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RESUMO

A homocisteina (HC) ¢ um aminoacido essencial sulfurado, com papéis multiplos em
alguns processos do crescimento das células e tecidos do corpo humano. Ja foi, ha anos,
identificada como fator de risco independente para doengas vasculares periféricas e
cardiovasculares. A descoberta que complicagdes obstétricas podem estar associadas a
hiper-homocisteina (HHCT) na gravidez ¢ mais recente, mas sua influéncia no periodo
gestacional ainda ndo estd completamente elucidada. H4 estudos sugerindo que elevada
concentragdo plasmatica de homocisteina materna esteja relacionada ao crescimento
intrautero restrito (CIUR). Para testar a hipotese de que existe associacdo entre a
concentragdo plasmatica materna de homocisteina e deficiéncia de crescimento fetal, foi
realizado estudo observacional, transversal, tipo caso-controle, em que foram incluidas 57
gestantes provenientes do ambulatorio de pré-natal da maternidade do Hospital das
Clinicas da UFMG. Foram constituidos trés grupos: o primeiro, de gestantes saudaveis
com fetos sem alteracdes de crescimento; o segundo, composto de gestantes cujos fetos
apresentassem CIUR, sem outras anormalidades; e o terceiro grupo, constituido de
gestantes cujos fetos apresentassem CIUR e outras anormalidades. Os exames
ultrassonograficos e dopplerfluxométricos foram necessérios para o diagnostico de CIUR,
comparativamente com a idade gestacional, que foi obtida da data da ultima menstruacao e
confirmada com ultrassom (US) de primeira metade da gestacdo. As concentracdes de
homocisteina plasmatica materna variaram de 2,6 a 14 umol/L. Suas médias foram 7,7
umol/L para o grupo um, 5,4 umol/L para o grupo 2 e 7,9 umol/L para o grupo 3. A
concentracdo média de HC plasmatica materna foi significativamente mais baixa no grupo
de fetos com CIUR sem centralizacdo ou outras anormalidades, comparados ao grupo-
controle. Nao houve associacao entre as concentragdes médias de homocisteina materna do
grupo com CIUR e centralizacdo de fluxo/outras anormalidades, comparado com o grupo-
controle. A concentragao média de HC plasmatica materna no grupo que apresentou CIUR
e centralizacdo foi significativamente mais alta do que a de HC do grupo com CIUR sem
centralizagdo e/ou outras anormalidades, podendo indicar que a hiper-homocisteinemia
materna pode ser capaz de promover lesdes na microcirculagdo placentdria que
caracterizam o CIUR.

Palavras-chave: Homocisteina. Hiper-homocisteina. Gravidez. Crescimento fetal.
Crescimento intrauterino restrito.
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O Centro de Medicina Fetal (CEMEFE) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da UFMG, desde 1989, vem desenvolvendo pesquisas com o objetivo de melhor
estudar fatores determinantes do crescimento fetal e sua funcdo, além de métodos

diagnosticos e terapéuticos mais eficazes, precoces € menos invasivos.

A busca pelo entendimento dos aspectos fisiologicos que ocorrem durante a gestacao &,
sem duvida, fundamental para todo o embasamento deste estudo e por propiciar melhor
compreensdo da gestagdo normal para tentar aplica-lo em situagdes especificas com o

intuito de se reduzirem-se as complicagdes gestacionais.

A regulagdo do crescimento fetal ¢ complexa e multifatorial e seus disturbios podem estar
relacionados, em muitos casos, a um mau prognostico da gestacdo. Sabe-se que condigdes
intrinsecas fetais, maternas e placentarias, bem como enddcrinas e ambientais podem levar

a alteragdes no crescimento e desenvolvimento do concepto.

E preciso destacar a relevancia da alimentagdo equilibrada, principalmente no periodo
gestacional, quando se elevam necessidades caldricas, proteicas, de macro e
micronutrientes. Em muitos casos, o excesso ou a deficiéncia de alguns nutrientes pode
provocar disturbios no crescimento fetal, comprometendo o prognostico da gestacdo.
Como nutricionista, pude me engajar na linha de pesquisa do CEMEFE, de fisiologia fetal
(uma das linhas de pesquisa do CEMEFE do Hospital das Clinicas da UFMG), que busca

melhor compreensdo da regulacdo do crescimento intrauterino.

A homocisteina (HC) ¢ um aminoacido essencial sulfurado, com papéis multiplos em
alguns processos do crescimento das células e tecidos do corpo humano. Ja foi, ha anos,
identificada como fator de risco independente para doengas vasculares periféricas e
cardiovasculares. A descoberta que complicagdes obstétricas podem estar associadas a
hiper-homocisteina (HHCT) na gravidez ¢ mais recente, mas sua influéncia no periodo
gestacional ainda ndo estd completamente elucidada. Ha varios estudos sugerindo que a

HHCT esteja relacionada ao crescimento intrattero restrito (CIUR).

Este ¢ o tema que apresento como um desafio proposto neste estudo.



2 REVISAO
DA
LITERATURA
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2.1 Homocisteina

2.1.1 Fisiologia e bioquimica

A homocisteina (HC) ¢ um aminoacido (AA) sulfurado, indispensavel & multiplicacao
celular, que promove o crescimento das células e tecidos do corpo humano. A Unica fonte
de obtencdo de HC é o AA essencial metionina, proveniente das proteinas da dieta,

principalmente de origem animal (CALLE et al., 2003).

