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1 INTRODUCAO

As duas ultimas décadas tém sido marcadas por grandes avangos cientificos e
tecnologicos. Nesses avangos inclui-se a descoberta do Peptideo Atrial
Natriurético (ANP), principal membro da familia de pelo menos trés horménios
peptideos estrutural e funcionalmente relatados, descobertos na década de 80 e
responsaveis por um amplo espectro de efeitos na funcao cardiovascular e renal

(MELO et al., 2000).

A descoberta deste horménio em estados fisiopatologicos humanos,
especialmente nos casos de isquemia miocardica, tem permitido investigagdes a
respeito da utilizacado desses peptideos como marcadores progndsticos da doenca

e possiveis agentes terapéuticos (STRUTHERS, 1994; BAUGHMAN, 2002).

De maneira semelhante, participacdes do ANP e do BNP (Peptideo natriurético

tipo B) em estados fisiopatolégicos da gravidez tém sido cada vez mais descritos.

Inicialmente, acreditava-se que o ANP fosse produzido apenas pelo coragéo;
entretanto, pesquisas posteriores mostraram também evidéncias da producéo

desse peptideo em outros tecidos. As identificagbes da expressdo génica do
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ANP, em outros sitios, incitaram as pesquisas a fim de elucidar qual o exato papel

desses peptideos em territérios extracardiacos.

Na Obstetricia, o interesse pelo ANP comecgou ainda na década de 80, analisando
inicialmente a concentracdo deste peptideo no sangue materno de pacientes
portadoras de pré-eclampsia e Crescimento Intra-uterino Restrito - CIUR.
Posteriormente, os trabalhos tiveram como objetivo verificar a ligacdo deste
hormonio em receptores placentarios. E somente em 1991, Lee e Tsai publicaram
a primeira evidéncia da presenca de ANP na placenta humana (LEE & TSAI,

1991).

Todavia, apesar dos recentes e notérios conhecimentos a respeito do ANP e BNP
adquirido em duas décadas de estudo, esse assunto ainda constitui tema de
varias pesquisas. Na Obstetricia, esse fato se deve principalmente aos resultados
conflitantes no que diz respeito a concentragdo sérica dos mesmos em condi¢coes
como a pré-eclampsia e CIUR e a escassez de dados em relacdo a esses

peptideos na placenta humana.

Este trabalho visa a dar seqUéncia a uma das linhas de pesquisa do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da UFMG, que tem por objetivo
estudar o papel do ANP e BNP em gestacbes complicadas por patologias
maternas e fetais. Essa linha de pesquisa ja possibilitou o doutoramento de trés
profissionais e a titulacdo de um mestre (VITRAL, 2001; ROQUETE, 2002;

OLIVEIRA, 2002; JUNIOR, 2002).
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O impulso para criacao desta area de investigagdo surgiu em 1999 com a
aprovagao, por consultores brasileiros e alemaes, de um projeto de colaboragao
internacional (Brasil-Alemanha Projeto PROBRAL 113/00) que tinha como objetivo

estudar os peptideos ANP e BNP em gestagbes complicadas por pré-eclampsia.

Com a aprovacao do projeto, e com recursos do governo brasileiro (CAPES), a
autora deste projeto participou do mesmo, permanecendo na Alemanha por seis
meses para estudar o assunto. Nessa ocasiao surgiu a oportunidade de conviver
com estudantes e pesquisadores de todo o mundo que tinham como objetivo

comum desvendar enigmas da fisiopatologia da pré-eclampsia.

Na Alemanha, o tempo foi dedicado a pesquisa basica, que deu continuidade a um
interesse que vinha do periodo de graduacdo, ainda como aluna de iniciagao
cientifica, quando foi realizado no Instituto de Ciéncias Biolégicas e na Faculdade
de Medicina da UFMG um trabalho nessa area. A pesquisa ajudou a abrir os
horizontes do raciocinio médico-cientifico, mostrando-a a devida importancia da

pesquisa (especialmente da pesquisa basica) na formagao médica.

Posteriormente, com a vivéncia clinica, como residente e aluna de mestrado, esse
interesse aumentou. A possibilidade de conciliar a pesquisa basica e clinica
motivou-a, sobremaneira, a buscar novos conhecimentos a luz dessas duas

importantes areas do saber cientifico.



22

E a assim, norteada pela vontade de entender os mecanismos fisiopatolégicos das
doencas, com énfase na area basica foi feita a escolha pela realizacao deste
trabalho, que tem como objetivo o estudo do comportamento do ANP e BNP
placentarios tanto em gestagdes normais quanto nas complicadas por pré-

eclampsia.
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2 LITERATURA

2.1 Peptideos natriuréticos

2.1.1 Generalidades

As primeiras investigagcdes que culminaram com a descoberta do Peptideo Atrial
Natriurético (ANP) surgiram na década de 50 com a descricao de granulos
eletrodensos em cardiomidcitos atriais, por Kisch em 1956 e, posteriormente, por
Jamiesson e Palade em 1964 (KISCH, 1956; JAMIESSON & PALADE, 1964).
Sabia-se, inicialmente, que o numero destes granulos variava de acordo com a
espécie, idade dos animais e alteragcdes do conteldo de s6dio e agua da dieta
(RUSKOAHO, 1992). Entretanto, o conteddo e a fungdo destes granulos
permaneceram desconhecidos até a descoberta original de De BOLD et al. (1981)
ao verificarem o efeito natriurético, diurético e vasodepressor, induzido pela

infusdo dos extratos de tecido atrial em ratos.

Trés anos depois da publicacdo de De BOLD et al. (1981), a estrutura dos

aminoacidos do ANP foi identificada por SEIDMAN (1984) e, em 1988, um
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segundo peptideo desta familia foi descoberto (SUDOH et al., 1988). Esse
peptideo foi entdo chamado de Peptideo Natriurético Cerebral (BNP) ou Peptideo
natriurético tipo-B, devido ao fato de ter sido identificado inicialmente em cérebros
de porcos. E, finalmente, em 1990 foi identificado o terceiro peptideo natriurético,
nomeado de Peptideo Natriurético tipo-C (CNP), com a finalidade de manter a

nomenclatura alfabética (SUDOH et al., 1990).

2.1.2 Bioquimica dos peptideos natriuréticos e seus receptores

2.1.2.1  Estrutura, sintese e processamento

A familia dos peptideos natriuréticos, formada pelos trés peptideos (ANP, BNP e
CNP), possui grande homologia na sO estrutural como na seqiéncia de
aminoacidos (ESPINER et al., 1995). Eles apresentam tamanhos diferentes (ANP
- 28 aminoéacidos, BNP - 32 aminoacidos € o CNP - 22 aminoacidos), mas
compartilham uma estrutura semelhante formada por 17 aminoacidos, em forma
de anel, devido a uma ponte bissulfeto intramolecular. Somente 5 dos 17
aminoacidos sao diferentes entre os trés peptideos (BRENNER et al.,, 1990;

RUSKOAHO, 1992).
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Na FIG. 1, encontra-se demonstrada tanto a seqiiéncia de aminoacidos do ANP,

BNP e CNP quanto a que receptor cada peptideo se liga.

Receptor
Estrutura Primaria

w QECEEEO00000EEEEEEEEE00000E0 Rxrs
ROE B 0060666 D6 EE6E COEOEOE0EEE6EGOPMIw

) 66066600 00E600ER00E0E Receptor B

1-22 Receptor C

FIGURA 1 - Sequéncia de aminoacidos dos trés Peptideos Natriuréticos.
FONTE - LEVIN et al., 1998.

A sequéncia de sintese do ANP em humanos inicia-se por um grande precursor

chamado pré-pré- ANP, um peptideo de 152 aminoacidos. Segue-se, entao,

a

remocado enzimatica da sequUéncia de 24 aminoacidos, chamada de sinal

peptidico, que da origem ao pro-ANP (pro-peptideo atrial natriurético) de 126

aminoacidos. Este representa a principal forma de estoque nos granulos atriais.

A

clivagem do pré6-ANP humano libera um fragmento da porcdao aminoterminal de

98-aminoacidos (ANP 1- 98), bem como um fragmento carboxiterminal de 28-

aminoacidos (ANP 99-126) que é a principal forma ativa do peptideo atrial
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natriurético (RUSKOAHO, 1992; ESPINER, 1994; WILKINS et al., 1997; LEVIN et
al., 1998). Alguns pesquisadores tém demonstrado que fragmentos da porgéo
amino-terminal sdo posteriormente processados para liberar trés peptideos (pré-
ANP 1-30, 31-67 e 79-98) que podem apresentar a¢des renais, vasorelaxantes ou

ambas (VESELY et al., 1994).

Ainda nao é bem estabelecido o local onde ocorre a clivagem do ANP 1-126, mas
acredita-se que essa ocorra intracelularmente ou simultaneamente durante a
liberagdo (RUSKOAHO, 1992). Dados mais recentes da literatura sugerem a
participagdo de uma serino-protease trasmembrana cardiaca na regulagdo da

conversao do pro-ANP em ANP (YAN et al., 2000).

O gene do ANP em humanos, localiza-se no brago curto do cromossomo 1, banda
p36,21, sendo composto por trés exons, interrompidos por 2 introns (YANG-

FENG et al., 1985; NAKAO et al., 1992a) (FIG. 2).
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FIGURA 2 - Modelo de processamento do ANP.

Gene do ANP

FONTE - RUSKOAHO et al., 1992. p.483. (Adaptagao)
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O pré-hormbnio do precursor para cada membro dessa familia € codificado por um
gene separado e tanto a distribuicdo como a regulacao de cada peptideo € tecido-

especifico (LEVIN et al., 1998).

A sequéncia de sintese do BNP é semelhante a do ANP. Essa sintese se inicia
com a formacao do pré-pr6-BNP, composto por 134 aminodacidos, é clivado e gera
dois fragmentos: o sinal peptidico e o pré-BNP (formado por 108 aminoacidos).
Este ultimo é, entdo, novamente fragmentado e libera uma molécula de 32
aminoacidos, a forma ativa, e um fragmento da porcdo aminoterminal (NAKAO, et
al.,, 1992a ). Entretanto, diferentemente do ANP, o BNP é armazenado em sua

seqgliéncia biologicamente ativa, pronto para a liberacdo (YANDLE, 1994).

O peptideo natriurético tipo C (CNP) é o terceiro membro da familia. Duas
moléculas do CNP foram identificadas em vivo; uma composta de 22; outra, de 53
aminoacidos. Essas moléculas s&o derivadas de um unico precursor do CNP, por
processos diferentes de clivagem. O CNP 22 estd contido dentro da parte

carboxiterminal do CNP formado por 53 aminoacidos (LEVIN et al., 1998).

Outros peptideos relacionados incluem a guanilina e a uroguanilina que sao
peptideos de 15 e 16 aminoacidos respectivamente, produzidos primariamente
nas células da mucosa do trato gastrointestinal e que ativam a guanilato ciclase
para gerar guanosina monofostato (GMPc). Esses peptideos podem nao sé

regular o transporte de agua e sal através da mucosa intestinal, como também
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coordenar a absorcao intestinal e a subseqlente excrecao renal (GREENBERG et

al., 1997).

2.1.2.2 Formas circulantes

O Peptideo Atrial Natriurético € o membro predominante da familia dos peptideos
natriuréticos (MELO et al., 2000). Sua principal forma ativa circulante é o
fragmento carboxiterminal de 28-aminoacidos, derivado da clivagem do pré-
peptideo natriurético. Também circulam no plasma os derivados da porgao
aminoterminal de 98 aminoacidos (ANP 1-30, 31-67 e 79-98) e a forma 3 (B-ANP),
um dimero do a-ANP presente, principalmente, no plasma de pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva (RUSKOAHO, 1992; ESPINER, 1994; WILKINS

et al.,, 1997; LEVIN et al., 1998).

Como visto anteriormente, a clivagem do pro-BNP libera uma molécula de 32
aminoacidos, a forma ativa, e um fragmento da por¢cao amino-terminal. Ambos
circulam no plasma com concentracdes elevadas nos pacientes que apresentam
faléncia cardiaca congestiva e hipertrofia cardiaca (RUSKOAHO, 1992; ESPINER

etal., 1995; LEVIN et al., 1998).

O CNP esta presente em pequenas concentragdes na circulacdo, mas encontra-se

elevado em pacientes com choque séptico e faléncia renal (ESPINER et al., 1995).
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2.1.2.3 Distribuicao tecidual e expressao génica

O ANP é produzido primariamente nos éatrios cardiacos (SEIDMAN, 1984) e
armazenado em granulos eletrodensos, localizados, em sua maior parte, proximo
ao pélo nuclear do complexo de Golgi (JAMIESON & PALADE, 1964). Nos atrios
cardiacos, O mRNA do ANP representa 1-3% do total de mRNA (SEIDMAN,

1984).

Este mRNA é também expresso nos ventriculos e células de Purkinje. A
concentracao de mRNA ANP no sistema de condugado do miocardio ventricular é
20 vezes maior que a dos ventriculos enquanto nestes essa concentracdao é 10

vezes menor que a presente nos atrios (GUTKOWSKA & NEMER, 1989).

Pouco ANP é produzido no ventriculo de adultos normais, mas esta presente em
fetos e neonatos e em ventriculos hipertrofiados (BRENNER et al., 1990;

ESPINER et al., 1995).

