéo positiva de PE utilizando dessa relagao ou de
qualquer outra relacéo entre os fatores de angiogénese (DIAB et al., 2008; LIM et
al., 2008).

O PIGF urinario também tem sido registrado em baixas concentracdes durante a
gravidez nas gestantes que mais tarde desenvolveram PE e usado com screennig
de PE durante a gravidez (LEVINE et al., 2005).

Outro receptor soluvel encontrado no plasma antecedendo complica¢cdes na
gravidez é o SVEGF-R2. Esse biomarcar ndo se mostram especificos de PE, uma
vez que significativa queda nos seus niveis séricos foi observada nas gestantes
com fetos com CIUR (CHAIWORAPONGSA et al., 2008).

Em relacdo as desordens hipertensivas da gravidez realizou-se um estudo no
primeiro trimestre da gravidez, em torno da 102 semana, tipo caso-controle de
predicdo de PE e hipertensdo gestacional. Nesse estudo o PIGF e sFlt-1 foram
dosados e como resultado, baixas concentracdes de PIGF aumentou duas vezes
o risco de PE. A associacdo do aumento sérico de sFlt-1 mais fatores de risco
materno, aumentou mais que o triplo o risco de pré-eclampsia. A analise da
associacao do PIGF, sFlt-1 e fatores de risco maternos nao foi significativamente
diferentes nas gestantes que desenvolveram hipertensao gestacional (THADHANI
et al., 2004).

Estudo-piloto sugeriu que o sEng pode ser util na diferenciagdo da PE de outras

desordens hipertensivas da gravidez, como hipertensdo gestacional e hipertenséo
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arterialcrénica. Parece que o sEng é inespecifico quanto a predicao isolada de PE
(SALAHUDDIN et al., 2007).

Diversas pesquisas tém avaliado o seEng combinado ao sFlt-1, ao PIGF (LEVINE
et al.,, 2006b; RANA et al.,, 2007) e a relacdo PIGF/sEng em varios momentos
durante a gravidez, para esclarecimento sobre o uso desse biomarcador como
screening de pré-eclampsia na gravidez (EREZ et al., 2008). Dados de estudos
retrospectivos e prospectivos tém descrito significativo aumento de ambos, sFltl e
sEng, no plasma desde o inicio da gravidez (LEVINE et al., 2006b; PARK et al.,
2005; WATHEN et al., 2006). As elevacdes de sEng e da relacdo sFIt1/PIGF no
final do segundo e inicio do terceiro trimestre estdo associados a risco
significativamente elevado de desenvolvimento de PE precoce. A relagéo
sFIt1/PIGF tem se revelado indice mais significativo e melhor preditor de PE em

comparacao aos fatores angiogénicos isolados (LEVINE et al., 2005).

Recente avaliacdo de coorte longitudinal prospectiva avaliou o risco de PE no
primeiro trimestre da gravidez usando a relacdo PIGF/SEng vs sFltl e obteve
sensibilidade de 100%, especificidade de 95,3%, valor preditivo negativo de 100%
e verossimilhanca positiva de 57,6 (KUSANOVIC et al., 2009).
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Tabela 1- Fatores de angiogénese na predigao de pré-eclampsia

Autor, ano n IG FA Resultado Cutoff S (%) E (%) LR+ LR-
Hertiz, 2004 23 25-28 sFit-1 PE 957ng/mi 88 100 % 0.1
Chaiworapongsa, 2005 44 casos 24-28
44 controle 28-32 PIGF PE 90 pg/mL 93 94 16.6 0.1
Park, 2005 32 casos 128  16-23 sFit-1 PE 500 pg/mL 59 62 16 07
controle
Ye, 2006 172 26-28 sFIt-1 PE 8.75 malL 88 97 337 0.1
Stepan, 2007 63 19-24 PIGF PE 118 pa/mL 77 62 2.0 04
sFit-1 500.5 pg/mL 62 70 21 0.5
sFIt-1/PIGF ratio 3.15 62 51 13 0.8
sFit-1 + PIGF PE e 631.3/81.8 pa/mL 77 73 29 0.3
PE precoce
Espinoza, 2007 3296 22-26 PIGF PE 280 pa/mL 69 51 1.4 0.6
PE precoce 80 51 1.6 04
PE grave 82 51 17 0.4
Chen, 2007 146 20-26 sFit-1 PE 3344 na/mL 100 96 250 0.0
Diab, 2008 108 23 PIGF PE 144 pg/mL 88 81 46 02
PIGF PE precoce 134 pa/mL 100 76 42 0.0
sFIt-1 PE 614 pa/mi 96 87 74 0.1
PE precoce 978 pa/ml 100 87 77 0.0
sFIt-1/PIGF ratio PE 3.92 100 85 6.7 0.0
Lim, 2008 40 casos 100  14-21 sFit-1 PE 2705.8 pag/mL 85 56 1.9 03
controle sFIt-1/PIGF ratio 205 85 67 26 0.3
De Vivo, 2008 52 casos 52 24-28 PIGF PE 382.5 pg/mL 92 81 48 0.1
controle

IG: idade gestacional, FA: fatores de angiogénese, S: sensibilidade, E: especificidade, LR+: Jikelihood positivo, LR-: likelihood negativo, PE: pré-eclampsia,
Adaptado de LINDHEIMER, 2009
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2.4 Aspectos atuais da predi¢cdo da pré-eclampsia

A associacao do doppler a vérias proteinas e hormonios tem sido estudada como
potencial marcador precoce de pré-eclampsia e suas formas clinicas. No primeiro
e segundo trimestres da gravidez, concentracdes elevadas de proteina 13
placentaria (PP-13), gonadotrofina coribnica humana (hCG), alfa-fetoproteina,
proteina A, lepitina e fatores de crescimento insulina-like e inibina-A sao
preditoras de pré-eclampsia (AQUILINA et al., 2001; NICOLAIDES et al., 2006).
Algumas dessas proteinas associadas ao doppler das artérias uterinas mostram
beneficios na predicdo da pré-eclampsia (ESPINOZA et al., 2007; SPENCER et
al., 2007; SIBAI et al., 2008). O aumento quantitativo de células fetais livres no
sangue materno e a alteracdo cromossémica também elevam a incidéncia de pré-
eclampsia (BDOLAH et al., 2006; COTTER et al., 2004; SARGENT; GERMAIN;
SACKS, 2003). No entanto, os fatores de angiogénese sdo especificos das
células endoteliais e, assim como o doppler das artérias uterinas, tém similaridade
no processo da formacéao placentaria (LAM; LIM; KARUMANCHI, 2005).

2.5 Relacdo do doppler com os fatores de angiogénese na predi¢cdo de pré-

eclampsia

Para melhorar a capacidade preditiva dos testes individuais, alguns
pesquisadores tém proposto combinacfes ou comparacdes de testes bioquimicos
e biofisicos. Espinoza et al. (2007) realizaram estudo de coorte com 3.348
mulheres, avaliando a associacdo com o doppler das artérias uterinas alterado
(incisura bilateral e/ou média do IP = p95%) e concentracdes plasmaticas
maternas do PIGF (cutoff <280 pg/mL) no segundo trimestre para predicao de pré-
eclampsia e suas formas grave e precoce. Em geral, a abordagem combinada
melhorou a especificidade e os resultados positivos para a predigdo de todos os
casos de pré-eclampsia e também das formas precoces, no entanto houve queda

na sensibilidade preditiva na andlise dos resultados (ESPINOZA et al., 2007).
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O melhor ponto de corte para o PIGF (cutoff de 144 pg/mL) e sFlt-1 (cutoff de 614
pg/mL) e da relacdo sFlt-1/PIGF (cutoff de 3,92) foi comparado ao doppler de
artérias alterado (incisura bilateral e média de IP = 1,45), no segundo trimestre da
gravidez (23 semanas) quanto a acuidade em predizer pré-eclampsia. A
concentracdo plasmética de sFlt-1 estava aumentada e de PIGF diminuida nas
gestantes que desenvolveram PE e/ou CIUR em relacdo ao controle e essa
alteracdo foi mais pronunciada abaixo de 34 semanas de gestacdo. As
respectivas sensibilidade e especificidade da relacdo sFlt-1/PIGF foram a maior
(100 e 85%) entre os outros fatores de angiogénese: PIGF (88 e 81%) sFlt-1 (96 e
87%) e superior ao doppler (64 e 85%) na predicdo de todos os casos de pré-
eclampsia (DIAB et al., 2008).

Para investigar a precisdo na predicdo de PE precoce/tardia e PE com CIUR no
segundo trimestre da gravidez (24 semanas), utilizou-se o doppler das artérias
uterinas (média do IP) e dos fatores angiogénicos (PIGF e sFlt-1). A combinacdo
doppler alterado com o PIGF foi mais sensivel em predizer PE precoce e/ou
CIUR, mas para PE tardia a associacdo ndo trouxe beneficio. Além disso, a
sensibilidade do sFlt-1 foi menor (35%) que do doppler isolado (CRISPI et al.,
2008).

N&o foi encontrada relacdo entre doppler alterado (34 gestantes) e fatores de
angiogénese (PIGF e sFlt-1) numa coorte prospectiva composta de 222 gestantes
analisadas entre 16 e 23 semanas. O resultado desse estudo sugere
independéncia entre esse biomarcadores na predicdo de pré-eclampsia (MULLER
et al., 2006).

Os resultados da associacdo ou analise conjunta dos fatores de angiogénese com
o doppler de artérias uterinas sao conflitantes e, dessa forma, ha necessidade de
prosseguir com mais pesquisas em populacdes diversas, para universalizar
pontos de corte e avaliar a aplicabilidade desses biomarcadores na predi¢cdo da
pré-eclampsia. O bloqueador de sFlt-1, o VEGF121, tem sido investigado e
encontra-se em fase experimental, exibindo resultados animadores (GILBERT et
al., 2010). A possibilidade de controlar o balanco angiogénico no plasma abre
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novas perspectivas terapéuticas e em breve espera-se beneficiar gestantes de
risco de pré-eclampsia durante o pré-natal.
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3 OBJETIVO

Verificar a capacidade dos fatores de angiogénese (PIGF e sFlt-1) e do doppler
das artérias uterinas em predizer pré-eclampsia nas gestantes normotensas em
relacdo as gestantes com hipertensdo arterial cronica, a partir do segundo

trimestre da gravidez.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes

No periodo de dezembro de 2006 a janeiro de 2008, foram selecionadas 78
gestantes matriculadas no pré-natal do ambulatorio do Hospital das Clinicas, para
estudo transversal de predicdo de pré-eclampsia, a partir do segundo trimestre da
gravidez, e que possuiam fatores de risco para essa condicdo. A andlise dos

resultados foi realizada em 71 gestantes que finalizaram o estudo.

O grupo acompanhado foi constituido por gestantes primigestas, hipertensas
crbnicas e gestantes com historia anterior de pré-eclampsia. Elas foram
agrupadas para a formacdo de dois grupos finais constituidos de gestantes
normotensas (grupo A) e gestantes com hipertenséo arterial sistémica (grupo B).
Pertenciam ao grupo B, cinco primigestas com hipertenséo arterial sittmica. Da
mesma forma, oito (38%) com historia prévia de pré-eclampsia e que continuaram
hipertensas depois da gravidez foram distribuidas no grupo das hipertensas
cronicas. O grupo A, no final, foi composto de 33 (71%) gestantes primigestas
saudaveis e 13 (28%) com histéria de pré-eclampsia anterior sem sequelas de
hipertensdo arterial cronica. Todas apresentavam, no momento da incluséo,
pressdo arterial normal: presséo arterial sistdlica (PAS) < 140 mmHg e pressao

arterial diastdlica (PAD) < 90 mmHg.

