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RESUMO

Objetivo: os achados fisiopatoldgicos presentes na pré-eclampsia (hipertensao e
proteinuria) parecem estar associados a respostas e/ou produgao inadequadas de
fatores angiogénicos. Este estudo foi desenvolvido para avaliar os niveis
plasmaticos dos fatores angiogénicos, fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e fator de crescimento placentario (PIGF) em gestantes com e sem pré-
eclampsia e correlacionar possiveis alteragées nas concentragdes sanguineas
destes marcadores com o quadro hipertensivo destas gestantes. Desenho do
Estudo: foram avaliadas 23 gestantes com pré-eclampsia (NHBPEPWG 2000) e
comparadas com nove gestantes normotensas da Maternidade do Hospital das
Clinicas de Belo Horizonte/MG. A pressao arterial média (PAM= 2/3 pressao
diastolica + 1/3 presséao sistolica) foi calculada e seguiu-se a coleta de amostras
sanguineas para determinacdo do VEGF e PIGF (método de ELISA pg/ml). A
idade gestacional do grupo variou entre 33 e 35 semanas de gestagao.
Resultados: a concentragdo sanguinea de VEGF (243,3+193) em gestantes com

pré-eclampsia nao foi estatisticamente diferente da concentracdo em gestantes



normotensas (160,6+143). No entanto, a concentracdo plasmatica de PIGF
(40,8+37,5) foi mais baixa em gestantes com pré-eclampsia comparada as
normotensas (480+£347). Correlagao inversa foi observada entre os niveis de PIGF
e PAM. Para cada diminuigao de 1pg/ml na concentragao de PIGF, houve

aumento de 6,58 mmHg na PAM (p= 0,002). Concluséo: estes resultados
mostraram que o PIGF pode exercer papel determinante na pressao arterial media

em gestantes com pré-eclampsia.

Palavras- chave: Angiogénese. Pré-eclampsia. VEGF. PIGF.

ABSTRACT

Objective: the pathophysiological clinical findings of preeclampsia (hypertension
and proteinuria) seem to be associated with inadequate responses to and/or
production of angiogenic factors. This study was performed to evaluate plasmatic
levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and placental growth factor
(PIGF) in pregnant women with or without preeclampsia and whether any alteration
in systemic levels of these angiogenic markers would be associated with increased
mean arterial pressure. Study Design: twenty-three preeclamptic and nine
normotensive pregnant women from the Maternity of Hospital das Clinicas in Belo
Horizonte were assessed by NHBPEPWG 2000 criteria and blood samples were
collected at the time of diagnosis (33-35 weeks). The plasmatic levels of VEGF and

PIGF were determined by ELISA assay and mean arterial pressure was calculated



(MAP= 2/3 diastolic arterial pressure + 1/3 sytolic). Correlation between MAP
values and angiogenic markers concentration was determined through regression
analysis. Results: VEGF concentration (243.3+£193 pg/ml) in

preeclamptic woman were not statistically different from the levels (160.6+143
pg/ml) of non preeclamptic pregnant. However, plasma concentration of PIGF was
lower in preeclamptic versus normotensive pregnancies (40.8+37.5 versus
4801374 pg/ml). Inverse correlation was observed between PIGF plasma levels
and mean arterial pressure. A decrease in 1pg/ml of PIGF resulted in 6.58 mm Hg
increase in MAP (p=0.002). Conclusion: these results support a determinant role

of PIGF in mean arterial pressure in pregnant women.

Words-key: Angiogenesis, preeclampsia, VEGF, PIGF.
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1 INTRODUCAO



A pré-eclampsia € um disturbio multissistémico de elevada mortalidade e
morbidade materno fetal, que acomete o periodo gravidico puerperal com
prevaléncia de 6 a 8% (ACOG, 2002). Apesar de descrita desde a Idade Antiga,
permanece até os dias atuais sem etiologia bem definida (SIBAI;, DEKKER,;

KUPLERMINC, 2005).

Nos paises desenvolvidos, a pré-eclampsia € o maior problema obstétrico, com
desafio aos cuidados clinicos. Portando, torna-se necessaria a elucidagao de sua
etiologia e melhor esclarecimento fisiopatolégico (ABDALA; HARRINGTON, 2005).
No Brasil, as doengas hipertensivas sao responsaveis pela maioria das mortes
maternas (BRASIL, 2000) e grande parte das mortes neonatais € determinada
pela condigdo da gestante, principalmente a pré-eclampsia, além das

circunstancias do parto e do nascimento (ALMEIDA et al., 2003).

Embora as manifestagdes clinicas da doenga se apresentem no final da gravidez,
acredita-se que a fisiopatologia esteja ligada ao processo de placentagao
(DEKKER; SIBAI, 1998; DUCKITT; HARRINGTON, 2005). Nesta, a invasao
trofoblastica nas arteriolas espiraladas leva baixa resisténcia ao fluxo sanguineo
para atender a demanda metabdlica dos tecidos em desenvolvimento. Na pré-
eclampsia, o processo de invasdao do trofoblasto €& incompleto na porcéo
miometrial das artériolas espiraladas (KAUFMANN; BLACK; HUPPERTZ, 2003;
PIUNENBORG et al., 1983) causando hipdxia tecidual, com liberagao de fatores de

angiogénese na circulagdo materna, que parecem causar disfungcdo endotelial



sistémica (CHAIWORAPONGSA et al., 2003; LEVINE et al., 2004; ZYGMUND et

al., 2003).

Vérios estudos tém mostrado que gestantes com pré-eclampsia apresentam
elevados niveis séricos da forma soluvel do receptor livre do VEGF (sFlt-1) e
baixos niveis de PIGF (KOGA et al., 2003; LEVINE et al., 2004; SHARON et al.,
2003; TSATSARIS et al., 2003) . Os receptores livres formam complexos inativos
com o VEGF e PIGF, limitando o efeito protetor endotelial dessas moléculas

(STAFF; BRAEKKER; HARSEM; 2005).

