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RESUMO

A restricdo do crescimento intra-uterino € o segundo fator de contribuicdo para a taxa de
mortalidade perinatal. A insuficiéncia placentaria grave leva a mecanismos compensatorios
para manter adequados a oxigena¢do e o suprimento nutricional para os 6rgdos fetais vitais
como o coragao, cérebro e rim, definido como centralizacdo de fluxo. Foram destacadas,
substancias capazes de provocar vasodilatacdo encontradas na mae e no feto: o peptideo
natriurético atrial , o peptideo natriurético cerebral e o 6xido nitrico . Em comum, esses trés
fatores sdo mediados pela ganosina ciclica. O peptideo natriurético atrial foi descrito
inicialmente no coragdo de ratos por De Bold et al. (1981) e ¢ liberado pelo aumento na
pressdo da parede atrial. Fetos com crescimento intra-uterino restrito e dopplerfluxometria
alterada na veia cava inferior tem concentracdes de peptideo natriurético atrial
significativamente maiores Capponi et al. (1997). O peptideo natriurético cerebral ¢ o
peptideo vasodilatador com maior homologia com o peptideo natriurético atrial e ¢
produzido e secretado frente a um estresse ventricular. O 6xido nitrico ¢ um potente
vasodilatador produzido com o metabolismo L-arginina para L-citrulina pela o6xido
nitrosintase em células endoteliais Palmer et al. (1998). Yallampalli e Garfield (1994),
mostraram que as redugdes cronicas da producdo de 6xido nitrico em ratos resulta em
crescimento intra-uterino restrito . Avaliou-se o processo de adaptagdo para fetos pequenos
para a idade gestacional e fetos com ou sem centralizacdo de fluxo, estdo associados a
mecanismos de regulacdo através do peptideo natriurético atrial, peptideo natriurético
cerbral e 6xido nitrico. Selecionaram-se 132 gestantes que foram acompanhadas na maternidade
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais por apresentarem critérios
ultrassonograficos e dopplerfluxométricos compativeis com crescimento intra-uterino restrito . Os
fetos foram divididos em trés grupos: pequenos para a idade gestacional e com centralizacdo de
fluxo, pequenos para a idade gestacional e sem centralizacdo de fluxo e adequados para a idade
gestacional. No momento da cesariana foram colhidos 10 ml de sangue do cordao umbilical. Esse
material foi processado ( 4°C, 4000rpm, 10min) e armazendos a 80°C negativos. Realizou-se a
extracdo desse peptideo por colunas Sep-pak 18 e dosagem através de técnica de radioimunensaio

descrita por Gutkowska et al. (1987). A determinagdo da concentragdo de nitrato foi realizada
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através de analisador de 6xido nitrico (NO Analiser Siervers, USA) apds desproteinizagdo do
plasma. Dentre as observagdes destacam-se: 0 grupo de fetos com crescimento intra-uterino
restrito e centralizacdao de fluxo apresentou niveis de peptideo natriurético atrial e peptideo
natriurético cerebral significativamente maiores ( P=0,01 e P=0,016, respectivamente) e
uma correlacdo positiva entre o indice umbilico-cerebral e peptideo natriurético atrial
(P=0,01). O mesmo grupo apresentou niveis de peptideo natriurético cerebral também
significativamente mais elevados e correlacdo positiva entre o indice umbilico-cerebral e
peptideo  natriurético cerebral (P=0,027). Dentre os grupos analisados os fetos com
crescimento intra-uterino restrito e centralizacdo de fluxo apresentaram uma elevacao
significativa dos peptideos natriuréticos, entretanto os mesmos grupos analisados nao

apresentaram diferencas em relacdo ao 6xido nitrico.

16



SUMMARY

17



SUMMARY

Intra-uterine growth restriction 1is the second risk factor for perinatal mortality. When
intra-uterine  growth restriction 1s associated with uteroplacental insufficiency,
compensatory mechanisms to maintain oxygenation and nutritional supply for the fetal
heart, brain and kidneys might occur ( brain sparing effect ). Some substances found in
fetuses and mothers can cause vessel dilatation, such as atrial natriuretic peptide, brain
natriuretic peptide and nitric oxide. Fetuses with intra-uterine growth restriction and
altered doppler velocimetry of the inferior vena cava present higher concentrations of atrial
natriuretic peptide Capponi et al. (1997).. Yallampali e Garfield (1994), verified that low
levels of plasmatic nitric oxide in pregnant rats caused intra-uterine growth restriction. This
study aims to evaluate the behavior of atrial natriuretic peptide, brain natriuretic peptide
and nitric oxide in a group of small fetuses for gestacional age with or without brain
sparing and if the same ones are related to this compensatory mechanism. Selected 132
pregnant women of Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais with
sonographic diagnosis of intra-uterine growth restriction were selected . According to the
results of doppler velocimetry of umbilical artery and middle cerebral artery, they were
divided into three groups: fetuses with and without brain sparing and normal fetus. At
cesarian section, a sample of 10 ml of umbilical cord blood was obtained. It was processed
(4 °C, 4000rpm, 10min) and stored to negative 80°C . Atrial natriuretic peptide, brain
natriuretic peptide were determined by radioimmunoassay technique described by
Gutkowska et al. (1987). The determination of the nitrate concentration was accomplished
through the analysis of nitric oxide (NO Analiser Siervers, USA). Observed fetuses with
intra-uterine growth restriction and brain sparing effect presented significantly higher levels of
Atrial natriuretic peptide (p = 0.01) and brain natriuretic peptide (p = 0.016). Positive
correlations between the umbilical-cerebral index and ANP (P = 0,01) and the umbilical-cerebral
index and brain natriuretic peptide (P=0,027) were observed. Concluded natriuretic peptides

fetuses with brain sparing effect present a significant rise in. No difference of nitric oxide levels

were observed among the studied groups.
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1- INTRODUCAO

O Centro de Medicina Fetal CEMEFE-HC da UFMG se caracteriza por desenvolver ao longo dos
ultimos anos uma intensa busca na compreensao dos aspectos clinicos que cursam com a gestagao

normal e patoldgica.

Um grande avango foi realizado a partir dos anos de 2000-2001 quando foi firmado o convénio do
CEMEFE-HC-UFMG junto a Universidade Livre de Berlin, na Alemanha, através do Projeto

Brasil-Alemanha - PROBAL que possibilitou a abertura de uma nova linha de pesquisa.

Aliado a esse convénio e de extrema importancia foi o cooperativismo entre o CEMEFE-HC-
UFMG sob a responsabilidade do Prof. Antdnio Carlos Vieira Cabral e os Departamentos de
Fisiologia e Biofisica, mais especificamente, o Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo sob
orientacdo da Profa. Adelina Martha dos Reis do ICB da UFMG e do Laboratorio de
Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo -
USP, sob orientacdo do Prof. Jos¢ Antunes Rodrigues. Um avango que reuniu pontes importantes

para a ciéncia entre clinica, pesquisa basica e tecnologia.

Este trabalho representa também o meu crescimento, pois estive presente na formacao dessas trés
pontes como continuagdo do agradavel aprendizado na Fisiologia, iniciado no periodo da graduagao
no mesmo Laboratério de Endocrinologia na iniciagcdo cientifica, na constante e incansavel
formagao clinica, desde a Residéncia Médica HC e CEMEFE e na oportunidade de trabalhar no
laboratorio de Cardiologia na Alemanha. Esse estudo nos levou a um caminho intrigante sobre as

alteracdes do crescimento fetal e a tentativa de se estabelecer sua fisiopatologia.

Com o projeto PROBAL surgiram outros trabalhos que estudaram o comportamento dos peptideos

natriuréticos em pacientes com quadros hipertensivos (Correa Jr ;Oliveira, 2002; Vitral, 2001).

Os estudos quanto as alteragdes do crescimento fetal se confundem com a propria historia do

CEMEFE-HC-UFMG, desde os trabalhos de teses defendidas pelos professores Henrique Leite,
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Alamanda Pereira, Mario Viegas, Victor Hugo, dentre outros, todos orientados pelo professor

Cabral.

Isto pelo fato de que a restri¢do do crescimento intra-uterino ¢ o segundo fator de contribui¢ao para
a taxa de mortalidade perinatal. Em muitas das situacdes se o feto comprometido for identificado e

tratado adequadamente, esta taxa de mortalidade pode ser bastante diminuida.

Até o momento podemos apenas tentar definir qual a provavel origem da restri¢ao de crescimento
do feto, como origem fetoplacentdria ou materna. Entre as primeiras, temos as anormalidades

cromossomiais, as sindromes genéticas, as doencas infecciosas e algumas alteragdes placentarias.