Assim, somavam-se, no final, 46 gestantes normotensas (grupo A) e 25 com
histéria de HAS com controle clinico e/ou farmacologico adequado dos niveis

pressoricos (grupo B).

Houve concordancia das gestantes em participar deste estudo, na forma verbal e
escrita no termo de consentimento pdés-informado. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais, n° 078/05 (ANEXO A).
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PE anterior
n=21

GRUPO A _ RUPOQ B
Normotensas Hipertensas
n =46

FIGURA 8 - Diagrama numérico das gestantes da coorte e subdivisdo que
formaram os grupos A e B.

4.1.1 Critério de exclusao

Foram excluidas gestantes tabagistas, diabéticas, com doencas autoimunes e
aquelas com fetos mudltiplos, portadores de anomalias estruturais ou de doencas
gue sabidamente alteram os fatores de angiogénese (CARMIELIET, 2003).

No final do estudo, 14 (19%) gestantes foram excluidas da andlise estatistica por
ndo terem proteindria caracterizada, embora tivessem elevagdo da pressao

arterial no momento da internacdo para parto.



TABELA 2

Caracteristicas comparativas entre as gestantes dos grupos A e B
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Grupo A Grupo B p
Parametros n=46 (%) n=25(%)

mediana mediana
Caracteristicas gerais - - -
Idade (anos) 18 32 <0,001
Paridade 1 3 <0,001
Raca n=70* ( 98%) - - -
Branca 17(37%) 3 (12,5%)* ok
N&o branca 29(63%) 21(87,5)* rxk
IG coleta/doppler (semanas) 26,3 26,4 0,72
IG parto (semanas) 38,0 38,0 0,09
IG Doppler (semanas) 26,3 26,4 0,72
Presséo arterial (mmHg) - - -
PAS 100 120 <0,001
PAD 60 80 <0,001
PAM 77 90 <0,001

IG: idade gestacional, PAS: pressao arterial sistélica, PAD: pressao arterial diastélica. PAM:

pressao arterial média, RN: recém-nascido.

* uma gestante néo foi classificada quanto a raca.

p, Kruskal-Wallis.

A TAB. 2 mostra que as gestantes do grupo A eram diferentes das gestantes do

grupo B quanto a: idade, paridade e niveis da pressao arterial. A caracteristica

“ser da raca ndo branca” (87%) foi mais frequente nas hipertensas cronicas,

assim como os niveis de pressao arterial. O doppler e a coleta de sangue foram

realizados em idades gestacionais semelhantes (p=0,72).

4.1.2 Caracterizacdo das gestantes do grupo A

Todas as gestantes do grupo A eram normotensas, independentemente da sua

origem. Os dados clinicos gerais da idade, paridade, idade gestacional da coleta e

presséao arterial estdo descritos na TAB. 2.
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4.1.3 Caracterizacéo das gestantes do grupo B

Nas gestantes hipertensas cronicas foi averiguado o controle clinico com ou sem
uso de anti-hipertensivo, em mono ou politerapia. O uso de a-metildopa foi o
medicamento predominante no grupo e duas gestantes eram controladas com a
associagao de nifedipina e a-metildopa. Trés ndo usavam anti-hipertensivo no
inicio de pré-natal e permaneceram sem medicamento até o parto. Na TAB. 2

estdo descritas as caracteristicas dos dados das gestantes do grupo B.

Os dados laboratoriais das gestantes hipertensas cronicas foram colhidos no
cartdo de pré-natal e/ou prontuario uma Unica vez e na primeira consulta, como
de rotina no pré-natal de risco. Mais dados laboratoriais de seguimento nao foram
colhidos. Uma gestante hipertensas crénica apresentou o mais alto nivel de
creatinina sérica do grupo (creatinina=1 mg/dL). Seus niveis de proteinuria de 24
horas eram de 250 mg/dL, ureia de 19 e clearance de creatinina de 82. Essa
gestante tinha 39 anos, estava na sua quarta gestacéo e fazia uso de associacao
de anti-hipertensivo (nifedipina e a-metildopa) para controle da hipertensao

arterial.

4.2 Métodos

4.2.1 Técnica do exame de dopplervelocimetria das artérias uterinas

Para realizar o exame de dopplervelocimetria das artérias uterinas, a posi¢cao de
semi-fowler foi padrédo para todas as gestantes. Utilizou-se o aparelho de
ultrassom Medison — SonoAce e o transdutor convexo com 3,5 MHz de frequéncia
e angulo de insonacdo abaixo de 60 graus, com filtro de 100 Hz. O exame de
ultrassonografia obstétrica foi realizado para avaliar a concordancia cronoldgica e
vitalidade fetal. Utilizou-se color-doppler no plano obliquo da pelve para localizar a
artéria uterina. O doppler pulsado mostrou o espectro de onda e apds obterem-se
pelo menos trés ondas simétricas foi realizada a mensuragcdo manual de uma

delas.
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A persisténcia de incisura, classificada de forma subjetiva pela queda na
velocidade do fluxo sistolico e antes do fluxo maximo da diastole, foi considerada
anormal apés 26 semanas (FLEISHER et al., 1996).

A maioria das ondas da artéria uterina foi copiada e anexada no livro de dados ao
longo deste trabalho. A indicacdo do exame e 0 método aplicado para qualificar
alteracéo no doppler seguiram protocolo da Maternidade do Hospital das Clinicas.
O exame foi feito por examinador Unico com qualificacdo para realizacdo de

ultrassom e doppler em obstetricia.

A persisténcia da incisura bilateral foi analisada no grupo A e B quanto a
frequiéncia e percentagem de distribuicdo no momento da incluséo das gestantes
na coorte. A diferenca da persisténcia da incisura bilateral no segundo trimestre
da gravidez nas gestantes que compuseram o grupo das normotensas em relacao

ao grupo das hipertensas cronicas foi analisada através de testes estatisticos.

4.2.2 Coleta de sangue

Amostra de 10 mL de sangue periférico foi obtida por punc¢éo da veia anticubital,
com a paciente na posicdo sentada, utilizando-se alcool 70% para antissepsia
prévia. Empregou-se o0 sistema de Vacutainer estéril contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Num periodo inferior a 30 minutos da coleta, o

plasma foi centrifugado a 4.000 rotacfes por minutos, durante 10 minutos a —4°C.

O sobrenadante foi congelado em eppendorf com capacidade para 3 mL
devidamente marcados e armazenados em contéiner de nitrogénio liquido, a
—-80°C.
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4.2.3 Dosagem do fator de angiogénese (PIGF e sFlt-1)

A analise quantitativa dos fatores de angiogénese se deu pela técnica de Enzime
Linked Imunosorbent Assay (ELISA), que se baseia no principio de sanduiche de
anticorpos. As substancias pré6 e antiangiogénicas, no caso de antigenos,
estavam presentes no sangue periférico dessas gestantes desde o primeiro
trimestre da gravidez (LEVINE et al., 2004).

Para deteccao plasmatica do PIGF e sFlt-1 livres foram utilizados kits DuoSet
ELISA comercial e Quantikine ELISA, respectivamente, ambos da R&D Systems.
A relacdo sFlt-1/PIGF foi calculada conforme o resultado do quociente entre 0s
dois valores. A sensibilidade dos kits para deteccédo do sFlt-1 foi de 31,2 pg/mL e
do PIGF, minima de 7,0 pg/mL.

4.2.4 Técnica de dosagem

Do material estocado a —80 graus foram retiradas as amostras identificadas com a
sigla alfa/nimero e colocadas em gelo seco para transporte até o Laboratério de
Angiogénese do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. As amostras foram

descongeladas sob resfriamento e entdo processadas.

4.2.5 Dosagem do fator de crescimento placentario PIGF e do sFlt-1

A dosagem do PIGF iniciou-se adicionando o anticorpo especifico a uma
microplaca estéril para ensaio de ELISA. Criou-se, dessa forma, uma superficie
sélida de anticorpos. Essa é a fase de sensibilizagdo da placa com anticorpos
especificos. O excesso de anticorpo foi removido por lavagens padronizadas e um

reagente bloqueador foi adicionado a placa.

O kit Quantikine (R&D Systems) utilizado para detec¢cédo do sFlt-1 no plasma se

difere do Kit Duoset por ja conter anticorpos especificos de deteccdo do antigeno
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incorporado a superficie dos poc¢os na placa de ELISA. O processo de dosagem
torna-se mais agil e simplificado.

As etapas seguintes sdo semelhantes para os dois kits (DuoSet ELISA e
Quantikine ELISA).

Nas placas sensibilizadas com anticorpos adicionou-se o plasma no qual estava o
antigeno que se desejava quantificar. Ocorreu entdo a ligacdo dos antigenos com
0s anticorpos. Outro anticorpo ligado a uma enzima foi capaz de detectar a
reacdo anterior (anticorpo/antigeno), completando-se o “sanduiche” de ELISA. O
substrato dessa enzima foi adicionado aos pocos da placa e a reagcdo enziméatica
gue se processou exibiu coloracdo amarelada, com intensidade proporcional a

guantidade da reacéao.

Finalmente, verificou-se novamente mudanca na coloracdo para alaranjada, ao
adicionar solucao paralisante da reacdo a base de acido. A intensidade dessa cor

foi mensurada no leitor de ELISA.

4.2.5.1 Sensibilizacdo da placa de ELISA para deteccao de PIGF

No primeiro dia foi selecionada placa padronizada com 96 pocos para ensaio de
ELISA. Essa placa foi sensibilizada com 100 yL por poco de solugédo contendo
anticorpo de captura do PIGF. A placa foi vedada, colocada em caixa escura e
Umida a 4°C (geladeira) e incubada overnight.

Para o preparo do anticorpo de captura foi usada a solucdo de estoque do kit —
180 mg/mL de mouse anti-human VEGF e 720 mg/dL de mouse anti-human PIGF
reconstituida em solucéo de PBS (1,0 mL), conforme protocolo do kit, para atingir
a concentracdo de 4,0 mg/mL PIGF em 10 mL de solucdo salina tamponada
Phosphate buffered saline (PBS) (cloreto de sodio - NaCL a 137 mM,; cloreto de
potassio - KCl a 2,7 mM; fosfato disodium do hidrogénio - Na2HPO, a 8,1mM,;
hidrogenofosfato de potassio - KH,PO4 a 1,5 mM; agua deionizada 1.000 mL).
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4.2.5.2 Segunda etapa do ensaio para deteccédo de PIGF: bloqueio

No dia seguinte, todo o contetdo dos pogos foi desprezado e, em seguida,
iniciado o processo de lavagem com 100 mL/poco de tween 20. O processo de

lavagem foi padronizado em cinco vezes, usando-se pipeta multicanal.

Depois, foram colocados em cada poco 300 pL de tampéo de bloqueio. A placa foi
vedada e incubada por uma hora em temperatura ambiente. Apds esse tempo, o
conteudo da placa foi retirado e novas lavagens foram realizadas.

e Tween 20 (polioxietilensorbitano monolaurato_Synth_ ¢6d.T1038).

e Tampéao de bloqueio (solucdo de PBS estéril com BSA 1% - albumina

serum bovina).

A) Adicdo das amostras nas placas para deteccdo do PIGF e SFlt-1, formacéo do

padréao e do branco

As amostras foram descongeladas e usadas sem processo de centrifugacdo ou
diluicdo. A placa foram adicionados o branco, a curva-padrdo e as amostras em
duplicata, nesta ordem, e incubada overnight a 4°C.