Apesar das evidéncias clinicas e experimentais da participagdao de fatores
angiogénicos na disfungcdo endotelial da pré-eclampsia, os dados s&o ainda
limitados e as concentragdes do VEGF mostram resultados conflitantes (BAKER et
al., 1995; HUNTER et al., 2000; LYALL; GREER; FLEMING, 1997). Portanto,
estudos adicionais realizados em grupos populacionais diversos que venham
corroborar e refutar dados da literatura poderdo consolidar e universalizar o perfil

desses marcadores de angiogénese na pré-eclampsia.

Considerando a pré-eclampsia uma intercorréncia clinica frequente -
aproximadamente 20% em maternidades de alto risco no Brasil - e que ha fortes
evidéncias do envolvimento dos fatores de angiogénese na patogenia dessa
sindrome, principalmente hipertensdo e proteinuria, e das relagcdes contundentes

entre os niveis séricos do VEGF, este estudo visa a ampliar outros descritos na



literatura cientifica (BAKER et al., 1995; HUNTER et al., 2000; LEVINE et al.,
2004; POLLIOTTI et al., 2003; SHARON et al., 2003; TAYLOR et al., 2003).

Essa linha de pesquisa sobre os marcadores de angiogénese na gravidez é
pioneira no centro de Medicina Fetal do Hospital das Clinicas da UFMG, sendo a
pré-eclampsia o primeiro estudo, pela peculiaridade dessa sindrome endotelial. A
analise do perfil de marcadores de angiogénese, VEGF e PIGF, nas gestantes
com pré-eclampsia que frequentam a maternidade do Hospital das Clinicas ainda

nao havia sido objetivo de investigagcdes anteriores.

Esclarecer o comportamento dos fatores angiogénicos na gravidez e nos
processos patogénicos que acometem esse periodo e suas relagbes com o
endotélio materno (BROSKELSBY et al., 2000) pode ser a chave da terapéutica
obstétrica futura. Além disso, ativadores de angiogénese vém sendo empregados
em outras doengas, como na isquemia do miocardio € o uso de inibidores em

oncologia (CARMIELET, 2003; DVORAK, 2002; FOLKMAN, 2006).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pré-eclampsia e marcadores de angiogénese- Fisiopatologia

A pré-eclampsia é um disturbio multisistémico especifico do periodo gestacional

humano, de etiologia desconhecida, que expde o bindmio mae/feto a riscos, pela



elevada morbimortalidade (ACOG, 2002; ALMEIDA et al., 2003).

O foco patogénico da pré-eclampsia decorre de uma resposta materna anémala a
presenca de placenta e tecido trofoblastico (CHESLEY, 1984). Durante a
placentacado, a falha do citotrofoblasto em remodelar as arteriolas espiraladas em
sua porgao miometrial (KAUFMANN; BLACK; HUPPERTZ, 2003) pode levar a
diminuicdo na perfusdo local e hipoxia tecidual (RAJAKUMAR et al., 2004) e
consequente alteracdo na resposta angiogénica (LI et al., 2005; MATSUBARA et
al., 2005), modulada provavelmente por predisposi¢céo genética (SIBAI; DEKKER,;

KUPLERMINC, 2005).

As alteragdes morfologicas e funcionais das gestantes portadoras de préeclampsia
tém como base fundamental o espasmo arteriolar, decorrente do aumento da
resisténcia vascular (DEKKER; SIBAI, 1998; 2001). Estudos de necropsia
mostraram que as lesbes teciduais sdo decorrentes principalmente de
hipoperfusdo do que propriamente do grau de hipertensdo arterial (CHESLEY,
1984). No entanto, as alteragbes endoteliais presentes nessas gestantes sao
anteriores a manifestacdo clinica da doenga (FERRIS, 1991; HAYMAN et al.,

1999; ROBERTS; LAIN, 2002).

A mais consistente delas é a anormalidade morfolégica renal, denominada
endoteliose glomerular, na qual o endotélio glomerular mostra-se edemaciado,

com luz reduzida, expansao da matriz mesangial e depdsitos subendoteliais de



aspecto amorfo ou granular (PIRES DO RIO, 2000). Esse achado ¢é
patognomdnico da pré-eclampsia e esta presente em 70% dos casos, com
remissdo completa apdés o parto, concomitante ao término do quadro clinico

materno (ROBERTS et al., 1989).

A hipotese de que a patogenia da pré-eclampsia estaria relacionada a doenca
endotelial foi especulada por Weiss e Dexter em 1941, baseados na presenca de
edema de maos e face. O edema, secundario a perda protéica do espacgo
intravascular para o intersticio, nas mulheres com pré-eclampsia evidencia a perda
da integridade do endotélio. A perda protéica glomerular € outro exemplo
consistente de perda da barreira do endotélio normal do sistema vascular de

transporte (FERRIS, 1991; ROBERTS et al., 1989).

Além disso, encontram-se na placenta de gestantes com pré-eclampsia algumas
lesdes vasculares caracterizadas pela oclusdo por fibrina, processo denominado

aterose (DEKKER; SIBAI, 1998).

O endotélio lesado estimula a cascata de coagulacdo (ROBERTS et al., 1989) e,
embora na pré-eclampsia grave a coagulacdo intravascular disseminada seja
demonstrada rotineiramente em apenas em 20% dos testes laboratoriais,
marcadores mais sensiveis de anormalidade da coagulagdo estdo alterados na
maioria dessas gestantes. Achados bioquimicos seriados evidenciam consumo de

plaquetas, ativacdo do fator VIII, circulagdo de B-tromboglobulina e redugédo dos



niveis de antitrombina Ill (ROBERTS, 1999).

O aumento do tromboxano (potente vasoconstrictor e agregante plaquetario) em
detrimento da prostaciclina (agente vasodilatador) encontrado nas gestantes com
pré-eclampsia tem sido atribuido a “insuficiéncia” da placenta. No entanto,
modelos de lesdo endotelial isolados tém demonstrado o mesmo perfil dessas
substancias, encontrado na pré-eclampsia, sugerindo, portanto, uma acao

paracrina como possivel mecanismo de acdo (ROBERTS, 1999).

No século passado, Mauriceau relacionou a pré-eclampsia a um estado toxémico
materno atribuido a produgdo excessiva de fluido sanguineo aquecido vindo do
utero, que estimulava o sistema nervoso, e de toxinas advindas do organismo fetal

em decomposigao (CHESLEY, 1984).