O gene do ANP é também expresso em tecidos extracardiacos, embora o exato
papel deste horménio, em outros territérios, ndo esteja ainda completamente
elucidado. O ANP é expresso em células do arco adrtico, pulméo, hipotalamo,
ponte cerebral, lobo anterior da hipéfise, plexo cordide, corpos ciliares, pulmdes,
timo, tecidos vasculares, rim, trato gastrintestinal, adrenal (GUTKOWSKA &

NEMER, 1989; RUSKOAHO, 1992) e placenta (LIM & GUDE, 1995). Entretanto,
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em todos os tecidos extracardiacos, a expressao génica do ANP é baixa (< 2% do
total de ANP transcrito) com excec¢édo da Veia Cava Inferior e das grandes veias

cardiacas (GUTKOWSKA & NEMER, 1989).

O gene do Peptideo Atrial Natriurético é também expresso no rim, no qual um
processamento alternativo do precursor gera um peptideo de 32 amino-acidos,
chamado de urodilatina (ANP 95-126). Embora esse peptideo nao seja detectado
no plasma humano, ele parece ser importante para a regulacao renal de sédio e

agua (RUSKOAHO, 1992; LEVIN et al., 1998).

O BNP, originalmente identificado nos extratos cerebrais de porcos (SUDOH et al.,
1988), estd presente também na circulagdo e, em altas concentragdes, no tecido

miocardico (MUKOYAMA et al., 1991).

O BNP é expresso, predominantemente, nos ventriculos cardiacos (YASSUE et
al., 1994) e constitui a principal fonte desse horménio em humanos. Outros tecidos
como adrenal, cérebro, células amnibticas também expressam esse gene. Isto
sugere que tecidos extracardiacos podem ser fonte de BNP e contribuir para a

concentracao plasmatica (ESPINER et al., 1995; CAMERON et al., 1996).

O CNP ¢é baixo ou indetectavel nos tecidos cardiacos (MINAMINO et al., 1993).
Ele é sintetizado e liberado por células endoteliais e funciona como um importante
componente do sistema vasomodulador autécrino endotélio-dependente (STINGO

et al., 1992). Altos niveis de transcricao tém sido observados em tecidos cerebrais,
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especialmente no cerebelo e na medula espinhal (MINAMINO et al., 1993). Em
ratos também, o CNP tem sido identificados em glandulas sub-mandibulares, rim,
adrenal, jejuno e ileo, timo, testiculo (MINAMINO et al., 1993) e decidua basal da

placenta (CAMERON et al., 1996).

Varios sdo os fatores que podem ativar a expressao génica de ANP em tecidos

cardiacos, conforme pode ser visto no QUADRO 1 (RUSKOAHO, 1992).



QUADRO 1
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FATORES QUE AFETAM A EXPRESSAO GENICA DO ANP IN VIVOE IN VITRO

1.

ook

7.

SOBRECARGA DE VOLUME E PRESSAO

e Pacientes com insuficiéncia cardiaca e hipertensao

¢ Modelos Experimentais
Privacao de agua
Ingestao de sal
Tratamento com acetato de desoxicorticosterona
Hamsters cardiomiopatas
Infarto do miocardio
Insuficiéncia cardiaca induzida pelo stress
Fistula aortocaval
Insuficiéncia da valva aértica
Hipertensao espontanea (SHR, SHR-SP)
Hipertrofia biventricular em ratos
Hipertensao sensivel ao sal
Admistragao de acetato de desoxicorticosterona
Constricao aortica
Hipertensao reno-vascular
Hipdxia
Hipertensao pulmonar induzida pela Monocrotalina
Ratos Brattleboro deficientes de vasopressina
Cirrose experimental
Diabetes Melitus
Nefrectomia
Hipofisectomia
Constricao uretral
Agentes farmacoldgicos
GLICOCORTICOIDES
HORMONIO TIREOIDIANO
ENDOTELINA
CATECOLAMINAS (agonistas o adrenérgicos)
FATORES DE CRESCIMENTO (fator acido de crescimento de fibroblastos, fator
béasico de crescimento de fibroblastos, fator tipo p1 transformador de crescimento).
PRODUTOS DO METABOLISMO DO ACIDO ARACDONICO (PGE,, PGF»,)

VVVVVVVVYVVVVVVVYVYVVVVVYY

Tradugao de RUSKOAHO, 1992.
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2.1.2.4 Receptores

Os Peptideos Natriuréticos exercem seus efeitos por meio da interacdo com
receptores de membrana, localizados nas superficies das células alvo (BRENNER
et al., 1990). Foram identificados trés tipos de receptores dos Peptideos
Natriuréticos em tecidos de mamiferos, denominados receptores A, B e C - NPR-
A, NPR-B e NPR-C (KOLLER & GOEDDEL, 1992). Os dois primeiros possuem
atividade guanilatociclase e sdo os mediadores das principais ag¢des biolégicas
dos peptideos natriuréticos (RUSKOAHO, 1992; ESPINER et al., 1995; WILKINS
et al.,, 1997). O NPR-C (também chamado de receptor de clearence) nao possui
atividade guanilatociclase e sua principal funcdo € a captacao, internalizacao e

degradacao intracelular dos peptideos natriuréticos (MAACK et al., 1987).

Estudos em culturas de células tém mostrado que o NPR-B ¢é seletivo para o CNP
e este possui baixa afinidade pelo NPR-A. O NPR-A é seletivo para o ANP e BNP
(ESPINER et al., 1995). A afinidade do receptor de A é ANP > BNP >> CNP
(SALAS et al., 1991). Em contraste, o NPR-C apresenta ampla especificidade e
permite a ligacdo de todos os trés peptideos e a varios outros analogos dos
peptideos natriuréticos com relativa afinidade (SUGA et al., 1992). Esses achados
sugerem que tanto o ANP quanto o BNP atuam por meio da ligagcdo com o NPR-A,

enquanto o CNP atua via NPR-B (ESPINER et al., 1995).
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Os receptores A e B (NPR-A, NPR-B) possuem uma parte extracelular ligada a
parte intracelular por um unico segmento transmembrana. A interacdo hormaonio-
receptor ativa a guanilatociclase associada a membrana para converter Mg-GTP
para GMP ciclico (GMPc). Este ultimo estimula a proteina kinase dependente
GMPc que, tardiamente, € responsavel pela fosforilagdo de um grande nimero de
proteinas intracelulares e alteragdes do calcio ionizado no citoplasma, eventos
bioquimicos essenciais as acbes fisioldgicas dos peptideos natriuréticos

(BRENNER et al., 1990).

Os receptores A e B (NPR-A, NPR-B) possuem uma parte extracelular ligada a
parte intracelular por um Unico segmento transmembrana e sdo estruturalmente
semelhantes, com aproximadamente 44% de homologia no sitio de ligacao

extracelular (LEVIN et al., 1998) - FIG. 3.

Apoés a ligagdo dos peptideos natriuréticos com seus receptores, esses horménios
sao internalizados e, enzimaticamente, degradados. Depois, os receptores

retornam a superficie celular (BRENNER et al., 1990).

Dos trés receptores, o tipo C é predominante (WILKINS et al., 1997). Este possui
afinidade menos seletiva para variantes estruturais dos peptideos natriuréticos do
que o NPR-A ou o NPR-B. Isto conduz a dedugéo de que o NPR-C funciona como
um receptor de “clearence” para remover grandes quantidades de ANP da
circulagdo, ou atua como um tampao hormonal, modulando a concentragdo

plasmatica e provavelmente local dos peptideos natriuréticos, inclusive a do CNP
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(PORTER et al., 1990; HOLCBERG et al., 1995; BRANDT et al., 1995). O BNP
possui menor afinidade pelo receptor C em comparagcdo com o ANP, o que pode

explicar a maior meia vida do BNP na circulagdo (WILKINS et al., 1997).

O fato de o receptor C necessitar de endocitose e de internalizacdo e a
concentracao desse nao ser muito alta faz com que alguns autores questionem se
esse processo contribui significativamente para a remocédo do ANP da circulagcéao

(McQUEEN et al., 1993).

Embora esse receptor esteja primariamente envolvido no “clearance” e no
metabolismo do ANP da circulagéo, algumas evidéncias sugerem que ele também
possa participar da mediagdo de algumas agbes do horménio via modulagao
negativa da guanilato ciclase (WILKINS et al., 1997; MELO et al., 2000), exercer
efeitos biolégicos por meio de segundos mensageiros que ndao a guanosina 3’5’
monofosfato (LEVIN, 1993; HOLCBERG et al., 1995), afetar a atividade da
fosfolipase C em alguns tecidos (WILKINS et al., 1997), participar do metabolismo
e remodelamento 6sseo (MELO et al., 2000), mediar as acdes do ANP e outros
peptideos natriuréticos na proliferacdo celular, bem como mediar agdes

neuromodulatérias do ANP no Sistema Nervoso Central (LEVIN, 1993).

Os peptideos natriuréticos circulantes sdo também inativados por endopeptidases
neutras circulantes, presentes nas células tubulares renais e vasculares (LEVIN et

al., 1998). As endopeptidases apresentam maior afinidade pelo CNP do que pelo
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ANP; e, afinidade pelo BNP é muito menor que pelo dois outros peptideos

(WILKINS et al., 1997).

O NPR-A é expresso em grande numero de tecidos, tais como pulmao, rins,
supra-renais, coragao, tecido adiposo, vasos sanglineos e olhos; coexistindo em
alguns sitios com a expressao do NPR-B (NAKAO et al., 1992b). Alguns autores
tém demonstrado a expressao dos receptores A e B (NPR-A e NPR-B) em tecidos
uterinos, incluindo decidua vera, cérion, miométrio e placenta (ITOH et al., 1994a;

Dos REIS et al., 1995).

O receptor B esta presente principalmente na supra-renal, na hipéfise e no

cerebelo (WILCOX et al., 1991).

O receptor C é encontrado nos rins, supra-renais, coracao fetal, endocardio,

ventriculo, atrio e cérebro (PORTER et al., 1990; WILCOX et al., 1991).
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FIGURA 3 - Acoes dos peptideos natriuréticos nas células alvo

O Peptideo Atrial Natriurético (ANP) se liga ao receptor A (NPR-A) e de uma maneira dependente
de ATP e estimula a atividade guanilatociclase intrinseca do receptor. A guanosina monofosfato
(GMPc) exerce seus efeitos biolégicos indiretamente, através uma proteina kinase G dependente
de GMPc ou de uma ou mais fosfosdiesterases (PDE). A ligacdo do ATP depende de um sitio
kinase —like (kinase-like domain) do receptor. O ANP se liga, também, ao NPR-C, quando é
internalizado e degradado. O receptor C também pode ter fungbes sinalizadoras independentes.
Finalmente, o ANP pode ser degradado pelas endopeptidases neutras (NEP), presentes nos rins e
vasos.

FONTE - LEVIN et al., 1998.
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2.2 Peptideos natriuréticos e placenta

2.2.1 Generalidades

A placenta € um 6rgao vascular que une o feto a parede do utero materno,
permitindo a passagem de materiais nutritivos e oxigénio para o sangue fetal e a
eliminacdo de dioxido de carbono e residuos nitrogenados (HOUAISS et al.,

2001).

Na espécie humana, a placenta apresenta uma estrutura hemocorial, localizada
entre duas circulagbes. A borda microvilosa do sinciciotrofoblasto é exposta ao
sangue materno no espaco interviloso e a borda placentaria, o lado fetal ou fracao

vilamentosa, intimamente associada ao sangue fetal (HATJIS & GROGAN, 1988).

A placenta, tal como o corddao umbilical, ndo possui inervagdo (REILLY &
RUSSELL, 1977). Por isso, acredita-se que o ténus vascular e a resisténcia ao
fluxo de sangue devem ser, em sua maior parte, controlados, local ou
sistemicamente, por fatores humorais (McCQUEEN et al., 1993). Os sistemas
renina-angiotensina, prostaciclinas e catecolaminas estdo, provavelmente,
envolvidos na regulacdo do fluxo utero-placentario em gravidezes normais e

complicadas por pré-eclampsia e CIUR (KUBLICKIENE et al., 1995).
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Acredita-se que hormonios responsaveis pela regulacao de ions e homeostasia de
agua tais como o ANP, também possam modular o ténus vascular na unidade
materno-fetal e, conseqientemente, a hemodinamica feto-placentaria (McQUEEN
et al., 1993; CAl et al.,, 1993; SCOTT, 1993). Outro dado que corrobora essa
especulagcdo baseia-se na descoberta de receptores do ANP no tecido vascular

feto-placentario (HATJIS & GROGAN, 1988).

2.2.2 Sintese placentéria dos peptideos natriuréticos e expressao génica

As primeiras descri¢oes da concentracao sérica de ANP em gravidas (CUSSON et
al., 1985) e, posteriormente, no sangue fetal (YAMAJI et al., 1986; CHEUNG et al.,
1987) intrigaram os cientistas da época sobre a possivel passagem
transplacentaria de ANP e as implicacdes deste fenébmeno na unidade materno-

fetal.

Em 1987, Wei e colaboradores observaram que a infusdo de ANP radioativo em
ratas prenhas causava aumento marcante e prolongado da concentracdo de ANP
no plasma fetal (verificado pela presencga de radioatividade nesse compartimento)

e concluiuram que o ANP atravessa a placenta (WEI et al., 1987).

Entretanto, Mulay e Varma, em 1989, utilizando ANP radioativo, provaram que nao

ha passagem transplacentaria do peptideo integro e sim de fragmentos do



42

mesmo, 0 que pode justificar o achado de radioatividade no sangue fetal, relatado

na publicacdo de WElI et al., 1987 (MULAY & VARMA, 1989).