A restricdo do crescimento intra-uterino de etiologia materna esta relacionada com a diminui¢ao do
fluxo placentario, como pode ocorrer nas situacdes onde se encontra presente alteracdes vasculares
como nos quadros de hipertensdo cronica, pré-eclampsia ou diabetes. Outra situagdo também
possivel ¢ quando existe a restricdo da oxigenagdo materna nos casos de mulheres portadoras de
hemoglobinopatias, doengas do parénquima pulmonar, desnutricdo materna carencial, doencgas
degenerativas, e usuarias de drogas como a cocaina, cumarinicos, hidantoina além de habitos como

o etilismo e o tabagismo.

Entretanto, apesar de compreendermos muito dos mecanismos de como algumas doencas ou
situacdes clinicas maternas podem levar a alteracdes no crescimento fetal, isto ndo ¢ o suficiente.
Ainda precisamos explicar qual o mecanismo responsavel pelo rompimento do processo de
crescimento normal e se possivel identificar precocemente antes da evolugdo para estagios mais

graves que em muitas das vezes ¢ irreversivel.

A insuficiéncia placentaria grave leva a mecanismos compensatdrios para manter adequados
oxigenagdo e suprimento nutricional para 6rgaos fetais vitais, como o coragdo, cérebro e rins. Um

dos mecanismos descritos ¢ muito estudado no CEMEFE-HC-UFMG ¢ a centralizagao de fluxo.
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Para ampliar o conhecimento do processo de centralizacdo de fluxo como mecanismo adaptativo
,realizamos outros estudos em que passamos a estudar o comportamento dos peptideos natriuréticos,

e o oxido nitrico em fetos submetidos a insultos hipoxicos.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - RESTRICAO DO CRESCIMENTO INTRA-UTERINO

O desenvolvimento normal do feto depende quase exclusivamente de uma fungdo placentéria
adequada, possibilitando a realizagdo de suas trocas gasosas e recebendo os nutrientes

imprescindiveis ao seu crescimento Nicolaides et al. (1989).

A restricdo do crescimento intra-uterino (CIUR) ¢é reconhecida como uma sindrome que
compreende feto de tamanho pequeno e também anormalidades metabdlicas especificas, incluindo
hipoglicemias, hipotermia e policitemia. Véarios fatores feto-placentarios e maternos estdo
relacionados com CIUR, entre eles anormalidades cromossomiais, sindromes genéticas, doengas

fetoplacentérias; hipertensdo materna, diabetes, cardiopatias e hemoglobinopatias Creasy (1998).

Ou seja, sao um grupo heterogéneo compreendendo insuficiéncia placentaria, que sao de maior
risco para complicacdes perinatais; os que sdo pequenos por razdes genéticas, raciais e sdo
usualmente sauddveis ao nascimento, € um pequeno grupo com problemas de anormalidades

cromossOmicas ou congénitas Creasy (1998).

A identificagao de mecanismos compensatorios em fetos de crescimento restrito frente a condi¢des
hemodindmicas anormais ¢ uma contribui¢do para minimizar as complicagdes perinatais e assim,
reduzir as taxas de morbimortalidade perinatal. A taxa de mortalidade para estes lactentes ¢ seis a
dez vezes maior do que a de uma populacio que cresceu normalmente. Aproximadamente 30% de

todos natimortos apresentam CIUR Creasy (1998).

Um dos mecanismos descritos seria a redistribuicdo do débito cardiaco. Ocorre decréscimo do
débito cardiaco no ventriculo direito, enquanto o ventriculo esquerdo permanece inalterado Rasanen
et al. (1997). O objetivo dos mecanismos compensatérios no feto incluem aumento da extracao de

oxigénio pelos tecidos, redistribuicdo da circulagdo arterial e aumento do volume sanguineo na
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circulacdo venosa para providenciar adequada pré-carga para o coragdo fetal. A redistribui¢dao da

circulagdo arterial fetal ¢ principalmente causada pelo aumento da produgdo de catecolaminas.

Esses fetos tendem a apresentar hipertensao periférica e a serem hipovolémicos. Esse fenomeno de
adaptacdo ¢ conhecido como centralizacdo de fluxo ( COHN et al., 19974; PEETERS et al., 1979;
MONTENEGRO et al., 1989;; WLADIMIROFF et al., 1989; VYAS et al., 1990).

Sabemos apenas que os peptideos natriuréticos € o 6xido nitrico devem iniciar fungdes importantes
no inicio, manutenc¢do ou transi¢do para a vida neonatal uma vez que os niveis desses mediadores

sdo comparaveis a de adultos normais (TSUKAHARA et al.,2002; WALTHER et al.,2002).

Entretanto ndo sabemos a fisiopatologia relacionada com o suprimento de nutrientes e a sua real
correlacdo com a oxigenacdo e as alteragcdes na resisténcia vascular sistémica, que podem explicar

essa parte do processo de evolucdo para a centralizacao de fluxo.

A incidéncia de asfixia intraparto em casos complicados com CIUR foi de 50%. Um estimulo
hipdxico promove uma vasodilatagdo do ducto venoso como mecanismo adaptativo, permitindo que
o feto desvie maior quantidade de sangue oxigenado do figado para o atrio direito (PETTEN; ZINK,
1980). Ocorre também um estimulo adrenégico em circulagdo hepatica levando a um aumento da
resisténcia vascular periférica e dificultando a entrada do sangue da veia umbilical no figado

(CLYMAN; HEYMANN, 1999).

A persisténcia do estado de hipoxia leva o feto a utilizar outras respostas adaptativas como
diminui¢do dos gastos energéticos e como consequéncia diminui¢ao do ritmo de crescimento e dos
movimentos corporais (SCHERJON, 1993). O sangue ¢ redistribuido para 6rgdos centrais em
detrimento de outros tecidos (COHN et al., 1974; PEETERS et al., 1979 REUSS et al., 1982). Mas
se a hipoxia tornar-se muito grave a oxigenagdo cerebral ndo pode ser mantida ocorrendo o 6bito

fetal ou lesdes irreversiveis no cérebro ou coragdo (CEFALO; THORP , 1990).
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Peteers et al. (1979), em estudo experimental com fetos de ovelhas demonstraram a ocorréncia de
um aumento de fluxo para o cérebro, coragdo e supra-renais, a medida que ocorria uma reducdo nos
niveis da pressdo de oxigénio. Em niveis extremamente baixos de pressao de oxigénio ocorria uma
nova redistribuicdo de fluxo priorizando coracdo e tronco cerebral, em detrimento do cortex e

cerebelo.

A predicdo e diagndstico de asfixia fetal sdo necessarios antes da intervengao e para prevenir que o

processo da exposicao da asfixia fetal possa ser justificado.

A acidemia fetal que ¢ baseada nas medidas de Ph da artéria umbilical sugere um profundo
desequilibrio nas trocas de gas através da placenta e tem sido um marcador para a deteccdo de

asfixia intra-utero e sequela neurodesenvolvimental (LOW et al., 1975).

Embora acidemia fetal tenha tradicionalmente sido definida como ph<7.2 em sangue umbilical,
numerosos estudos tem mostrado que acidemia fetal patologica é mais apropriadamente definida
como Ph <7.0. Mesmo entre neonatos com Ph<7.0, a maioria dos fetos ndo apresenta morbidade a

curto e longo prazo (LOW et al., 1999).

Outra investigagdo tem sugerido que a crianga com distirbio metabdlico grave tem maior risco de
morrer ou ter morbidade significativa. Low et al. (2001) sugeriram que o risco de morbidade
neonatal ¢ relatado pelo déficit de base da artéria umbilical. Andres et al. (1999) mostraram em seu
estudo que o componente metabdlico fetal da acidemia estd associado com morbidade e morte

neonatal.

O diagnostico dos fetos com restrigdo do crescimento ¢ feito pela estimativa do peso fetal
ultrassonografico utilizando-se uma equacdo multifatorial ¢ uma medida do tamanho do abdome,
relacionada ao DBP ¢ ao comprimento do femur. O valor das ondas Doppler da artéria umbilical e
cerebral média para triagem de gestagdes de risco para CIUR, mais especificamente o indice
umbilico-cerebral deve estar acima de 1.2, como utilizado em nosso estudo. Estudos anteriores do

nosso servigo, Soares (1999) concluiu em seu trabalho que existe correlagdo entre relacdo umbilico
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cerebral fetal maior ou igual a 1,4 e queda dos valores de pressdao de oxigénio, pH e elevagdo de

pressao de gés carbonico venosos.