A HC pode ser obtida por caminhos de trans-sulfuragdo e transmetilacdo da metionina. Ela
pode ser condensada com o AA serina em uma irreversivel reagdo de sulfuragdo catalizada
pela enzima cistationa beta sintetase (CBS), cuja reagdo requer a presenga de piridoxina
(vitamina B6) como cofator enzimatico, para formar cistationine, que entdo sera reduzida
para a forma cisteina, que, por sua vez, poderd ser excretada e permitir a0 organismo
dispor de um componente sulfurado. Alternativamente, a HC pode ser reversivelmente
metilada para formar o AA essencial metionina, numa reag¢ao catalisada pela enzima
metionina sintetase (MS), na presen¢a de cobalamina (vitamina B12), como cofator
enzimatico. O radical metil que ¢ necessario para essa reagdo ¢ quase todo fornecido pelo
metabolismo do &cido tetrahidrofolico (THF). Essa reagdo requer a agdo da enzima
metilene tetrafolato redutase (MTHFR) ¢ a presenga de vitamina B6 como cofator,
permitindo, portanto, adicional processo de metilacdo vital para a atividade celular dos

organismos vivos (AUBARD; DARODES; CANTALOUBE, 2000; HAGUE, 2003).

Os niveis séricos de HC irdo depender da atividade enzimatica de CBS, MS e MTHFR e
dos indispensaveis cofatores vitaminas B6, B12 e 4cido folico para o perfeito

funcionamento e equilibrio do ciclo metabdlico. A FIG. 1 ¢ um desenho esquematico do

ciclo metabolico da homocisteina (AUBARD; DARODES; CANTALOUBE, 2000):
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FIGURA 1 - Representacao esquematica do ciclo da homocisteina.

MTHFR= Metilene tetra hidrofolato redutase; MS= Metionina sintetase; CBS= Cistationina B-sintetase;
BHMT= Betaina homocisteina; MAT= Metionil- adenosil transferase.

Adaptado Fonte: Aubard, Darodes e Cantaloube (2000).

2.1.2 Fatores determinantes dos niveis de HC

Viarios fatores fisioldgicos, metabolicos, dietéticos e ambientais t€ém sido identificados
como importantes modificadores da concentracio de homocisteina na circulagdo
(AUBARD; DARODES; CANTALOUBE, 2000; McDONALD; WALKER, 2001;
HAGUE, 2003).

Idade, sexo e raga sdo variantes fisiologicas que podem alterar o valor da HC (ESKES,
2001; HAGUE, 2003). A HC ¢ 30% mais baixa na crian¢a e aumenta progressivamente
com a idade e ¢ significativamente mais alta em homens do que em mulheres (AUBARD;

DARODES; CANTALOUBE, 2000).
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A gravidez normal ¢ também um periodo fisiologico em que ocorre a diminuicao da
concentragdo de HC (HAGUE, 2003; HOGG et al., 2000, POWERS et al., 1998;
WALKER et al., 1999).

Insuficiéncia renal ou disfungdes tireoidianas (ESKES, 2001; HAGUE, 2003) como
também insuficiéncia hepatica e anemia perniciosa irdo promover alteragcdes nos valores da

HC.

Um dos principais fatores responsaveis pelo aumento da HC sdo as alteragdes das reagdes
enzimaticas de trans-sulfuracdo e remetilacio do ciclo metabolico (AUBARD;
DARODES; CANTALOUBE, 2000). Essas modificagdes podem ocorrer devido a
anormalidades dos genes que codificam as enzimas, como, por exemplo, o gene C677T.
Este gene codifica a enzima MTHFR (HAGUE, 2003; INFANTE-RIVARD et al., 2003),
além de originar polimorfismos ¢ mutagdes genéticas. Ja foram descritas 33 mutagdes do

gene CBS (VAN DER MOLEN et al., 2000; WALKER et al., 1999).

A deficiéncia dietética de cofatores enzimaticos como as vitaminas B6 (piridoxina), B9
(acido folico) e BI12 (cianocobalamina) irdo alterar a producao de HC e,
consequentemente, seus niveis sanguineos. Por este motivo, uma alimentacdo adequada e
equilibrada se torna de muita relevancia para manter os niveis de homocisteina adequados

(QUERE et al, 2001).

Alguns fatores ambientais também podem alterar os niveis de homocisteina direta ou
indiretamente, por interferir no metabolismo das vitaminas responsaveis pelo ciclo da HC.
Alguns medicamentos, como as drogas antagonistas de folato (metotrexato, fenotiazinas,
carbamazepina, etc..), antagonistas da vitamina B12 (6xido nitrico), antagonistas da
vitamina B6 (teofilina, azarabina), drogas antiepiléticas, anticonvulsivantes, contraceptivos
e terapia com estrogeno (HAGUE, 2003) podem aumentar ou diminuir os niveis de HC

sanguineos.

Fumantes apresentam altos niveis de HC quando comparados com ndo-fumantes e esses
niveis aumentam proporcionalmente ao numero de cigarros fumados diariamente
(McDONALD; WALKER, 2001). O alcoolismo cronico e a atividade fisica também
podem alterar a concentracao de HC na circulacao (HAGUE, 2003).
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2.2 CIUR (crescimento intrauterino restrito)

2.2.1 Conceito

As alteragdes no crescimento fetal, seja o crescimento intrautero restrito (CIUR) ou a
macrossomia, sao de extrema gravidade, pela elevada morbimortalidade materna e
perinatal (MANNING; HOHLER, 1995). O retardo de crescimento intrauterino refere-se a
um subgrupo de recém-nascidos cujo peso se encontra abaixo de um limite arbitrariamente
definido para a sua idade, sendo a classificagdo de Lubchenco a mais empregada. Nos
casos em que o peso fetal estimado (PFE) encontra-se abaixo do percentil 10, faz-se o

diagnoéstico de CIUR (LUBCHENCO et al., 1963).

A incidéncia do CIUR na gestagdo ¢ de aproximadamente 7%, chegando a 25% nas

gestagoes de risco (MANNING; HOHLER, 1995).