4.2.5.3 Terceira etapa do ensaio: deteccao e revelagcéo

Na ultima fase do ensaio desprezou-se o conteudo das placas. Apés lavagens
sucessivas, adicionou-se em cada placa o anticorpo de deteccdo da reacao, ja
ocorrida entre o antigeno da amostra e o anticorpo da placa, finalizando o
chamado “sanduiche” de ELISA. Esse processo ficou em incubacédo por
aproximadamente uma hora. Em seguida, o conteudo dos pocos das placas foi

aspirado. Seguiram-se novas lavagens, com solugao de Tween 20.
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A enzima empregada foi estreptovidina e o substrato o o-fenilenodiamina
hidrocloridrico (OPD), Sigma, que d& cor amarelada a placa, num periodo nao
superior a 20 minutos. A reacédo foi paralisada com o tampao acido de citrato/
fosfato. Foi realizada leitura em leitor de microplaca de ELISA, em absorbancia,
num comprimento de onda de 492 nm. A conversao de absorbancia para pg/mL
foi obtida por meio da média aritmética da somatoria das absorbancias.

A curva-padréo do ensaio do sFlt-1 e a do PIGF tiveram correlacdo de 0,997 e

0,98, respectivamente, com a curva-padréo do Kit.

4.2.6 Diagnostico de pré-eclampsia

Durante o seguimento as gestantes, foi averiguada a existéncia de pré-eclampsia,
conforme critérios da National High Blood Pressure Education Programs Working
Group (NHBPEPWG, 2000). Segundo essa classificacdo, hipertensdo gestacional
é definida como presséao arterial sistolica e diastolica 2140/90 mmHg e proteinuria
= 300 mg em amostra de urina de 24 horas ou teste de fita positivo em urina

aleatoria e sem evidéncia de infeccdo do trato urinario.

Nas gestantes hipertensas cronicas, o diagndéstico de pré-eclampsia teve como
embasamento o aumento ou surgimento de proteindria, aumento subito e piora da
pressao arterial com proteinudria ou desenvolvimento de sinais e sintomas de pré-
eclampsia apds 20 semanas ou anormalidades laboratoriais caracteristicas da
sindrome (QUADRO 1).

4.2.7 Medida da presséo arterial

A pressao arterial foi mensurada segundo protocolo da Maternidade: paciente
assentada por pelo menos cinco minutos, emprego do esfignomandmetro tipo
coluna de mercurio (marca BD®) colocado no brago esquerdo, com utilizagdo do

método auscultatoério.
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A determinacédo do limite superior e inferior da pressdo sanguinea foi obtida pela
identificacdo do | e V sons de Korotkoff (BROWN et al., 2001). A pressao arterial
sistélica teve marco no surgimento do primeiro som e a diastélica no
desaparecimento do som, durante a desinsuflacdo do manguito de presséo. Para
compor uma das bases do diagnéstico de pré-eclampsia, foi considerada presséo
arterial maior ou acima de 140/90 mmHg apdés 20 semanas de gestacdo. O
aumento da presséao arterial foi confirmado numa segunda medida com intervalo
de pelo menos quatro horas (NHBPEPWG, 2000).

A pressao arterial média foi calculada em dois momentos neste estudo: na
inclusdo das gestantes na coorte e no final da gravidez, quando € aferida a PA

das gestantes na Maternidade.

Empregou-se a férmula presséo arterial média = (pressao sistélica + 2 pressfes
diastolicas) 1/3, segundo Roberts (1999):
PAM = (PS + 2PD) 1/3

4.2.8 Mensuracdao da proteinaria

Nas avaliagbes qualitativas, quando a gravidade do caso ndo permitiu a coleta
quantitativa em 24 horas, amostra de urina foi colhida no momento da admisséo e
testada quanto a existéncia de proteindria, pela fita medidora. Considerou-se

positiva a leitura superior a uma cruz (= 300 mg/dL).

Nas avaliagbes quantitativas, amostra de urina foi colhida por 24 horas, sob
orientacado da enfermagem, segundo protocolo da Maternidade, considerando-se

para diagnostico de proteinudria na pré-eclampsia valores acima de 0,3 gramas.
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QUADRO 1

Classificacdo dos estados hipertensivos na gravidez

Hipertensao arterial crénica:
Pressao alta anterior a gestacdo de qualquer etiologia: essencial; renovascular;
suprarrenal; e aquela diagnosticada pela primeira vez na gestacdo e sem

remissao no pos-parto.

Pré-eclampsia:
Sindrome especifica do periodo gestacional, determinada pelo aumento da

pressdo apos 20 semanas e proteindria.

Pré-eclampsia sobreposta a hipertensao crénica:

- Agravamento subito dos niveis pressoricos em gestantes hipertensas bem-
controladas.

- Proteinudria em gestantes hipertensas.

- Agravamento subito da proteindria em gestantes hipertensas previamente
proteindricas.

- Trombocitopenia e elevacao de enzimas hepéticas.

Hipertensao gestacional:

Mulheres que tiveram niveis pressoricos elevados diagnosticados pela primeira
vez durante a gravidez e sem proteinuria. Esse diagnostico é transitorio até que
aparecam outros sinais da sindrome da pré-eclampsia ou a pressdo arterial

elevada persista apés o parto confirmando a quadro de hipertensédo crénica.

Fonte: National High Blood Pressure Education Program Working Group (2000).

4.2.9 Analise dos fatores de angiogénese e do doppler das artérias uterinas

Os fatores de angiogénese e a persisténcia de incisura bilateral nas artérias
uterinas foram analisadas no momento da formagé&o da coorte ( grupo A e grupo

B) e nos subgrupos que se formaram no final do estudo.
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Observou-se a formacéo de diferentes subgrupos conforme os niveis da pressao
arterial e presenca de proteindria no final do estudo. Algumas gestantes
permaneceram normotensas enquanto outras tiveram elevacdo da presséo
arterial com proteindria, caracterizando a pré-eclampsia. Um terceiro subgrupo,
com 14 gestantes, teve presséo arterial elevada, mas sem proteinuria detectada

ou mensurada e foram excluidas da analise final.

4.2.9.1 Anadlise da concentracdo dos fatores de angiogénese nas gestantes dos

grupos A e B e na predicao dos subgrupos formados

Os fatores de angiogénese (PIGF, sFlt-1 e relacdo sFlt-1/PIGF) foram
guantificados somente no momento da inclusdo das gestantes na coorte, em uma
Unica dosagem no plasma, a partir do segundo trimestre da gravidez,
caracterizando o tipo de estudo transversal.

O resultado quantitativo da concentracdo sérica desses fatores de angiogénese
foi analisado no grupo A (normotensas) e comparado com as gestantes do grupo
B (hipertensas crbnicas). Outra analise foi da capacidade desses fatores de
angiogénese em predizer pré-eclampsia a partir do segundo trimestre da

gravidez, numa fase assintoméatica da doenca.

4.2.9.2 Analise da persisténcia de incisura bilateral nas gestantes do grupo A e B

e na predi¢cao dos subgrupos formados

A persisténcia de incisura bilateral nas artérias uterinas foi analisada a partir do
segundo trimestre da gravidez quanto a sua frequéncia (absoluta e relativa) nos
momento da incluséo das gestantes na coorte e nos subgrupos que se formaram

no final do estudo.
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4.2.10 Curvas ROC

A curva ROC foi obtida ao selecionar-se um diagrama interativo com calculo

automatico de sensibilidade e especificidade

A &rea sob a curva ROC (AUC) foi determinada para avaliar a acuidade individual
dos fatores de angiogénese em predizer pré-eclampsia a partir do segundo
trimestre da gravidez. O grupo de gestantes que ficaram normotensas foi
considerado “controle” em relacdo aquelas que desenvolveram pré-eclampsia. As
areas sobre a curva ROC dos fatores de angiogénese e do doppler foram

comparadas para definir a acuracia desses preditores de PE nessa coorte.

4.2.11 Determinacao do cutoff para o PIGF, sFlt-1 e relag&o sFIt-1/PIGF

Ao determinar o melhor cutoff para o PIGF, sFlt-1 e relagdo sFlt-1/PIGF,
considerou-se o valor da maior sensibilidade, determinada pela curva ROC. Em
seguida, as caracteristicas do resultado de cada fator de angiogénese e do
doppler (sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo, razdes de verossimilhanca e risco relativo) foram calculadas e
comparadas entre si, para determinar o melhor preditor de PE nesse grupo

especifico de gestantes (TAB. 7).

Em seguida, o cutoff de cada fator de angiogénese foi associado a incisura
bilateral, em série e em paralelo, para verificar o beneficio dessa associacdo na

predicao da pré-eclampsia (TAB. 8 e 9).
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4.3 Andlise estatistica

4.3.1 Céalculo amostral

Trata-se de estudo transversal no qual uma coorte de gestantes com risco de pré-
eclampsia foi analisada no segundo trimestre da gravidez e observada até o
momento do parto. A amostra foi estimada em mais de 52 pacientes, com relacao
4:1. Empregou-se o programa Epilnfo versdo 2002, modelo Stacalc.Exe, com os
seguintes parametros: Erro a: 90%, erro B: 20%, semelhante ao estudo de
CHAIWORAPONGSA, 2005, no intervalo da idade gestacional semelhante ao

nosso estudo.

4.3.2 Andlise das variaveis

Para analise da significancia entre variaveis de distribuicdo anormal, empregou-se
o teste ndo paramétrico da mediana Kruskal-Wallis test. O nivel de significancia
aceitavel foi de p<0,05. As caracteristicas comparativas das gestantes que
compuseram a coorte estao descritas na TAB. 2.

A concentracdo de PIGF e sFlt-1 no plasma das gestantes dos grupos A e B no
momento da inclusdo no estudo foi analisada pelo teste de Kruskal-Wallis. Esse
mesmo teste foi empregado para investigar a possivel diferenca de concentracfes
dos fatores de angiogénese no segundo trimestre nas gestantes que mais tarde

desenvolveram PE ou permaneceram normotensas.

A analise dos dados foi executada empregando-se o programa MINITAB®
Releasel4- statistical software, versao 14.20 de 2005.



64

4.3.3 Método para determinacédo de AUC

As areas sob as curvas ROC foram automaticamente reveladas utilizando-se o
programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versdo 15.0. Desta
forma, o desempenho dos fatores de angiogénese e a persisténcia da incisura

bilateral foram avaliados quanto a acuracia em predizer pré-eclampsia.

4.3.4 Célculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor

preditivo negativo

Para célculo da acuidade dos fatores de angiogénese e da incisura bilateral na
predicdo de pré-eclampsia foi utilizada a tabela 2x2 do programa Epi Info, versao
3.5 de 2008.

O beneficio da associacdo dos fatores de angiogénese com incisura bilateral foi

avaliado em série e em paralelo, nesse mesmo programa.

O teste qui-quadrado foi utilizado para avaliar a probabilidade de haver
associacao entre os fatores de angiogénese e a ocorréncia de pré-eclampsia:

e PIGF e pré-eclampsia, p<0,001;

e sFlt-1 e pré-eclampsia, p=0,02;

e relacéo sFlt-1/PIGF e pré-eclampsia, p=0.01.

Considerando o tamanho da amostra e o valor numérico da frequéncia esperada
ser inferior a cinco na tabela 2x2, obteve-se o valor de significancia da associacéo
dos fatores de angiogénese com a incisura bilateral na predicdo a PE, de forma

isolada e associada, em série e em paralelo, pelo teste exato de Fisher.
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5 RESULTADOS

A andlise dos dados foi realizada em 71 gestantes que finalizaram a coorte e a
pré-eclampsia ocorreu em 12 (17%) delas, sendo sete (28%) do grupo B e cinco
(10%) do grupo A. Mais da metade das gestantes, 45 (63%), continuou

normotensa no momento do parto.