Diversas pesquisas foram realizadas na pré-eclampsia e muitas substancias foram
dosadas no sangue materno como marcadoras de lesdo endotelial e da

reatividade vascular (HAYMAN et al., 1999).

Alguns testes clinicos foram propostos para diferenciar o grupo de gestantes
propensas a desenvolver pré-eclampsia, baseados na reatividade vascular
presente nesse grupo. Na gravidez de evolugdo normal, ha discreta queda na
pressao arterial, diminuicdo da resisténcia periférica e aumento de 40% no débito

cardiaco. A vasodilatacdo que se verifica decorre habitualmente do



desenvolvimento de resisténcia a angiotensina Il, consequente do aumento da

sintese de prostaglandina (DAVID et al., 2000).

Menores doses de angiotensina Il exdgena elevam a pressédo diastdlica em
20mmHG nas gestantes propensas a desenvolver pré-eclampsia, comparadas as
que permaneceram normotensas (DEKKER; SIBAI, 1991). A aplicacao clinica do
teste da angiotensina requer tempo e limita seu uso como screening (SIBAI,

DEKKER; KUPLERMINC, 2005).

Os testes do exercicio isométrico e roll-over-test foram propostos como screening
para avaliar a presencga de reatividade vascular. O primeiro baseia-se no aumento
da resisténcia vascular periférica e pressao diastolica ao exercicio isométrico e o
segundo na queda da pressao arterial apés mudancga de decubito. Os resultados
desses testes variam entre os autores e ha baixa reprodutilidade no mesmo

paciente (SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005).

Também de importancia foram os estudos em técnicas anestésicas que
mostraram ser o fator hipertensivo na pré-eclampsia de natureza humoral e nao

nervosa (ROBERTS et al., 1989).

Nos ultimos anos, grande variedade de fatores circulantes (quimiocinas e
citocinas) secretados pela placenta e que causam disfungdo endotelial tem sido

mensurada no sangue periférico, liquido amnidtico (TRANQUILLI et al, 2004;



VUORELA et al., 2000), sangue de corddao umbilical e em tecido placentario
(HELSKE et al., 2001; LASH et al., 1999, SHORE et al., 1997; ZHOU et al., 2002)
como preditores e marcadores da pré-eclampsia (EVANS et al., 1998; LEVINE et
al., 2004; STAMILIO et al., 2000; TAYLOR et al., 2003; WELCH, 2006; WOLF et

al., 2005).

Esses estudos tendem a focar moléculas cuja agao no endotélio e musculatuta lisa
reproduz os achados patogénicos encontrados na pré-eclampsia (SHARON et al.,

2003).

As familias do VEGF e seus receptores foi estudada em células de citotrofoblasto
de biopsia placentaria a partir da detec¢cdo da reagdo antigeno/anticorpo nos
grupos de gestantes normotensas e comparada na pré-eclampsia grave e HELLP
sindrome. O VEGF-A e o receptor VEGFR-1/FIt-1 sdo expressos no tecido
placentario durante toda a gestagédo normal (MAYHEW et al., 2004; ZHOU et al.,

2002).

Nas pacientes normotensas no final da gestacao, forte reagdo pode ser detectada
no citotrofoblasto, que invade o intersticio e o compartimento vascular, na parede
uterina. Em contraposigao, fraca reacdo ao antiVEGF-A e frequente auséncia de
reacao estdo presentes no citrotofoblasto de gestantes com pré-eclampsia (ZHOU

et al., 2002).



Comparando tecido placentario de gestantes com pré-eclampsia em relagdo as
normotensas, quanto a expressao de VEGFR-1, este se mostra diminuido na pré-

eclampsia (MAYHEW et al., 2004).

Finalmente, a expressao do receptor livre (sFIt-1) mensurado pela técnica
antigeno/anticorpo e comparada entre os grupos mostra estar presente, nas
placentas das gestantes com pré-eclampsia, o dobro da reagdo durante o
primeiro, segundo e terceiro trimestres, na comparagcdo com as normotensas

(ZHOU et al., 2002).

Estudos in vitro comparando os efeitos do soro e do plasma de mulheres com e
sem pré-eclampsia no comportamento metabodlico de células endoteliais em
cultura demonstraram haver mais atividade mitogénica celular na presenca de

soro de pacientes com pré-eclampsia (BROCKELSBY et al., 2000).

Além disso, niveis elevados de fatores de crescimento derivados de plaquetas e
VEGF foram expressos no soro de pacientes com pré-eclampsia. Esse fato nao
ocorreu em culturas tratadas com soro de gestantes sem a doenga ou mesmo em

puérperas que tiveram pré-eclampsia (SVEDAS et al, 2003; TAYLOR et al., 1991).

Embora modelos de angiogénese in vitro muito tenham contribuido com
informagbes sobre crescimento celular, migragdo, producdo protéica e suas

interacbes com receptores, na verdade nao reproduzem modelo fidedigno da



angiogénese placentaria. Esse processo é dindmico, como descrito anteriormente,
no qual a expressdo de receptores e de suas interagdes varia no decorrer da
gravidez (HAYMAN et al., 1999).

Com o objetivo de determinar se o fator de crescimento endotelial (VEGF) estaria
envolvido na patogenia da pré-eclampsia, muitos estudos longitudinais e
tranversais, por imunofluorescéncia e radioimunoensaio, avaliaram a concentragéo
sérica durante a gravidez na sindrome clinica e no pos-parto (ANTHONY et al.,
1997; BAKER et al., 1995; HUNTER et al.,, 2000; LIVINGSTON et al., 2000;

LYALL; GREER; FLEMING, 1997; SHARON et al., 2003).

Nos primeiros ensaios, verificaram-se aumento nos niveis séricos do VEGF e
diminuicdo do PIGF somente nas pacientes com a doencga clinica instalada, com
niveis baixos ou indetectaveis nas fases iniciais da gravidez e no pos-parto. Na
30% semana de gravidez ja havia elevagao do VEGF nas gestantes que mais tarde
desenvolveram pré-eclampsia. Concluiu-se, entdo, que o VEGF poderia estar
envolvido na patogenia da doenga e também ser agente preditor (BAKER et al.,

1995; HUNTER et al., 2000),

Alguns trabalhos mostraram resultados conflitantes, com redugdo do VEGF e

PIGF em gestantes com pré-eclampsia em relagdo as normotensas (LIVINGSTON

et al., 2000; LYALL; GREER; FLEMING, 1997).