Os conceptos portadores dessa doenca apresentam elevada morbidade fetal e neonatal,
sendo estes casos responsaveis por 20% da mortalidade perinatal (CABRAL; DINIZ,
1998).

2.2.2 Métodos diagnosticos

Ultrassonografia: o ultrassom (US) permite realizar o calculo do PFE baseado em medidas
do polo cefalico, abdome e ossos longos. Depois de obtida a estimativa do peso fetal faz-se
a comparacdo com as curvas de normalidade para o peso conforme a idade gestacional
(LUBCHENKO et al., 1963), sendo possivel verificar o percentil em que se encontra o
concepto avaliado. Nos casos em que o peso fetal estimado encontra-se abaixo do percentil
10, faz-se o diagnoéstico ultrassonografico de CIUR. A partir do exame ecografico, ¢ ainda
possivel distinguir os tipos simétricos e assimétricos. Sabe-se que no primeiro todas as
medidas do feto estdo reduzidas, tais como a circunferéncia cefalica e a abdominal. No tipo
assimétrico, ha redug¢do de alguns pardmetros biométricos do feto (circunferéncia
abdominal) e preservagdo de outros (circunferéncia cefélica e ossos longos) (CABRAL;

DINIZ, 1998).
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Doplerfluxometria: outro método de diagndstico de CIUR ¢ o doppler obstétrico. Por meio
do doppler arterial € possivel estudar o fluxo vascular nas artérias uterina, umbilical e
cerebral média. Avaliam-se, respectivamente, a perfusdo placentdria, a resisténcia
placentaria ao fluxo para o feto e a resposta fetal ao fluxo placentario. E sabido que fetos
comprometidos pelo CIUR sofrem o processo denominado “centralizacdo de fluxo”, ou
seja, priorizam o aporte sanguineo para a area cerebral em detrimento da area abdominal.
Pelo estudo do fluxo na artéria cerebral média e umbilical, ¢ possivel verificar, entre os
portadores de CIUR, aqueles que realizam o fenomeno da centralizagdo, representando um
processo de compensa¢ao hemodinamica do feto frente a restrigdo de fluxo placentario

(CABRAL, 2005).

2.3 Homocisteina e gravidez

2.3.1 Aspectos fisioldgicos

Como ja mencionado, a concentragdo plasmatica de HC é geralmente menor em gestantes
do que em mulheres ndo-gravidas, provavelmente como resultado das mudancgas

fisiologicas e hormonais decorrentes da gravidez (WALKER et al., 1999).

Walker et al. (1999), em um dos seus estudos, chegaram a mensurar as mudangas nos
niveis de HC durante a gravidez, em que com 8-16 semanas de gestacdo a concentragdo era
de aproximadamente 5,6 urmL/L; com 20-28 semanas de gesta¢do, 4,3 urmL/L; e entre 36-
42 semanas de gestacdo, 5,5 urmL/L. Eles concluiram que a HC era significativamente
mais baixa nos trés trimestres da gravidez quando comparada com a de grupos-controle

nao-gravidos (7,9 prmL/L).

Os mecanismos responsaveis por essa diminui¢do incluem o aumento normal na taxa de
filtracdo glomerular que acompanha a gravidez, o aumento no volume plasmatico
associado a hemodilui¢ao (HAGUE, 2003), sendo também correlacionados com os niveis
de albumina que se encontram diminuidos durante a gravidez (WALKER et al., 1999).
Ainda de acordo com Walker et al. (1999), os proprios hormonios esteroides ovarianos da
gravidez diminuem os niveis de HC circulantes. Uma outra possivel explicagdo para esse

fendmeno seria a utilizagao da HC materna pelo feto (HAGUE, 2003).
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2.3.2 Hiper-homocisteina e gravidez

E sabido que a concentragdo plasmética de HC é um fator de risco independente para
doencas vasculares periféricas e para doenga arterial coronariana (SALAMANCA 1997;

TAVARES; VIEIRA-FILHO; ANDRIOLO, 2002).

Na gravidez, h4 estudos associando a concentracdo elevada de HC a complicagdes como
defeitos no tubo neutral (OLNEY; MULINARE, 2002), descolamento da placenta, perdas
recorrentes, morte fetal, pré-eclampsia e crescimento intrautero restrito, com resultados

controversos (CALLE et al., 2003; HAGUE, 2003).

2.3.3 Hiper-homocisteinemia e CIUR

Algumas teorias que explicam a etiopatogenia do CIUR concentram-se em lesdes nos
vasos placentarios, as quais os tornam incapazes de fornecer necessidades nutricionais e de

oxigénio para o feto (USANDIZAGA, 1997, apud CALLE et al., 2003).

Hé4 estudos que correlacionam a hiper-homocisteinemia com doenca microvascular
placentaria. Portanto, o aumento no risco obstétrico de uma gestante hiper-
homocisteinémica pode ser atribuivel aos prejuizos vasculares derivados das alteragdes dos
vasos da placenta, com consequente infarto e insuficiéncia placentaria (QUESADA et al.,

2004, VAN DER MOLLEN et al., 2000).

A hiper-homocisteinemia foi encontrada sendo um significante fator de risco para baixo
peso ao nascimento € menor estatura em recém nascidos, em um estudo realizado em 2009,
entre mulheres de Bangladeshi. Neste estudo caso-controle 80 gestantes foram inscritas,
das quais 30 apresentaram casos de CIUR enquanto 50 apresentaram apropriado peso fetal
para a idade gestacional. A homocisteina materna colhida no 3° trimestre gestacional foi
significativamente maior nos casos de CIUR do que nos controles. Os bebés nascidos de
gestantes com restricao de crescimento fetal tiveram uma significativa redug¢@o no seu peso

¢ na sua estatura ao nascimento (SHIRIN et al., 2009).
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2.3.4 Mecanismo de acao

Os mecanismos de alteragdo dos vasos sanguineos associados a HHCT ainda sdo
imperfeitamente conhecidos, mas acredita-se que ela age diretamente na parede do vaso

sanguineo, causando mudancas no endotélio (ESKES, 2001).