Dados clinicos das gestantes que compuseram 0s subgrupos de gestantes
normotensas e com pré-eclampsia no final da gravidez e a diferenca comparativa
entre elas, além das caracteristicas maternas e fetais, o resultado da incisura

bilateral e os niveis da presséo arterial estdo na TAB. 3.
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TABELA 3

Dados clinicos das pacientes e dos recém-nascidos no final da gravidez

Caracteristicas Total Normotensas Pré-eclampsia Valor p*
basicas n n=45 mediana n=12 mediana
Caracteristicas maternas

Idade (anos) 57 22,00 27,50 0,08
Paridade 57 1,0 2,0 0,11
Grupo A 43 38 (83) 5(10) 0,03
Grupo B 14 7(28) 7(28) ok
Raga n(%)

Branca 20 17(85) 3(15) 0,08**
N&o branca 37 28(76) 9(24) 0,49**
IB n(%) 11 4(36) 7(64) 0,03**
Presséo arterial (mmHg)

PAS 57 110,0 155,0 <0,001
PAD 57 70,00 100,00 <0,001
PAM 57 87,00 121,50 <0,001
Caracteristicas do parto

IG parto (sem) 57 38,00 36,50 0,001
Peso RN (gr) 57 2965 2548 0,07
Apgar 1 minuto 57 8,0 7,0 0,255

IG: idade gestacional, grupo A (normotensas), grupo B (hipertensas), IB: incisura bilateral;
PAS: pressao arterial sistélica, PAD: pressao arterial diastélica. PAM: pressao arterial média,
RN: recém-nascido* Kruskal-Walis test. **p: X2 analysis.
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5.1 Doppler das artérias uterinas

A distribuicdo da persisténcia da incisura nas artérias uterinas estdo demostradas

nas tabelas 4 e 5, abaixo:

TABELA 4
Distribuicdo das pacientes dos grupos Ae B
conforme resultado do doppler das artérias uterinas

Pacientes n=71 (%) IB presente IB ausente
11(15,5) 60 (84)
Grupo A n=46 (%) 6 (13) 40 (87)
Grupo B n=25 (%) 5 (20) 20 (80)
IB: Incisura bilateral p=0,46 (Kruskal-Walis test)

Em todas as gestantes foi realizado o doppler das artérias uterinas. A incisura
bilateral estava presente em 11 (15,5%) delas. Na TAB. 4 estdo demonstradas as
frequéncias numéricas e as percentagens das gestantes que compuseram o0
grupo A (normotensas) e o grupo B (hipertensas crénicas). A analise comparativa
da distribuicdo quantitativa da presenca ou auséncia de incisura nas artérias
uterinas no momento da inclusdo das gestantes no estudo n&o foi

estatisticamente diferente (p=0,46).

TABELA 5
Resultado do exame do doppler das artérias uterinas ao final da gravidez
Pacientes IB presente IB ausente
n(%) n(%)
Numero de pacientes n=57 11 (19) 46 (81)
Normotensas n=45 4 (8,9) 41 (91)
Pré-eclampsia n=12 7 (58,3) 5(41,6)

IB: incisura bilateral, p=0,03 (Kruskal-Walis test).



68

A TAB. 5 salienta a distribuicdo numérica e percentual da presenca ou auséncia
de incisura bilateral nas gestantes da coorte no final da gravidez. Das 11
incisuras, mais da metade permaneceu no grupo das gestantes que tiveram pré-
eclampsia (58%). No entanto, quatro incisuras (8,9 %) foram registradas nas
gestantes que permaneceram normotensas. A andlise estatistica da distribuicdo
final da incisura bilateral nas gestantes que tiveram pré-eclampsia em relacdo as

normotensas foi significativamente diferente (p=0,03).

As catorze gestantes que foram excluidas da andlise final de predicdo de pré-

eclampsia ndo apresentavam incisura bilateral nas artérias uterinas.
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5.2 Representacdo grafica das concentracdes dos fatores de angiogénese

no segundo trimestre da gravidez

5.2.1 Concentracédo sérica materna do PIGF nos grupos Ae B
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GRAFICO 1 - Representacéo por caixas do PIGF (pg/mL) nas gestantes

normotensas(0) e nas hipertensas crénicas(1).

As concentracdes no plasma do PIGF (pg/mL) das gestantes dos grupos A e B
estdo representadas no GRAF. 1. As caixas representam os limites dos intervalos
interquartilicos (25 e 75) e o traco interno, a mediana. A caixa com pontilhado
significa as gestantes hipertensas cronicas (grupo B).

O teste Kruskal-Wallis utilizado mostrou que a concentracdo plasmatica do PIGF
foi de 264,3 e 203,5 (pg/mL) nas gestantes dos grupos A e B, respectivamente.

Esses valores ndo eram significativamente diferentes (p=0,245).
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5.2.2 Dosagem sérica materna do receptor sollvel tirosina kinase (sFlt-1)
nos grupos Ae B
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GRAFICO 2 - Representacdo por caixas do sFlt-1 (pg/mL) nas
gestantes dos grupos A e B no segundo trimestre da gravidez.

O GRAF. 2 de caixas representa a concentracéo plasmatica do receptor solavel
tirosina quinase (sFlt-1) no momento da inclusédo das gestantes na coorte. A
concentracdo do sFlt-1 foi de 768,7 vs 718,5 (pg/mL) nas gestantes normotensas
e hipertensas cronicas, respectivamente. A relacdo entre as medianas das

concentragdes séricas do sFlt-1 ndo foi diferente entre os grupos (p=0,268).

A diferenca entre as medianas dos dois grupos, o intervalo interquartilico e os

outlines est&o representados no GRAF. 2.



5.2.3 Caixas da relacao sFlt-1/PIGF nos grupos Ae B
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GRAFICO 3 - Representacdo por caixas da relacdo sFlt-1/PIGF nas
gestantes dos grupos A e B.

(p=0,63)
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O valor numérico da relacdo sFlt-1/PIGF nas gestantes do grupo A e nas

gestantes hipertensas cronicas, grupo B, nao foi estatisticamente diferente (3,7 vs

3,4, respectivamente, p=0,630).
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das concentragcdes dos
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fatores de

angiogénese no segundo trimestre da gravidez em relagcdo aos eventos

encontrados no final do estudo
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GRAFICO 4 - Representacdo por caixas da concentracdo do PIGF

(pg/mL) no segundo trimestre da gravidez, nos grupos de gestantes que

se formaram no final da gravidez.

(p<0,001)

A concentracdo sérica do PIGF foi significativamente diferente no segundo

trimestre da gravidez, nos grupos de gestantes que se formaram no final do

estudo (p<0,001). As gestantes que desenvolveram pré-eclampsia apresentaram

mais baixas concentracdes plasmaticas de PIGF em relacdo ao grupo das

normotensas e hipertensas sem proteindria. A concentracdo no plasma do PIGF

naquelas com pré-eclampsia foi aproximadamente trés vezes menor em relacdo a

das gestantes normotensas.

As medianas da concentragéo do PIGF (pg/mL) nas normotensas foi de 266,09 vs

80,19 na pré-eclampsia, p<0,001.



GRAFICO 5 - Representacdo por caixas das concentracdes do sFlt-1
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O GRAF. 5 representa o intervalo interquartilico, a mediana, o valor maximo e

minimo do sFIt-1 (pg/mL) no segundo trimestre da gravidez. O teste de

significancia entre as medianas mostra que ja havia diferenca na concentracédo

desse fator entre as gestantes que mais tarde permaneceram normotensas ou

desenvolveram PE (741,73 vs 1.430,66 pg/mL, respectivamente, p=0,003).
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GRAFICO 6 - Representacéo por caixas da relacdo sFlt-1/PIGF no segundo

trimestre em relagédo aos eventos clinicos no final da gravidez.

O GRAF. 6 exibe a diferenca no resultado numérico da relagio entre sFlt-1 e

PIGF entre os grupos formados na internagao para o parto (p<0,001).

O resultado quantitativo da relagéo sFlt-1/PIGF nas gestantes que permaneceram
normotensas foi estatisticamente diferente daquelas que evoluiram para a pré-
eclampsia (3,40 vs 10,05). O teste de significancia das medianas mostra que elas
séo diferentes (p<0,001).
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5.2.5 Andlise dos fatores de angiogénese quanto a origem da pré-eclampsia

Os GRAF. 7 a 12 demonstram as concentracdes dos fatores de angiogénese,

PIGF e sFlt-1 em relacédo a origem da pré-eclampsia.
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GRAFICO 7 - Dosagem sérica do PIGF (pg/mL) nos subgrupos de

gestantes com PE.

A primeira caixa representa a concentracdo do PIGF (pg/mL), no segundo
trimestre da gravidez , da pré-eclampsia que se originou das gestantes que eram

do grupo A; e a segunda caixa a PE das gestantes do grupo B.

A analise dos valores das medianas para o PIGF manteve baixa concentracdo no
grupo das normotensas e grupo das hipertensas cronicas (146,65 vs 77,76 pg/mL,

respectivamente, p=0,19) que desenvolveram pré-eclampsia no final da gravidez.
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GRAFICO 8 - Dosagem sérica do sFlt-1 na pré-eclampsia dos

grupos A e B.

A analise dos valores das medianas para o sFlt-1 (pg/mL) néo foi diferente na pré-
eclampsia das gestantes normotensas (grupo A) em relacdo as hipertensas
cronicas (grupo B) - (1.326 vs 1.566,66 pg/mL, respectivamente, p=0,685).
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GRAFICO 9 - Calculo da relagdo dentre o sFlt-1 pelo PIGF na pré-

eclampsia de origem dos grupos A e B.

Ndo houve diferenca ao analisar-se a relacdo numérica da relacdo sFlt-1/PIGF
entre toda pré-eclampsia originada do grupo das gestantes normotensas em
relacdo a que se originou do grupo de hipertensas. Para calculo estatistico da
diferenca entre os dados, utilizou-se o Kruskal-Wallis test considerando-se a
distribuicdo ndo paramétrica. A relacéo sFlt-1/PIGF foi de 7,6 na PE do grupo A e
de 16,1 nas gestantes do grupo B (p=0,122).
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GRAFICO 10 - Curvas ROC do PIGF, sFlt-1 e da relacéo sFlt-1/PIGF

O GRAF. B mostra a area sob a curva ROC para o PIGF. A anélise dessa curva
indica que esse marcador tem boa acuidade em predizer pré-eclampsia. O valor
numeérico foi bem acima da linha diagonal, que representa uma relagdo de acaso.

O valor numérico da area sob a curva ROC do PIGF foi de 0,90.

Da mesma maneira foi gerada pelo programa SPSS 2008 a curva ROC para o
sFlt-1. No caso desse marcador, a area sob a curva ROC foi menor que a do

PIGF, no entanto, a acuidade de predicdo manteve-se elevada, 0,80.



79

I /
7
0,8 /’
/
7
7

I’l,'
a
2
[ 0,67 /'
O e
_— /,
o e
- a ', ,I
c - yd
O 0,47 V4
n ,/’
~
4
I,,
,/
/"
0,2 ,/
4
I”
7
4
e 4
~
4
0,0 T T I T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidade

GRAFICO 11 — Curva ROC sFIt-1/PIGF.

O poder discriminatério da relacdo sFlt-1/PIGF, ou seja, a acuracia global dessa

relagdo, foi mensurado a partir do célculo da area sob as curvas ROC. O mais alto

valor numérico foi obtido dessa relacéo (TAB. 6).
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GRAFICO 12 — Curva ROC doppler X relagéo sFlt-1/PIGF.

A area sobre a curva ROC do doppler das artérias uterinas (IB) e da relagédo sFlt-
1/PIGF esta representada no mesmo grafico, para dar melhor visibilidade da

acuidade desses testes em predizer pré-eclampsia.
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Descrigdo das areas sob as curvas ROC para os fatores de

angiogénese e o doppler das artérias uterinas

Parametros analisados

Area sob a curva

Doppler (IB)
PIGF
sFIt-1
sFIt-1/PIGF

0,74

0,90
0,80

0,95

A éarea sob a curva ROC para os parametros analisados esta demonstrada na

TAB. 6. Em geral, todos os marcadores apresentaram area sob a curva ROC

acima da linha de referéncia, sendo as maiores areas para a relacdo sFit-1/PIGF

e em seguida para o PIGF.