Arias (1994), encontrou forte associagdo entre retardo de crescimento e progndstico perinatal

desfavoravel, quando o indice umbilico-cerebral era maior do que 1,0.

Leite (1998) mostrou através da relagdo umbilico-cerebral maior que 1,0 e do estudo gasométrico
de veia umbilical no momento do nascimento que a centralizacdo de fluxo foi considerada um

mecanismo precoce de adaptagdo.

O aumento da resisténcia placentaria pode resultar de uma redugdo do nimero de capilares
terminais e de pequenas artérias do vilo terciario, ou por estimulo hipéxico materno com secregao
de vasoconstritores. Sendo assim, o aumento dos indices de pulsatilidade correlacionam-se com o
grau de hipoxia fetal ( GILES et al., 1985). Capponi et al. (1997), mostraram que fetos pequenos
para idade gestacional com anormalidades nas ondas da veia cava inferior apresentam

concentragoes significativamente maiores de ANP.

Sivan et al. (2000), mostraram que a dopplerfluxometria da artéria umbilical em fetos apresentando
CIUR permite reconhecer o comprometimento perinatal e identificar aqueles em que ¢ possivel

realizar controle ambulatorial.

Hecher et al. (1995), confirmaram em seu estudo que a hipoxemia fetal, a acidemia e o CIUR levam
a uma redistribui¢do na circulagdo fetal com aumento da resisténcia ao fluxo da aorta toracica
descendente e diminui¢ao da resisténcia ao fluxo na circulagdo cerebral. Adicionalmente seus dados
indicam que a velocidade de fluxo no sistema venoso e através das valvas atrioventriculares estéd

diminuido, enquanto as ondas de pulsatilidade da veia cava inferior e ducto venoso esta aumentada.
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Além disso, Rizzo et al. (1995), mostraram que a andlise de ondas da veia cava inferior e artéria
cerebral média pode ser usada para mostrar o estado acido-basico em fetos com crescimento restrito

secundariamente a insuficiéncia placentaria.

Arduini et al. (1989), confirmaram uma correlacdo entre a hipdxia e a resisténcia vascular cerebral
diminuida. Além disso, verificaram que também ocorre um aumento da resisténcia vascular
periférica, relacionada a acidose fetal. Montenegro et al. (1989) verificaram que conceptos que
mostravam diminui¢do de fluxo na artéria umbilical apresentavam indices diminuidos na artéria

cerebral média quando submetidos a hipoxia cronica.

Melo (1992) avaliou 55 gestantes de alto risco entre 30 e 40 semanas, utilizando doppler colorido.
Demonstrou que a avaliacdo da artéria umbilical, associada a artéria cerebral média, permite o
diagnostico de centralizagdo de fluxo. O autor verificou a existéncia de dois estagios de
centralizagdo: um inicial em que o fluxo da artéria umbilical ainda estava normal, € um tardio, em
que havia restricdo de fluxo no corddo umbilical e vasodilatagdo em artéria cerebral média. O

estagio tardio associou-se a comprometimento fetal.

Scherjon et al. (1993) sugeriu que o aumento da relagdo U/C ¢é proporcional a piora do retardo de

crescimento fetal.

Fetos com restri¢cao de crescimento e dopplerfluxometria alterado, parecem ter condi¢des vasculares
patologicas, e sdo de risco aumentado para parto precoce e complicacdes neonatais incluindo

hemorragia periventricular. Ao contrario, ¢ menos provavel que fetos pequenos com resultados

normais em relagcdo a dopplerfluxometria tenham problemas ao nascimento
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2.2 - ASPECTOS GERAIS SOBRE OS PEPTIDEOS NATRIURETICOS E OXIDO NITRICO

2.2.1 - PEPTIDEOS NATRIURETICOS

Os peptideos natriuréticos compreendem uma familia de peptideos com estruturas similares na
regulacdo génica, no metabolismo e sdo importantes reguladores da homeostase dos fluidos do
organismo, pois desempenham multiplas a¢cdes no sistema cardiovascular e renal (JANSSON et al.,

1992).

Seus principais componentes sdo o Atrial Natriuretic Peptide - ANP, Brain Natriuretic Peptide -
BNP ¢ o C-type Natriuretic Peptide - CNP (SUDOH et al., 1988). Os trés peptideos natriuréticos
possuem uma base estrutural formada por uma por¢ao carboxiterminal e por um anel composto por

17 aminoacidos (YANDLE, 1994).

O ANP foi descrito inicialmente no coragao de ratos por De Bold et al.(1981) sendo o primeiro

membro da familia de peptideos natriuréticos a ser bem caracterizado.

O ANP circulante ¢ formado por uma sequéncia de 28 aminodcidos, sendo sintetizado por um gene
localizado no brago curto do cromossomo 1. O ANP ¢ inicialmente codificado como uma sequéncia
de 151 aminoacidos, o prepro-ANP. Depois a sequéncia final de 25 aminoacidos ¢ clivada dando
origem ao pro-ANP, com 126 aminodcidos. Este vai ser armazenado no atrio humano em granulos
intracitoplasmaticos que se movem até a superficie da célula, liberando o ANP ativo na camara

cardiaca frente a um estimulo (THIBAULT, 1987; YANDLE, 1994; YANG-FENG, 1985).

Os receptores dos peptideos natriuréticos estdo presentes em varios tecidos como coracdo, sistema
vascular, rins, adrenais, pulmdes e areas especificas do sistema nervoso central, indicando uma

grande variedade de agdes biologicas (ESPINER ,1994).
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E sintetizado pelos midcitos atriais em resposta a um aumento na distencio local da parede do atrio
e produz natriurese, vasodilatagdo e inibe a secrecdo de aldosterona (BRENNER et al., 1990).
Algumas situagdes fisiologicas e patologicas podem influenciar na liberacdo de ANP, entre elas o
exercicio fisico, ingestdo de liquidos, aumento da ingestdo de sodio, estados de hipervolemia,
hipoxia, postura supina, taquicardia, hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca congestiva,

insuficiéncia renal cronica e isquemia miocardica (ESPINER ,1994).

O BNP foi mais recentemente descoberto como um potente natriurético, diurético, e peptideo
vasodilatador com maior homologia com o ANP. O BNP ¢ primariamente sintetizado e secretado

pelo ventriculo cardiaco em resposta ao estresse ventricular ( LA VILLA et al.,1994).

O BNP ¢ formado por 32 aminoacidos, € a semelhanca do ANP ¢ sintetizado inicialmente com
prepro-BNP com 134 aminoécidos, clivado em pro-BNP com 108 aminoacidos e finalmente em
BNP com 32 aminoacidos (SEILHAMER et al., 1989). A principal forma de armazenamento de

BNP nos granulos intracitoplasmaticos ¢ a forma madura (HINO et al.,1990).

Duas classes de receptores para peptideos foram caracterizadas. A primeira classe constituida por
proteinas de peso molecular de cerca de 130Kda com o constitutivo Guanilato-ciclase (BRENNER
et al., 1990; CHANG et al., 1989; CHINKERS et al., 1989). A clonagem molecular revelou dois
subtipos de receptores, GC-A e GC-B. Os receptores GC-A tem alta afinidade por ANP ¢ BNP, mas
pequena e nenhuna afinidade por andlogos sintéticos de peptideos natriuréticos, tais como c-ANF.
Os receptores do tipo GC-B tem alta afinidade por CNP e baixa por ANP ou BNP ( KOLLER et
al.,1991; SUGA et al., 1992).

A segunda classe de receptores ¢ constituida pelos do tipo C que medeiam a inativagdo de peptideos
natriuréticos (MAACK et al., 1984). Mais recentemente os receptores do tipo C foram descritos

como acoplados ao sistema adenil-ciclase/ AMPc (ANAND-SRIVASTAVA et al., 1990).
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2.2.2 - Ox1Do NIiTRICO

Furghtgott e Zawadzki 1980 relataram que o isolamento do fator de relaxamento da aorta de
coelhos e outras artérias podem ser induzidas por acetilcolina e outros agonistas, e que dependem
da presenca de células endoteliais na preparagdo. De forma subsequente foi demonstrado que o
relaxamento dependia do endotélio e resultava da secrecdo de substancias relaxantes difusiveis, o
fator de relaxamento do endotélio. Foi notado ainda que esse fator estava limitado para certas
espécies e até mesmo algumas artérias especificas dessas espécies. Esse fator estimula a atividade
da guanilato ciclase no musculo liso vascular para produzir monofosfato de guanosina ciclica, o

qual leva ao relaxamento do musculo liso vascular.