Tal discordancia é devida a erros metodolégicos, técnicas diferentes de dosagem



em relacdo ao estado fisico das citocinas (livres ou ligadas a proteinas) e

dosagem de diferentes isoformas do VEGF (ANTHONY et al., 1997).

Recentemente, tem sido dada grande importancia ao receptor livre do VEGF (sFlt-
1) e sua interacdo com o VEGF e PIGF no sangue periférico e no tecido
placentario. Esse fator livre somente é encontrado nas mulheres durante o periodo
de gravidez, estando ausente em outras épocas e no sexo masculino (BANKS et
al., 1998; CHAIWORAPONGSA et al., 2003; KOGA et al., 2003; LEVINE et al.,
2004; POWERS et al., 2004; SHARON et al., 2003; STAFF; BRAEKKE; HARSEM,

2005; TSATSARIS et al., 2003).

A presenca do receptor livre sFtl-1 afeta as ligacées moleculares entre o VEGF e
PIGF com receptores de membrana celular, com agdo, portanto, antagonista

(CLARK et al., 1998; HUNTER et al., 2000).

E plausivel que o aumento do receptor livre nas placentas de mulheres com pré-
eclampsia possa exercer papel importante na angiogénese placentaria por
antagonismo ao VEGF/PIGF, consequente a uma redugédo na perfusdo local e

hipoxia tecidual (HELSKE et al. 2001; LI et al., 2005).

A elevagcdo no sangue do receptor livre (sFlt-1) pode também perturbar a
vascularizagao periférica materna, levando a disfungédo endotelial (SHARON et al.,

2003).



A concentracao de sFlt-1 no sangue de mulheres com pré-eclampsia € seis vezes
maior que nas gestantes normotensas (KOGA et al., 2003) e esse aumento
antecede em seis semanas a manifestacao clinica da doenga (LEVINE et al.,

2004) e com diminuicao lenta no pés-parto (POWERS et al., 2004).

Além do mais, a concentracdo sérica de sFIt-1 em gestantes normais tem
correlacdo com a idade gestacional, o que ndo foi encontrado na pré-eclampsia

(KOGA et al., 2003).

Outros estudos também demonstraram o aumento do receptor livre (sFlt-1) nas
placentas de gestantes com pré-eclampsia e também aumento sérico. Esse
aumento esta associado a diminuicdo do VEGF e PIGF livres, sugerindo acgao
antagonista do receptor livre pela neutralizagdo da agdo dos estimuladores da

angiogénese (CHAIWORAPONGSA et al., 2003; TSATSARIS et al.,2003).

Estudos experimentais de microvasos, na presenga de soro resultante de
gestantes com pré-eclampsia, reproduziu disfungédo endotelial (SVEDAS et al.,
2003), que foi revertida pelo acréscimo exégeno de VEGF e PIGF (SHARON et al.,

em 2003).

Adicionalmente, VEGF e PIGF causaram relaxamento microvascular arteriolar
renal em ratos, in vitro, sendo tal acdo bloqueada pela adicdo de sFlt-1.

Finalmente, a administracdo de sFlt-1 isolado em ratas prenhes e ndo prenhes, e



mesmo nos machos, resultou em hipertensao sistémica, proteinuria e endoteliose
glomerular, achado patognoménico da pré-eclampsia. Notou-se, entdo, que o
aumento do sFlt-1 sozinho foi suficiente para reproduzir uma disfungcéo endotelial,

semelhante a encontrada na pré-eclampsia (SHARON et al., em 2003).

Portanto, é provavel que a patogenia da pré-eclampsia seja decorrente da
auséncia de uma segunda onda de migracado trofoblastica, provavelmente
modulada geneticamente, levando a: placentagdo inadequada e hipdxia tecidual

(SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005).

Tem sido proposto que essa perfusao placentaria reduzida leva a alteragédo no
perfil dos fatores angiogénicos e que sua concentragdo na sanguinea materna
resulta em injuria ao endotélio sistémico (CHAIWORAPONGSA et al., 2003).
Consequentemente a essa cascata de injuria endotelial, ocorre perda da
integridade do vaso - como barreira e extravasamento de fluidos extracelular,
perfusao reduzida nos tecidos, ativagao da cascata de coagulagao e liberagao de
agentes vasopressores (FERRIS, 1991) - responsavel pela vasoconstricdo
generalizada encontrada nas gestantes com pré-eclampsia (BANKS et.al., 1998;
BREIER, 2000; BROCKELSBY et al., 2000; HAYMAN et al.,1999; LEVINE et al.,

2004).
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FIGURA 1 -Cronograma

esquematico hipotético da

fisiopatologia da pré-eclampsia.

2.2 Bases do diagnéstico



A pré-eclampsia € determinada primariamente pela elevacéo da pressao arterial e
presenca de proteinuria apos 20 semanas de gestagdo ou mais cedo, na
presencga de doenca trofoblastica ou hidropisia fetal, desaparecendo apés o parto
(DEKKER; SIBAI, 1998). Eclampsia é a manifestagdo convulsiva ténico-clénica da
doenca, do tipo “grande mal”, seguida de variavel estagio de letargia ou coma,

consequente a evolugao desfavoravel da pré-eclampsia (CHESLEY, 1984).

Na pratica clinica, a pré-eclampsia parece ser mais de uma doencga por diferir em
varios aspectos: época do aparecimento na gestacao, presenga de fatores de
risco associados (QUADRO 1), envolvimento de diversos sistemas organicos

maternos e acometimento fetal (VATTEN; SKJAERVEN, 2004).