5.2.6 Tabelas da acuidade do doppler e dos fatores de angiogénese em

predizer pré-eclampsia

TABELA 7

Teste da acuidade do doppler das artérias uterinas e dos fatores de angiogénese

na predicdo de pré-eclampsia

S E VPP VPN LR+ LR- RR

Parametros

(%) (%) (%) (%) (1C)
IB x PE 57 58,3 93,2 636 91,7 86 04 7,6(2,9-19,8)
PIGF Cutoff £ 159,5 57 91,7 82,2 579 974 52 0,1 22(3-158)
sFlt-1 Cutoff 2 927,06 57 75 644 36 906 21 04 3,8(1,2-13)
sFIt-1/PIGF Cutoff 249 57 100 75,6 52,2 100 4 0 ok
sFIt-1/PIGF Cutoff2 54 57 91,7 778 52,4 97,2 4,1 0,1 19(2,6-136)

IB: incisura bilateral, PE: pré-eclampsia, S: sensibilidade, E:especificidade, VPP: valor preditivo
positivo, VPN: valor preditivo negativo, LR+: Likelihood positive ratio, LR- :Likelihood negative

ratio, RR: risco relativo.
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A TAB. 7 mostra a sensibilidade e especificidade do doppler das artérias uterinas
(incisura bilateral) e dos fatores de angiogénese, determinados pela curva ROC. A
acuidade do doppler das artérias uterinas foi determinada utilizando-se a tabela
2x2 do programa Epi info. A partir da maior sensibilidade para o PIGF (ponto de
corte < 159,5 pg/mL), para o sFlt-1 ( ponto de corte = 927,06 pg/mL) e para a
relacao sFIt-1/PIGF ( ponto de corte 24,9) foi calculada a acuidade desses fatores
de angiogénese em predizer pré-eclampsia ( TAB. 8). A acuidade em predizer PE
também foi calculada para a relacdo sFlt-1/PIGF( ponto de corte 25,4) onde a

sensibilidade encontrava-se abaixo de 100%.

TABELA 8
Teste em paralelo da acuidade do doppler e dos fatores de

angiogénese na predicdo de pré-eclampsia

ParAmetros N S E VPP VPN LR+ LR- RR
(%) (%) (%) (%) (IC)

IB e/ou PIGF 57 100 86,7 66,7 100 7,5 0 ok

Cutoff £ 159,5

IB e/ou sFlt-1 57 75 60 333 90 1,8 0,42 3,3(1,0-11,0)

Cutoff =2 927,06

IB e/ou sFIt-1/PIGF 57 100 71,1 48 100 34 0 ek

Cutoff 24,9

IB e/ou sFlt-1/PIGE 57 92 77,7 52,3 97,2 43 0,11 18,9(2,6-136)

Cutoff2 5,4

IB: incisura bilateral, S: sensibilidade, E:especificidade, VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor
preditivo negativo, LR+: Likelihood positive ratio, LR- :Likelihood negative ratio, RR: risco relativo.

A TAB. 8 registra a sensibilidade e a especificidade da associacdo em paralelo,
ou seja, a0 mesmo tempo a persisténcia de IB nas artérias uterinas e altera¢des
nos fatores de angiogénese. A acuidade dessa modalidade de associacao foi
calculada a partir da tabela 2x2, no segundo trimestre da gravidez.
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TABELA 9
Teste em série da acuidade do doppler e dos fatores de angiogénese

e na predicao de pré-eclampsia

S E VPP VPN LR+ LR- RR
n

Parametros (%) () (%) (%) (IC)
IB e PIGF 11 100 50 78 100 2 0 ok
Cutoff £159,5
IB e sFlt-1 11 85,7 50 75 67 1,8 0,3 2,2(0,43-11,7)
Cutoff =2 927,06
IB e sFIt-1/PIGF 11 100 50 78 100 2 0 ok

Cutoff 24,9

IB esFIt-1/PIGF 11 100 50 78 100 2 0
Cutoff2 5,4

IB: incisura bilateral, IC: intervalo de confianga, S: sensibilidade, E:especificidade, VPP: valor
preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, LR+: Likelihood positive ratio, LR- :Likelihood
negative ratio, RR: risco relativo.

*k*k

Na TAB. 9 apuram-se a sensibilidade, a especificidade e a acuidade em predizer
pré-eclampsia da associacdo em série, quando utilizado primeiro o doppler das
artérias uterinas e, em seguida, os pontos de corte nos quais os fatores de
angiogénese se encontram alterados no segundo trimestre da gravidez. Nessa
modalidade de associacdo a sensibilidade maxima esteve presente em quase
todos os pontos de corte utilizados. O primeiro ponto de corte da relacdo sFlt-
1/PIGF= 5,4, primeiro abaixo na curva ROC, também foi analisado e manteve a
sensibilidade de 100%. A realizacdo do doppler das artérias uterinas seguido da
dosagem dos fatores de angiogénese afasta em 100% a probabilidade do

desenvolvimento de pré-eclampsia.
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6 DISCUSSAO

A prevaléncia da pré-eclampsia em geral é baixa e varia conforme a populagdo
estudada (2 a 25%). Entretanto, a davida quando ao momento do surgimento da
doenca e a imprevisibilidade de sua evolucdo faz dela a maior ameaca a vida
reprodutiva da mulher. Tendo em vista a inexisténcia de tratamento especifico
para a pré-eclampsia, a interrupcdo da gravidez com a retirada do tecido
placentério é a terapéutica definitiva em todos os casos, elevando as taxas de
complicacBes obstétricas (SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005). Assim, 0s
estudos focados em predicdo da pré-eclampsia se intensificaram nas dltimas
décadas, com a finalidade de isolar-se um marcador sensivel, de fé&cil
aplicabilidade, ndo invasivo, viavel economicamente e que possa ser empregado
na pratica clinica de forma a captar gestantes de risco durante o

acompanhamento pré-natal (MEADS et al., 2008a).

Ao buscar preditores especificos de pré-eclampsia, foram considerados os
beneficios e impactos da selecdo acurada de todas as gestantes,
independentemente do risco materno. Nesta casuistica, as gestantes tinham
fatores de risco diferentes para pré-eclampsia e como conhecido a incidéncia da
doenca varia (DUCKITT; HARRINGTON, 2005). Algumas eram primigestas,
outras hipertensas crbénicas e parte delas tinham histéria de pré-eclampsia
anterior. O fato de trabalharmos com grupos heterogéneos quanto ao risco de PE
no presente trabalho (primigestas 2% e hipertensas crbnicas 25%) se deu na
expectativa de encontrarmos um Unico marcador que pudesse ser utilizado de

rotina no pré-natal dessas gestantes.

Neste desenho de estudo as gestantes que tiveram PE anterior e que ficaram
normotensas foram agrupadas as primigestas, formando o grupo A. As
hipertensas com bom controle pressérico, usando ou nao terapia anti-
hipertensiva, foram agrupadas e formaram o0 grupo B. Pesquisa prévia
demonstrou também que o doppler € melhor que fatores de risco epidemiolégicos
maternos na predicéo de pré-eclampsia (ZIMMERRMANN et al., 1997).
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E de conhecimento amplo que a incidéncia de PE varia conforme a presenca de
fatores de risco epidemioldgico, biofisico e bioquimico. Durante o pré-natal a
associacdo de biomarcadores aumenta a acuidade preditiva na selecédo de
pacientes propensas a desenvolver pré-eclampsia ( ESPINOZA et al., 2007,
MADAZLI et al, 2005). Estudos que propuseram comparar variaveis
epidemioldgicas e biofisicas de risco de PE enfatizaram que o doppler de uterinas
sobrepbe-se aos fatores de risco materno na predicdo de pré-eclampsia
(PAPAGEORGHIS et al.,2005). Yu et al em 2005 realizaram estudo de regressao
logistica usando como variaveis alteracdo do doppler de artérias uterinas e fatores
de risco materno na predicdo de PE e encontraram que a histéria materna de
risco de PE por si s6 aumenta a incidéncia da pré-eclampsia em relacdo as
gestantes de risco habitual, mas a associacdo entre as varidveis apresentou
melhores resultados. A area sob a curva ROC para fatores de risco materno
combinado ao doppler de uterinas foi de 0,83, maior que a area encontrada para o

doppler de uterinas (0,78) e fatores maternos isolados (0,72).

Fato importante no presente estudo, foi que a prevaléncia de incisura bilateral se
destribuir sem diferenca estatistica nas pacientes que compuseram o grupo A
(normotensas) em relacdo as gestantes do grupo B (hipertensas) , mostrando que
0 agrupamento dessas gestantes nao influenciou no achado de anormalidade no
doppler das artérias uterinas.

Papageorghiou et al. (2005) realizaram estudo multicéntrico com participacédo do
Brasil com o objetivo de estimar o impacto do risco de pré-eclampsia durante a
gravidez. Nessa investigacao, fatores de risco como doenca hipertensa cronica na
gravidez e gestantes com pré-eclampsia prévia e doppler de artérias uterinas (1B
e/ou IP) foram analisados na 232 semana de gravidez. A area sob a curva ROC
obtida para a associagcdo da historia materna com doppler de artéria uterina foi

maior do que com marcadores isolados.
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Foi preciso captar ativamente algumas gestantes no pré-natal de risco habitual,
em especial as primigestas saudaveis. As demais gestantes pertenciam ao pré-
natal de alto risco e foram incluidas no momento da realizacdo do doppler de
artérias uterinas, conforme protocolo do pré-natal. Para compor esta amostra,
empregou-se 0 programa Epi-info, considerando-se a chance de encontrar
alteracdo dos fatores de angiogénese no intervalo da idade gestacional desse
estudo, de acordo com estudo observacional de Chaiworapongsa et al. (2005).
Lim et al. (2008), avaliando um grupo de 140 mulheres, encontrou odds ratio de
6,8 quando niveis de sFlt-1 estavam aumentados no plasma de gestantes com PE
em relacdo as normotensas. Das gestantes selecionadas no inicio do estudo, 71
foram analisadas no final da gravidez. Foram ao todo sete perdas. Algumas
gestantes nao foram localizadas para obtencéo de informacdes sobre o resultado
do parto, outras gestantes tiveram partos em diferentes cidades e amostras de
plasma foram perdidas no processo de descongelamento.

A idade gestacional da selecdo das gestantes desta pesquisa ocorreu a partir do
segundo trimestre da gravidez. Estudos sobre o impacto econémico do uso de
métodos de rastreamento de pré-eclampsia durante o pré-natal estabelece como
critério de selecado apenas avaliagbes em que a idade gestacional encontra-se
igual ou abaixo de 25 semanas (MEADS et al., 2008a). No nosso meio € comum a
entrada tardia de muitas das gestantes no pré-natal e por isso um marcador de
risco de complicacées na gravidez deve atender a essa realidade, contraria ao
ideal, que é a insercdo precoce das gestantes no acompanhamento. O pré-natal &
critério de qualidade no atendimento a gestante e tem, entre outros objetivos,
selecionar e encaminhar gestantes de risco e fazer diagndstico de pré-eclampsia,

evitando-se, assim, agravamentos dos quadros clinicos iniciais.

Na nossa casuistica, o doppler das artérias uterinas foi realizado entre 23 e 31
semanas de gestacdo (mediana de 26,3 semanas). A idade méxima de 31
semanas cronologicas nao foi excluida, em especial devido a persisténcia de
incisura bilateral nessa gestante. Certificou-se que o intervalo entre a realizacao
do doppler e o parto foi superior a cinco semanas, afastando-se, assim, a

existéncia de PE no momento da inclusdo dessa gestante. O tempo ideal para
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screnning com doppler de artérias uterinas € entre 22 e 26 semanas de gravidez
(GUZMAN; KONTOPOULOS; ZALUD, 2005).