As lesdes podem resultar diretamente da auto-oxidag¢do dos residuos tiol da molécula de
HC, peroxidagdo, liberando ions peroxidos capazes de provocar alteragdes na estrutura e
metabolismo celular, ¢ de fungdes das células endoteliais (AUBARD; DARODES;
CANTALOUBE, 2000), além de ativarem a cascata de coagulagao.

Entre as muitas hipoteses para a agdo aterosclerotica da HC, ¢ mais aceita a da dupla agdo
demonstrada, que promove o crescimento das células de musculo liso dos vasos
sanguineos enquanto inibem o crescimento das células endoteliais (STEEHOUWER;

JAKOBS, 1998, apud ESKES, 2001).



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Este estudo teve por objetivo estabelecer associagdo entre a concentragdo de homocisteina

materna e padrdes de crescimento intrauterino restrito.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar se ha diferenga na concentracdo plasmatica de homocisteina materna de
gestantes cujos fetos apresentem CIUR, comparando-se a de gestantes cujos fetos
nao apresentem disturbios de crescimento.

e Verificar se existe diferenca entre os niveis plasmaticos de homocisteina materna
de gestantes cujos fetos apresentem CIUR com centralizagdo de fluxo,

comparando-os aqueles com CIUR sem centralizagdo de fluxo.



4 PACIENTES E
METODOS
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4.1 Modelo e local do estudo

Para testar a hipotese de que existe associagdo entre os niveis plasmaticos maternos de
homocisteina e deficiéncia de crescimento fetal, foi realizado estudo observacional,

transversal, tipo caso-controle.

As pacientes foram selecionadas entre a populacdo de gestantes atendidas na Maternidade
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMQG), durante o
periodo de agosto de 2005 a dezembro de 2008.

4.2 Pacientes

Foram incluidas 57 gestantes provenientes do ambulatorio de pré-natal da Maternidade do
Hospital das Clinicas da UFMG, que apresentavam os critérios de inclusdo e que aceitaram
participar deste estudo. Foram constituidos trés grupos: o primeiro, de gestantes saudaveis
com fetos sem alteragdes de crescimento; o segundo, composto de gestantes cujos fetos
apresentassem CIUR, sem outras anormalidades; e o terceiro grupo, constituido de
gestantes cujos fetos que apresentassem CIUR e outras anormalidades (oligohidramnio e

diastole zero).

A TAB. 1 mostra as caracteristicas das pacientes segundo o grupo de estudo.



TABELA 1

Caracteristicas das pacientes de acordo com o grupo de estudo
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Variaveis Gruposde | N Média+dp | Amplitude p
estudo
Idade materna (anos) 1 33 259 +£ 5,6 18,0 -42,0 0,427
2 12 26,3 + 6,4 18,0 —43.0 0,427
3 11 28,7 +7,1 18,0 —43.0 0,427
IMC materno inicial (Kg/m?) 1 28 23,8+ 3,0 19,4 - 33,0 0,178
2 11 223+ 49 16,3 - 34,2 0,178
3 8 21,5+ 2,8 16,9 - 26,1 0,178
Idade gestacional ao US 1 34 32,4+£5,6 21,0-39,0 0,537
(semanas) 2 12 30,7+ 3,6 24,0 -36,0 0,537
3 10 28,3+4,0 21,0 - 33,0 0,537
Peso fetal estimado ao US (g) 1 32 2178 £ 978 392 - 3709 0,011
2 10 1521 £578 624 - 2396 0,011
3 8 1244 + 498 428 - 1990 0,011

dp = desvio-padrdo (Teste One-Way-Anova)

De acordo com a andlise estatistica (One-way ANOVA), pode-se observar que os grupos

foram homogéneos quanto a idade materna (p=0,427), indice de massa corporal (IMC)

materno (p=0,178) e idade gestacional corrigida por ultrassom de primeira metade

(p=0,537).

Nas TAB. 2, 3 e 4 avaliaram-se outras caracteristicas das pacientes, de acordo com o grupo

de estudo.

Em relacdo ao uso de vitaminas, verificou-se que houve associacdo entre fazer uso de

suplementagdo de vitaminas (acido folico e sulfato ferroso) e fetos que ndo apresentaram

CIUR, como demonstrado na TAB. 2.
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TABELA 2
Distribui¢ao das pacientes segundo o uso de suplemento vitaminico

(acido folico e sulfato ferroso) e grupos de estudo

Grupos Sim Nao Total
1 33 1 34
2 9 3 12
3 7 4 11
Total 49 8 57

(p=0,010) Teste qui-quadrado

A associagdo de vicios (tabagismo e etilismo) entre gestantes e fetos que desenvolveram

CIUR enfatizou associacdo positiva entre a ocorréncia de vicios maternos e a frequéncia de

CIUR (TAB. 3).