Dois anos apéds, LEE & TSAI (1991) descreveram a primeira evidéncia da
presenca de ANP em tecido placentario e, também, no mesmo ano, CASTRO et
al. (1991) demonstraram a presenca de ANP no tecido placentario, membranas
fetais e Utero de ratos, utilizando a técnica de radioimunoensaio (RIE). Os autores
verificaram ainda que a concentragdo placentaria de ANP aumenta com a

progressao da gestacao.

HUANG et al. (1992), utilizando imunohistoquimica e hibridizagdo “in situ” em
placenta de ratos, comprovaram a sintese placentaria do ANP, ao verificarem a
presenca do RNA mensageiro do pré-ANP (pr6-ANP-mRNA) nos citotrofoblastos.
A presenca desse pré-horménio ndo foi verificada nos sinciciotrofoblastos ou
células coridnicas. Os autores verificaram, também, aumento da concentracao
placentaria de ANP e do pr6-ANP-mRNA com o avanco da gestacgéo até o seu 16°
dia. A partir desta época da gestacado, foi verificado aumento do irANP e

diminuicao do pré-ANP-mRNA (aproximadamente 1/13 do verificado no 16° dia).

INGLIS et al. (1993), ndo verificaram evidéncias de armazenamento ou sintese de
ANP em placentas, utilizando para tal o RIE, imunohistoquimica e a presenca de
RNA mensageiro para o mesmo peptideo, em cultura de células de

citotrofoblastos.
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LIM & GUDE (1995) confirmaram, novamente, a producao de ANP pela placenta,
ao demonstrar a presenca desse peptideo pela técnica do RIE e mRNA do ANP
pelo “Northern blot” no mesmo material. Os autores verificaram, ainda, que o pro-
ANP-mRNA s6 foi detectado no citotrofoblasto. Sinciciotrofoblasto e células
coribnicas nao expressam esse gene, o que confirma os achados de HUANG et al.

(1992).

CAMERON et al. (1996) estudaram a presenca dos trés peptideos (ANP, BNP e
CNP) e de seus respectivos RNAs mensageiros na placenta de camundongos.
Verificaram vasta presenca de CNP ao redor dos grandes vasos maternos da
decidua basal, enquanto a distribuicdo do BNP foi mais restrita, confinada a
margem externa da decidua basal. O ANP nao foi detectado na placenta de

camundongos.

GRAHAM et al. (1996) demonstraram que o ANP € sintetizado pelo trofoblasto

humano a termo (citotrofoblasto), especialmente o tecido trofoblastico extraviloso.

GUDE et al. (2000) demonstraram a presenca de mRNA do ANP em placenta de

humanos.

Pouco se sabe a respeito dos fatores envolvidos na regulagdo da producéo dos
peptideos natriuréticos na unidade feto-placentaria. Na literatura consultada
encontrou-se somente um trabalho de ITOH et al. (1994b) que descreveu fatores

envolvidos na regulagédo da sintese de BNP em células amniéticas. Os autores
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verificaram influéncias do cortisol, fator de crescimento epidérmico e fator de
crescimento e de transformagao de células  na producédo de BNP nessas células
(ITOH et al., 1994b). A capacidade de producdo de BNP pelas células amnidticas

havia sido descrita no ano anterior pelo mesmo grupo (ITOH et al., 1993).

2.2.3  Acdes dos peptideos natriuréticos na placenta

Varios autores tém estudado o papel do ANP e BNP na circulagdo feto-
placentaria. Para alguns (LEE & TSAI, 1991), esses horménios exercem apenas
funcéo paracrina, modulando a producao de esteréides como na cortex adrenal,
enquanto para outros, ocorre acdo vasodilatadora direta do peptideo nesse
territério (CHEMTOB et al., 1989; JANSSON, 1992; GRUNEWALD et al., 1994;
McQUEEN et al., 1990a e 1993; HOLCBERG et al., 1995; STEBBING et al.,

1996).

CHEMTOB et al. (1989), estudaram o efeito da infusdo de ANP em modelo
experimental de hipertensdo em ratos e comparou os resultados com os obtidos
no grupo controle. Os autores verificaram aumento do fluxo placentario ap6s a

infusdo de ANP, sendo esse efeito mais pronunciado no grupo hipertenso.

JANSSON (1992) verificou que a infusdo de ANP em baixas doses ocasionou

aumento do fluxo utero-placentario sem alterar a pressédo arterial, freqtiéncia
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cardiaca, fluxo mioendometrial ou concentracdo plasmatica de catecolaminas em

modelo experimental de CIUR.

GRUNEWALD et al. (1994) demonstraram que a infusdo de ANP, em baixas
doses, em pacientes com pré-eclampsia, acarreta diminuicdo da pressao arterial e

tendéncia ao aumento do fluxo sanglineo utero-placentario.

A inibicao do efeito vasoconstritor na vasculatura placentaria humana induzido
pela angiotensina I, NOLA -um inibidor da 6xido nitrico sintetase- ou um mimético
do trombaxano A, (U46619), tém sido assunto de varias publicacées que tentam
esclarecer as funcbes do ANP e BNP nos vasos humanos feto-placentarios
(McQUEEN et al., 1990a e 1993; HOLCBERG et al., 1995; STEBBING et al.,

1996).

MARKENSON et al. (1995) demonstraram diminuicdo da resposta vasopressora
induzida pela ANG Il com a infusdo de ANP. Entretanto, os autores salientam a

necessidade de doses supra-fisioldgicas para obter esse efeito.

2.2.4  Receptores dos peptideos natriuréticos na placenta

Considerando-se o fato de o ANP afetar o controle de sal e d4gua no organismo,
varios autores tém investigado a presenca de receptores desse horménio na

placenta, érgao de troca de fluidos e ions entre a méae e o feto (SCOTT, 1993).
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SEN (1986), em publicagao original, descreveu a presenca de receptores de ANP
na placenta humana. Trabalho posterior verificou que a acdo do ANP nesse tecido
deve-se, em parte, a liberacdo de GMPc, com consequente fosforilagdo de uma

proteina de membrana (SEN & ROY, 1986).

HATJIS & GROGAN (1988), utilizando a atividade da fosfatase alcalina e
localizacao de receptores P adrenérgicos como marcadores para a fracao
microssomal (lado fetal) e membrana microvilosa (lado materno), demonstraram

que o ANP liga-se, principalmente, a fragdo microssomal da placenta.

Em 1989, os mesmos autores verificaram aumento da afinidade dos receptores de

ANP com o avancgo da gestacao (HATJIS et al., 1989a).

McQUEEN et al. (1990b e 1993) demonstraram a presencga de dois subtipos de
receptor de ANP nas artérias feto-placentarias humanas. Um subtipo liga-se ao
CNP com alta afinidade e ndo ativa a guanilato ciclase, €, provavelmente, um
receptor de “clearence” ; enquanto o outro esta ligado a guanilato e é dez vezes

menos responsivo ao BNP que ao ANP.

Estudos em humanos (SALAS et al.,, 1991) e em animais (SCOTT, 1993)
demonstraram a presenga de “binding” especificos de ANP tanto no lado materno
como no lado fetal da placenta. Entretanto, achados compativeis com receptores
de “clearence” s6 foram encontrados no lado materno da placenta (SALAS et al.,

1991).
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ITOH et al. (1994a) demonstraram a producao de mRNA do receptor A na decidua
vera, corion, miométrio e placenta. Entretanto, os autores ndo demonstraram a

presenca desse receptor no amnion.

2.2.5 Peptideos natriuréticos placentario e algumas intercorréncias clinicas

HATJIS et al. (1989b) verificaram diminuigdo da afinidade dos receptores de ANP
em placentas de pacientes portadoras de pré-eclampsia ainda, no mesmo ano, 0s
autores demonstraram que o estimulo do ANP sobre a atividade da guanilato
ciclase € menor nas placentas de pacientes com pré-eclampsia, quando

comparado "a de gestantes normais (HATJIS & BOTTOMS, 1989).

McQUEEN et al. (1990b) demonstraram reducao de cinco vezes no “binding” de
alta afinidade do ANP em placentas de fetos portadores de Crescimento Intra-

uterino Restrito (CIUR).

KINGDOM et al. (1994) verificaram aumento do niumero de receptores ligados a
guanilato ciclase, em placentas de gravidezes complicadas por pré-eclampsia e
crescimento intra-uterino restrito, sugerindo que o ANP possa mediar a

vasodilatagao na unidade feto-placentaria.

GUDE et al. (2000) ndo encontraram diferenca significativa na concentragdo do

RNA mensageiro para ANP em placenta de pacientes portadoras de pré-
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eclampsia quando se comparam os controles, tanto termo quanto pés-termo. Os
autores concluiram que o desenvolvimento de pré-eclampsia ndo esta associado a

alteragdes da producao de mRNA na placenta.
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3 OBJETIVOS

1. Determinar a presenca e a concentracdo do peptideo natriurético tipo B em

placentas humanas.

2. Determinar a concentracdo de ANP em placentas humanas.

3. Estudar o comportamento do ANP e BNP em placentas de pacientes

normotensas e hipertensas.

4. Estudar a influéncia de alguns fatores clinicos maternos e fetais na
concentracao placentaria dos peptideos natriuréticos (ANP e BNP), nos

grupos de estudo.



4 PACTENTES EEYOUDOE
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes

Foram estudadas 83 gestagdes, acompanhadas na Maternidade do Hospital das
Clinicas da UFMG, no periodo de Janeiro de 2000 a Maio de 2001. As pacientes
foram previamente informadas da pesquisa e incluidas somente aquelas que
consentiram em participar. Para tanto, era sempre necessaria a aquiescéncia oral
e escrita, nos termos do consentimento informado apresentado no ANEXO A. O

estudo teve aprovacao do COEP do HC-UFMG.

O grupo foi formado por gestantes normotensas (N = 27) e hipertensas (N = 56),
sendo as ultimas portadoras de pré-eclampsia (sobreposta ou ndo a hipertensao

arterial crénica).
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4.1.1 Critérios de inclusao e exclusido no estudo

Todas as gestacOes estudadas foram interrompidas eletivamente por cesariana no

HC-UFMG.

O grupo de hipertensas foi constituido por gravidas que apresentavam pré-
eclampsia ou pré-eclampsia sobreposta a hipertensao arterial crénica, conforme
critérios do NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM

WORKING GROUP ON HIGH BLOOD PRESSURE IN PREGNANCY (2000):

» Pré-eclampsia: definida como sindrome hipertensiva que ocorre apés a 202
semana de gestacdo, caracterizada por elevagdo dos niveis de pressao
arterial e proteindria. Na auséncia de proteinuria, a elevacado da pressao
arterial deve ser acompanhada de sintomatologia clinica caracteristica ou

anormalidades laboratoriais.

» Pré-eclampsia com gestante previamente hipertensa: considera-se o
agravamento subito dos niveis presséricos apés a 202 semana de
gestacdao, em pacientes previamente controladas ou que apresentem

anormalidades laboratoriais caracteristicas de pré-eclampsia.

Foram excluidas do estudo gestantes que apresentaram intercorréncias maternas
e/ou fetais e aquelas cujos fetos eram malformados ou portadores de anomalias

cromossOmicas.
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4.1.2 Caracterizacao do grupo de gestantes estudadas

A coleta de dados das pacientes seguiu protocolo especifico do servico de

Medicina Fetal (ANEXO A).

A idade das pacientes variou de 17 a 43 anos, sendo a média de 28,7 e a mediana
de 30 anos. O GRAF. 1 mostra a distribuicdo das pacientes de acordo com a

idade.

<=19

>=35

GRAFICO 1 - Distribuicdo das pacientes por idade (em anos)

No GRAF. 2 estdao demonstradas as distribuicbes das pacientes de acordo com a

paridade.
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sem dados
4%

22%

25%

GRAFICO 2 - Distribuicdo das pacientes por paridade

A idade gestacional, calculada pela data da ultima menstruagdo e confirmada por
meio de exame ultra-sonografico realizado antes da 20? semana de gestacao,
variou de 27 a 42 semanas, média de 35,3 e mediana de 36,0 semanas. O GRAF.

3 mostra os valores da distribuicdo quanto a idade gestacional.

27 a28

29a32

37 20%

43%

33 a34
14%

35a36
18%

GRAFICO 3 - Distribuicdo das pacientes de acordo com

a idade gestacional (em semanas)
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41.2.1 Caracterizacao das pacientes estudadas conforme niveis presséricos

A medida da pressao arterial foi obtida com as pacientes em posi¢do assentada,
anteriormente a infusdo de liquidos, no momento que antecedeu o ato cirurgico,

conforme protocolo descrito por VITRAL (2001) em sua tese de doutorado.

No GRAF. 4 e TAB. 1a (ANEXO A) estao demonstrados os valores de pressao arterial nos grupos

de estudo.

200+

150

@ Normotensas
B Hipertensas

100+

Pressao arterial (mmHg)

[6)
o

Presséao arterial Presséo arterial Presséo arterial
Sistélica Diastélica media

GRAFICO 4- Valores médios da pressao arterial nos grupos de estudo

Na TAB. 1 encontra-se demonstrada a distribuicdo das pacientes segundo a

indicacdo para inclusao no estudo.
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TABELA 1
Distribuicao das gestantes segundo a indicacao para inclusdao no estudo
Indicacao para Participacdao no Estudo Freqiiéncia

Absoluta Porcentual
Pacientes normotensas 27 32,53
Pré-eclampsia 36 43,37
Pré-eclampsia associada a hipertensao arterial cronica 20 24,10

Total 83 100
41.2.2 Descrigao dos parametros maternos estudados

As pacientes hipertensas tinham amostras de sangue venoso colhido na veia
antecubital, no momento que antecedia o parto. Essas amostras foram utilizadas
para avaliacdo da funcao renal (concentracdo sérica do &cido Uurico, uréia,
creatinina), hepatica (concentracdo sérica do aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase e lactato desidrogenado) e estudo hematologico (dosagem da

hemoglobina e contagem de plaquetas).