O fator de relaxamento do endotélio e o radical 6xido nitrico sdo 0 mesmo substrato, porque ambos
estimulam a guanilato ciclase e a acdo deles ¢ inibida pelo azul de metileno, hemoglobina e anion
superoxido. O aminoacido L-arginina, tem sido considerado o substrato endégeno para a produgao
de oxido nitrico no endotélio vascular, pela enzima o6xido nitrico sintetase. Varios substitutos
analogos da L-arginina, incluindo L-Name podem ser usados como substrato competitivo para

inibir a sintese de 6xido nitrico.

Assim, o oOxido nitrico pode ser considerado um potente vasodilatador produzido com o
metabolismo L-arginine para L-citrulina pela 6xido nitrosintetase em células endoteliais. E um
nitrovasodilatador endogeno que também ativa o GMP-ciclico em musculo liso vascular para
produzir vasodilatacdo. Desenvolve ainda uma func¢do chave no controle do tonus vascular

(NATHAN et al., 1992; PALMER et al.,1998).
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2.3 - Os PEPTIDEOS NATRIURETICOS E OXIDO NiTRICO NO FETO

Estudos sobre receptores de GMPc na pré-eclampsia sugerem que exista uma afinidade reduzida de
ANP e decréscimo da guanilato ciclase estimulada em resposta ao ANP. A guanilato ciclase
também medeia os efeitos do 0xido nitrico, mas através de um mecanismo diferente de receptores.

(KINGDOM et al.,1991).

Lauria et al. (1996), mostraram que os niveis de GMPc estdo menores na pré-eclampsia, podendo
esta situacao apresentar uma reacgdo alterada materno fetal de BNP e GMPc; a razao materno fetal
foi reduzida para BNP e aumentada para GMPc. Por causa dessa fun¢ao como segundo mensageiro
para muitos hormonios vasoativos foi colocada a hipotese de que os niveis de GMPc podem melhor

refletir o tonus vascular do que os hormoénios individuais.

Kingdon et al. (1991), concluiram em seu trabalho que o nimero de receptores de guanilato ciclase
foi maior em gravidez complicada por CIUR ou pré-eclampsia, sem relagdo do doppler de artéria
umbilical normal ou anormal. Isso sugere que a vasodilatagdo fetoplacentaria mediada por ANP esta
aumentada nessas desordens mesmo na presenca do aumento da resisténcia vascular entre a unidade

fetoplacentéria.

Ville et al. (1994), concluiram que as concentragdes de ANP em fetos com CIUR estdo aumentados.
Esses achados sdo compativeis com o efeito da asfixia no metabolismo celular, onde o aumento da
resisténcia vascular na placenta e a faléncia cardiaca por hipdxia poderiam levar a distencgao atrial,

ou infarto miocardico ¢ aumento da secre¢ao de ANP.

Tsuchimochi et al. (1998), concluiram que o conteido de ANP em coragao fetal, obtidos em
necropsia, foi maior no atrio esquerdo, e sucessivamente no atrio direito, ventriculo direito e
finalmente ventriculo esquerdo. O ANP ventricular ¢ reexpresso em ventriculos de pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e foi mais marcante em pacientes com cardiomiopatia

dilatada do que naquelas com doenca valvular discreta.
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Embora o coracdo seja o principal produtor de ANP, ele tem sido encontrado amplamente
distribuidos em varios 6rgaos e tecidos ( GUTKOWSKA, 1987; JANSSON et al., 1992; NEMER,
1987). Relatos confirmam a presenca de ANP na placenta humana e, a diferenga dos niveis
plasmaticos de ANP arteriovenoso do sangue de corddo umbilical, ajudam a sustentar o

funcionamento da placenta como depurador (CASTRO et al., 1989).

Existem varias explicagdes potenciais para os niveis elevados do ANP da artéria umbilical
encontrados no grupo de gravidez complicada por pré-eclampsia. Estudos da circulacdo placentaria
e no corddo umbilical em seres humanos através da dopplerfluxometria mostraram um aumento na
resisténcia umbilical em gravidez complicada por pré-eclampsia. O aumento da resisténcia vascular
poderia estimular a liberacdo de ANP do coracdo através de mudancgas no trabalho miocardico. Os
fetos podem ter uma relativa dependéncia do volume, e a massa placentéria funcionante pode estar
diminuida. A partir disso, o decréscimo do volume de distribuicdo e/ou um decréscimo no
clareamento de ANP da circulagdo podem ser responsaveis pelos niveis elevados de ANP (POUTA

et al.,1996).

Stebbing et al (1996), mostraram que a placenta humana pode ser mais sensivel para a sintese de
ANP induzida pelo GMPc em condigdes nas quais se reduz a sintese de ON, como ocorre na pré-

eclampsia, uma doenga da gravidez na qual a producao de ON mostra-se reduzida .

Recentemente Thonson et al. (1994), descreveram um decréscimo nas concentragoes de ANP
durante a gravidez humana, o qual correlaciona com a reducdo da resisténcia periférica e aumento
do volume plasmatico. Esses autores concluiram que durante a gravidez o ANP nao funciona como

um vasodilatador, mas age principalmente como um regulador de volume.

Segundo Gunter et al. (1995) a hipdxia pode também estimular a secre¢do de ANP. Fetos com
hipdxia e acidose podem apresentar hipertensao, o que estimula o trabalho miocardico. Mostraram
também que as concentragdes de ANP no sangue arterial do corddo umbilical foram maiores do que

no sanguc venoso.
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Nao existe ainda relacdo entre o aumento da concentragcdo de ANP em fetos humanos e o aumento
da acidemia, mas fetos com CIUR e dopplerfluxometria alterada na veia cava inferior tem
concentragdes de ANP significativamente maiores ( CAPPONI et al., 1997). Brace e Cheung (1988)
mostraram em seu trabalho experimental que fetos de ovelhas submetidos a hipdxia apresentavam
elevagdo dos niveis de ANP. Makikallio et al. (2001), concluiram em seu trabalho que a desordem
hipertensiva materna e¢ a acidemia fetal durante o trabalho de parto estimula a produgdo de ANP
fetal, o qual foi maior em fetos com insuficiéncia placentaria grave e sinais de insuficiéncia cardiaca
congestiva. Jansson et al. (1992) observaram que a infusdo de baixas doses de ANP na mae aumenta
o fluxo sanguineo nos vasos placentarios em fetos de cobaias com CIUR mas, ndo nos com

crescimento normal.

Como o ANP, os niveis maternos de BNP estdo aumentados na pré-eclampsia, principalmente nos

Casos graves.

Itoh et al. (1993), verificaram que em neonatos com sofrimento e a termo, as concentracdes de
BNP no plasma venoso foram 19 vezes mais elevadas do que nos casos de cesariana eletiva em
fetos também a termo. Acredita-se que a elevacdo de BNP materno associado com pré-eclampsia
seja devida ao aumento do estresse ventricular. Embora nio existam relatos dos efeitos na pré-
eclampsia nos niveis de BNP fetal, varios estudos mostraram uma relagdo alterada entre os niveis
maternos e fetais na pré-eclampsia, sugerindo que possa haver coordenacao do tonus vascular fetal

(RIZK, 1997).

Holcberg et al. (1995) mostraram em seus estudos que o BNP ¢ um vasodilatador mais potente da
vasculatura placentdria do que o ANP. A baixa eficacia do ANP pode ser relatado pelas peptidases

placentarias e que 0 ON ndo modula a agdo do ANP e do BNP.

Stepan et al. (2000), mostraram que o CNP estd presente na circulagdo fetal. A origem fetal das

medidas dos niveis de peptideos € sustentada pela observagao que a concentragao de CNP fetal sao
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mais elevadas que os relatos de CNP materno. Além disso mostraram que o CNP permanece estavel

em diferentes condi¢des de doencas fetais, bem como apds transfusdo intra-utero.

Durante a gravidez normal, as fun¢des vasculares sist€émicas e uterinas mudam drasticamente. A
circulagdo feto-placentaria ¢ mantida maximamente dilatada e a baixa resisténcia ¢ necessaria para a
saude e crescimento fetal. Por causa da falta de inervagao, a circulagdo placentéria ¢ principalmente

regulada pela agdo de substancias vasoativas.(CREASY., 1998).