TABELA 3
Vicios maternos (tabagismo e etilismo) e grupos de estudo
Grupos Sim Nao Total
1 1 33 34
2 5 7 12
3 5 6 11
Total 11 46 57

(p=0,001) Teste qui-quadrado

De acordo com a TAB. 4, os grupos foram distribuidos quanto as intercorréncias clinicas
maternas (hipertensdo, diabetes, cardiopatia). Essas intercorréncias estiveram presentes

com mais frequéncia nos grupos 2 e 3.
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TABELA 4
Distribui¢do das pacientes de acordo com
intercorréncias clinicas maternas (diabetes, hipertensdo, cardiopatia)

e grupos de estudo

Grupos Sim N&o Total
1 2 32 34
2 5 7 12
3 6 5 11
Total 13 44 57

(p=0,001) Teste qui-quadrado

4.2.1 Critérios de inclusao

Foram definidos os seguintes critérios de inclusdo no estudo:
e Paciente com idade acima de 18 anos;
e aceitacdo livre de participagdo no estudo, por meio de consentimento livre e
informado (APENDICE A) aprovado pela comissio de ética;

e Gestacdo no terceiro trimestre, avaliado por exame ecografico realizado na primeira
metade da gestacao.

e Auséncia de fatores que sabidamente poderiam interferir, direta ou indiretamente,
nos niveis circulantes de HC ou no potencial intrinseco de crescimento fetal, como
uso de medicamentos que ndao a suplementacdo de vitaminas da gravidez
(corticoides, ciclosporina, metrotexate, trimetropim, fenitoina), gemelaridade e

malformagoes fetais.

Grupo 1: controle — constituido por gestantes cujos fetos ndo apresentavam quaisquer

sinais ultrassonograficos de alteragdes no crescimento fetal:

a) Mae saudavel, sem doengas intercorrentes na gestagao;
b) auséncia de sinais de anormalidades no crescimento fetal: peso estimado ao
ultrassom entre o percentil 10 e 90 pela curva proposta por Lubchenko et al. (1963)

e volume de liquido amnidtico normal.
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Grupo 2: caso — CIUR sem centralizagdo, composto de gestantes cujos fetos apresentavam
diagnostico de CIUR ao ultrassom, dado pelos seguintes critérios:
a) Peso estimado abaixo do percentil 10 da curva proposta por Lubchenko et al.
(1963);
b) relacdes biométricas alteradas: relagdo circunferéncia cefélica/ circunferéncia
abdominal (CC/CA) acima de 1 (CAMPBELL; THOMS, 1977);
¢) auséncia de sinais de centralizagdo de fluxo — indice umbilico-cerebral (U/C) < 1;

d) auséncia de outras anormalidades (oligoidramnio, diastole zero).

Grupo 3: caso — CIUR com centralizacdo, composto de gestantes cujos fetos apresentavam
sinais ultrassonograficos de CIUR e centralizacio de fluxo ao doppler, dado pelos
seguintes critérios:
a) Peso estimado abaixo do percentil 10 da curva proposta por Lubchenko et al.
(1963);
b) relagdes biométricas alteradas: relacio CC/CA acima de 1 (CAMPBELL; THOMS,
1977);
¢) centraliza¢do de fluxo — indice U/C > 1 e/ou outras anormalidades (oligoidramnio,

diastole zero).

4.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os casos nos quais as pacientes ndo possuiam ultrassom da primeira

metade da gestagdo.

4.3 Métodos

As gestantes foram acompanhadas no Centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas

da UFMG (CEMEFE) de acordo com a necessidade e a especificidade de cada caso.

Métodos de imagem: a ultrassonografia e a dopplerfluxometria foram realizadas por

examinador experiente do CEMEFE, pelo aparelho Sonoace 8.000 EX Prime - Medison.
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A idade gestacional foi obtida com base na data da Gltima menstruagdo e confirmada em

US de primeira metade da gravidez.

Foi realizada a biometria fetal por ultrassonografia, incluindo a relagdo entre os segmentos
do feto. Baseando-se na biometria, calculou-se o peso fetal, definindo-se como CIUR valor

abaixo do percentil 10 pela curva de crescimento de Lubchenco et al. (1963).

Avaliaram-se também o volume de liquido amniotico, as caracteristicas da placenta e o
perfil biofisico fetal. A presenga de oligoidramnio foi considerada complicagdo, incluindo-

se 0 caso no grupo 3.

A dopplerfluxometria foi realizada durante o exame ultrassonografico, em todos os casos
de CIUR. Identificaram-se as artérias umbilical e cerebral média pelo ultrassom. Uma vez
identificados esses vasos, insonou-se o doppler, para obterem-se ondas homogéneas. Essas
imagens foram congeladas e, entdo, medidos os respectivos indices de pulsatilidade. Foi
considerado centralizado quando a relagdo entre os indices de pulsatilidade da artéria
umbilical e cerebral média foi superior a um. O doppler de artéria umbilical alterado ou

diastole zero foi considerado uma complicagdo, definindo-se o caso no grupo 3.

Dosagem plasmatica da homocisteina materna: uma amostra com cerca de 5 mL de sangue
materno foi obtida por pun¢do da veia antecubital, com a paciente na posi¢ao sentada, sem

jejum prévio.

O sangue foi coletado apos antissepsia no local da puncao, realizada com alcool 70%, em
sistema  Vacutainer  estéril, empregando-se dois tubos contendo  4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Apds a coleta, o sangue foi prestamente encaminhado
ao laboratério de Medicina Fetal, onde o plasma foi separado por centrifugacdo, em um
prazo de até 30 minutos apds a coleta, empregando-se a velocidade de 4.000 rotagdes por
minuto (rpm) — 4.000 x 100 G, por 10 minutos. A seguir, o plasma obtido foi pipetado,
empregando-se ponteiras descartdveis, em aliquotas semelhantes, com aproximadamente
1,5 mL cada, em dois tubos de polictileno (duplicata), tipo Eppendorf, com 2 mL de
capacidade. Esses tubos pré-identificados foram armazenados em container de nitrogénio

liquido, a -80°C, até o momento do ensaio laboratorial.
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Niveis plasmaticos normais de homocisteina encontram-se entre 4 ¢ 12 umol (INSTITUTO

DE PATOLOGIA CLINICA HERMES PARDINI, 2000).

As dosagens de homocisteina foram realizadas em ensaio Unico pela técnica de

cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC).