Foi considerada alterada a funcado hepatica, renal ou hematoldgica quando pelo
menos um parametro, dentro de cada grupo descrito, encontrava-se alterado.

Foram utilizados como referéncia os valores de normalidade citados no
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NATIONAL HIGH BLOOD PRESSURE EDUCATION PROGRAM WORKING

GROUP ON HIGH BLOOD PRESSURE IN PREGNANCY (2000).

Os exames foram sempre realizados no Laboratério do Hospital das Clinicas,

conforme protocolo especifico deste setor.

As pacientes foram também avaliadas quanto ao resultado do exame
Dopplerfluxométrico das artérias uterinas. A técnica para a realizagao dos exames
foi baseada em trabalho publicado por ROTMENSCHI & HOBBINS (1991) e

reproduzido em nosso meio por AGUIAR (2000).

Foi utilizado o aparelho SONOACE da MEDISON, com doppler colorido e sondas

setoriais de 3,5 e 5,0 mHz e filiro de 100Hz.

Para fins de analise, neste estudo, foi considerado exame anormal o que

apresentava incisura diastolica na artéria uterina placentaria.

41.2.3 Gravidade da doencga hipertensiva

A associagao entre a gravidade da doenca materna, traduzida pela presenca da
Sindrome HELLP, eclampsia ou alteragdo do exame de fundo de olho
(fundoscopia) foi avaliada. No grupo de pacientes estudadas, verificou-se a
ocorréncia de 6 exames de fundo de olho alterado, 4 casos de HELLP e 3 casos

de eclampsia.
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No ANEXO A (GRAF. 1a), encontra-se, ainda, a distribuicdo das pacientes quanto

ao uso de farmacos.

4.1.3 Descricdo dos parametros fetais/neonatais avaliados

A hemodinamica fetal foi avaliada por meio da relacdo umbilico-cerebral a
Dopplerfluxometria obstétrica conforme protocolo descrito em nosso meio por
LEITE (1998) em sua tese de doutorado. Determinou-se o indice de pulsatilidade
da Artéria Cerebral Média e da Artéria Umbilical. Foram considerados como fetos
centralizados aqueles que apresentaram relacao entre os indices de pulsatilidade
— relagao umbilico-cerebral - maior ou igual a um (ARDUINI et al., 1987; DEGANI

et al., 1994).

Os valores da relagéao umbilico-cerebral variaram de 0,45 a 2,2, sendo a média de

1,014, mediana de 0,92 e o desvio padréo de 0,0451.

Os parametros clinicos neonatais estudados foram Apgar de 5° minuto, peso ao
nascimento e a codificacdo quanto a presenca de CIUR (LUBCHENCO et al.,

1963), avaliagdes estas feitas pelos neonatologistas na sala de parto.

A TAB. 2 e os GRAF. 5 e 6 apresentam, a caracterizacao dos neonatos quanto ao

peso e indice de Apgar (5° minuto).
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TABELA 2

Caracteristicas dos recém-natos

Variavel N Valor Valor Valor Desvio
minimo maximo médio padrao
Apgar de 5° minuto 80 0 10 8,84 0,12
Peso ao nascimento 83 760 3750 2241 96,1
500 a 999
gramas
7% 1000 a 1499
2500 a 4000 gramas
gramas 20%
44%
1500 a 1999
2000 a 2499 gramas
gramas 17%
12%

GRAFICO 5 - Distribuicdo dos Recém-natos quanto ao Peso
do Nascimento (N=83)
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PIG

76%

GRAFICO 6 - Distribuicdo dos Recém-nascidos
quanto a Classificacdo do Peso ao Nascimento
(N=83)

4.2 Obtencéo de sangue fetal e estudo gasométrico

Apobs a extracao fetal, o corddo umbilical foi clampado com duas pingas e cortado
e o récem-nato liberado para o atendimento pelo neonatologista. Uma terceira
pinca foi utilizada para a clampagem do cordao préximo a placenta. Apds a
extragao da placenta, esse material foi entregue “em bloco” a um examinador que
procedeu a puncao da veia umbilical e a retirada de um pequeno fragmento de
placenta. O tempo transcorrido entre a saida completa do concepto e a obtencao

do sangue nao foi superior a 2 minutos.
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Amostras de sangue venoso (de aproximadamente 1ml) foram colocadas em
seringas estéreis (seringa de insulina), heparinizadas com a ponta da agulha
coberta por borracha. As amostras foram entdo enviadas para a realizagdo da
gasometria, para ser determinado o pH, pO,, pCO, e BE. O tempo transcorrido
entre a coleta e a realizagdo da gasometria nunca foi superior a 30 minutos. O
sangue foi analisado em aparelho de gasometria ABL SYSTEM 620 - Blood Gas
System (Radiometer - Compenhagen), no laboratério de urgéncia do Hospital das

Clinicas da UFMG.

Os parametros gasométricos analisados foram: pH, pO., pCO. e BE. Entretanto,

para fim de estudo estatistico, foi considerada apenas a determinag¢éo do pH e BE.

4.3 Obtencao de amostras de placenta

Fragmentos de placentas, medindo aproximadamente 2 x 2 cm, foram retirados do
lado fetal da placenta, a 3 cm do corddo umbilical, apds pequena inciséo do
cérion. Esses fragmentos foram colocados rapidamente em compressa seca para
retirada do sangue e, posteriormente, transferidos para tubos Eppendorff (FIG. 4).
Apoés a coleta, esse material foi imediatamente armazenado em nitrogénio liquido
até o transporte para freezer —80° C, onde permaneceu até a data do

processamento para dosagem dos Peptideos Atriais (ANP e BNP).
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Tpl-eata

FIGURA 4 - Local de obtengdo de material de placenta para estudo

dos peptideos natriuréticos.

4.4  Radioimunoensaio para determinagédo do ANP e BNP placentério

Para este trabalho, dosou-se a concentracdo do ANP e BNP na placenta utilizando
o Radioimunoensaio, técnica de duplo anticorpo como descrita por GUTKOWSKA

et al. (1987). Esses ensaios foram realizados no Laboratério de Endocrinologia do
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Metabolismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG por um profissional que

desconhecia o “banco de dados”.

As amostras de placenta foram retiradas do freezer, a -80° C e imediatamente
pesadas e transferidas para tubos de ensaio que continham solucdo de &acido
acético 0,1 N com inibidores de proteases (PMSF, Pepstatina e EDTA, 10 ~° M).
As amostras foram trituradas em homogenizador (EURO TURRAX - IKA
LABORTECKNIK) e centrifugadas durante 30 minutos, a 2.000 g a 4° C
(Centrifuga EPPENDORF, 5417R). Os peptideos presentes no sobrenadante
foram extraidos em coluna Sep-pack C18° (WATERS ASSSOCIATES, MILIFORD,
MA). Apds a evaporagao em centrifuga evaporadora (SPEED-VAC EPPENDORF),
as amostras foram reconstituidas em tampao fosfato (fosfato de sédio 0.1M, pH
7.4, BSA 0.1%, NaN3 0,01%, triton X-100 0,1%) para dosagens de ANP e BNP.
Amostras de 100 pl foram incubadas “overnight” com 100 ul de anticorpo anti-ANP
ou anti-BNP a 4C. Adicionaram-se 100 ul de I'®-ANP (20.000 cpm), que foram

incubados por mais 24 horas.

A separacao de imunocomplexo foi feita por precipitacdo com segundo anticorpo -
soro de cabra, antigamaglobulina de coelho (gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
José Antunes Rodrigues — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto). Apds duas
horas, em temperatura ambiente, adicionou-se 1ml de polietielnoglicol 12.5%, em
agua. Os tubos foram centrifugados por 20 min a 3000 rpm, 4°C, e a

radioatividade do imunocomplexo, determinada por contador gama (LKB ®).
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A lodagdo do ANP (Ser 99- Tyr 126) e do BNP humano - [Tyr]® — BNP-32
(PENNINSULA LABORATORIES INC., CA, USA) foi realizada pelo método de
lactoperoxidase com | 125- sédico, como descrito por GUTKOWSKA et al. (1987).
A purificagédo da fragdo monoiodada foi realizada por HPLC (cromatografia liquida

de alta pressao).

As concentragbes de ANP e BNP na placenta foram determinadas em

experimento Unico, sendo a variagcao intra-ensaio de aproximadamente 9%.

4.5- Modelo do estudo

Estudo prospectivo e transversal do tipo caso controle, desenvolvido no Centro de
Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais,

no periodo de fevereiro de 2000 a maio de 2001.

46 Anélise Estatistica

Para estudo das correlagdes entre a concentragdo placentaria dos peptideos e os

fatores maternos-fetais foi utilizada a andlise de regressdo simples e para a
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comparacgao das médias da concentracao dos peptideos nos grupos de estudo, foi
utilizado o teste T. Utilizou-se para este estudo, o programa estatistico Minitab,

versao 10.0 (Minitab Inc., State College, PA).

O valor P < 0.05 foi considerado, estatisticamente, significativo.



5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Das 83 amostras colhidas para estudo da concentracao placentaria dos peptideos,
foi possivel mensurar o ANP e BNP em 56 delas (18 de normotensas e 38 de
hipertensas para o grupo em que foi dosado o ANP; 20 de normotensas e 36 de
hipertensas para o grupo em que foi dosado o BNP). O numero menor de casos
dosados, em relacao ao total de amostras colhidas, foi decorrente das perdas que

ocorreram durante o processo de padroniza¢ao do ensaio e das dosagens.

5.1  Concentracao placentaria de ANP e fatores clinicos materno-fetais

5.1.1 Concentragdo placentaria de ANP



69

A concentracdao de ANP variou de 0,10 a 3,83 sendo a mediana de 0,455 pg do

peptideo/mg de proteina soluvel (TAB. 3).

TABELA 3
Concentracéo placentaria de ANP

Concentracdo de ANP em tecido placentario
(pg do peptideo/mg de proteina sollvel) N=56

Minimo Méaximo Média Mediana Desvio Padrao

0,10 3,83 0,866 0,455 0,865

5.1.2 Concentracao placentaria de ANP nos grupos de estudo

Na TAB. 4, esta representado o valor da concentracdo placentaria de ANP no
grupo de pacientes normotensas e hipertensas. Ndo se observou diferenca
significativa na concentracdo placentdria de ANP quando comparados os dois
grupos.

TABELA 4

Concentracao placentaria de ANP em relacao aos grupos de estudo

Concentragcao de ANP placentario

Grupo de Pacientes
P (pg do peptideo/mg de proteina soluvel)

Média Desvio padrdo | Teste T (Valor p)
Normotensas
(N= 18) 0,881 0,684 0,92 (NS)
Hipertensas 0,859 0,947

(N= 38)
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A analise estatistica, considerando o tipo de hipertensado (Pré-eclampsia ou Pré-
eclampsia associada a hipertensdo arterial crbnica), também n&o mostrou

significancia estatistica (TAB. 1b - ANEXO B).

5.1.83 Correlagao entre a concentragédo placentaria de ANP e parametros clinicos

maternos

5.1.3.1- ANP placentario e algumas caracteristicas clinicas maternas

Para estudo da correlagdo entre o contetdo do ANP placentario e as
caracteristicas clinicas maternas, foi utilizada a regressao linear simples, para a
qual foi necessaria a transformagéo logaritmica dos valores da concentracdo do
ANP. O teste de normalidade para esta transformacao encontra-se demonstrado

no GRAF. 1b (ANEXO B).

Na TAB. 5, estdo expressos os resultados da reta da regressdo em relacdo as
caracteristicas clinicas analisadas. Conforme pode ser observado, ndo foram
verificadas correlagdes significativas entre as varidveis e a concentragcédo

placentaria de ANP.
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TABELA 5
Correlacao entre os parametros clinicos maternos e a

concentracao placentaria de ANP

Variavel Reta da Regressao R? (%) Valor p
Idade materna (anos) Log10 ANP = - 0.265 + 0.00007 Idade (0,0 0,994 (NS)
Idade gestacional - IG Log10 ANP = 0.442 - 0.0205 IG 3,2 0,19 (NS)
(semanas)
Pressao Arterial Sistélica - | Log10 ANP =-0.249 - 0.00013 PAS 0,0 0,94 (NS)
PAS (mmHg)
Presséao Arterial Diastélica | Log10 ANP =-0.219 - 0.00048 PAD 0,0 0,845 (NS)
-PAD (mmHg)
Presséo Arterial Média - Log10 ANP= - 0.229 - 0.00033 PAM 0,0 0,881 (NS)
PAM (mmHg)

NOTA: Resultado expresso em log 1o (pg do peptideo/mg de proteina soltvel)

Da mesma forma que foi estudada a correlacao entre as variaveis maternas e a
concentracao placentaria de ANP no grupo total de pacientes, fez-se, também, a
andlise no subgrupo de pacientes normotensas e hipertensas. Os resultados

encontrados ndo diferem dos expostos anteriormente (TAB. 2b e 3b - ANEXO B).
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5.1.3.2 Correlacao da concentragao placentaria do ANP e alguns parametros

da propedéutica materna

O estudo da concentracdo de ANP, de acordo com o resultado da fungao renal,
hepatica e estudo hematoldgico, encontra-se sumarizado na TAB. 6. Nao foi
verificada associacao estatisticamente significativa entre alteracao dos parametros
descritos e conteudo de ANP na placenta.