A pré-eclampsia pode manifestar-se como sindrome materna e/ou fetal, cuja
gravidade do comprometimento desse bindmio pode ser variavel (QUADRO 2).
Numa gestagao proxima do termo, podera nao haver acometimento fetal, a
despeito do quadro clinico materno; em fase mais inicial, antes de 34 semanas, a
prematuridade e baixo peso, restricdo de crescimento, reducao do liquido
amniaotico e sofrimento fetal agudo séo eventos esperados (DEKKER; SIBAI, 1991;

VATTEN; SKJAERVEN, 2004).

Hipertensao e proteinuria podem estar ausentes em 10-15% de gestantes com
quadro de hemodlise, disfungao hepatica e trombocitopenia hemolyses liver

dysfuntion and low platelet (HELLP sindrome) e em 38% das que desenvolvem



eclampsia (HARLOW; BROWN, 2001).
QUADRO 1 Fatores de risco de pré-eclampsia

Risco anterior a gestacdo ou fator de risco cronico:

Risco em relacdo aos genitores:

* Nuliparidade/primiparidade

* Exposicao limitada a esperma

» Gestagao nos extremos da idade reprodutiva (adolescente ou acima de 40
anos)

* Inseminagao com sémen de doador

* Parceiro com historia de pré-eclampsia em outra gestagao

Risco materno especifico:

* Historia de pré-eclampsia prévia

» Grandes intervalos entre as gestacgbes

* Histéria familiar

* Hipertensao cronica ou doenga renal

* Obesidade, resisténcia aumentada a insulina, baixo peso materno ao
nascer

* Diabetes gestacional, diabetes tipo 1

» Sindrome antifosfolipedes

* Hiper-homocisteinemia

* Estresse

» Tabagismo (risco diminuido)

Risco relacionado a gravidez:
» Gestacao multipla
* Infeccdo do trato urinario
* Anomalias congénitas estruturais
* Hidropisia fetal
* Anomalias cromossdmicas
* Mola hidatiforme

Fonte: Dekker e Sibai (2001).
A presenca de fatores de risco materno difere da pré-eclampsia quanto a
gravidade (QUADRO 3). Nas primigestas, na maioria das vezes a doenga mostra-

se de forma leve proxima do término da gravidez ou intraparto (75% dos casos).



Em contraste, a gravidade aumenta na presenga de doengas vasculares
preexistentes, na gestagcao multipla, nas diabéticas ou naquelas com histéria de
pré-eclampsia anterior (DEKKER; SIBAI, 2001; DUKILT; HARRINGTON, 2005;

SIBAI, 2003).

Duckitt e Harrington (2005) revisaram os trabalhos cientificos quanto a presenca
de fatores de risco individual de pré-eclampsia. Entre outras variaveis de risco
descritas no trabalho original, a nuliparidade aumenta 2,9 vezes o evento; a
historia de pré-eclampsia anterior aumenta sete vezes; e a presenca de doencas
prévias, como hipertensao anterior, aumenta entre 1,3 e 2,3 vezes o risco de pré-
eclampsia. Embora tenha sido examinada a presenca de risco individual, pouco se
sabe, segundo os autores, a respeito da associagdo de risco numa mesma
gestante.
32

QUADRO 2 Classificagao da pré-eclampsia

Forma leve: nesse grupo os niveis pressoricos sao inferiores a 160/110mmHg; e
a pressao diastdlica situa-se sempre abaixo de 110mmHg. A proteinuria encontra-
se abaixo de 2,0g em coleta urinaria de 24h ou abaixo de duas cruzes na medida
quantitativa. As gestantes sao assintomaticas e ndo ha alteragdes laboratoriais

que evidenciem lesdes em orgaos-alvo.

Forma grave: os achados clinicos e laboratoriais que caracterizam essa fase sao
mais intensos e assinalam-se pela presenca de pressao arterial sistolica =
160mmHg e/ou presséao diastolica 2110mmHg e/ou proteinuria acima de 2,0g por

dia (proteinuria de fita = duas cruzes). Geralmente ha algum grau de lesdo em



orgao-alvo, a exemplo das anormalidades de enzimas hepaticas (TGO/TGP) e
hiperbilirrubinemia. O clearance da creatinina mostra-se diminuido e a creatinina
acima de 1,2mg/dl. Quando presente plaquetopenia, 0os niveis sao abaixo de
100.000mil/mm3; e os achados de hemdlise (desidrogenase latica aumentada,
presenga de esquizécitos e esferdcitos no sangue periférico) sao frequentes.
Independentemente dos sinais clinicos e achados laboratoriais, sintomas
maternos como cefaléia persistente, alteragdes visuais, dor no andar superior do
abdome, hiperreflexia, eclampsia e oliguria sempre caracterizam a forma grave. A
associacao de hemolise, trombocitopenia e alteracdo hepatica caracteriza a
HELLP sindrome, que se enquadra na forma grave da doencga. Os niveis de
desidrogenase latica encontram-se acima de 600U/L, as enzimas hepaticas acima

de 70U/L, as bilirrubinas acima de 1,2mg/dl e plaquetas abaixo de 100.000mil/mm
Fonte: National High Blood Pressure Education Program Working Group (2000).

A pressao arterial média (PAM) representa a média da pressao arterial durante
todo o ciclo cardiaco, sendo mais significativa em determinar a perfusado tecidual,
eliminando também confusdes a respeito da significancia da hipertensao sistélica
e diastdlica (LOPEZ, 2004). Para seu calculo, emprega-se a férmula PAM= 1/3(PS
+ 2PD), onde PS é pressao sistdlica e PD presséao diastolica (ROBERTS, 1999).
Na gestacdo, a pressdo arterial média € um importante indicador de risco de
desenvolvimento da pré-eclampsia. Um ter¢o das gestantes com PAM > 90mmHg
no segundo trimestre da gestagao apresenta pré-eclampsia na gravidez avangada

(CABRAL; SILVA PEREIRA, 1984).

Na forma grave da pré-eclampsia, as gestantes apresentam PAM = 126mmHg
(160/110mmHg) persistente ou aumento de 40mmHg, mesmo em repouso

(CABRAL, 1998).