4.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa Minitab-® Release 14 — Statical Software.

O teste de normalidade da varidvel valor plasmatico da homocisteina materna foi feito para

saber se a curva possuia distribui¢ao normal.

Dosagem plasmatica materna de homocisteina

Anderson-Darling Normality Test
A-Squared 0,37
P-Value 0,409
L— Mean 7,2193
™ StDev 2,5943
Variance 6,7305
Skewness 0,589028
Kurtosis 0,524115
N 57
Minimum 2,6000
1st Quartile 5,4000
Median 7,0000
T T T T T T 3rd Q uartile 8,7000
3 g g & 2 e Maximum 14,7000
95% Confidence Interval for Mean
— T ® R 6,5309 7,9077
95% Confidence Interval for Median
6,3998 7,8000
. 95% Confidence Interval for StDev
95% Confidence Intervals 2.1903 3,1826
Mean- t ® i
Median+ t L 2 |
T T T T T T T
6,50 6,75 7,00 7,25 7,50 7,75 8,00

FIGURA 2 - Teste de normalidade da variavel valor plasmatico de

homocisteina materna.

Interpretagdo: a variavel tem distribuigdo normal.

Todos os resultados foram considerados significativos em um nivel de significdncia de 5%

(p< 0,05), tendo, portanto, 95% de confiabilidade de que estejam corretos.
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Os testes utilizados neste estudo, segundo a necessidade, foram: teste One-way ANOVA
para comparagao de variaveis continuas em mais de dois grupos, teste do qui-quadrado

para as variaveis que sdo categoricas, discretas e teste - t para comparagdo de 2 médias.

4.5 Consideracdes éticas

O termo de consentimento livre e informado aprovado previamente pelo Comité de Etica

da institui¢do foi obtido de cada paciente, antes da coleta do material.



5 RESULTADOS
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Neste estudo transversal, tipo caso-controle, procurou-se associar a hiper-homocisteinemia
materna com a ocorréncia de CIUR. A pesquisa consistiu de 57 pacientes distribuidas em

34 no grupo 1, 12 no grupo 2 e 11 no grupo 3.

Da populacao estudada, 34 gestantes (60%) ndo tiveram fetos com retardo de crescimento
intrauterino (grupo 1). Das demais 23 gestantes (40%), 12 apresentaram CIUR sem outras
anormalidades (grupo 2) e 11 (19%) CIUR com centralizagdo de fluxo e/ou outras

anormalidades.

As concentragdes de homocisteina plasmatica materna variaram de 2,6 a 14 umol/L. Suas
médias foram 7,7 pmol/L para o grupo 1; 5,4 pmol/L para o grupo 2; e 7,9 umol/L para o
grupo 3.

No GRAF. | compararam-se as concentra¢des médias de HC plasmaticas maternas entre
os trés grupos. Utilizando-se o teste One Way ANOVA, observou-se significativa
associacdo entre os grupos 1, 2 e 3 (p=0,002). Entretanto, ndo houve associagdo
estatisticamente significativa entre o grupo 1 (controle) e o grupo 3 (CIUR com outras

anormalidades) (p= 0,774).
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GRAFICO 1 - Teste ANOVA para comparagao dos valores médios da homocisteina

plasmatica materna, segundo os trés grupos de estudo.

Entre o grupo 2 (CIUR com relagdo U/C normal) e o grupo 3 (CIUR com relagao U/C

alterado) verificou-se associagdo significativa e positiva (p=0,003).

O menor valor médio de HC plasmatica materna foi encontrada no grupo 2 (CIUR sem
centralizagcdo de fluxo fetal) e o mais elevado, no grupo 3 (CIUR, com centralizagcdo de

fluxo fetal).



6 DISCUSSAO
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A regulacdo do crescimento fetal ¢ complexa e multifatorial e seus distirbios estdo
relacionados, em muitos casos, a mau prognostico da gestagdo. Sabe-se que condi¢des
intrinsecas fetais, maternas e placentarias, bem como enddcrinas e ambientais podem levar

a alteragdes no crescimento e desenvolvimento do concepto.

As alteragdes no crescimento fetal, seja o crescimento intrautero restrito (CIUR) ou a
macrossomia, sdo de extrema gravidade, pela elevada morbimortalidade materna e
perinatal. O retardo de crescimento intrauterino refere-se a um subgrupo de recém-nascidos
cujo peso se encontra abaixo de um limite arbitrariamente definido para a sua idade, sendo
a classificagdo de Lubchenco et al. a mais empregada. Nos casos em que o peso fetal
estimado (PFE) encontra-se abaixo do percentil 10, estabelece-se o diagnostico de CIUR.
Sua incidéncia na gestagdo ¢ de aproximadamente 7%, chegando a 25% nas gestacdes de

risco.

O feto humano possui inerentes e notaveis processos de adaptagdo pelos quais pode
compensar as consequéncias da reducdo do seu potencial de crescimento, destacando-se a
capacidade de distribuicdo do débito cardiaco para areas nobres como o cérebro e o
coracdao, em detrimento da estrutura, pulmao, intestino e rins (MARI; DETER, 1992).
Essas alteracdes podem ser detectadas durante a vida intrauterina por meio do estudo
dopplerfluxométrico das artérias cerebrais e dos vasos umbilicais, denominadas
centralizagdo de fluxo. Também as relagdes entre a circunferéncia abdominal e outras
medidas como a circunferéncia cefalica sdo indicativos de desnutri¢ao fetal intrautero e
utilizadas no diagnostico do crescimento intrauterino restrito (CAMPBELL; THOMS,
1977).