TABELA 6

Concentracao placentaria de ANP em relacao a alguns parametros laboratoriais

do grupo hipertenso

Concentracao Placentaria de ANP

Codificagdo Quanto |N
ao Resultado do

Parametro Avaliado
(pg do peptideo/mg de proteina soltvel)

Exame Média Desvio Valor p
Padrao
Funcao Hepatica Normal 14 1,12 1,21 0,34
Alterado 21 0,756 0,78
Fungao Renal Normal 18 0,96 1,08 0,60
Alterado 19 0,795 0,843
Parametro Normal 31 0,888 0,952 0,71
Hematoldgico Alterado 7 0,731 0,988

Nota: N=38

Quando analisado o resultado do exame dopplerfluxométrico da artéria uterina em

relacdo ao conteudo de ANP na placanta, verificou-se aumento da concentracao
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de ANP na placenta de pacientes hipertensas que apresentaram exame alterado,

quando comparado ao grupo que possuia exame normal (TAB. 7 e GRAF. 7).

TABELA 7
Concentracao placentaria de ANP em relacao ao resultado do Doppler de artéria

uterina

N Concentracao Placentaria de ANP
Codificagdo  Quanto
ao Resultado do | (pg do peptideo/mg de proteina soltvel)

Grupo de Pacientes Exame
N Média | Desvio Valor p
Padrédo
Pacientes Normotensas Normal 8 0,905 0,805 0,44 (NS)
Alterado 3 1,27 0,56
Pacientes Hipertensas Normal 12 0,454 0,392 0,022 (p< 0,05)
Alterado 19 1,17 1,16

= Normal
M Alterado

Concentracao de ANP
(pg/mg proteina)

PACIENTES PACIENTES
NORMOTENSAS HIPERTENSAS

GRAFICO 7 - Concentragdo média de ANP
placentario de acordo com o resultado do Doppler
das artérias uterinas
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5.1.3.3 ANP placentario e alguns aspectos de gravidade da doenca materna

A associagao entre a gravidade da doenga materna, traduzida pela presenca da

Sindrome HELLP, eclampsia ou alteracdo da fundoscopia, e as concentracoes

placentarias de ANP estdo sumarizadas na TAB. 8. As pacientes que

apresentaram HELLP ou alteracdo da fundoscopia possuiam ANP na placenta em

quantidade significativamente menor que as pacientes que nao apresentaram

alteragdes destes parametros.

Critério De Gravidade

TABELA 8

Concentracao placentaria de ANP em relacao a gravidade da doenca materna

Codificagéo
quanto a presenga
de complicagbes

Concentracao placentaria de ANP

(pg do peptideo/mg de proteina soltvel)

N Média | Desvio padréo | Valor p
HELLP Sim 4 0,302 0,124 0,0014 (p < 0,05)
Nao 34 0,924 0,981
Eclampsia Sim 2 1,02 1,02 0,86 (NS)
Nao 36 0,85 0,957
Fundoscopia Normal 29 0,98 1,05 0,015 (p < 0,05)
Alterada 4 0,452 0,133

NOTA: Grupo hipertenso - N= 38
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5.1.34 Correlacdo entre e concentragdo do ANP placentario e o uso

materno de alguns farmacos

Na TAB. 9, encontram-se expostos os resultados do teste de médias da
concentracao tecidual de ANP em relacdo ao uso de medicamentos no grupo
hipertenso. Nao foi verificada significancia estatistica quando comparados os
valores da concentracdo de ANP em amostras de placentas de pacientes que

usaram ou nao alguns farmacos, para controle clinico do quadro hipertensivo.

TABELA 9
Concentracao placentaria de ANP em relacao

ao uso de farmacos de controle do quadro hipertensivo

Farmacos Codificagdo  quanto Concentracao Placentaria de ANP

a0 Uso de Farmacos (pg do peptideo/mg de proteina soluvel)

N Média Desvio | Valorp
padrdo
Uso de Hipotensores Sim 24 0,958 0,956 0,41 (NS)
Diversos Nao 14 0,689 0,941
Nifedipina Sim 12 1,01 1,03 0,52 (NS)
Nao 26 0,788 0,916
Sulfato de Magnésio Sim 26 0,785 0,967 0,48 (NS)

N&o 12 1,019 0,922
NOTA: N= 38
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5.1.4 Concentragdo do ANP placentario conforme os parametros fetais/neonatais

estudados

5.1.4.1 ANP placentario e Doppler fetal

Na TAB. 10 e nos GRAF. 8 e 9, encontram-se demonstrados os resultados obtidos
na estimativa da reta de regressédo da concentracao placentaria de ANP e o valor
da relagdo umbilico-cerebral ao Doppler no grupo de pacientes hipertensas e
normotensas. A estimativa da reta de regressao somente apresentou significancia
estatistica no grupo de hipertensas.

TABELA 10

Correlagao entre a relagao umbilico-cerebral ao doppler e a
concentracao placentaria de ANP

Relacdo Umbllico-Cerebral (U/C) Reta da Regressao R? (%) Valor p
ao Doppler
Grupo de Fetos de Normotensas |Log 10 ANP =- 0.351 + 0.163 U/C 0,9 0,781 (NS)

Grupo de Fetos de Hipertensas |Log10 ANP =- 0.810 + 0.468 U/C 19,1 0,008 (p<0,05)

NOTA: Resultado expresso em log 1o (pg do peptideo/mg de proteina soltvel)
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Y =-35E-01 + 0.163320X

R-Sg=-0.084
N= 11 P=0.781
Regression
e 95%Cl
—- 95% Pl

GRAFICO 8 - Correlagdo entre a concentracdo de ANP e o

resultado da relagdo umbilico-cerebral ao Doppler, no grupo

de fetos de maes normotensas.
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Y = -8.1E-01 + 0468171X
R-Sq=0.198
N=36 p=0008

Regression
95% Cl
—_— 95% Pl

05 1.0 1.5 20
Relacao umbilico-cerebral ao Doppler

Log 10 concentracao de ANP (pg/mg proteina)
I

GRAFICO 9 - Correlagdo entre a concentragdo de ANP e o
resultado da relagdo umbilico-cerebral ao Doppler, no grupo de
fetos de maes hipertensas

O resultado da concentracdo de ANP na placenta foi também estudado
codificando-se a relacdo umbilico-cerebral ao Doppler em normal e alterada
(TAB.11). De forma semelhante ao exposto acima, na estimativa da reta de
regressao, so6 foi verificada significancia estatistica quando foi analisado o grupo

de pacientes hipertensas.
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TABELA 11

Concentracao placentaria de ANP em relagéo ao resultado do doppler fetal

Centralizado Concentracao placentaria de ANP
Doppler Fetal gaop

(pg do peptideo/mg de proteina

soluvel)
N Média |Desvio |Valorp
padrao
Grupo de Fetos de Normotensas Sim 4 0,793 0,507 0,61 (NS)
Nao 7 1,023 0,929
Grupo de Fetos de Hipertensas Sim 20 1,16 1,11 0,01 (p < 0,05)

N&o 16 0,408 0,421

51.4.2 ANP placentério e alguns parametros clinicos e laboratoriais fetais e

neonatais

As TAB. 12 e 13 mostram o resultado das correlacbes entre os parametros
clinicos fetais e a concentracdo placentaria de ANP nos grupos de estudo.
Somente foi verificada associagdo significativa entre Apgar de 5° minuto e a

concentracao placentaria de ANP, no grupo de hipertensas (GRAF. 10).
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TABELA 12
Correlacao entre os parametros clinicos fetais/neonatais e a concentragéao
placentaria de ANP no grupo de pacientes normotensas

Variavel Reta da Regressao R® (%) Valor P
Apgar 5° minuto Log10 ANP =- 1.7 - 0.46 Apgar5 0,2 0,866 (NS)
Peso fetal (gramas) Log10 ANP =-2.7 - 0.00120 Peso 0,2 0,846 (NS)
pH sangue fetal Log10 ANP= 315 - 44 Ph 0,1 0,879 (NS)
BE sangue fetal Log10 ANP =- 156 + 2.14 BE 1,1 0,683 (NS)

NOTAS: Resultado expresso em log 1o (pg do peptideo/mg de proteina soltvel). N=18

TABELA 13
Correlacao entre os parametros clinicos fetais/neonatais e a
concentracao placentaria de ANP no grupo de pacientes hipertensas

Variavel Reta da Regressao R* (%) Valor P
Apgar 5° minuto Log10 ANP = 3.35 - 0.413 Apgar5 21,6 0,004 (p < 0,05)
Peso fetal (gramas) Log10 ANP =-0.113-0.000105 Peso 3,3 0,280 (NS)
pH sangue fetal Log10 ANP=14.5-2.07 pH 22,5 0,197 (NS)
BE sangue fetal Log10 ANP =-0.307 - 0.0240 BE 4,0 0,607 (NS)

NOTAS: Resultado expresso em log 1o (pg do peptideo/mg de proteina soltvel). N= 38
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GRAFICO 10 - Correlagdo entre a concentracdo de ANP e o
Apgar 5° minuto no grupo de Recém-natos de maes hipertensas.
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5.2 Concentragao placentaria de BNP e fatores clinicos materno-fetais

5.2.1 Concentracao placentaria de BNP

A concentracao placentaria de BNP, obtida em 56 amostras de placentas, variou
de 4,60 a 61,40 pg do peptideo/mg de proteina soluvel, sendo a mediana de 17,21

pg do peptideo/mg de proteina soltuvel (TAB. 14).

TABELA 14

Concentracéo placentaria de BNP

Valores da concentragdo de BNP em tecido placentario
(pg do peptideo/mg de proteina sollvel) N=56

Minimo Maximo Média Mediana Desvio padréo

4,60 61,40 20,26 17,21 13,36

5.2.2 Concentragao placentaria de BNP nos grupos de estudo

Na TAB. 15, encontram-se ilustrados os valores da concentracao placentéria de
BNP, nos grupos de normotensas e hipertensas. A comparacao entre 0s grupos

ndo mostrou significancia estatistica.
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TABELA 15

Concentracao placentaria de BNP em relacao aos grupos de estudo

Concentracao de BNP Placentario

Grupo de Pacientes
P (pg do peptideo/mg de proteina solvel)

Média Desvio padrdo Teste T (Valor p)
Normotensas
(N=20) 17.4 12,6 0,23
Hipertensas
(N= 36) 21,9 13,7

A andlise estatistica, considerando o tipo de hipertensao (Pré-eclampsia isolada
ou associada a hipertensao arterial cronica), também nao mostrou significancia

estatistica (TAB. 1c — ANEXO C).

5.2.3 Correlacao entre a concentracdo placentaria de BNP e fatores clinicos

maternos

5.2.3.1 BNP placentério e algumas caracteristicas clinicas maternas

De maneira semelhante ao estudo estatistico realizado em relacdo a concentracéao
de ANP, foi avaliada a correlacdo entre as variaveis materno-fetais e a
concentracao de BNP na placenta. Também para este peptideo, foi necessaria a

transformacao logaritmica dos valores da concentragdo do BNP placentario (pg
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peptideo/ mg de proteina sollvel) para o estudo estatistico de regressao linear
simples. O teste de normalidade da transformagé&o encontra-se demonstrado no

GRAF. 1c (ANEXO C).

Constatou-se correlagdo inversa, estatisticamente significativa, entre a
concentracao de BNP placentario e a idade gestacional (p < 0,05) — GRAF. 11. Os
demais parametros avaliados ndo apresentaram significancia estatistica (TAB. 16).
Esse resultado foi semelhante ao observado quando analisado o grupo de

hipertensas (TAB. 2c — ANEXO C).

TABELA 16
Correlacao entre os parametros clinicos maternos e a

concentracao placentaria de BNP

Variavel Reta da Regressao R? (%) |Valor P
Idade Materna (anos) Log10 BNP =1.07 + 0.00520 Idade 1,2 0,422 (NS)
Idade Gestacional — IG Log10 BNP =2.36 - 0.0318 IG 20,0 0,001 (p<0,05)

(semanas)
Pressao arterial sistélica — PAS  Log10 BNP = 1.07 + 0.00104 PAS 1,5 0,365 (NS)
(mmHg)

Presséo arterial diastélica-PAD  Log10 BNP = 1.11 + 0.00116 PAD 1,0 0,462 (NS)
(mmHg)
Presséo arterial média -PAM Log10 BNP=1.09 + 0.00117 PAM 1,3 0,411 (NS)
(mmHg)

NOTA: Resultado expresso em log 1o (pg do peptideo/mg de proteina sollvel)
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20 —

Y = 236237 - 3.18E-02X
R-Sq= 0200

N=56  p= 0001
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—- 95% Pl

log 10concentracao de BNP (pg/mg proteinna)

Idade Gestacional (em semanas)

GRAFICO 11 - Correlagao entre a concentragdo de BNP e a idade

gestacional (em semanas)
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5.2.3.2 Correlacao da concentragao placentaria do BNP e alguns parametros

da propedéutica materna

O conteudo de BNP placentario foi analisado dividindo-se as amostras de
placentas de acordo com o resultado materno da fungao renal, hepatica e estudo
hematolégico. Nao foi verificado associacado estatisticamente significativa do

conteudo de BNP na placenta e alteracao destes parametros (TAB.17).