QUADRO 3 Complicagdes maternas e fetais na pré-eclampsia grave

ComplicacGes maternas:

» Descolamento placentério (1-4%)

» Coagulacéo disseminada/HELLP sindrome (10-20 %)
* Edema pulmonar/aspiragao (2-5%)

* Insuficiéncia renal aguda (1-5%)

* Eclampsia (<1%)

* Insuficiéncia hepatica ou hemorragica (<1%)

* Choque (raro)

* Morte (raro)

* Morbidade cardiovascular tardia

Complicac0es fetais:

* Prematuridade (15-67%)

* Restricdo de crescimento intra-uterino (10-25%)

* Lesao neuroldgica por hipoxia (<1%)

* Morte perinatal (1-2%)

» Complicagdes cardiovasculares no futuro consequente ao baixo peso ao
nascer (origem fetal da doenga no adulto)

Fonte: Sibai, Dekker e Kuplerminc (2005).

A magnitude do risco depende da idade gestacional na ocasido do diagndstico, do
parto, da gravidade da pré-eclampsia e da presenca de doengas associadas

(SIBAl; DEKKER; KUPLERMINC, 2005).

O tratamento definitivo da pré-eclampsia ainda € a interrupcédo da gestagao,
muitas vezes a custa de prematuridade, com aumento de morbidade decorrente
de sequelas por hipoxia e da mortalidade fetal inerente a prépria imaturidade do
recém-nascido (SIBAI, 1998; ROBERTS, 1999). O desfecho torna-se também
desfavoravel quando presentes o descolamento placentario e asfixia fetal intra-

utero (SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005).



Os estudos ja realizados sobre pré-eclampsia muito contribuiram com avancgos
nos cuidados perinatais e redugdo de suas formas graves, principalmente a
convulsiva (DEKKER; SIBAI, 2001), no entanto, a doenga mantém frequéncia

invariavel (ROBERTS; LAIN, 2002).

2.3 Classificagaéo da pré-eclampsia

O National High Blood Pressure Education Program Working Group, na ultima
versao de 2000, apresentou proposta de classificacdo das doencgas hipertensivas
da gravidez em quatro grupos distintos (QUADRO 4): hipertensao arterial crbnica;
pré-eclampsia e eclampsia; pré-eclampsia sobreposta a hipertensédo crbénica e
hipertenséo gestacional (NHBPEPWG, 2000).

QUADRO 4 Classificagao dos estados hipertensivos na gravidez

Hipertenséo arterial cronica:
Pressao alta anterior a gestacao de qualquer etiologia: essencial; renovascular;
supra-renal; e aquela diagnosticada pela primeira vez na gestacdo e sem

remissao no pos-parto.

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

pressao apoés 20 semanas e proteinuria.

Pré-eclampsia sobreposta a hipertenséo crénica:



1.- Agravamento subito dos niveis presséricos em gestantes hipertensas bem
controladas.

"1.- Aparecimento de proteinuria em gestantes hipertensas.

1.- Agravamento subito  da proteinuria em gestantes hipertensas previamente
proteinuricas.

1.- Presenca de trombocitopenia e elevacédo de enzimas hepaticas.

Hipertenséo gestacional:

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

elevada persista apds o parto confirmando a quadro de hipertenséo crénica.

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

Na pré-eclampsia, a presséao arterial materna elevada é definida pela afericao de P
S > 140mmHg ou PD > 90mmhg (fase V de Korotkoff) em gestantes previamente
normotensas. Recomendam-se duas mensuracbées com intervalos, para
reduzirem-se artefatos técnicos e ansiedade da gestante (LOPEZ, 2004;

NHBPEPWG, 2000).

Caracteriza a proteinuria a presenga de = 0,3g de proteina em volume urinario de
24 horas. Esse nivel correlaciona a proteinuria de fita de uma ou mais cruzes em
amostra aleatdria de urina, quando ausente infec¢ao do trato urinario. No entanto,

o método da mensuragdo qualitativa pode n&o detectar sua presenca numa
amostra unica, sendo recomendado o diagndstico baseado em proteinuria
quantitativa de 24 horas ou na correlagdo com a excregcdo de creatinina

(NHBPEPWG, 2000).



O edema materno, principalmente de membros inferiores e face, sinal clinico
presente na maioria das gestantes, ndo é mais considerado parametro de

gravidade (NHBPEPWG, 2000).

O diagndstico diferencial dos quadros hipertensivos na gravidez pode ser
complexo, em especial na hipertensao arterial sistémica com lesao renal e na
insuficiéncia real crbnica, situacdes frequentes de proteinuria. Entretanto, quando
se verificam sinais de doenga grave, a possibilidade de diagndstico da pré-

eclampsia torna-se mais evidente (NHBPEPWG,2000).

Na pré-eclampsia ha diversas duvidas que envolvem a fisiopatologia e dois
momentos relacionados com o sistema endotelial: o que se refere a formacgao
vascular placentaria e as alteragdes na migragao trofoblastica, seguido mais tarde
de alteragbes vasculares generalizadas no organismo materno. Os fatores de
angiogénese estado envolvidos nesses dois momentos (BROCKESBY et al., 2000;

CHAIWORAPONGA et al., 2003; SHARON et al., 2003).

2.4 Formagao vascular — vasculogénese

O surgimento de uma rede vascular é primordial no desenvolvimento humano e na
vida embrionaria dos vertebrados e € o primeiro sistema a se desenvolver, por
meio de mecanismos distintos e seqiienciais de vasculogénese e angiogénese. E
crucial, portanto, nas etapas de organogénese e placentagdo (BREIER, 2000;

FLAMME; FROLICH; RISAU, 1997; KINGDOM et al., 2000; SHERER; ABULAFIA,



2001).

A vasculogénese € um fendmeno quase que exclusivo da vida embrionaria,
embora estudos recentes mostrem que acontece no adulto, pelo recrutamento de
células precursoras da medula Ossea, em resposta a isquemia tecidual

(TAKAHASHI et al., 1999).

No periodo embrionario, a vasculogénese inicia-se pela migragao e diferenciagcao
das células mesangiais oriundas do saco vitelino e, mais tarde, do sistema
hematopoético hepatico (hemagioblasto e angioblasto). As células enitoras
endoteliais - os angioblastos - formam uma rede vascular primitiva que no
processo de maturagdo originam vasos estaveis. As linhagens hematopoéticas
formam as células circulantes no interior desses vasos. Os sinais que regulam a
migracdo e organizagao dessas celulas sdo complexos e alguns fatores de
crescimento tém sido identificados (FLAMME; FROLICH; RISAU, 1997; RISAU;
FLAMER, 1995).