A homocisteina, um aminodcido sulfurado necessario para o crescimento das células e
tecidos do corpo humano e derivado do AA essencial metionina, t€ém sido muito bem
descrita na literatura, onde seu nivel plasmatico elevado ¢ ressaltado como fator de risco
para doengas cardiovasculares. Varios fatores fisiologicos, metabolicos, dietéticos e
ambientais sdo descritos como importantes modificadores da sua concentracdao. A relacao
entre hiper-homocisteinemia materna e complicacdes obstétricas ¢ mais recente e ainda
imperfeitamente elucidada, necessitando-se determinar o valor desse novo fator de risco

obstétrico.
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Niveis aumentados de homocisteina na gestagdo tém sido associados a restricdo de
crescimento intrauterino (HOGG et al., 2000; LEEDA et al., 1998; VOLLSET et al.,
2000), defeitos no tubo neural e a varias condi¢des caracterizadas por vasculopatia
placentaria, como pré-eclampsia, abrupgdo, recorrente perda da gravidez e morte fetal

(AUBARD; DARODES; CANTALOUBE, 2000; HAGUE, 2003; HOGG et al., 2000).

A hiper-homocisteinemia pode estar associada a doenga microvascular placentéria.
Portanto, o aumento no risco obstétrico de uma gestante hiper-homocisteinémica pode ser
atribuido aos prejuizos vasculares derivados das alteracdes dos vasos da placenta, com

consequente infarto e insuficiéncia placentaria.

Num esfor¢co de melhor compreender o papel da homocisteina na gestacdo e sua relacao
com o crescimento fetal, realizou-se este estudo do tipo observacional, transversal, caso-

controle (grupo 1 - controle; e grupos 2 e 3 - caso), no qual foram incluidas 57 gestantes.

Os grupos apresentaram-se homogéneos quanto a: idade materna, idade gestacional, IMC
materno ¢ idade gestacional corrigida por ultrassom de primeira metade. Mas ndo foram
homogéneos quanto ao peso fetal estimado e quanto aos valores de homocisteina

plasmatica materna.

O ndo-uso da suplementagdo de vitaminas associou-se positivamente a fetos que
apresentaram CIUR, indicando possivel efeito protetor e modulador do acido folico e

outras vitaminas no metabolismo da homocisteina.

A presenca de doencas preexistentes ou que se manifestaram na gestacdo, como
hipertensdo, pré-eclampsia, cardiopatia ou diabetes, correlacionou-se, também, com o
retardo de crescimento intrauterino. Essas doengas apresentam em comum o fato de serem
cronicas, degenerativas e, por algum mecanismo, afetam todo o sistema vascular e,
consequentemente, o placentario, favorecendo disfungdes endoteliais e, assim,

contribuindo para o CIUR. Fato este ja consolidado na literatura.

Outra associagdo significativa encontrada neste estudo foi entre vicios maternos, como
tabagismo e etilismo, e o CIUR. A primeira evidéncia de que fumar durante a gestacao

diminui o peso ao nascimento emerge de trés décadas atras. Recém-nascidos de gestantes
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que fumaram pesam, em média, 200 g a menos que os nascidos de maes que nao fumaram.
Niveis de homocisteina, se elevados em gravidas que fumam, podem aumentar o risco de

retardo de crescimento fetal.

O objetivo deste estudo foi avaliar a existéncia de associacdo entre a concentragao
plasmatica de HC materna e a ocorréncia de CIUR. Os resultados obtidos mostram
associacdo significativa entre as médias da concentracdo plasmatica de homocisteina do
grupo 1 - controle (7,7 pmol/L) com a média do grupo 2 - CIUR sem centralizacdo (5,4
umol/L). Isso significa que a média de HC do grupo de gestantes saudéaveis foi mais alta do
que a média de HC do grupo de gestantes com fetos com CIUR sem outras anormalidades

(p=0,002). Este resultado aparentemente ¢ o inverso do que se esperava.

Neste trabalho nenhuma diferenca sinificativa foi constatada entre a média da concentragdo
plasmatica de HC do grupo-controle (7,7 umol/L) com a média do grupo 3 (CIUR com
outras alteracdes) (7,9 umol/L), ou seja, a média de HC dos grupos de gestantes com
conceptos com crescimento normal foi semelhante a do grupo 3, correspondendo ao grupo

mais grave (p=0,774).

Estes resultados estdo de acordo com as experiéncias de D’Anna et al. (2004), Hietala,
Turpeinein ¢ Laatikainen (2001), Hogg et al. (2000) e Burke et al. (1992). Burke et al.
(1992) foram os primeiros a estudar a associacdo entre HHCT e CIUR. Eles avaliaram a
média de peso de 30 recém-nascidos de gestantes que apresentavam HHCT por alteracdes
genéticas, isto ¢, eram heterozigotas para a mutagdo do gene CBS. Os recém-natos
pesaram, em média, 3.408 + 774 g, mostrando que ndo havia tendéncia a CIUR nesse

grupo de pacientes.

Os niveis de HC plasmatica em grupos de fetos com CIUR foram comparados aos do
grupo-controle por D’Anna et al. (2004). A média dos niveis de homocisteina plasmatica
do grupo-controle e dos grupos com CIUR, na 16* semana de gestagdo, foram similares -
5,60 = 1,11 pmol/L e 5,85 £ 1,08 umol/L, respectivamente, sem diferenca significativa
entre os grupos (p= 0,20). Ao medir a HC no parto, a média de HC plasmatica continuou
sem diferenca significativa entre os grupos controle e com CIUR - 6,32 + 1,65 pmol/L e

6,81 = 1,82 umol/L (p= 0,07), respectivamente.
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Hogg et al. (2000) avaliaram, do segundo para o terceiro trimestre, niveis de HC no plasma
de 22 gestantes que subsequentemente desenvolveram CIUR. Também em sua
investigagdo ndo referiram diferengas nos niveis de HC plasmatica quando comparados
com grupos-controle nesse mesmo periodo gestacional. Uma possivel explicagdo poderia
ser que no retardo de crescimento intrauterino, as alteragdes endoteliais estdo limitadas a
circulagdo utero-placentaria, sendo insuficientes para modificar os niveis plasmaticos de

HC materno.