Foi utilizado um desenho de estudo transversal de predicao de pré-eclampsia, em
que o doppler das artérias uterinas e a concentracdo dos fatores de angiogénese
foram realizados uma sé vez, no segundo trimestre da gravidez em gestantes de
risco ndo selecionados. A maioria dos estudos de predicdo de pré-eclampsia &
longitudinal retrospectivo ou caso-controle realizados em amostras de sangue
armazenadas por até mais de uma década (BAUMANN et al., 2008; LEVINE et
al., 2004; TAYLOR et al., 2003; UNAL et al., 2007). Outros sdo multicéntricos,
com elevado numero de gestantes compondo as amostras, nos quais as perdas
de casos influenciam pouco nos resultados obtidos (SIBAI et al., 2008; VATTEN
et al., 2007).

O doppler das artérias uterinas foi realizado em todas as gestantes. A persisténcia
de incisura bilateral nas artérias uterinas = 26 semana de gestacéo foi o critério
utilizado para considerar o exame alterado. A analise qualitativa da incisura
protodiastolica é metodo rastreador utilizado como marcador de alteragdo
placentéria, conforme protocolo do Hospital das Clinicas no periodo deste estudo,
por acumular ao longo dos anos mais experiéncia técnica na sua classificacao.
Estudos de revisdo sistematica também informam que a incisura bilateral € um
dos critérios de alteracdo do doppler com maior amostragem de gestantes
estudadas (CNOSSEN et al., 2008).

A analise quantitativa da incisura bilateral foi método proposto em estudos
anteriores (AARDEMA et al., 2000; PARK et al., 2000), porém a comparacao
entre analise qualitativa e quantitativa parece ndo melhorar seu valor como
marcador de alteracdo placentaria (BOWER; KINGDOM; CAMPBELL, 1998). A
maneira de se mensurar a incisura protodiatélica e a criacdo de diferentes
escores para uso clinico varia entre os autores (AARDEMA et al., 2000). No
entanto, é inquestionavel a relacdo entre a profundidade da queda sistolica e as
formas mais graves e precoces de pré-eclampsia e/ou CIUR (PARK et al., 2000).
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Por considerar-se a idade gestacional < 26 semanas como limite de normalidade
para IB, alguns exames realizados antes dessa idade gestacional foram repetidos.
A idade gestacional para o rastreamento de PE utilizando o doppler de uterinas
em muitos estudos é inferior & do presente trabalho (MEADS et al., 2008a; PARK
et al., 2005; PLASENCIA et al., 2007), mas a repeticdo do doppler quando ha
persisténcia de incisura nas artérias uterina aumenta o valor preditivo para
resultados adversos na gravidez (CAMPBELL et al.,, 2000; SCHWARZE et al.,
2005).

Estudos mostram que ha beneficio em realizar o doppler na segunda metade do
segundo trimestre da gravidez , mesmo considerando que estudos recentes
limitam a idade gestacional na 25 semanas de gestacdo e que em fases ainda
mais precoces ccomo 17/18 semanas ja& se pode predizer pré-eclampsia
principalmente na sua forma precoce e grave. No entanto outros estudo mostram
beneficio da repeticdo do Doppler de forma seriada até a 28 senama de gravidez.
(CHAN et al. 1995). Outro fato importante é que quase metade das
anormalidades encontradas na 24% semana de gravidez desaparecia entre 28 e
34 semanas e somente a persisténcia de altera¢cOes tardias relaciona -se a piores
resultados na gravidez. A incisura bilateral foi o achado tardio com menos
probabilidade de desaparecer e em que 0s piores resultados perinatais foram
encontrados (SOREGAROLI et al., 2001).

Nessa coorte encontrou-se incisura bilateral em 11 (19%) das 71 gestantes e a
incidéncia de pré-eclampsia foi de 17%. A incisura bilateral foi um bom marcador
de predicdo de PE, como revelado pelo valor da area sob a curva ROC (0,74). A
sensibilidade de 58,3% e especificidade de 93,2% também se encontram dentro
do esperado comparado a estudos de predicdo de pré-eclampsia. Revisdo
sistematica sobre a acuracia de métodos de predicdo de pré-eclampsia salientou
que em estudos cuja incidéncia da doenca é acima de 4%, a incisura bilateral tem
sensibilidade variando entre 27 e 63% e especificidade entre 80 e 94% (MEADS
et al., 2008a).
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Encontrou-se VPP de 63% para predicdo de PE quando as artérias uterinas
estavam alteradas e esse valor € mais alto que os achados de revisdes
publicadas. Os estudos sdo consistentes quanto a grande variacdo do VPP e a
baixa sensibilidade do doppler das artérias uterinas na predicdo de PE. No
entanto, sua alta especificidade e VPN quase assegura auséncia de complicagbes
na gravidez. Nesse sentido, nossos dados sobre o doppler de artérias uterinas
sdo compativeis quanto ao VPN encontrado de 89%. Abdala e Harrington (2005)
revisaram 14 estudos sobre o valor preditivo do doppler para PE em populacdo
nao selecionada e revelaram variacdo no VPP de 7 a 31% e intervalo de 76 a
99% para o VPN. Na revisdo sistemética de Cnossen, o estudo que considerou
incisura bilateral isolada na predicdo de PE teve VVP de 13% e VPN de 99%.

Encontrou-se o valor de verossimilhanca positiva de 6,5 e negativa de 0,5 na
predicdo de PE quando presente a IB no segundo trimestre da gravidez. Esse
achado se assemelha a revisao sistematica de Cnossen, em que foram incluidos
17 estudos de IB com 36.969 mulheres e o resultado para o LR+ foi de 6,5 (4,3-
8,7) e LR- de 0,6 (0,44-0,79) (MEADS et al., 2008a). Coleman, McCowan e North
(2000) apuraram LR+ de 5,6 e LR— de 0,4 avaliando 116 gestantes com alteracao
no doppler de uterinas. Espinoza et al. (2007), com casuistica de 3.296 gravidas,
acusaram LR+ de 6,9 e LR- de 0,3 usando como parametro de anormalidade 1B

e/ou IP = percentil 95 para idade gestacional.

A associacao de outros indices do doppler, como a incisura bilateral, tem sido
usada para aumentar o valor preditivo do doppler, que é baixa, em geral, mas na
populacao de alto risco essa predicdo € melhor, principalmente nos casos de PE
precoce (CONDE-AGUDELO; ROMERO; LINDHEIMER, 2009). Tem sido
sugerida para o rastreamento de resultados adversos nas gestantes a associacao
dos indices do doppler das artérias uterinas. Na gravidez de baixo risco a
associacao IB e IP rastreia a maioria das gestantes que mais tarde desenvolvem
pré-eclampsia; e nas gestantes de alto risco, a IB isolada ou IB com ou sem
aumento do IP tem sido sugerida como melhor associacdo no rastreamento de

complicacbes, ambos os testes no segundo trimestre da gravidez (CNOSSEN et
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al., 2008; CONDE-AGUDELGO; ROMERGO; LINDHEIMER, 2009;
PAPAGEORGHIOU et al., 2005).

Os estudos sobre o valor do doppler de artérias uterinas como preditor de
complicagcbes na gravidez ainda estdo em vigéncia. Ha necessidade de se
padronizar metodologia e determinar se existe beneficio da associacdo de indices
do doppler e em qual trimestre da gravidez sua eficacia aumenta. Nas Ultimas
décadas, muitos marcadores bioquimicos presentes no sangue materno tém sido
investigados como preditores de PE, de forma isolada ou associada ao doppler de

artérias uterinas.

As substancias angiogénicas possuem caracteristicas especificas que fazem
delas importantes marcadoras de alteracdo endotelial de gravidade e por se
alterarem no plasma antecedendo a PE devem ser investigadas durante o pré-
natal. O balanco angiogénico tem sido descrito nos achados patogénicos das
gestantes com PE (KARUMANCHI; EPSTEIN, 2007). No nosso estudo
mensuraram-se 0 PIGF e sFlt-1 pelas evidéncias do seu envolvimento na génese
da PE e pela sua capacidade preditiva durante a gravidez (ESPINOZA et al.,
2007; KUSANOVIC et al., 2009; MAYNARD et al., 2003; PAPAGEORGHIOU et
al., 2005; POLLIOTTI et al., 2003; WATHEN et al., 2006).

A concentragdo do PIGF e do sFlt-1 estava alterada no segundo trimestre nas
gestantes que mais tarde desenvolveram pré-eclampsia. Quando se comparou a
concentracdo do sFlt-1 e do PIGF entre as gestantes que formaram o grupo A
(normotensas) e o grupo B (hipertensas), observou-se que ndo houve diferenca
estatistica. Portanto, esse agrupamento inicial para compor os grupos A e B nédo
se relacionou aos fatopres de angiogénese e como ja dito anteriormente, fato

semelhante ocorreu com a incisura bilateral.

Os niveis séricos maternos do PIGF estavam trés vezes mais baixo nas gestantes
gue desenvolveram pré-eclampsia em relacéo as normotensas e essa diferenca
foi estatisticamente significante (PIGF pg/mL 266,09 vs 80,19, respectivamente,

p<0,001). Esse comportamento do PIGF antecedendo um evento clinico reforca



91

os dados da literatura da importancia preditiva dessa proteina angiogénica
(LEVINE et al., 2004; NOORI et al., 2010).

Dados das publicacbes mostram variacdo quantitativa na concentracao seérica do
PIGF no sangue materno durante a gravidez. Sibai et al. (2008), em seu estudo
multicéntrico incluindo gestantes brasileiras, detectaram niveis de PIGF de 495,0
e 609,0 pg/mL nas gestantes que desenvolveram PE, em relacdo as
normotensas, acima da 26 semanas cronolégicas e essa diferenca foi
estatisticamente significativa. A técnica utilizada nesse estudo, Beckman Coulter,
foi diferente da técnica de ELISA empregada em nossa pesquisa e essa diferenca
pode ter influenciado no valor quantitativo dos fatores de angiogénese

mensurados no plasma.

Utilizamos kits diferentes para a dosagem dos fatores de angiogénese pelo
método de ELISA. Para a mensuracdo PIGF usou-se o Duoset e para dosagem
do sFlt-1 o Quantikine, ambos da R&D systems. Anteriormente, realizou-se
investigacdo com dosagem de fatores de angiogénese na gravidez com essa
mesma técnica empregada, quando substancias angiogénicas foram isoladas no
plasma de gestantes com pré-eclampsia. Contou-se com a experiéncia

acumulada do Laboratério de Angiogénese com essa pratica de ELISA.

Pesquisas que empregaram técnicas de dosagem semelhantes a esta enfatizam
semelhanca quantitativa nos valores séricos dos fatores de angiogénese. Usando
kits da R&D systems para dosagem de PIGF e sFlt-1, estudos retrospectivos
realcaram que a chance de desenvolver PE a termo aumentou sete vezes
quando os niveis de PIGF se encontravam diminuidos, abaixo de 231 pg/mL
(VATTEN et al., 2007). A mediana dos valores séricos do PIGF de 85,3 pg/mL foi
semelhante a encontrada no nosso estudo entre gestantes que desenvolveram
pré-eclampsia (UNAL et al., 2007).