A unidade funcional formada - o0 vaso sanguineo - exibe variagées morfologicas e
funcionais a partir da arvore capilar. Os pequenos vasos sao constituidos
basicamente por uma monocamada de células endoteliais, enquanto os médios e
grandes sao envolvidos por células perivasculares - os pericitos e células

musculares lisas, respectivamente (D’AMORE; THOMPSON, 1987).

Os vasos sanguineos repousam sobre uma membrana basal composta de uma



zona translucente (lamina rara) e uma zona densa (ldamina densa) de tecido
intersticial conectivo, com quantidades variaveis de fibronectina, laminina,
colageno tipo IV, elastina e sulfato de proteoglicanos (ROBERTS; WALKER,;

SHELLENBERG, 2002).

As células endoteliais e perivasculares carregam informag¢des genéticas para
formacao de tubos, ramificagbes e formacao de rede vascular e normalmente se
encontram em estado quiescente. A habilidade das células do endotélio em
responder aos fatores de crescimento vascular depende da sua origem, seu
fendtipo e das condicbes do ambiente (FERRARA, 2000; FOLKMAN; SHING,

1992).

O sistema vascular é especializado em transporte de nutrientes e de produtos da
degradacado metabdlica, participa da resposta inflamatoria, mantém o ténus e a
integridade vascular e a atividade antitromboembdlica, quando intacto (TOBELEM,

1999).

2.5 Angiogénese

Angiogénese é o desenvolvimento de novos capilares a partir de vasos
preexistentes. Os mecanismos basicos pelos quais a angiogénese se processa
mostram variadas formas de crescimento, incluindo: brotamento, intussuscepgao,

alongamento e ramificagao (RISAU, 1997).



Sao etapas conhecidas, bem estudadas e necessarias na angiogénese:
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular; ativacdo proteolitica com
degradacao da membrana basal; depésito de fibrina que fornece nova matrix para
crescimento celular; mitoses de células endoteliais; migragdo celular
provavelmente por estimulos quimiotatico; unido das células endoteliais e posterior
formagdo de lumen (tubulagcédo). Finalmente, os pericitos s&o recrutados e
necessarios a estabilidade vascular ao se associarem as células endoteliais e
inibirem crescimentos adicionais (FLAMME; FROLICH; RISAU, 1997; RISAU,

1997).
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FIGURA 2 - Angiogénese e parede vascular. Fonte: http://
www.gene.com - 30/10/2006. A figura mostra a composicéo da parede vascular e os caminhos
da angiogénese: degradagao da matriz extracelular, quimiotaxia dos fibroblastos, migragao e

proliferagéo de células endoteliais.



2.6 Reguladores da angiogénese

2.6.1 Estimuladores da angiogénese

Esse complexo processo € regulado por um mecanismo equilibrado e delicado de
fatores ativadores e inibidores da angiogénese (IRUELA-ARISPE; DVORAK,
1997).

O principal estimulo a angiogénese parece ser a concentragao local de oxigénio
nos tecidos (FOLKMAN; SHING, 1992; GENBACEVO, 1995; JAUNIAUX;
WATSON; BURTON, 2001; RISAU, 1997). Outros marcadores podem estimula-la,
como: a concentracdo de glicose e horménios; as citocinas e fatores de
crescimento celular (SHIBUYA; CLAESSON-WELSH, 2005); a presenga de
células inflamatorias e pericitos; alguns componentes da matrix extracelular, como
a fibronectina e fibrina; e outras proteinas, como a uroquinase e ativadores
teciduais do plaminogénio (FERRARA, 2000; FERRARA; GERBER;

LECOUNTER, 2003; FLAMME; FLORICH; RISAU, 1997).

Numerosas citocinas participam da angiogénese. Entre os fatores promotores, os
fatores de crescimento do fibroblasto (FGFs) acido e basico foram os primeiros a
ser purificados, a partir do método de cromatografia, quando exibiram afinidade a
heparina. Os FGFs possuem atividade mitogénica, estimulando o crescimento de
varios tipos celulares, como as epiteliais, as endoteliais, as células da musculatura

lisa e fibroblasto (BAIRD; KLASGBRUN, 1991).



Posteriormente, muitos outros peptideos com atividade biolégica angiogénica
foram isolados: o fator de necrose tumoral (TNFa); o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF); e o fator de crescimento do hepatdcito e angiogenina

(IRUELA-ARISPE; DVORAK, 1997).

As angiopoetinas (Ang1 e Ang2) estdo envolvidas nas etapas de formacéao,
remodelacao e estabilidade do plexo capilar primario e também na sobrevida das
células endoteliais durante a vasculogénese. Expressam suas atividades pela
ligacao aos receptores tirosina-quinase (Tie-1 e Tie-2) das células endoteliais e
hemangiopoéticas (HAYES et al., 1999).

Muitas outras substéncias purificadas, de baixo peso molecular, também exibem
atividade angiogénica, a exemplo das prostaglandinas (PgE1 e PgE2), adenosina,
certos produtos de degradacgéo do acido hialurdénico, complexos a base de ions,

cobre e heparina (FOLKMAN; SHING, 1992).

De grande importancia na angiogénese, o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), uma glicoproteina de peso molecular 45kDa, foi originalmente isolada em
estudos de liquidos e tecidos tumorais e subsequentemente em tecidos normais e
em situagdes patogénicas no homem (FERRARA, 1999; 2000; HICKLIN; ELLIS,

2005).



Chamado primariamente por Senger, Galli e Dvorak em 1983 de fator de
permeabilidade vascular (VPF), o VEGF/VPF tratava-se de uma mesma molécula
(CONNOLLLY et al., 1989; DVORAK et al., 1995). Essa glicoproteina apresentava
atividade biologica altamente especifica nas células endoteliais, com aumento de
permeabilidade vascular superando em 50.000 vezes a histamina (FERRARA,

1999 e 2000; FOLKMAN; SHING, 1992).