TABELA 17
Concentracao placentaria de BNP em relacao a alguns parametros laboratoriais

do grupo hipertenso

Parametro Avaliado Codificagdo Quanto [N Concentragao Placentaria de BNP
ao Resultado do (pg do peptideo/mg de proteina soluvel)
Exame Média Desvio Valor p
padrao

Fungéo Hepética Normal 15 20,5 14,1 0,73
Alterado 16 22,2 11,8

Funcao Renal Normal 15 21,6 15,7 0,93
Alterado 19 22,1 12,5

Parametro Normal 31 23,0 14,1 0,104

Hematoldgico Alterado 5 14,77 9,4

NOTA: N=36

A TAB. 18 demonstra o resultado do Doppler da Artéria Uterina em relacdo a

concentracado tecidual de BNP. Diferentemente do ANP, nado foi verificado
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aumento da concentracdo de BNP na placenta de pacientes que possuiam exame

alterado, quando comparado ao grupo que possuia exame normal tanto no grupo

de normotensas quanto de hipertensas.

TABELA 18

Concentracao placentaria de BNP em relacao ao resultado do doppler de artéria

Grupo De Pacientes

uterina

Codificagdo quanto ao
resultado do exame

Concentragao placentaria de BNP

(pg do peptideo/mg de proteina soltvel)

N Média Desvio Valor p
padrao
Pacientes Normotensas Normal 9 17,33 8,01 0,10 (NS)
Alterado 3 11,01 3,69
Pacientes Hipertensas Normal 12 17,30 8,85 0,20 (NS)
Alterado 19 23,0 15,4
5.2.3.3 BNP placentério e alguns aspectos de gravidade da doenca materna

Nao foi verificada associacao estatistica entre a gravidade da doenca materna e o

conteudo de BNP na placenta (TAB. 19).
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TABELA 19
Concentracao placentaria de BNP em relacao a gravidade da doenca materna
o . Codificagao Concentracao Placentaria de BNP
Critério de Gravidade Quanto a

Presenca de (pg do peptideo/mg de proteina soluvel)

Complicagbes

N Média | Desvio Padrdo | Valor p
HELLP Sim 3 18,4 10,8 0,65 (NS)
Nao 31 22,0 14,3
Eclampsia Sim 2 36,0 28,3 0,59 (NS)
Nao 34 21,0 12,8
Fundoscopia Normal 20 21,6 13,6 0,37 (NS)
Alterada 4 16,54 8,44
NOTAS: Grupo hipertenso — N= 36
5.2.3.4 Correlacao da concentragcdo do BNP placentario e o uso materno de

alguns farmacos

Na TAB. 20, encontram-se expostos o0s resultados do teste de médias da
concentracao tecidual de BNP em relagdo ao uso de medicamentos no grupo
hipertenso. Verificou-se aumento da concentragdo de BNP no grupo de pacientes
que usaram mais de um medicamento para controle do quadro hipertensivo,
quando comparado esse grupo ao que utilizou apenas um, ou nenhum farmaco

para controle do quadro clinico.



TABELA 20

Concentracao placentaria de BNP em relagao

ao uso de farmacos para tratamento clinico

Farmacos Codificagao

Quanto

Ao Uso De Farmacos

Concentragao Placentaria de BNP

(pg do peptideo/mg de proteina soluvel)

&9

N Média Desvio Valor p
Padréo
Uso de mais de um Sim 18 249 14,3 0,051
hipotensor Nao 17 16,66 9,03
Nifedipina Sim 8 22,9 17,0 0,84
Nao 28 21,6 13,0
Sulfato de Magnésio Sim 24 20,4 12,9 0,42
Nao 12 24,7 15,4
NOTA: N= 38

5.2.4 Concentragdo do BNP placentario conforme os parametros fetais/neonatais

estudados

5.2.4.1 BNP placentéario e o Doppler fetal

Na TAB. 21, encontra-se demonstrado o resultado obtido na estimativa da reta de

regressao da concentracao placentaria de BNP em relagdo ao valor da relagao

umbilico-cerebral ao Doppler no grupo de pacientes hipertensas e normotensas. A

estimativa da reta de regressdo nao apresentou significancia estatistica em

nenhum dos grupos avaliados.
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TABELA 21
Correlacao entre a relagao umbilico-cerebral ao Doppler e a
concentracao placentaria de BNP

Relagdo Umbilico-Cerebral (U/C) ao|Reta da Regressao R? (%) |Valor p
Doppler

Grupo de Fetos de Normotensas Log10 BNP =1.09 + 0.105 U/C |2,4 0,633 (NS)
Grupo de Fetos de Hipertensas Log10 BNP =1.07 + 0.182 U/C |6,2 0,148 (NS)

NOTA: Resultado expresso em log 1o (pg do peptideo/mg de proteina soltvel)

O resultado da concentragdo de BNP na placenta, codificando-se a relagéo
umbilico-cerebral ao Doppler como normal ou alterada, encontra-se demonstrado
na TAB. 22. De forma semelhante ao exposto acima na estimativa da reta de
regressdao, ndo foi verificada diferenca significativa quando comparada a

concentracao de BNP nos grupos estudados.

TABELA 22
Concentracao placentaria de BNP em relacao ao resultado do Doppler fetal

Doppler Fetal Centralizado Concentracao placentaria de BNP

(pg do peptideo/mg de proteina soluvel)

N Média Desvio Valor p
padrdo
Grupo de fetos de normotensas Sim 4 17,2 10,4 0,72
Nao 8 20,3 17,4
Grupo de fetos de hipertensas Sim 12 25,4 16,2 0,26

N&o 23 19,2 11,7
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5.24.2 BNP placentario e alguns parametros clinicos e laboratoriais fetais e

neonatais

As TAB. 23 e 24 mostram os resultados das correlacdes entre parametros clinicos
fetais/neonatais e a concentragdo placentaria de BNP nos grupo de estudo.
Verificou-se associagao significativa entre o peso ao nascimento e a concentragao

placentaria de BNP somente no grupo de hipertensas (GRAF. 12).

TABELA 23
Correlagao entre os parametros clinicos e laboratoriais fetais/neonatais e a
concentracao placentaria de BNP no grupo de pacientes normotensas

Variavel Reta da Regresséo R? (%) Valor p
Apgar 5° minuto Log10 BNP = 0.40 + 0.084 Apgar5 0,5 0.766 (NS)
Peso fetal (gramas) Log10 BNP = 1.41 -0.000084 Peso 4,3 0.379 (NS)
pH sangue fetal Log10 BNP=7.9 — 0.92 pH 0,4 0.794 (NS)
BE sangue fetal Log10 BNP = 0.992 — 0.0384 BE 1,8 0.575 (NS)

NOTAS: Resultado expresso em log 1o (pg do peptideo/mg de proteina soltvel). N= 20
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TABELA 24
Correlacdo entre os parametros clinicos e laboratoriais fetais/neonatais fetais e a
concentracao placentaria de BNP no grupo de pacientes hipertensas

Variavel Reta da Regressao R? (%) Valor p
Apgar 5° minuto Log10 BNP = 1.82-0.0641 Apgar5 1,3 0.525 (NS)
Peso fetal (gramas) Log10 BNP = 1.60 -0.000180 Peso 26,6 0.002 (p < 0,05)
PH sangue fetal Log10 BNP= 7.8 - 0.90 pH 24 0.583 (NS)
BE sangue fetal Log10 BNP = 1.02 — 0.0347 BE 12,7 0.192 (NS)

NOTAS: Resultado expresso em log 1o (pg do peptideo/mg de proteina soltvel). N= 36
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GRAFICO 12 - Correlagdo entre a concentragdo placentaria de
BNP e o peso do recém-nato (em gramas) no grupo de
hipertensas
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6 COMENTARIOS

Apesar dos avangos recentes e notorios da pesquisa médica, especialmente na
area da obstetricia, a base fisiopatolégica de algumas doengas constitui, ainda,
um enigma para os pesquisadores. Até este momento, doengas como o CIUR e a
pré-eclampsia sdo importantes fatores de risco para o binbmio materno-fetal sem

que haja o devido esclarecimento fisiopatolégico.

A pré-eclampsia, que compromete aproximadamente 7% de todas as gravidezes,
permanece como uma das principais causas de morbidade e mortalidade materna
e fetal (SIBAI, 1992). Essa é uma doenga complexa que envolve, potencialmente,
todos os sistemas organicos. A despeito de décadas de intensas pesquisas, a
patogénese dessa condicdo permanece, apenas, parcialmente compreendida.
Isquemia placentaria, ma& adaptacdo imune e fatores genéticos estéo,

provavelmente, envolvidos na génese da doenca (DEKKER & SIBAI, 1998).

O desenvolvimento apropriado da placenta humana requer adequada invasao das
artérias espirais maternas pelas células trofoblasticas, o que causa o

desaparecimento gradual do tecido muscular e elastico da parede dos vasos. Uma
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invasao trofoblastica inadequada parece ser o defeito primario na placentacao que
ocorre nas pacientes pré-eclampticas. Conseqlentemente, as artérias espirais
ndao sofrem transformacdo suficiente de vasos de baixa capacitdncia e alta
resisténcia para vasos de alta capacitancia e baixa resisténcia, podendo resultar
em hipoxia ou isquemia do leito placentario. Postula-se que, nos casos de
placentacdo defeituosa, um fator é liberado da placenta, supostamente sob a
influéncia da isquemia. Este fator resulta na disfungdo vascular caracterizada,
principalmente, por um distdrbio endotelial generalizado, que conduz a sindrome

clinica da pré-eclampsia (TORRY et al., 1998; VANWIJK et al., 2000).

A relacdo entre pré-eclampsia e a concentracdo placentaria de ANP é
desconhecida. Nessa doenga, alteracbes na producdo de ANP pela placenta
podem ter implicagdes importantes na fisiopatologia e na funcdo hemodindmica
placentaria. O aumento da producdao de ANP pode contribuir para a fungéo
compensatoria na circulagdo materna e/ou placentaria. Por outro lado, a reducao
da producado de ANP pode cooperar para a desigualdade enddcrina por meio do
aumento de vasoconstritores, que, como se sabe, ocorre na placenta durante a
pré-eclampsia. E concebivel que adequada circulacdo Utero-placentéria e feto-
placentaria depende da manutencédo de niveis criticos de ANP (GRAHAM et al.,

1996).

Inicialmente, este trabalho teve como objetivo tanto comprovar a presenca de ANP

e BNP na placenta de pacientes normotensas e de portadoras de pré-eclampsia
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como estudar o comportamento desses peptideos placentarios nas duas

situacoes.

Posteriormente, buscou-se identificar fatores clinicos maternos e/ou fetais que
apresentassem correlacdo com estes hormdnios. Dessa forma, procurou-se
esclarecer alguns determinantes da concentracdo placentaria e elucidar o papel

desses hormdnios nas gravidezes normal e complicada por pré-eclampsia.

Os dados da literatura médica em relagdo a concentragao de ANP na placenta séo
escassos, e inexistentes no que diz respeito ao BNP. Em uma busca sobre o
assunto no MEDLINE, envolvendo as “palavras chaves” placenta x ANP e/ou BNP
foram encontrados somente 47 itens. Dessas publicagdes, algumas néao
apresentam correlagdo direta com o assunto e em nenhuma delas ha descricdo do
conteudo de BNP na placenta. Também n&o foram encontrados trabalhos que
associassem conteudo de ANP com parametros clinicos maternos e/ou fetais.

Destarte, fica caracterizada a originalidade deste trabalho.

6.1- Comentarios quanto aos aspectos metodoldgicos do estudo

Para a mensuracdo da concentracdo dos peptideos atriais natriuréticos

apresentada neste estudo, foi necessaria padronizacdo da técnica de
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radioimunoensaio em amostras de placenta humana. Apesar de o Laboratério de
Endocrinologia do Metabolismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG
possuir vasta experiéncia no assunto, a dosagem do ANP e do BNP em placentas

humanas néo estava padronizada ainda.

Nessa primeira etapa de estudo, promoveu-se a referida padronizacdo. Algumas
amostras foram perdidas nesse processo e na dosagem final. Tal fato justifica a
ndo-obtengdo da concentracdo de ANP e de BNP nas 83 amostras coletadas
inicialmente. Por isso, dividiram-se os resultados em dois grupos distintos: um

grupo com dosagem de ANP; outro com dosagem de BNP.

Padronizou-se, entdo, o sitio de retirada do fragmento, para evitar variages,

eliminando possiveis influéncias em nossa pesquisa.

Os resultados confirmaram a presenca de ANP na placenta em concordancia com
os de outros autores (LEE & TSAI, 1991; CASTRO et al., 1991; HUANG et al.,
1992; LIM & GUDE, 1995; CAMERON et al., 1996) e demonstraram pela primeira

vez, a deteccao do BNP na placenta, utilizando-se da técnica do RIE.

Na pesquisa, a concentracdo de ANP encontra-se bem abaixo dos valores
descritos por HUANG et al. (1992) em placentas de ratos e também inferiores aos
valores encontrados por LIM & GUDE (1995) em placentas humanas. A diferenca

nos resultados pode ser decorrente de diferencas na metodologia.
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Quanto as concentragdes de BNP no tecido placentario, nao existem outros

resultados para comparar os achados, como descritos anteriormente.

A concentracdo de ANP e de BNP na placenta é muito menor que a encontrada
em tecidos cardiacos maternos e fetais. Isso induz a pensar que esses peptideos
placentarios nao contribuem de forma significativa para os niveis circulantes
dessas substancias. Entretanto, como postulado por LIM & GUDE (1995), a baixa
concentracao placentaria em relagdao ao tecido cardiaco aumenta a possibilidade
dos peptideos natriuréticos atuarem localmente por ligacao nos receptores, para
modularem o suprimento sanglineo placentario ou exercerem efeito paracrino
pela modulacdo na producdo de esterdides, como ocorre no caso do cortex

adrenal.