Em outro estudo retrospectivo usando técnica de sanduiche de ELISA o PIGF foi
dosado no sangue materno pelo kit da R&D system, entre 27 e 30 semanas, € 0

valor numérico foi superior ao encontrado no presente trabalho, em torno de 300
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pg/mL na PE e em torno de 700 pg/mL no controle. As amostras de plasma foram
armazenadas por dois anos e esse tempo foi semelhante ao tempo em que
nossas amostras ficaram congeladas no laboratério de Medicina Fetal. Embora
haja semelhancas quanto a idade gestacional e a técnica da dosagem, a
populacdo selecionada apresentava caracteristicas diferentes. Trabalhou-se com
grupo heterogéneo, néo selecionado de risco de PE enquanto o outro estudo foi
composto somente por primigestas. Além disso com numero de amostra se diferiu
nos dois estudos (TAYLOR et al., 2003).

Levine et al. (2004) descreveram a curva de normalidade do PIGF e do sFlt-1
prévio a pré-eclampsia. A concentracdo do PIGF livre no intervalo entre 25 e 28
semanas encontrava-se abaixo de 600 pg/mL nas gestantes que desenvolveram
PE tardio e proximo de 700 pg/mL nas que permaneceram normotensas; e essa
diferenca foi significativa. A concentragéo de sFlt-1 estava aumentada mais tarde
na gravidez, a partir do terceiro trimestre da gravidez e do intervalo de 33 a 36
semanas, acima da mediana das gestantes do nosso grupo, que foi de 26

semanas de gravidez.

Como foi mostrado anteriormente, ha grandes variagdes quantitativas dos fatores
de angiogénese no plasma das gestantes durante a gravidez e esse fato pode ser
devido a falta de padronizacdo metodoldgica. Existem variacdes entre autores no
tempo de armazenamento das amostras, na técnica de dosagem e na idade
gestacional em que sao selecionadas as gestante para estudo de predicao. Além
disso a incidéncia e gravidade da PE varia na presenca de fatores de risco
materno e na presenca de alteracdo ao Doppler de uterinas. Estudo anterior
realizado em nosso area de pesquisa mostrou que os fatores de angiogénese
também se correlacionaram com a gravidade da pré-eclampsia ( TEIXEIRA et al.,
2006).

A concentracdo do sFlt-1 nas gestantes desta pesquisa na idade gestacional de
26 semanas (mediana), naquelas que no final da gravidez desenvolveram pré-

eclampsia, estava duas vezes aumentada em relacdo as que permaneceram
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normotensas (741,73 vs 1.430,66 - pg/mL, respectivamente) e essa diferenca foi

estatisticamente diferente (p=0,003).

A mediana da idade gestacional na qual se apurou que o sFlt-1 estava aumento e
o PIGFdiminuido se deu em torno da 26 semanas de gravidez, e foi semelhante
ao intervalo proposto por Moore Simas et al. (2007), cuja curva do perfil do sFlt-1
aumentou a partir do intervalo de 17 a 26 semanas gestacionais. Essa idade
gestacional aproximada de 26 semanas pode ser a ideal no rastremento da PE,
uma vez que no primeiro trimestre da gravidez o sFlt-1 parece ndo ser bom
preditor para uso clinico. Seu aumento ocorrer de forma acentuada a partir o
primeiro/segundo trimestre da gravidez e por isso parece se relacionar ao dano
endotelial sistétmico e a resposta vascular materna de hipertensao arterial
reativa. Além disso, houve queda na concentracdo do sFlt-1 no pos-parto, fato

gue reforca a relacdo dessas moléculas com a placenta (POWERS et al., 2004).

Muller et al. (2006), ao analisar esses mesmos fatores de angiogénese o doppler
de artérias uterinas (IP e/ou IB), ndo observaram associacdo entre eles e concluiu
que sdo variaveis independentes. A idade gestacional do seu estudo foi inferior a
aqui registrada, com média de 18 semanas e por isso seu resultado pode ter sido

diferente do nosso.

Para estudo de predicdo de pré-eclampsia, Madazli et al. (2005) selecionaram
122 gestantes normotensas e com risco de PE na idade gestacional entre 21 e 26
semanas no momento da realizacdo do doppler de uterinas, que foi considerado
alterado se a relacéo fosse A/B>2,6. Entre outras substancias dosadas no plasma
materno, o PIGF encontrava-se estatisticamente reduzido, diferenciando o grupo
de gestantes que desenvolveram PE; e foi o melhor preditor de pré-eclampsia
guando comparado a outros marcadores. Para cutoff de 90 pg/mL, a sensibilidade
do PIGF foi de 92,9%, a especificidade de 94% e o valor preditivo positivo de
68%. O doppler de artérias uterinas empregando o critério de A/B>2,6 teve VPP
baixo, de 17,2%, embora a alta capacidade do doppler de excluir falso-negativo

tenha se mantido alto - 100%.
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Portanto a idade gestacional parece interferir na concentragcdo de fatores de
angiogénese no plasma (SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005; THADHANI et
al., 2004).

No final da avaliacéo obtivemos 13 (18%) casos de prematuridade com menos de
37 semanas, sendo que dois RNs nasceram antes de 34 semanas. A maioria dos
partos (58, 72%) ocorridos nessa coorte foi acima de 37 semanas. A mediana
geral da idade gestacional do grupo de gestantes que desenvolveu PE foi de 36,5
semanas. Nos estudos de Levine et al. (2004) as gestantes também tiveram parto
mais tardio e as alteragcbes dos fatores de angiogénese foram usadas na predicéo

de nascimento a termo ou pretermo.

No nosso estudo, as complicagbes da gravidez e neonatais foram poucas e
insuficientes para analise estatistica de predicdo usando fatores maternos,
doppler de artérias uterinas e fatores de angiogénese. Houve uma morte
intrauterina, em gestante de 41 anos, hipertensa crbénica controlada com
medicamento, melanoderma e, apesar dos exames de rotina de vitalidade fetal
preconizados no Pan-American Resources (PNAR) terem sido realizados, essa

fatalidade ndo pode ser evitada.

Nosso resultado se difere do achado do estudo realizado por Sibai e col (2008)
onde foram incluidas gestantes brasileiras (Sibai et al., 2008). Encontramos que
os fatores de angiogénese foram preditores de PE no segundo trimestre da
gravidez em gestantes com risco aumentado para PE. A diferenca metodoldgica
pode ter influenciado nos resultados encontrados. Para calculo do melhor ponto
de corte, partiu-se da maior sensibilidade gerada pela curva ROC para
determinar-se a acuidade desses marcadores em predizer pré-eclampsia. Levou-
se em consideracédo o fato de a PE ser doenca grave e de baixa prevaléncia e por
iSSO um exame mais sensivel deveria detectar mais alto nimero de casos para
acompanhamento e selecionar gestante num universo amplo para testes mais

especificos.
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O fato de encontramos a concentracdo dos fatores de angiogenese sem diferenca
significativa nas gestantes que compuseram o grupo A em relacdo ao grupo B e ja
haver diferenca no segundo trimestre da gravidez nas gestantes que mais tarde
desenvolveram pré-eclampsia, independente de fatores de risco epidemioldgico,

mostram o valor dessas proteinas como preditoras da pré-eclampsia.

Ainda ha questionamento quanto ao emprego clinico dos fatores de angiogénese
como rastreadores de pré-eclampsia e em qual momento da gravidez. Reviséo
sistematica publicada por Widmer et al. (2007), questiona a recomendacéo
desses marcadores de angiogénese como teste de screenning, devido as
diferentes metodologias empregadas. Os principais fatores limitantes sdo a
diferenca na idade gestacional selecionada, o tipo de populacdo estudada, o
tempo de armazenamento da amostras e os diferentes resultados encontrados.
Acredita-se que longos periodos de armazenagem das amostras de sangue
possam deteriorar os fatores de angiogénese (RANA et al., 2007).

A associacdo do doppler aos marcadores de angiogénese PIGF e sFlt-1 no
plasma materno no nosso modelo de estudo teve o propédsito de selecionar com
mais acuidade biomarcadores na predicdo da PE em gestantes de risco nao
selecionado. Ao analisar-se o grupo das 14 gestantes que se formaram no final
do estudo e que apresentavam hipertensdo arterial sem definicdo clara de
proteindria, verificou-se que a incisura nas artérias uterinas estava ausente em
todas no momento da inclusdo. Também os fatores de angiogénese ndo estavam

alterados nessas gestantes em relacédo as gestantes normotensas. ( ANEXO- 2).

A andlise comparativa das medianas do PIGF (pg/mL) nas gestantes normotensas
em relacdo as hipertensas sem proteindria foi de 266,70 vs 273,38,
respectivamente, p=0,628. A concentracéo do sFlt-1 ndo diferenciou, no segundo
trimestre da gravidez, as gestantes que continuaram normotensas das que
apresentaram pressdo alta na gravidez, sem proteindria (p=0,268). O valor
resultante da relacéao sFlt-1/PIGF nas gestantes que permaneceram normotensas
nao foi estatisticamente diferente daquelas que tiveram presséo arterial elevada,
sem proteindria (3,45 vs 2,50 p=0,083).
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Na verdade, as informacdes sobre o valor preditivo dos fatores de angiogénese
em gestantes com hipertensdo arterial crénica sao raras e por isso ha
necessidade de mais pesquisas nesse grupo de gestantes. Levando-se em
consideracdo a normalidade do doppler, dos fatores de angiogénese e a
hipertensdo no final da gravidez sem proteindria bem-definida, essas gestantes
foram excluidas na andlise estatistica que avalia a predicdo da PE. Elas néo
apresentavam quadro clinico de normalidade nem tinham critério de pré-
eclampsia conforme protocolo utilizado (NHBPWEP, 2000). O diagndstico de pré-
eclampsia é examinador dependente e nesse estudo, os dados do resultado da
gravidez foi colhido em prontuario arquivado, nos leitos do préparto e na

enfermaria de alto risco da maternidade do Hospital das Clinicas.

Levine et al. (2006b), referiram um grupo de gestantes com hipertenséo
gestacional, sem proteindria, com auséncia ou modesta elevacdo de proteinas
angiogénicas na circulacdo. Em outra pesquisa retrospectiva, a comparacao entre
os niveis de PIGF e sFlt-1 também n&o foi estatisticamente diferente entre
gestantes hipertensas cronicas e normotensas no segundo trimestre da gravidez
(UNAL et al., 2007).

E possivel inferir que os fatores de angiogénese sejam marcadores especificos de
PE. Nos casos das primigestas que tiveram elevacdo da PA, poder-se-ia estar
diante de caso de pré-eclampsia, uma vez que a proteinuria de fita ndo reflete a
real perda em 24 horas, no entanto, ndo se pode descartar hipertensao transitoria
da gravidez. Um dos fatores limitantes do presente trabalho foi ndo ter a pressao
arterial do puerpério para elucidar esse achado. A maioria das gestantes que
compuseram esse grupo era hipertensa cronica na sua origem. A falta de adeséo
ao tratamento medicamentoso néo foi averiguado no momento do parto (dados
dos prontuarios). Muitas delas tiveram presséo arterial elevada sem caracterizar

hipertenséo arterial grave.

Na presente investigacdo, encontrou-se beneficio da associacdo simultanea,

principalmente do PIGF e da relagédo sFlt-1/PIGF, com a persisténcia de incisura
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bilateral na acuidade preditiva da PE. Chama a atencéo a sensibilidade maxima
isolada da relacdo sFlt-1/PIGF na predicdo de PE, além dos autos valores de
sensibilidade e especificidade do PIGF isolado no rastreamento da PE, como
modelo ideal de teste de rastreamento de doenca potencialmente grave. Vale
ressaltar que o PIGF se altera numa fase bem precoce da gravidez e talvez seja
forte candidato ao uso isolado no pré-natal. Como j& referido, um método

rastreador deve ser pratico, econdmico e eficaz para uso clinico.