Existe evidéncia de que o 6xido nitrico possa ser secretado pelos tecidos feto-placentarios. A 6xido
nitrosintase estd presente em tecidos feto-placentdrios humanos e a expressao de RNA mensageiro

da oxido nitrosintase endotelial tem sido detectada no vilo placentario (MYATT et al., 1997).

Entretanto, varios grupos relataram que derivados do 6xido nitrico como glyceryl trinitrito ou L-
argenina podem dilatar a artéria umbilical humana e o 6xido nitrico pode diminuir a pressdo de
perfusdo na circulagdo feto-placentaria. Esses estudos indicam que o 6xido nitrico produzido pelos
tecidos feto-placentarios podem contribuir para regular o fluxo sanguineo do feto para a placenta e
desta para o feto. Por causa dos efeitos do 6xido nitrico na vasculatura placentaria, uma redugdo na
produgdo do mesmo foi proposto como mecanismo para reduzir a circulacdo feto-placentdria em
complicagdes gravidicas associadas com vasoespasmos, tais como pré-eclampsia ¢ CIUR (

MARINONI et al., 2000).

Em relacdo ao oxido nitrico estudos clinicos e experimentais feitos em ratos por (DIKET et al.,
1994; GARFIELD,1993; SALAS et al., 1995; YALLAMPALLI, 1993; YANG et al., 1996),
sugerem fortemente que o aumento da sintese de 6xido nitrico pode ser parcialmente responsavel
pela regulacdo da adaptagdo vascular da gravidez e que as reducdes cronicas da producdo de 6xido

nitrico em ratos resulta em significativa restri¢do do crescimento intra-uterino.

Lyall et al. (1999), relataram aumento das concentragdes de 6xido nitrico plasmatico em sangue
venoso de fetos com CIUR comparados com controles normais. Di lorio et al. (1997), mostraram

que as concentracdes de nitrito no fluido amnidtico sdo maiores no grupo de fetos que apresentava

36



CIUR comparando com os controles, ou seja, o crescimento fetal normal depende de um apropriado
aumento no fluxo sanguineo feto-placentario e utero-placentario. Desta forma, estudos clinicos e
experimentais sugerem fortemente que o aumento de 6xido nitrosintetase pode ser parcialmente
responsavel pela regulacao da adaptacao vascular como aqueles realizados por (DIKET et al., 1994;

GARFIELD,1993;; YALLAMPALLI, 1993; YANG et al., 1996).

Kigdom et al. (1994), mostraram que ratos apresentando CIUR foram mais comumente
comprometidos na circulagdo placentaria, limitando a troca materno-fetal de nutrientes e
metabolitos. Isso sugere que a adequada producao de 6xido nitrico € essencial para o crescimento e
desenvolvimento fetal em ratos. Os efeitos da L-Name podem refletir uma reducdo da
biodisponibilidade da L-arginina (um amino 4cido essencial) e uma inibi¢cdo da formacao do 6xido
nitrico. Além disso, os niveis de GMPc do liquido amnidtico ndo sdo reduzidos de forma dose-

dependente com uso de L-name.

Desta forma, outros fatores devem estar relacionados, sendo que o tratamento com L-name ndo
afeta um ponto importante da saude materna, apesar dos efeitos marcantes do feto, em outro estudo
Garfield e Yallampalli (1994) relataram que além da restri¢do do crescimento, ocorreram aumento
na pressdo materno-sistolica e proteinuria apoés administracdo de L-name pré-natal por bombas

osmoticas subcutaneas a partir de 17 dias de gestagdo, em ratos.

O aumento das concentragdes de nitrato na circulagdo materna e fetal pode refletir aumento na
sintese de oxido nitrico, o qual pode em parte, mediar as adaptacdes cardiovasculares em uma
gestacdo normal e a baixa resisténcia vascular no feto. Lyall et al. (1995), mostraram um aumento
significativo no total da produ¢ao de nitrito, um indicio da sintese de 6xido nitrico na circulagao

fetal, mas ndo na materna, em gravidez complicada por pré-eclampsia.

Entretanto, segundo alguns autores a hipdxia poderia reduzir a produ¢do de 6xido nitrico (HATA et
al., 1993). A hipoxia fetoplacentaria, comumente associada com crescimento intra-uterino restrito,
pode resultar em reducdo da sintese de 6xido nitrico placentario, endotelial e trofoblastico. Varios

relatos tem sugerido que em gestagcdes complicadas por pré-eclampsia ou crescimento fetal restrito,
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existe uma deficiéncia da atividade de 6xido nitrico sintetase (BRENNECK et al.,1994; MORRIS et
al., 1995).

Nem Morris et al. (1995) ou Rizzo et al. (1996), encontraram um aumento nos metabolitos de 6xido
nitrico ou GMPc¢ no liquido amnidtico com relagdo ao avanco da idade gestacional. Di lorio et al.
(1997), encontraram que a relacdo nitrito/creatinina ndo mudou durante a gestacdo, mas também
ndo exclui um aumento na concentragdo de 6xido nitrico. Concentragdes elevadas de metabolitos de
oxido nitrico no liquido amnidtico foram encontradas em mulheres com infec¢dao intra-amnidtica

(HSUCD et al.,1997; VON MANDACH et al.,1997).

Em relacdo a pré-eclampsia as mudancas nessas concentragdes, quando comparadas com gravidez
normal, mostrou dire¢do contraria ¢ menor razao nitrito/ creatinina foram observadas num

subgrupo de mulheres com gravidez complicada por CIUR (KUBLICKIENE, 1995).

Na verdade, existem muitos estudos divergentes em relagdo ao oOxido nitrico relatando um
decréscimo, a ndo alteragdo ou um aumento na produ¢ao do mesmo, o que pode ser um reflexo da
diferenca dos métodos; como niveis de RNAm da 6xido nitro-sintase, imunorreatividade da sintase,
conversao da argenina para L-citrulina e niveis basais e contra estimulados do GMPc.

(WIECZOREK ,1995).

Atualmente existem poucos dados na producdo de ON em vasos fetais , mas os mesmos, seja em
vasos fetais isolados, derivados de células endoteliais ou cultura in vitro, também sao conflitantes.
Pinto et al. (1991), relataram um decréscimo na secre¢do de substancias vasodilatadoras derivadas
do endotélio pela perfusdo de vasos na pré-eclampsia, enquanto Akar et al. (1994) usando técnica
similar encontraram aumento do nivel basal de 6xido nitrico, mas nao alterado na secrecao contra
estimulo. Boccardo et al. (1996), ndo encontraram mudangas na sintese de RNAm de ON ou na
conversao de citrulina para arginina. Segundo Parra et al. (2001), o actimulo intracelular de
guanosina monofosfato ciclica foi significativamente maior no grupo com pré-eclampsia € menor
no grupo que apresentava CIUR do que no grupo controle. Assim, a resposta vascular feto-
placentaria leva ao aumento da produgdo de guanosina monofosfato ciclica para manter a dilatacdo
do vaso e o fluxo méximo do vilo placentario. No CIUR as células endoteliais ndo fazem ou nao
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podem responder a hipoxia crénica pelo aumento de GMPc, levando a vasoconstricdo feto-

placentaria.

XU K et al. (2000), compararam 15 mulheres gravidas com fetus com CIUR e 25 mulheres com
gravidez normal, verificaram que no ultimo trimestre tanto no sangue materno quanto no sangue de

corddo umbilical os metabdlitos de 6xido nitrico foram maiores no grupo com CIUR.

YING X et al. (1999), mostraram que as concentragdes de 6xido nitrico no sangue materno e de
cordao umbilical no grupo que apresentavam fetos com CIUR foram menores do que no grupo com

fetos normais.

Destaca-se também no estudo de Cacciatore et al. (1998), no qual foi usado um doador de ON, a
nitroglicerina transdérmica, que mulheres com gravidez complicada por pré-eclampsia ou CIUR,
apresentaram uma redugdo significativa na resisténcia ao fluxo na artéria uterina e na artéria

umbilical, mas ndo foram encontradas mudangas na artéria cerebral média.
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3-0OBJETIVO

Avaliar se o processo de adaptagdo circulatdria através da centralizagdo de fluxo que ocorre em
fetos com crescimento intra-uterino restrito estd associado a mecanismos de regulagdo da volemia
através dos peptideos vasoativos ANP, BNP ou através do estado gasométrico por alteragdes do

ox1do nitrico.
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4 - PACIENTES E METODOS

4.1 - SELECAO DE PACIENTES

Trata-se de um estudo prospectivo em que foram selecionadas gestantes, acompanhadas na
Maternidade do HC da UFMG e que apresentavam fetos com critérios ultrassonograficos

compativel com CIUR.