Um dado interessante que chamou a atencdo no resultado deste estudo foi que, apesar do
grupo de gestantes com CIUR com centralizacao de fluxo fetal e/ou outras anormalidades
(grupo 3) ndo apresentar correlacdio com o grupo-controle (grupo 1), a média de HC
plasmatica desse mesmo grupo foi significativamente mais elevada (7,9 umol/L) que a
média do grupo de gestantes com retardo de crescimento intrauterino sem centralizacao de
fluxo fetal - 5,4 pmol/L (grupo 2) (p=0,003). Ou seja, 19% das pacientes apresentaram
CIUR por insuficiéncia placentdria. Esse grupo constituiu-se de lesdes vasculares na
placenta suficientes para alterar os niveis de HC materna. Poderia ser a homocisteina um

marcador de CIUR por insuficiéncia placentaria vascular?

A partir deste achado pdde-se inferir que esta pesquisa apresentou tendéncia ao aumento da
HC plasmatica no grupo de fetos com CIUR e centralizagdo de fluxo, quando comparados

com fetos com CIUR sem outras alteragoes.

Alguns autores, como Cotter et al. (2001), salientam associa¢do entre pré-eclampsia e
hiper-homocisteinemia. A concentragdo de HC no plasma materno ¢ significativamente
diminuida na gestacdo ¢ uma das possiveis explicagdes para esse fato pode ser o consumo
de HC materna. Provavelmente, na pré-eclampsia, como na HHCT, os danos placentarios
evitam que o feto utilize a HC da mae e, por conseguinte, o nivel plasmatico permanece
similar ao de mulheres ndo-gravidas e mais alto quando comparado com CIUR sem sinais

de insuficiéncia placentaria (MALINOW et al., 1998; RAIJMAKERS et al., 2001).

Goddijn-Wessel et al. (1996) assinalaram HHCT em 26 das 84 pacientes holandesas (31%)
que apresentaram descolamento e infartos placentério e retardo de crescimento fetal — tudo

em combinagdo com vasculopatia placentaria — e em 9% dos 46 controles.
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Por outro lado, outros autores encontraram associa¢ao entre HHCT e CIUR. No estudo de
Dekker et al. (1995), foi relatada prevaléncia de 17,7% de HHCT em gestantes com CIUR,
enquanto De Vries et al. (1997) mencionaram em torno de 24% de hiper-homocisteinemia
em suas pacientes. Leeda et al. (1998) descreveram a incidéncia de HHCT em gestantes
com CIUR como sendo sete vezes mais que na populacdo normal. Em seu estudo com 181
mulheres com historia de pré-eclampsia, 32 (17,7%) tinham teste anormal de sobrecarga de
metionina e das 26 com historia de CIUR, cinco (19,2%) também tinham esse teste

anormal.

Importante ressaltar que os resultados ainda permanecem conflitantes, pois alguns autores
tém detectado associacao entre HHCT e CIUR e outros ndo. Os niveis de homocisteina no
plasma materno nao parecem ser um teste preditivo confidvel para esse diagnodstico, sendo

necessario, ainda, determinar o exato valor desse novo fator de risco obstétrico.

Mas, diferencas e limitagdes podem ter interferido nos resultados e andlise deste estudo
quando em comparacdo com outros. Alguns fatores podem ser possiveis vieses, como o
ndo-jejum antes da coleta de sangue, o armazenamento em nitrogénio liquido a
temperatura de —80°C e o tempo em que as amostras de sangue ficaram condicionadas. Em
algumas pesquisas, o jejum se fazia necessario e o armazenamento era em até —20°C ou em
freezers comuns (-8°C). Também em relagdo a técnica de dosagem empregada, como a
HPLC, Kits e calibragem do apareclho devem ser considerados, pois outros pesquisadores
utilizaram o teste de carga de metionina oral (0,1 g/Kg de peso), que era dosado apos seis

horas de sua ingestao (VAN DER GRIEND et al., 1998).

Diante destes achados, propde-se que outros estudos sejam realizados para esclarecer o
comportamento fisiologico da HC durante uma gestacdo normal. Ou que se realizem
trabalhos cientificos com a técnica de dosagem padronizada ou com o armazenamento

diferente do proposto nesta pesquisa.

Na medida em que sua fung¢dao no desenvolvimento gestacional for mais compreendida,

novas revelagdes provavelmente emergirdo quanto ao seu papel no crescimento fetal.
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A avaliacdao desses fatores em condigdes normais e patogénicas podera acrescentar mais
esclarecimentos para a Medicina Fetal e determinar ou nao a relevancia da HC na gestacao

humana.



7 CONCLUSOES
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Apos a analise dos resultados, pode-se concluir que:

A concentracao média de HC plasmatica materna foi significativamente mais baixa
no grupo de fetos com CIUR sem centralizagdo ou outras anormalidades,
comparados ao grupo-controle.

Nao houve associacdo entre as concentragdes médias de homocisteina materna do
grupo com CIUR e centralizagdo de fluxo/outras anormalidades, comparados com o
grupo-controle.

A concentracdo média de HC plasmatica materna do grupo que apresentou CIUR e
centralizagdo foi significativamente mais alta do que a concentracdo de HC do
grupo com CIUR sem centralizagdo e/ou outras anormalidades, podendo indicar
que a hiper-homocisteinemia materna pode ser capaz de promover lesdes na

microcirculagdo placentaria que caracterizam o CIUR.
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Anexo A — Parecer ético

Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido
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