A andlise comparativa da concentragdo de ANP e de BNP em amostras de
placentas de pacientes normotensas e hipertensas ndao mostrou diferenca
significativa. Esta analise foi baseada no conteido desses peptideos placentarios
dosados pela técnica do RIE, ndo sendo utilizado outra metodologia que possa
refletir diretamente a sintese placentaria, tal como o estudo da quantidade de RNA
mensageiro e a quantidade de granulos de ANP e BNP presentes na placenta,
utilizando-se, por exemplo, a imunohistoquimica. Portanto, a auséncia de
diferenca estatistica quando comparados os grupos de normotensas € hipertensas
pode ser resultado da rapida liberacdo e acado do peptideo na circulagcdo, sem

armazenamento prévio, o que resulta em igual concentracdo, quando analisado
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pela técnica do RIE, apesar de um possivel aumento de sintese. Para comprovar
esta hipétese é necessario estudo complementar utilizando-se de outras

metodologias como as descritas anteriormente.

6.2- Comentarios da correlacao entre ANP e fatores clinicos materno-fetais

O conteudo de ANP em placentas de pacientes normotensas nao mostrou

significancia para quaisquer parametros materno ou fetal avaliados.

No grupo de hipertensas, foi observada correlacdo do ANP com alguns
parametros maternos e fetais avaliados: Doppler de artéria uterina; centralizacao
de fluxo ao Doppler; Apgar de 5° minuto; presenca de HELLP e alteracdes do

fundo de olho.

Verificou-se maior concentracdo de ANP em placentas de pacientes hipertensas
que possuiam exame Dopplerfluxométrico das artérias uterinas alterado (presenca
de incisura diastolica na artéria uterina placentaria) quando comparado ao grupo

de hipertensas que possuia exame normal (p= 0,022).

A persisténcia da incisura diastolica, refletindo a impedancia do fluxo nas artérias
uterinas, provavelmente, € secundaria a invasao trofoblastica inadequada, que

ocorre na gestacdo complicada pela pré-eclampsia (TRUDINGER et al., 1987;
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BOWER et al.,, 1993). Como conseqliéncia, postula-se que o aumento da
concentracao de ANP na placenta reflete aumento da produgéo ou liberacdo do
peptideo secundario a hipoxia placentaria, a semelhanga do que ocorre no tecido

cardiaco (BAERTSCHI et al., 1986; DU-SOUICH et al., 1987).

Encontrou-se também correlacao significativa entre 0 aumento da concentracao
placentaria de ANP e da relacdo umbilico-cerebral ao Doppler. Sabe-se que a
centralizacdo de fluxo é reflexo da adaptacao fetal a hipoxia (LEITE, 1998).
Portanto, pode-se afirmar que, novamente, a hipéxia possa ser um dos estimulos
diretos responsaveis pelo acréscimo do conteudo de ANP na placenta. Outra
hipotese é atuacao da hipoxia estimulando a liberacdo de outras substancias, que

por sua vez, podem atuar na placenta, incitando a sintese e a liberacao do ANP.

CHEUNG & BRACE (1988), em modelo experimental de hipoxia, verificaram
correlacao significativa entre a concentragcao de ANP e PO, no sangue fetal. Para
os autores, esse efeito pode ter sido causado pela acdo da hipdxia no coracao
fetal, ou pelo efeito da arginina-vasopressina, combinado ou nao com a
noroadrenalina na liberagcdo de ANP, ou ainda, pelo efeito da diminuicdo da taxa
de “clearence” do ANP. Relatam também que, em fetos, a hipéxia constitui

estimulo mais potente para a liberacao de ANP que a expansao de volume.

Na centralizacdo de fluxo, além de existir a hipéxia, € comum a ocorréncia de
acidose. Esta tem sido associada ao aumento da concentracdo de adrenalina,

noroadrenalina e arginina-vasopressina. CASTRO et al. (1989) verificaram
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aumento da liberacao de ANP pelo coracao de rato, apds a perfusdo dos mesmos
“in vitro” com adrenalina e arginina-vasopressina. TAVI et al. (1999) verificaram
que a acidose intracelular potencia a liberagdo de ANP induzida pela distensao

atrial em modelo experimental de isquemia miocérdica.

Além disso, hipoxia e acidose podem ser acompanhadas de hipertensao

(CASTRO et al., 1989) o que pode elevar a concentracao de ANP na placenta.

A hipbéxia também pode ser responsavel pela associagdo inversa entre a
concentracdo de ANP e o Apgar de 5° minuto. Embora a hipoxemia ndo seja o
unico determinante do Apgar (CUNNINGHAM et al., 1993), ela é o principal fator
responsavel por este parametro. Portanto, a diminuicdo do Apgar, refletindo menor
concentracao de oxigénio, pode assegurar 0 aumento da concentragcdo de ANP na

placenta.

Inicialmente, o que surpreendeu foi a auséncia de correlacdo da concentracao de
ANP na placenta com o pH do sangue fetal. Entretanto, € importante lembrar que
a acidemia faz parte de um espectro da doenga e, portanto, pode-se estar diante
de casos de hipoxemia sem que, necessariamente, haja acidemia. Outra
possibilidade é a auséncia de correlagdo entre o pH e a concentragdo placentaria
de ANP como a verificada em plasma fetal por HATJIS et al. (1989). Os autores
ndo observaram correlagdo entre pH do corddo umbilical e concentragédo sérica de

ANP.
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Seria necessario um modelo experimental que simulasse condigdes de hipoxia
tecidual placentaria “in vivo”, para comprovar a correlacao entre a hipoxemia e a
concentracdo placentaria de ANP. Outra alternativa seria a construgédo de um
modelo “in vitro” de incubacao de células trofoblasticas, em condicbes de baixo
teor de oxigénio, e posterior mensuragdo do conteudo de ANP no meio de cultura,

ou mesmo a perfusdo de placentas com diferentes condi¢ces de oxigenacao.

Verificou-se menor conteddo de ANP em placentas de pacientes que tiveram
complicagdes como a Sindrome HELLP ou alteragcdo do exame de fundo de olho,
quando comparadas a placentas de pacientes que nao apresentaram tais

complicagodes.

E provavel que esse achado possa ser secundario ao maior consumo em
decorréncia da gravidade dos casos ou a uma variagdo temporal, que pode
ocorrer com o conteudo de ANP, tal como acontece em modelos animais de
insuficiéncia hepatica. MAHER et al. (1990) verificaram resposta trifasica do ANP
plasmatico em modelo experimental de cirrose. Os autores verificaram diminuicao
do ANP sérico, duas semanas ap0s a ligacao do ducto biliar comum. Na 62 e 72
semana ap0s a cirurgia, o ANP volta a aumentar e, finalmente, durante a fase
ascitica da cirrose, a concentracdo desse peptideo diminui. Talvez esta ultima
etapa possa ser correspondente ao estagio de HELLP Sindrome dos nossos

casos.
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6.3 Comentarios da correlacao entre BNP e fatores clinicos materno-fetais

No grupo de pacientes normotensas nao se constataram associagbes
estatisticamente significativas entre a concentragdo do BNP placentario e os

fatores clinicos maternos e fetais.

Verificaram-se apenas correlagdes significativas entre a concentracao placentaria
de BNP e os parametros materno-fetais quando foi estudado o grupo de pacientes
pré-eclampticas (idade gestacional, peso ao nascimento e uso de duas ou mais

drogas para controle do quadro clinico).

Os dados coletados indicam a diminuigdo da concentracdo placentaria de BNP
com o avango da gestagao, resultado semelhante ao encontrado para o ANP em

placentas de ratos por HUANG et al. (1992).

ITOH et al. (1993) verificaram diminuicao progressiva do BNP em liquido
amniotico com o decorrer da gestacdo. Eles acreditam que o BNP alcanca a
decidua e o miométrio e pode ter algum papel preventivo no inicio do trabalho de
parto pré-termo pelo relaxamento do miométrio uterino até o termo. Essa teoria é
embasada pelo fato de o BNP e do 8-bromo-GMPc (derivado do GMPc permeavel
a membrana celular) diminuirem a magnitude e a freqléncia das contracdes
espontdneas no miométrio humano e a contragdo miometrial induzida pela

prostaglandina F», no miométrio de ratas prenhas (ITOH et al., 1993).
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Outro dado que suporta a hipétese de os peptideos natriuréticos atuarem como
agentes tocoliticos é o fato de o ANP ser um potente inibidor da contracao uterina
em ratos (BEK et al., 1988; POTVIN & VARMA, 1990). Essa hipbétese pode ser
uma das justificativas, mas n&o a unica, para explicar o comportamento do BNP

com o avango da gestacao.

Observou-se, ainda, a relagao inversa entre o0 peso ao nascimento e o conteudo
de BNP na placenta. Entretanto, existe correlagdo positiva e significativa entre o
peso ao nascimento e a idade gestacional (coeficiente de 89 %). Inicialmente,
atribuiu-se a diminuicdo da concentracdo de BNP somente na idade gestacional.
Entretanto, ndo se pode esquecer que o0 grupo de pacientes estudadas € de
portadoras de pré-eclampsia na forma grave, e grande parte delas tiveram a
gestacao interrompida em idades gestacionais baixas, devido a gravidade do
caso. Portanto, acredita-se que a maior concentragdo de BNP, em idade
gestacional baixa, possa ser decorrente da maior produgéo placentaria estimulada

pela hipoxia. Isso ocorreria como tentativa de aumentar as trocas materno-fetais.

HOLCBERG et al. (1995) acreditam que o BNP possa servir como horménio de

“stress” para preservar a adequada perfusao placentaria.

Outra variavel que apresentou significancia estatistica foi 0 uso materno de duas
ou mais drogas para controle do quadro clinico. Na avaliagdo da autora, isso esta

diretamente relacionado a gravidade do caso e, portanto, aos niveis de pressao



105

arterial. Gestantes com maiores niveis pressoricos, freqliientemente, necessitam

de maior numero de drogas para controle do quadro de pré-eclampsia grave.

Essa hipotese baseou-se na observacdo da tendéncia ao aumento de
concentracao placentaria de BNP quando se compara a concentracdo desse
peptideo dividindo as amostras em dois grupos, de acordo com o ponto de corte
da PAM de 120 mmHg. Embora ndo se tenha encontrado significancia estatistica
(p= 0,069 — dados ndo apresentados), é possivel que a gravidade dos niveis

pressoricos possa ser um fator contribuinte para o fato relatado.

Dessa forma, a ma perfusao placentaria e, consequentemente, a hipéxia podem
explicar o aumento de BNP nas placentas de pacientes que utilizaram mais de
uma droga para controle do quadro de pré-eclampsia grave como tentativa de

aumentar o fluxo placentario.

6.4- Comentarios finais

Nesta pesquisa, pioneira no meio médico, estudou-se a correlagdo entre dois
peptideos placentarios e a pré-eclampsia. Buscaram-se associagdes do conteudo
dos peptideos com parametros clinicos maternos e fetais como uma alternativa de

compreender melhor o papel do ANP e do BNP no leito vascular placentario e de



106

identificar possiveis fatores determinantes da sintese placentdria desses

peptideos nas pacientes com esse problema.

Demonstrou-se pela primeira vez, a presenca de BNP em placenta e confirmou a
presenca de ANP, em concordancia com outros autores (HUANG et al., 1992).
Entretanto, ndo se constatou diferenca significativa nas concentracées dos
peptideos estudados quando comparados o0s grupos de normotensas e
hipertensas. E admissivel que esse fato possa ser decorréncia do maior consumo
do ANP e do BNP como tentativa de aumentar o fluxo no territério vascular

placentario.

Verificou-se que tanto o compartimento materno quanto o fetal sdo importantes na
determinagdo da concentracdo placentaria dos peptideos. Entretanto, novos
estudos sdo necessarios para melhor esclarecer o papel dos peptideos

natriuréticos no controle de fluxo sanglineo placentério.

Varios autores tém demonstrado a importancia do ANP e do BNP na circulagao
feto-placentaria. GUDE et al. (2000) postulam que o ANP de origem cardiaca e de
origem placentaria possa estar envolvido na regulagao do fluxo sangiineo utero-
placentario. Além disso, eles acreditam que o ANP proveniente da placenta possa

atingir a circulagao fetal e alterar a fungéo cardiovascular do concepto.

O estudo da acao vasodilatadora dos peptideos atriais e, especialmente, do BNP,

em placenta é relativamente recente. O primeiro relato desse mecanismo foi
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publicado por HOLCBERG et al. (1995). Trabalhos posteriores tém demonstrado,
especialmente, a acdo desses peptideos na inibicdo do efeito vasoconstritor da
ANG Il, NOLA e de um mimético do trombaxane A, (McQUEEN et al., 1990a e
1993; HOLCBERG et al., 1995; STEBBING et al., 1996; SZUKIEWICZ et al.,

1999).

Esse efeito vasodilatador do ANP e do BNP, em territério placentario, tem
fornecido bases para a possivel utilizagdo desses peptideos como agentes
terapéuticos. A busca de novas drogas é estimulada pelo fato de nao existir, até o
momento, um tratamento anti-hipertensivo ideal na gravidez. Isso representa um
dilema ocasionado pelo risco de reducdo na perfusdo de uma placenta ja
comprometida. Além disso, a maioria das drogas vasodilatadoras comumente
utilizadas pela mée - nimodipina, nifedipina, nicardipina, fenitoina e sulfato de
magnésio - também dilatarem vasos umbilicais “in vitro”. Somente a hidralazina
possui efeito minimo nos vasos umbilicais (BELFORT et al., 1995). Portanto, é
provavel que o ANP e o BNP, ou anélogos sintéticos desses, possam ser uteis
como agentes terapéuticos, melhorando a perfusédo placentaria e causando efeitos

minimos nos compartimentos materno e fetal.