Os fetos selecionados como portadores de CIUR foram submetidos ao exame de dopplerfluxometria
das artérias cerebral média e umbilical, sendo calculado o IP e determinado o indice
umbilico/cerebral. Definiu-se como centralizado os fetos que apresentaram indice U/C maior ou

igual a 1,2.

Ap6s explicacdo da proposta do trabalho para as gestantes foram distribuidos formulérios para obter
o consentimento informado (ANEXO 3). As pacientes que foram selecionadas e concordaram,

participaram do estudo.

Ap6s a selegdo das pacientes realizamos o doppler e os fetos foram divididos em dois grupos:

1. Fetos pequenos para a idade gestacional e apresentando centralizagao de fluxo;

2. Fetos pequenos para a idade gestacional sem centralizagao de fluxo.

Analisando os grupos anteriores verificamos a necessidade de um terceiro grupo de estudo

composto por fetos adequados para a idade gestacional e com indice umbilico/cerebral normal.
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Foram excluidos do trabalho fetos de maes portadoras de hemoglobinopatias e doencas do
parénquima pulmonar, diabéticas, com gestacdo multipla e fetos que apresentaram hidropsia e ma

formacao.

4.2 - PROCEDIMENTO

Os fetos foram definidos como portadores de CIUR através de exame de ultra-som realizado em
aparelho Siemens Sono Line Prima. Foi realizada a biometria de ossos longos, do diametro
biparietal - DBP e da circunferéncia abdominal - CA sendo calculado o peso conforme a formula
de (1,4xDBPxCAxF) x 200. Foram considerados como portadores de CIUR os fetos com peso

abaixo do percentil 10 para a idade gestacional.

A idade gestacional foi baseada no primeiro dia da ultima menstrua¢do e confirmada por ultra-som

na primeira metade da gestagao.

A dopplerfluxometria das artérias umbilical e cerebral média foi realizada em aparelho de ultra-som
Sono Ace 8800 Medison Company Ltd 3.01 Digital Gaya Mt. Foi insonada inicialmente a artéria
cerebral media posterior, ap6s a localizacdo do corddo umbilical, o mesmo foi insonado préximo a
inser¢ao da placenta. Apds a obtencdo das medidas foi determinado o indice umbilico-cerebral

sendo considerado alterado quando acima de 1,2.

No momento do parto foram colhidas amostras de sangue de um segmento do corddo umbilical
clampado por duas pingas. Uma amostra colhida em seringa heparinizada foi enviada ao laboratério
de urgéncia para ser obtida a gasometria (metodo e aparelho); cerca de 10ml de sangue foram
colhidos em 3 tubos contendo citrato para a dosagem de ANP, BNP e 6xido nitrico. Esse material
foi centrifugado a 4°C, 4000rpm, 10min e armazenado a 80°C negativos em nitrogénio liquido. A
dosagem de ANP nessas amostras foi realizada através de técnica de radioimunoensaio descrita por
(GUTKOWSKA et al., 1987). As amostras foram extraidas por colunas Sep-pak C18 e reconstituida
em 0.5ml de tampao (fosfato de sédio 0.1M, pH 7.4, BSA 0.1%, NaN3 0,01%, triton X-100 0,1%)
para dosagens de ANP E 0.25 ml para dosagens de BNP. Amostras de 100 ul foram incubadas
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overnight com 100 ul de anticorpo anti-ANP a 4°C, o mesmo foi realizado no caso do BNP.
Adicionou-se 100 ul de I-ANP (10000) e incubagdo por mais 24 horas. A separagdo do
imunocomplexo foi feita por preciptagdo com segundo anticorpo (soro de cabra anti gama-globulina
de coelho). Apos duas horas a temperatura ambiente adicionou-se 1ml de polietielnoglicol 6.25%
em agua. Os tubos foram centrifugados por 20 min a 3000rpm, 4C, e a radioatividade do
imunocomplexo determinada por contador gama. Essas dosagens foram realizadas no Laboratério
de Endocrinologia do Departamento de Fisiologia do ICB da UFMG sob a supervisdo da Profa.
Dra. Adelina Martha dos Reis.

A determinacdo da concentragdo de nitrato foi feita utilizando-se o analisador de 6xido nitrico (NO
Analyser Siervers, USA). Foram separadas aliquotas de 25ul. de plasma por centrifugagdo para
desproteinizagao com 50ul de etanol. Apos a adicdo do etanol o material foi mantido por 30 min na
geladeira (4°C) e depois submetido a centrifugacdo (10000 g, 5 min) para posterior leitura no
analisador. Uma aliquota de 5 ul (plasma desproteinizado ou sobrenadante) foi retirada e colocada
na camara de rea¢do do analizador de NO. O nitrato da amostra reage com o cloreto de vanadio,
contido na camara de reacao do analisador, formando NO que por sua vez reage com o 6xido (O3)
contido em uma camara de reagdo, formando didxido de nitrogénio (NO27). O NO2™ apresenta-se
de forma instavel e tem a capacidade de emitir fétons que se chocam contra uma superficie foto-
sensivel de uma célula fotomultiplicadora. Isso gera uma corrente de elétrons que € captada,

amplificada e processada por um transdutor analdgico digital, originando o tragado grafico.

Essas dosagens foram realizadas com a colaboragdo do Laboratorio de Neuroendocrinologia do
Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP, sob a supervisao do

Prof. Dr. José Antunes Rodrigues.
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5 - RESULTADOS

Os fetos analisados no presente estudo foram divididos em trés grupos como estabelecido
no item pacientes e métodos. Sendo que os fetos que apresentavam restri¢ao do crescimento
e centralizagdo de fluxo foram os do grupo 1, os do grupo 2 foram aqueles que
apresentavam apenas restricdo do crescimento, ja os do grupo 3 foram os fetos normais.
Analisamos ao todo 132 fetos, mas devido as dificuldades de realizagdo das técnicas de
coleta e dosagens, nem todas as amostras de cada feto tiveram as determinagdes de todos os
peptideos. Devido os valores de ANP e BNP nao apresentarem distribuicdo normal a

transformacao logaritimica dos dados foi sempre realizada antes da analise estatistica.

A TABELA 1 apresenta os valores de ANP nos fetos dos grupos 1 e 2 em relagdo ao grupo

controle.
TABELA 1
Concentracdes de ANP em relagéo ao grupos
95% INTERVALO
GRUPO COEF. ERRO z P>(2)
DE CONFIANCA
1 fetos
centralizados
ANP 9070347 3530006 2.57 0.010 0.2151663 1.598903
constante -5.900449 1.618603 -3.65 0.000 -9.072851 -2.728046
2 fetos sem

centralizacdo
ANP -.2792532 0.3049935 -0.92 0.360 -.8770295 0.318523

constante -.5618493 1.099777 -0.51 0.609 -2.717372 1.593674
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Not a: Nunmeros de Cbservacfes = 101, LR chi2(2)= 8.91, Prob > chi2
= 0.0116, Log likelihood = -68.397754 Pseudo R2 = 0.0612 Foi realizada

comparagdo dos grupos em relacao ao Grupo = 3.

Apenas o grupo de fetos centralizados apresentou o ANP significativamente mais alto (p = 0,01).
Sendo assim, percebemos que em relacdo ao peptideo natriurético atrial os fetos com restricao de

crescimento e sem centralizacdo de fluxo comportam-se como os fetos com crescimento adequado.

GRAFICO 1- ANP em relacio aos GRUPOS.
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A TABELA 2 mostra os valores de BNP dos grupos 1 e 2 em relagdo ao grupo 3.

TABELA 2

Concentracgoes de BNP em relagéo aos grupos

95% INTERVALO

GRUPO COEF. ERRO Z P>(2)
DE CONFIANCA
1 fetos
centralizados
BNP 2.344341 09711177 2.41 0.016 0.4409857 4.247697
constante -13.73033 5.097854 -2.69 0.007 -23.72194 -3.738723
2 fetos nao
centralizados
BNP 0.3286831 0.633331 0.52 0.604 -.9126227 1.569989
constante -3.576475 2.955371 -1.21 0.226 -9.368896 2.215947

Nota: Numeros de Observagdes = 60, LR chi2(2) =9.57 , Prob > chi2 = 0.0084 , Log likelihood = -33.559019

Pseudo R2 =0.1247 . Foi realizada comparag@o dos grupos em relagdo ao Grupo = 3.