Por outro lado, os teste de associacdo em série também se mostraram altamente
sensiveis em rastrear PE, partindo do achado de doppler alterado e, em seguida,
associando cuttoff onde os valores de angiogénese se encontravam alterados.
Neste estudo, em especial ndo foi possivel avaliar estatisticamente a associacao
em série utilizando em primeiro lugar os fatores de angiogénese e logo a seguir o
doppler. Na tabela 2x2 encontrou-se numerador zero nessa forma de associacao,
inviabilizando a analise estatistica. Novos estudos com maiores casuisticas
poderdo preencher lacunas do conhecimento sobre a melhor forma de se

associarem biomarcadores de predigéo.

Ha amplas perspectivas do emprego de marcadores da angiogénese placentéria
na selecdo de gestantes com risco de pré-eclampsia e também terapéutico apds a
doenca instalada, considerando-se ja ser realidade a adocdo terapéutica dos
inibidores da angiogénese na oncologia (CARMIELIET et al., 2003). Além disso,
compreender os mecanismos que controlam a intensa angiogénese placentéaria
nesse curto periodo de tempo da gestacdo humana e as alteracbes desse
processo na pré-eclampsia pode contribuir para outras areas da Medicina que de

alguma forma lidam com doencgas angiogénicas.

Ao lado dessa expectativa promissora de predigcao precoce de PE, crescem 0s
estudos do uso terapéutico de substancias angiogénicas durante a gravidez. Em
experimentos laboratoriais recentes, a administragdo do VEGF121 tem revertido
quadros de lesdo endotelial renal e placentaria, por bloquear a acdo do sFlt-1,
reduzindo também a hipertensdo arterial sem causar danos ao embrido. Muito é

preciso investigar sobre o papel das proteinas angiogénicas na génese da PE.
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Experimentos realizados em ratas prenhas, geneticamente programadas para
desenvolver PE, tiveram seu destino clinico modificado pelo uso de terapia com
VEGF121 numa fase precoce da gravidez (WOODS et al.,, 2011). Num futuro
proximo, espera-se que 0s avancos cientificos levem a disponibilizar o uso de
farmacos para controle de fatores de angiogénese alterados nas gestantes triadas
durante o pré-natal.

A associacdo da incisura bilateral com fatores de angiogénese tanto em série
como em paralelo selecionou todas as gestantes que desenvolveram PE. Como
mostram as TAB. 8 e 9, a alteracdo no doppler de artérias uterinas associada a a
alteracéo de PIGF, sFlt-1 e relacéo sFlt-1/PIGF, no segundo trimestre da gravidez,
assegura em quase 100% a auséncia de pré-eclampsia na gravidez,
independentemente da existéncia de fatores de risco materno. Esse achado pode
ser explicado pelas teorias e estudos cientificos que mostram a relagdo das
substancias angiogénicas na invasdo trofoblastica e formacdo vascular
placentaria e na génese da lesdo endotelial que precede a manifestacéo clinica

de hipertenséo e proteinuria.

Em relacdo ao rastreamento de PE a partir da metade do segundo trimestre, a
relacdo sFIt-1/PIGF mostrou-se o melhor método ajustado de predicdo de PE.
Também os estudos de deteccdo dessas substancias angiogénicas na urina sao
animadores como rastreadores na rotina do pré-natal, pela facilidade de obtencéo
de amostras. Além disso, sugere-se que as substancias angiogénicas tém relacédo
com as alteracdes renais da pré-eclampsia, como a endoteliose glomerular e a
perda de proteinas na urina (LEVINE et al., 2006b).

Os avancos na técnica de dosagem com o uso de sistema automatizado e rapido
de sFlt-1 e PIGF (Elecsys / Cobas, Roche Diagnostics) foram investigados para
uso na pratica clinica em mulheres gravidas que receberam assisténcia obstétrica
no Reino Unido. O impacto econdmico dessa ferramenta complementar de
diagnoéstico foi comparado ao protocolo padrdao de acompanhamento de PE
guanto a sua sensibilidade e especificidade em classificar melhor as pacientes

gravidas. O beneficio do seu emprego no rastreamento de PE apds 20 semanas
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de gestacdo como um complemento a pratica clinica também tem sido avaliado e,
embora haja custos adicionais, o teste de dosagem rapida mostra-se promissor,

pela sua capacidade em reduzir o diagnadstico falso-positivo (HADKER, 2010).

Finalizando este estudo, tem-se a certeza do quanto € possivel melhorar a
predicdo de PE na prética clinica com o uso dos métodos apresentados. Mais
pesquisas sdo necessarias para identificar o momento ideal para o emprego de
meétodos biofisicos e bioquimicos de predicéo de resultados adversos na gravidez.
Fica como sugestdo a andlise de outros parametros semiquantitativos do doppler
associados ao PIGF, que tem sido promissor marcador de PE na fase precoce da

gravidez.
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7 CONCLUSAO

Os fatores de angiogénese PIGF, sFlt-1 e a relacdo sFIt-1/PIGF sao marcadores
eficazes na predicdo de pré-eclampsia e a associacdo dessa proteinas
angiogénicas com a incisura bilateral acrescentou pouco beneficio na acuidade

preditiva positiva no segundo trimestre da gravidez.
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ANEXO A — Parecer ético

Universidade Federal de Minas Gerain
Comud de Etica em Petguisa de UFMG - COEP

Parecer n?, ETIC 078/05

Interessado: Prof. Dr. Anténio Carlos Vieira Cabral
Faculdade de Medicina

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou no
dia 22 de junho 2005, depois de atendidas as solicitacbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado « Ocorréncia de
pré-eclampsia conforme marcadores de angiogénese e sua
correlacao com o exame dopplerfluxometria » bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do referido projeto.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
2no apos o inicio do projeto.
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Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409-9640
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DECLARACADO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores
Doutores: Antdnio Carlos Vieira Cabral, Cezar Alencar de Lima Rezende,
Henrique Vitor Leite, Sinval Ferreira de Oliveira e André Luiz Barbosa
Roquette, aprovou a defesa da tese intitulada “AVALIACAO DO VALOR
PREDITIVO DO PIGF E DO sFIt-1 E DO DOPPLER DAS ARTERIAS
UTERINAS NO RASTREAMENTO DA PRE-ECLAMPSIA” apresentada
pela doutoranda PATRICIA GONCALVES TEIXEIRA, para obtencao do
titulo de doutor em Saude da Mulher, pelo Programa de Pos-Graduagao em
Saude da Mulher - Area de Concentragdo em Perinatologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em 29 de junho
de 2011.
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ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de PATRICIA GONGALVES TEIXEIRA,
n® de registro 2007675200. No dia vinte e nove do més de junho de 2011 reuniu-se na
Faculdade de Medicina da UFMG a Comissdo Examinadora de Tese indicada pelo
Colegiado do Programa para julgar. em exame final. o trabalho intitulado: “AVALIACAQ
DO VALOR PREDITIVO DO PIGF E DO sFIt-1 E DO DOPPLER DAS ARTERIAS
UTERINAS NO RASTREAMENTO DA PRE-ECLAMPSIA”. requisito final para a
obtencéo do Grau de Doutor em Saude da Mulher. pelo Programa de Pos-Graduagéo em
Saude da Mulher - Area de Concentracdo em Perinatologia Abrindo a sessdc. o
Presidente da Comissao. Prof. Antonio Carlos Vierra Cabral, apds dar a conhecer aos
presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho final, passou a palavra a
candidata para apresentacao de seu trabalho. Seguiu-se a arguigaoc pelos examinadores,
com a respectiva defesa da candidata. Logo apos. a Comissao se reuniu sem a presenga
da candidata e do publico para julgamento e expedi¢do do resultado final. Foram
atribuidas as seguintes indicacdes:

Prof Antdnio Carlos Vieira Cabral/Orientador Instituicdo: UFMG Indicagao: A7TO
Prof. Cezar Alencar de Lima Rezende Instituigdo: UFMG Indicagao:_{ ~; 5\~
Prof. Henrgue Vitor Leite Instituicdo. UFMG Indicagdo. /.- ‘-
Prof Sinval Ferretra de Oliverra inshtuicao FCMMG Indicagda, - s *Z.
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O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pelo Presidente da Comisséo
Nada mais havendo a tratar. o Presidente encerrou a sessdo e lavrou a presente ATA,
que sera assinada por todos os membros participantes da Comissio Examinadora Belo
Horizonte, 29 de junho de 2011,
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APENDICE A - Representacfes gréaficas das concentracdes dos fatores de
angiogénese no segundo trimestre da gravidez em relagcdo aos eventos

encontrados no final do estudo
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(p<0,001)
GRAFICO 13 - Representacdo por caixas da concentracdo do PIGF

(pg/mL) no segundo trimestre da gravidez, nos grupos de gestantes

gue se formaram no final do estudo.

A concentracdo sérica do PIGF foi significativamente diferente no segundo
trimestre da gravidez, nos grupos de gestantes que se formaram no final do
estudo (p<0,001). As gestantes que desenvolveram pré-eclampsia apresentaram
menores concentracdes plasméticas de PIGF em relacdo ao grupo das gestantes
normotensas e hipertensas sem proteindria. A concentracdo no plasma do PIGF
nas gestantes com pré-eclampsia foi aproximadamente trés vezes menor em

relacdo as gestantes normotensas.

As medianas da concentragéo do PIGF (pg/mL) nas normotensas foi de 266,09 vs

80,19 na pré-eclampsia, p<0,001.
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A andlise comparativa das medianas do PIGF (pg/mL) nas gestantes normotensas
em relacdo as hipertensas sem proteinaria foi de 266,70 vs 273,38,

respectivamente, p=0,628.

A concentragéo sérica do PIGF (pg/mL) diferenciou no segundo trimestre o grupo
de gestantes que mais tarde desenvolveram pré-eclampsia em relacdo as
gestantes normotensas, mas nao foi capaz de diferenciar o grupo de gestantes

com elevacado da pressao arterial sem proteindria.
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GRAFICO 14 - Representacdo por caixas das concentracdes do sFlt-1

(pg/mL) no segundo trimestre em relagédo ao evento final da gravidez.

O GRAF. 14 representa o intervalo interquartilico, a mediana e os valores maximo
e minimo do sFlt-1 em pg/mL no segundo trimestre da gravidez. O teste de
significancia entre as medianas ressalta que ja havia diferenca na concentracéo
desse fator entre as gestantes que mais tarde permaneceram normotensas,
desenvolveram PE ou com elevacdo da pressao arterial sem proteinaria (741,73
vs 1.430,66 vs 718,54 pg/mL, respectivamente), p=0,004.
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Os valores das medianas da concentracdo de sFlt-1(pg/mL) foram
significativamente mais altos nas gestantes que desenvolveram pré-eclampsia em
relacdo as gestantes que permaneceram normotensas (725,66 vs 1.430,66

pg/mL, respectivamente), p=0,003.

A concentracéo do sFlt-1 ndo diferenciou, no segundo trimestre da gravidez, as
gestantes que continuaram normotensas das gestantes que apresentaram

pressédo alta na gravidez, sem proteinuria (p=0,268).
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(p<0,001)
GRAFICO 15 - Representacdo por caixas da relacdo sFlt-1/PIGF no
segundo trimestre em relacdo aos eventos clinicos no final da

gravidez.

A diferenca no resultado numérico da relacdo entre sFlt-1/PIGF entre os trés
grupos formados na internacdo para o parto (p<0,001) estd demonstrada no
GRAF. 15.
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O resultado quantitativo da relagéo sFIt-1/PIGF nas gestantes que permaneceram
normotensas foi estatisticamente diferente daquelas que evoluiram para a pré-
eclampsia (3,40 vs 10,05). O teste de significancia das medianas salienta que
elas sao diferentes p<0,001.

O valor resultante da relacdo sFIt-1/PIGF nas gestantes que permaneceram
normotensas nao foi estatisticamente diferente daquelas que tiveram pressao

arterial elevada, sem proteinuria (3,45 vs 2,50, p=0,083).