Neste estudo, buscou-se estabelecer correlagdes que justifiguem estudos mais
detalhados e com maior niumero de casos. O pareamento, por exemplo, pode ser
util para tentar estabelecer com seguranca se o BNP diminui com o avanco da

gestacao, ou se 0 aumento verificado na paciente pré-eclamptica é secundario a
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hipoperfusdo no territério placentario como tentativa de vasodilatar este
compartimento e compensar quadro de hipdxia tissular e fetal. Entretanto,
surgiram problemas referentes ao pareamento: torna-se dificil obter placenta de

pacientes normotensas com idade gestacional baixa.

O resultado deste trabalho nao tem aplicacao clinica direta, mas fornece dados
sobre a correlacdo de condicdes adversas maternas e fetais - possiveis fatores
indutores da sintese placentaria — e o conteddo de ANP e de BNP. A
compreensao dos fatores que regulam a sintese fornece dados que podem ser
utilizados posteriormente, em ensaios clinicos. A utilizacdo de andalogos do
peptideo atrial, tal como a “Nesiritide”, em condi¢cdes de hipoxemia fetal e/ou

materna, parece extremamente interessante.

Encontrou-se correlagcéo significativa entre alguns parametros maternos e fetais
para o ANP, que ndo correspondem aos mesmos parametros verificados quando
foi analisado o comportamento do BNP. Provavelmente, esse fato se deve a
mecanismos diferentes de regulacdo desses peptideos no territério placentario,
em concordancia com o que ocorre em tecidos até entdo avaliados. Outros fatores
relacionados ao maior metabolismo estdao também potencialmente envolvidos. A
maior afinidade dos peptideos com os receptores de “clearence” ou a remogao por
peptidases, presentes na circulacdo, constituem importantes fatores a serem

pesquisados.
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Algumas respostas a questionamentos feitos anteriormente podem ser obtidas
quando se estudam alguns parametros em placentas de pacientes pré-
eclampticas. A quantificagdo da mRNA, “binding” dos receptores e a avaliagdo da

distribuicdo de ANP e de BNP na placenta podem ser uteis.

A autora considera que houve ganho mutuo com esta pesquisa: para o laboratério
de Endocrinologia do ICB UFMG, este trabalho possibilitou a padronizacdo da
dosagem do ANP e BNP na placenta, abrindo uma vasta gama de possibilidades
para o futuro; para os profissionais da area clinica, mais uma vez aconteceu e
brilhante oportunidade de conviver com pessoas com experiéncia basica
indiscutivel e necessaria a melhor compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos

das doencas.

Com esta pesquisa procurou-se compreender melhor a fisiopatologia da pré-
eclampsia. Foram obtidos alguns resultados importantes, que possibilitaram a
formulagdo de hip6teses causais embasadas na literatura sobre o assunto.
Entretanto, apesar das conquistas hoje surgem mais perguntas do que as que ja
existiam quando foi iniciado este trabalho. Tal resultado é extremamente
relevante, ja que as duvidas permitem formulacdo de novos problemas e novos
projetos, o que propicia a continuidade a esta linha de pesquisa que, na opiniao da

autora, é imprescindivel para o avanco da pesquisa na area médica.
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7 CONCLUSOES
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CONCLUSOES

. Foi possivel determinar a concentracdo do ANP e BNP na placenta

humana, com a utilizacao da técnica do radioimunoensaio.

. No grupo de normotensas, nao foi verificada correlacdo entre a
concentracdo placentaria de ANP e de BNP, com nenhum dos fatores

materno-fetais estudados.

. No grupo de gestantes hipertensas, o ANP e BNP placentéario apresentaram

correlagao com alguns parametros maternos estudados.

. Alguns fatores relacionados ao agravamento da doenga hipertensiva
materna e relacionados ao comprometimento da vitalidade fetal podem

influenciar a concentracao dos peptideos ANP e BNP placentario.
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ANEXO A

Projeto PROBRAL 2000

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

1- A Pré-eclampsia ¢ uma doenca grave da gestacdo em que a pressdao arterial se encontra alta,

colocando em risco a mée e seu filho.

Até o momento ndo se conhece exatamente como prevenir ou mesmo tratar adequadamente essa doenca.

2- Diversos estudos vém sendo feitos na tentativa de se entender por que a pré-eclampsia acontece

apenas em algumas gestantes (cerca de 8%). Para isto, algumas substéncias estdo sendo investigadas no

sangue da mulher gradvida com pressdo alta e na gestante normal.

1-

Com este objetivo, a Maternidade do Hospital das Clinicas da UFMG em parceria com as
Universidades Alemas de Berlim e Leipzig estd realizando um estudo para tentar identificar a
relacdo entre a elevacdo da pressdo na gestacdo e substincias presentes no sangue da mae, chamadas

de peptideos natriuréticos.

Uttt ettt ettt e e e et e e ———t ettt teeseaesaaaaaeaa e ————————ttteteteeaeesaanaaaaas , portadora
de documento de identidade N° .........cccoooiiiiiiriiiiiieiiee e , expedido pela
..................................................................................... , estou ciente do que foi exposto acima e
autorizo a retirada de amostra de meu sangue, placenta e sangue de corddo umbilical, apds o

nascimento de meu filho, para esta pesquisa.

Participo de forma voluntaria deste estudo e estou ainda ciente de que as amostras colhidas ndo trardo

qualquer prejuizo a minha sadde ou a de meu bebgé.

Belo Horizonte, ............... A€ it de eeeeennennnn,

Assinatura da paciente

Telefone para contato: 031 3248.9422 (Maternidade Hospital das Clinicas da UFMG)
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Projeto PROBRAL 2000

Banco de Dados

ESTUDO TRANSVERSAL

N2 de Identificacao Geral..........................
N2 do Prontuario: ...
Caso: ......coeeeevvvernnnn.

Dados da Gestacao

DUM: ............... i oo

Medicamentos..

Vicios:

Data da Internacao: ............ [oviinnn. /T

IG: . semanas

PA na admissao: ............cccccceeeeennne. mmHg

Elevacadoda PA: ...........cocoeiivieene mmHg

Elevacdao da PAM: ..................... mmHg

FUNAOSCOPIA: ...ttt e et e e s s e e e ear e e e s snrneeaan
Data Parto: .............. [ )

IG: . semanas

Tipo: Cesariana

Infus@o EV: ........ccccooiiiiiie litros

Balanco Hidrico:

MediCamMENTOS: ... ... et eee e



Resultado:
DHEG GRAVE : ......ooooooeeeeeeeeeeeeeeeen

RN:

STE) (o L

Peso: .......ccccoeviiien. gramas
CIR: ...,
Complicacoes:

PROPEDEUTICA:

Ultra-som :
Data: ...... [oveeaninnnn e s semanas
Data: ...... [oveeeninnnn [ s semanas

Doppler:

Data: ............. YA Loviiiiiiiiieans

IG: ..o semanas

Ut. DirA/B.: ...................

Cerebral M. IP: ......cccovveeennn.
U/C: e

LABORATORIAIS:

Data: ................ [oeeeaiiinnnn, Lo,
IG: e, semanas

Uréia: .............. mg/dI
Creatinina: .............. mg/dI
Acido Urico: ............... mg/dl
Proteinuria de Fita: .................
Proteinuria de 24 horas:
.............................. em mg
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TABELA 1a

Medidas de presséo arterial nos grupos de estudo

farmacos para controle do quadro hipertensivo (N=56)

Niveis Pressdricos (mmHg) Média Mediana Min - Max
Grupo de Pacientes Normotensas
> Pressao Arterial Sistdlica 115,96 120,00 100-135
> Pressao Arterial Diastolica 74,62 70,00 60-90
> Pressao Arterial Média 88,40 86,67 73,33-101,70
Grupo de Pacientes Hipertensas
> Pressao Arterial Sistdlica 172,86 170,00 140-230
> Pressdo Arterial Diastolica 116,25 112,50 80-160
> Pressao Arterial Média 135,11 132,15 106,7-173,30
40
30+
Namero de |
Pacientes |
10
0 Hipotensores Sulfato de
Nifedipina Diversos Magnésio
@ Nao 40 25 18
W Sim 16 31 38
GRAFICO 1a - Distribuicdo das pacientes quanto ao uso de
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9.2 ANEXO B

TABELA 1b

Concentracao placentaria de ANP conforme o tipo da hipertensao

GRUPO DE Hipertensao Arterial Concentragcao de ANP em tecido placentario
PACIENTES Crbnica - HAC (pg do peptideo/mg de proteina soltvel)
AVALIADAS N Média | Desvio padrdo | Valor p
Grupo Total de Sim 15 0,96 1,02 0,67 (NS)
Gestantes Nao 41 0,832 0,811
Sub-grupo de Sim 0
Pacientes Normotensas N&o 18 0,881 0,684
N=18
Sub-grupo de DHEG 23 0,795 0,91 0,62 (NS)
Pacientes Hipertensas DHEG + HAC 15 0,96 1,02
N=38

NOTA: Analise de varidncia: comparagao entre os grupos, valor p= 0,853

TESTE DE NORMALIDADE PARA A DISTRIBUICAO LOG 10 DO ANP PLACENTARIO

999 1
99 1
95 1
.80
50 1
20
.05 1
.01
.001 A

Probabilidade

1.0 05 0.0 05
Anderson-Darling Normality Test
log 10 da concentracao de ANP 9 y

(pg peptideo/ mg proteina soluvel) VT\':Z_: 0215

GRAFICO 1b - Teste de normalidade de Anderson-
Darling para a transformagéo Log , da concentracao

de ANP placentario
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Correlacao entre parametros clinicos maternos e a concentragéo placentaria de

ANP no grupo de normotensas

VARIAVEL RETA DA REGRESSAO (%) | Valor p
Idade Materna (anos) Log10 ANP =-1.3-0.140 Idade 0,1 0,885
Idade Gestacional — IG (semanas) Log10 ANP =33.5-1.101G 2,6 0,523
Pressao Arterial Sistélica — PAS (mmHg) Log10 ANP =-48.1 + 0.367 PAS 1,7 0,616
Pressao Arterial Diastélica- PAD (mmHg) Log10 ANP =-47.2 + 0.558 PAD 2,2 0,566
Pressao Arterial Média- PAM (mmHg) Log10 ANP=-53.0 + 0.538 PAM 2,3 0,563

TABELA 3b

Correlacao entre parametros clinicos maternos e concentracao placentaria

de ANP no grupo de hipertensas

VARIAVEL RETA DA REGRESSAO Valor p
(%)

Idade Materna (anos) Log10 ANP =-0.297 + 0.0003 Idade 0,0 0,982

Idade Gestacional — IG (semanas) Log10 ANP =0.725 - 0.0302 IG 6,3 0,129

Pressao Arterial Sistélica — PAS (mmHg) Log10 ANP =-0.570 + 0.00163 PAS 0,7 0,608

Pressao Arterial Diastélica- PAD (mmHg) Log10 ANP = - 0.541 + 0.00215 PAD 0,5 0,666

Pressao Arterial Média- PAM (mmHg) Log10 ANP= - 0.600 + 0.00226 PAM 0,7 0,617
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9.3 ANEXOC

TABELA 1c

Concentracao placentaria de BNP conforme o tipo da hipertensao

Grupo de Pacientes Hipertenséo Arterial | Concentragdo de ANP em tecido placentario
Avaliadas Crobnica - HAC (pg do peptideo/mg de proteina sollvel)
N Média | Desvio Padrao | Valor p

Grupo Total de Sim 10 28,0 14,7 0,084(NS)
Gestantes Nao 46 18,6 12,6
Sub-grupo de Pacientes Sim 0

Normotensas N=18 Nao 20 20 17,43 12,57 (NS)
Sub-grupo de Pacientes DHEG 26 19,5 12,8 0,13 (NS)

Hipertensas N=38 DHEG + HAC 10 28,0 14,7

TESTE DE NORMALIDADE PARA ADISTRIBUICAO LOG 10 BNP PLACENTARIO

999 1
99 1
95 1
.80
50 1
20
.05 1

Probabilidade

.001 A

0.8 1.3 1.8
Teste de normdlicede de Ancerson-Darling
P-Vaue: 0837
N:5%6

log 10 da concentracao de BNP
(pg do peptideo/ mg de proteina soluvel)

GRAFICO 1c - Teste de normalidade de Anderson-
Darling para a transformacgéo Log 1, da concentracao

de BNP placentario
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TABELA 2c
Correlacao entre parametros clinicos maternos e a concentragéo placentaria de

BNP no grupo de hipertensas

Variavel Reta da Regresséao R* (%) | Valorp
Idade Materna (anos) Log10 BNP = 0.906 + 0.0125 Idade 6,2 0,144
Idade Gestacional — IG (semanas) Log10 BNP =2.46 - 0.0352 IG 22,0 0,004

Pressao Arterial Sistélica—PAS (mmHg) Log10 BNP =0.949 + 0.00178 PAS 15 0,476

Pressao Arterial Diastélica-PAD Log10 BNP =1.04 + 0.00182 PAD 0,9 0,589
(MmHg)
Pressao Arterial Média- PAM (mmHg)  Log10 BNP=0.959 + 0.00219 PAM 1,3 0,505