O BNP mostrou-se significativamente elevado em relagdo ao grupo de fetos centralizados, o mesmo
ndo aconteceu com os demais grupos (p = 0,016). E, da mesma forma os fetos apenas com
restri¢do de crescimento e sem centralizagdo de fluxo comportam-se como os fetos adequados para

a idade gestacional no que se refere ao peptideo natriurético cerebral.
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GRAFICO 2- BNP em relacio aos GRUPOS
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TABELA 3

Concentracdes de ON nos grupos 1 e 2 em relacdo ao grupo 3

95% INTERVALO

GRUPO COEF. ERRO Z P>(z)
DE CONFIANCA
1 fetos
centralizados
ON -.1714534 0.739561 -0.23 0.817 -1.620966 1.278059
constante -1.310546 2.540544 -0.52 0.606 -6.289921 3.668829
2 fetos ndo
centralizados
ON 0.6840495 5219048 1.31 0.190 -.338865 1.706964
constante -3.952179 1.876349 -2.11 0.035 -7.629755 -.2746029

Nota: Numeros de Observagdes = 109, LR chi2(2) = 1.84, Prob > chi2 = 0.3986, Log likelihood = -81.891484, Pseudo

R2=0.0111. Foirealizada a comparag@o dos grupos em rela¢dao ao Grupo = 3.

Entre os grupos estudados ndo foram observadas diferencas significativas em relagdo ao 6xido

nitrico (p = 0,817).

51



ON
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Foram realizadas analises de regressdo para todas as varidveis. As andlises que apresentaram

correlagdo positiva foram demonstradas abaixo.

GRAFICO 4- ANP em relagdo ao indice umbilico-cerebral
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ANOVA
Model Sum of df Mean Square F
Squares
1 Regression 12,495 1 12,495 12,296
Residual 85,366 84 1,016
Total 97,861 85

Na analise de regressao comparando as concentragdes sé€ricas do ANP e o indice umbilico-cerebral

mostrou uma correlagdo positiva indicando que com o aumento do indice umbilico-cerebral

ocorreu aumento do ANP plasmatico fetal.
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GRAFICO 5- BNP em relac&o ao indice umbilico-cerebral

= 7
£
on
2 o
2
m 6 b [u]
o o
o H
o oo
51 -
a o
= ‘:‘DE oo
o o
o
44 o0 g
o o o
o oo
o
3
o
2 - - - -
0,0 5 1,0 15 2,0 2,5
ucC
ANOVA
Model Sum of df Mean Square F
Squares
1 Regression 4,145 2 2,072 3917
Residual 23,810 45 ,529
Total 27,954 47

Sig.

,027

Na andlise de regressdo comparando as concentragdes séricas do BNP e o indice umbilico-cerebral

mostrou uma correlagdo positiva indicando que com o aumento do indice umbilico cerebral ocorreu

um aumento do BNP plasmaético fetal.
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GRAFICO 6- ANP em relacdo ao excesso de base
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Em relagdo ao ANP, observamos que os fetos apresentavam uma tendéncia a elevacao desse

peptideo no plasma frente ao excesso de base no estudo gasométrico. Isso pode ser explicado pelo

pequeno numero de gasometrias na amostras.
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6 - COMENTARIOS

A restricdo do crescimento intra-utero (CIUR) ¢ o segundo fator de contribui¢do para a taxa de

mortalidade perinatal devido a prematuridade, asfixia e outras complicagdes neonatais.

A insuficiéncia placentaria leva a mecanismos compensatorios para manter adequados a oxigenagao
e o suporte nutricional para os orgdos fetais vitais como: coragdo, cérebro e rins, definidos como
centralizagdo de fluxo. Apesar desse mecanismo de adaptagdo ser o primeiro a estar presente em
fetos que estdo expostos a insultos hipdxicos como verificado por Leite (1998), a persisténcia dessa

alteracdo levaria ao comprometimento fetal (CABRAL.,1993; MELO.,1992;).

A importancia desse estudo ¢ tentar identificar quais as alteragdes nos mecanismos fisiolodgicos que
culminariam no processo de centralizacao de fluxo para ndo apenas buscar interromper a gestacao,

mas sim tentar identificar o momento mais adequado.

Selecionamos pacientes que apresentavam fetos com restrigdo do crescimento seguindo um
protocolo estabelecido no servigo, no qual teriamos que realizar novos exames de ultrassonografia e
dopplerfluoxometria para confirmagdo do CIUR. A admissdo dessas pacientes era realizada durante
os plantdes diurnos e noturnos, € apenas quatro integrantes do Centro de Medicina Fetal eram

responsaveis pelas coletas das amostras.

Foi necessdria a padronizacdo das técnicas de dosagem desses hormdnios em amostras humanas.
Todos os passos para o radioimunoensaio foram realizados e foi preciso identificar e corrigir as

falhas do procedimento num curto espaco de tempo.

Nossos estudos demonstraram que ocorre elevagdo dos niveis de ANP e BNP quando o processo de
centralizagdo de fluxo estd instalado frente a insuficiéncia placentdria e consequentemente a
hipoxemia na circulagdo umbilical (TAB. 1 e 2). Este processo esta de acordo com os achados de

Ville et al. (1994), que concluiram que o fato das concentracdes de ANP em fetos com CIUR
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estarem aumentadas, refletiam o efeito da asfixia no metabolismo celular. Estas alteragoes levaram
ao aumento da resisténcia vascular na placenta, faléncia cardiaca por hipdxia, distencdo atrial e

consequentemente o aumento da secrecdo de ANP.

Makikalio et al. (2001) mostraram em seu trabalho que as concentracdes de ANP eram muito
maiores nos fetos que apresentavam doppler de veia umbilical alterado, evidenciando que esses

fetos ja apresentavam insuficiéncia cardiaca.

Entretanto, parece que o processo de centralizacdo de fluxo ndo fica estagnado com a elevagdo
desses peptideos, ou seja, apesar do ANP e do BNP serem potentes natriuréticos e diuréticos, a
atividade deles parece inalterada e o processo evolui para a diminuicdo da producdo urinaria e
oligohidramnia. Esses achados também foram encontrados por Castro et al. (1989) que concluiram
que o decréscimo do volume de distribuicdo e/ou um decréscimo no clareamento de ANP da
circulagdo pode ser responsavel pelos niveis elevados de ANP. Talvez se esses peptideos fossem
funcionantes, a evolugdo para a insuficiéncia cardiaca congestiva poderia ser retardada e esses fetos
poderiam alcancar idades gestacionais mais avancadas, evitando a interrup¢do prematura, como
ocorreu nos fetos centralizados no nosso trabalho. Em outras situacdes como insuficiéncia cardiaca
congestiva, hipertensdo arterial sistémica e infarto agudo do miocardio os peptideos estdo

aumentados na tentativa de reduzir os efeitos do aumento da volume extracelular.

O que ndo conseguimos entender foi o porque da inatividade dos peptideos natriuréticos, uma vez
que sdo tidos como importantes na transicdo da vida fetal para a neonatal como verificado por
(TSUKAHARA et al.,2002; WALTHER et al.,2002) . Mas isto ajuda-nos a entender que devido a
importancia desses peptideos para manter o equilibrio hidroeletrolitico, os fetos com CIUR e sem
centralizacdo de fluxo apresentam o mesmo comportamento que os fetos com crescimento
adequado em se tratando da fisiopatologia desses peptideos natriuréticos. Uma questdo a ser
levantada estd relacionada aos receptores desses peptideos que podem estar sendo ocupados por
outro peptideo ndo vasoativo, € por isso ndao ocorre a agdo dos peptideos natriuréticos, sendo

incapazes de desencadear a liberagado e efeito do segundo mensageiro, o GMP ciclico.
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O estudo gasométrico apenas confirmou que ocorre uma tendéncia a elevagdo dos niveis de ANP
que podem estar relacionados com o processo de hipoxemia, que levara a acidose metabdlica
devido ao maior esfor¢o miocardico (GUNTER et al., 1995). Além disso, 0o ANP mostrou a mesma
correlagdo quando se tratou de excesso de bases, que segundo Low et al.(1990) foi mais fidedigno
em relacdo a morbidade neonatal. Outros autores também ndo encontraram relagdo entre a pressao
de oxigénio e as concentracdes de ANP em fetos humanos em estado de hipdxia grave, fetos com
CIUR e alteracdes no doppler da veia cava inferior. Estes fetos apresentavam diferencas
significativas em relagdo ao grupo normal e ao grupo de CIUR sem sobrecarga cardiaca (CAPPONI

etal., 1997; KINGDOM et al., 1992).

Utilizamos o indice umbilico cerebral de 1,2 por estar entre o que ¢ definido pela literatura como
centralizado e o trabalho de Soares (1999) evidenciou o comprometimento fetal neste parametro, o
que reflete que o processo de centralizacdo de fluxo estd avangado. Este aspecto explicaria a uma
provavel correlacao positiva entre o nivel de ANP e o estudo gasométrico, pois a hipoxemia vai
estar extremamente grave. Esta forma de estratificacdo foi proposta anteriormente por Peeters et al.
(1979), mas possivelmente ndao observamos esses achados devido ao pequeno numero de

gasometrias.

Em nosso estudo ndo foi observada correlagdo do BNP com os dados gasométricos, possivelmente
devido a labilidade desse peptideo no momento das dosagens. O processo de centralizagdo de fluxo
no qual foi estabelecida a dosagem, ja teria ultrapassado o momento da degranulagdo ventricular de
BNP, e este teria sido degradado mesmo antes da elevagdo méaxima do ANP, quando ocorre a
dilatacdo atrial no momento da insuficiéncia cardiaca congestiva. Ainda ndo podemos esquecer que
a nossa amostra encontra-se abaixo do valor calculado devido a dificuldades no processo de
dosagem e mesmo pela quantidade pequena de fetos nas condi¢des de centralizacdo de fluxo com

indice umbilico-cerebral elevado.

Durante esse trabalho nao foram demonstradas diferengas nas concentragdes de 6xido nitrico entre
fetos normais e fetos com restricio de crescimento. Nem mesmo o estudo gasométrico foi
significativo. Podemos ter duas explica¢ds basicas para tal achado. A primeira e mais convincente

seria que o oxido nitrico participaria do processo inicial da cascata, ou seja, o déficit de 6xido
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nitrico levaria a diminui¢cdo da vasodilatagdo uterina e consequentemente a diminui¢do da perfusao
utero-placentaria. Assim, a dosagem no final do processo ja ndo teria alteragdes significativas, pois
as células endoteliais ndo poderiam responder a hipdxia cronica pelo aumento de GMPc. A outra
explicacdo seria devido ao fato da produgdo de 6xido nitrico possuir niveis ascendentes no inicio da
gravidez e depois se estabilizarem no decorrer da gestacdo ( DI IORIO et al., 1997). Nao houve
diferenga entre as médias de o6xido nitrico nos grupos estudados, provavelmente devido a

semelhanca entre a média da idade gestacional.

Estudar a fisiopatologia da restricdo do crescimento fetal ndo significa apontar falhas no processo
do crescimento fetal, mas sim definir nossas limitagdes frente ao desconhecido e nossa incapacidade
de intervir no momento certo. Até o0 momento esperamos a hora para apenas interromper a gestacao

quando nao temos mais nada a oferecer.

Novos estudos devem ser realizados para tentar identificar a relagdo desses peptideos e seus

receptores com a placenta, pois € onde o processo se inicia.

Desta forma, contribuimos com o esquema proposto para esclarecer o processo que infelizmente vai

culminar com a morte fetal.
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CENTRALIZAGAO DE FLUXO |
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ALTERAGAO DA MICROCIRCULAGAO

DIMINUIGAO DE FORNECIMENTO DE NUTRIENTES
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DIMINUICAO DO DEBITO CARDIACO
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MORTE FETAL

Adaptagdo da figura do capitulo 18-8, pagina 396 do livro CRESCIMENTO FETAL NORMAL E
PATOLOGICO de José M. Carrera e colaboradores,1997.
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CONCLUSAO
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7 - CONCLUSAO

Concluimos apds os nossos estudos que:

1) Fetos com crescimento restrito e centralizagdo de fluxo apresentavam elevagdo das

concentragdes plasmaticas dos peptideos natriuréticos, ANP ¢ BNP;

2) Nenhuma alteracdo das concentracdes de Oxido nitrico foi observada entre os grupos

estudados;

3) Fetos que apresentam restricdo do crescimento sem centralizacdo de fluxo comportam-se

como fetos normais em relagao aos peptideos natriuréticos ANP e BNP .
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ANEXOS

APENDICE 2 - Descri¢do dos Peptideos em relacio aos grupos

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
grupo N Percent N Percent N Percent
Inanp 1 9 60,0% 6 40,0% 15 100,0%
2 16 80,0% 4 20,0% 20 100,0%
3 76 78,4% 21 21,6% 97 100,0%
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total

grupo N Percent N Percent N Percent
Inbnp 1 6 40,0% 9 60,0% 15 100,0%
2 6 30,0% 14 70,0% 20 100,0%

3 48 49,5% 49 50,5% 97 100,0%
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Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total

grupo N Percent N Percent N Percent

Inon 1 12 80,0% 3 20,0% 15 100,0%
2 17 85,0% 3 15,0% 20 100,0%
3 80 82,5% 17 17,5% 97 100,0%

APENDICE 3 — Curvas de distribuicio e de residuos dos Peptideos e do indice

umbilico-cerebral

Distribuicdo normal ANP

Valor normal esperado
o

o Og

1 2 3 4 5 6 7 8

Valor esperado
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Desvio do Normal

Valor normal esperado

1,0

0,0

2,5

Distribuicdo de Residuos de ANP

Valores observados

Distribuicdo normal UC

2,09

1,51

1,04

0,0

Opg

0.0 5 1.0 15 20

Valor esperado

2,5

3,0
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Valores nornais esperados

Desvio do Normal

Distribuicdo normal BNP
6,5

6,0 4

504
P

454 f
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25
2 3 4 5

Valores observados

Distribuicdo de residuos BNP

o o0Oao

Valores observados
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Valor normal esperado

Desvio do Normal

Distribuicdo normal do ON
5,0

4,51

4,0 1

w
[
M

W
[=)
.

2,54

2,0

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Valores observados

Distribuicéo de residuos ON
1,0

50

55

0,0

Valores observados

5,0

55
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ANEXO 1 - Consentimento pés-informado empregado no estudo

PROJETO PROBRAL 2000

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

1)

2)

3)

4)

A Pré-eclampsia ¢ uma doencga grave da gestagdo em que a pressdo arterial se encontra alta,
colocando em risco a mae e seu filho.

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

Diversos estudos vém sendo feitos na tentativa de se entender por que a pré-eclampsia
acontece apenas em algumas mulheres gestantes (cerda de 8%).

Para isto, substancias estdo sendo investigadas no sangue da mulher gravida com pressado alta
¢ na gestante normal.

Com este objetivo, a Maternidade do Hospital das Clinicas da UFMG em parceria com as
Universidades Alemas de Berlim e Leipzig esta realizando um estudo para tentar identificar a
relacdo entre a elevagdo da pressdo na gestagdo e substincias presentes no sangue da maes
chamadas de peptideos natriuréticos.

Eu, portadora de documento de identidade n.°
................................................ expedido pela .......cccceceveeievciieiieeciieiieiee.., €Stour ciente do
que foi exposto acima e autorizo a retirada de amostra de meu sangue, placenta e sangue do
cordao umbilical, ap6s o nascimento de meu filho, para esta pesquisa.

Participo de forma voluntéria deste estudo e estou ainda ciente de que as amostras colhidas
ndo trardo qualquer prejuizo a minha saude ou a de meu bebé.

Belo Horizonte, de de

Assinatura da Paciente

Telefone para contato: 031 3248 9422 (Maternidade Hospital das Clinicas da UFMG).
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ANEXO2

CENTRALIZAGAO DE FLUXO |

INVASAO TROFOBLASTICA INADEQUADA

|

ALTERAGAO DA MICROCIRCULAGAO

DIMINUIGAO DE FORNECIMENTO DE NUTRIENTES

HIPOXEMIA UMBILICAL

CIUR

DIMINUICAO DO DEBITO CARDIACO

AUMENTO DO RETORNO VENOSO

[ L1 ]

AUMENTO DA PRE-CARGA E DO TRABALHO MIOCARDICO

CENTRALIZAGAO DE FLUXO

[ 1]

DIMIN. POS-CARGA, DEB. CARD.PULSATIL. ART. CEREB. MEDIA

DIMINUICAO DA PRODUCAO URINARIA

INSUFICIENCIA CARDIACA CONGESTIVA

EDEMA CEREBRAL

1]

MORTE FETAL

Figura 1- do capitulo 18-8, pagina 396 do livro CRESCIMENTO FETAL NORMAL E
PATOLOGICO de José M. Carrera e colaboradores,1997.
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