O mecanismo de aumento da permeabilidade microvascular nao é totalmente
conhecido. Estudos sugerem que essa indugao pode ser mediada por canais de
calcio envolvendo o 6xido nitrico e ativando o monofosfato de guanosina (GMP)
ciclico e estimulando a produgao de prostaglandinas (Pgl2) via canais de ERK1/2.

O extravasamento de macromoléculas envolve liberagao de vesiculas

transmembranas e induz fenestragdes no endotélio sem lesao celular (BATES;
HARPER, 2003; ZARCHARY, 2001). Além de induzir atividade biolégica
proliferativa e de migragao celular no endotélio derivado de artérias, veias e vasos
linfaticos e de outros tipos celulares, o VEGF é responsavel também pela
sobrevida celular, pois inibe o fendmeno de apoptose (FERRARA; GERBER,;

LECOUNTER, 2003; HICKLIN; ELLIS, 2005).

O VEGF é hoje conhecido como uma familia de glicoproteinas com cinco

membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E; e um homdélogo, o fator



de crescimento placentario (PIGF 1 e 2). O VEGF-A é genericamente chamado de
VEGF. E mais, especificas familias do VEGF, como VEGF-A, podem expressar
geneticamente alternativas isoformas de acido ribonucléico mensageiro (mMRNA),
conforme variagcédo do peso molecular: VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206
e outras (BOBIK; CAMPBELL, 1993; FERRARA, 1999; FERRARA; GERBER;
LECOUNTER, 2003; HICKLIN; ELLIS, 2005). Ao que tudo indica, essas isoformas
sdo tecido-especificas, com papéis diferenciados na vasculogénese e

angiogénese nos processos fisioldgicos e patologicos (CARMELIET, 2003)

O VEGEF e suas isoformas expressam intensa atividade angiogénica, pela ligagéo
aos receptores de membrana celular: o VEGFR-1, também chamado fms-like
tyrosine kinase -1 ou Flt-1; o VEGFR-2, mencionado KDR em humanos e Flk-1 em
ratos; e o VGFR-3 (Flt-4), relacionado a linfangiogénese (SHIBUYA; CLAESSON-
WELSH, 2005). As estruturas moleculares desses receptores sao similares. O
VEGFR-1 mostra 80% de identidade em seqiiéncia de animoacido

com o VEGFR-2 e VEGFR-3 (BOBIK; CAMPBELL, 1993; FERRARA; GERBER;
LECOUNTER, 2003; KUMAZAKI et al., 2002).

Também existe uma fracdo natural soluvel do VEGFR-1 (sFlt-1) com funcéo
provavelmente moduladora da atividade do VEGF e PIGF, cuja atividade tem sido
de importancia na pré-eclampsia (BANKS et al., 1998; POWERS et al., 2004;

SHARON et al., 2003; STAFF; BRAEKKE; HARSEM, 2005).



Além disso, o VEGF interage com co-receptores, os neurofilins 1 e 2, que diferem
dos receptores tirosina-quinase por ndo induzirem sinal celular direto (FERRARA;

GERBER; LECOUNTER, 2003).

Ainda nao estao totalmente esclarecidas as interacdes dos VEGFs e seus
receptores (FIG. 3) nos processos fisioldgicos e patolégicos humanos (FERRARA,;

GERBER; LECOUNTER, 2003; HICKLIN; ELLIS, 2005).
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FIGURA 3 - Interagcdo do VEGF com receptores celulares.

O VEGFR1 e VEGFR2 sao expressos na surpeficie das principais células do sangue. O VEGFR3
esta restrito ao endotélio dos vasos linfaticos. O VEGF-A liga-se aos receptores VEFGR1 e
VEGFR2, no entanto, o PIGF e o VEGF-B interagem somente com VEGFR-1. Finalmente, o VEGF-
C e VEGF-D ligam-se aos receptores VEGFR-2 e VEGFR-3 (FIG. 2). VEGFR1 (R1), VEGFR2 (R2),
VEGFRS3 (R3): receptores celulares dos fatores de crescimento vascular endotelial. NRP1/NRP2:
Co-receptores celulares Neurofilins 1 e 2

Fonte: Ferrara, Gerber e Lecounter (2003) modificado.

2.6.2 Inibidores da angiogénese

Estudos sobre inibidores da angiogénese seguem duas correntes distintas. Alguns
objetivam identificar os inibidores teciduais do crescimento vascular e outros
buscam purificar substancias sintéticas ou naturais com fungao antiangiogénica

(IRUELA-ARISPE; DVORAK, 1997).

Os inibidores de angiogénese e sua relagdo com os tumores foram originalmente

estudados por Folkman ha mais de trés décadas (FOLKMAN; SHING, 1992).

Desde 2004 os inibidores de angiogénese (TAB.1) vém sendo liberados pela Food
and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos e em mais 28 paises para
tratamento de tumores e doencas, como artrite reumatoéide. A aplicacao clinica
dessa nova classe de drogas visa a impedir o crescimento tumoral, por inibicao de
angiogénese, com menos efeitos colaterais que alguns quimioterapicos

(FOLKMAN, 2006).



TABELA 1 Inibidores séricos enddgenos e da matrix extracelular

Inibidores
1. 3. Angiostatina
2. 4. Antitrombina lll
3. 5. Endostatina
4. 6. Fragmentos da histidina
5. 7. Interferon-f3
6. 8. 2- methoxestradiol
7. 9. Fator plaquetario 4
8. 10. sFit-1
Ensaio Clinico
Fase Il
Fase lll Fase |l
11. Tetrahidrocortisol Fase lll
12. Trombospondina 1e2 Fase ll

13. Vasostatina

Fonte: Folkman (2006) modificado.

2.6.3 Angiogénese fisiologica e patoldgica

A angiogénese ja é reconhecida no organismo em muitos processos fisioldgicos e
patoldgicos. Fisiologicamente, o turnover das células endoteliais € medido em

anos; e nos tecidos que nao requerem formacdo de vasos periodicamente, a



proliferagédo € muito lenta ou inibida (CARMELET, 2003; FOLKMAN; SHING,

1992).

Nos processos reparativos, como na cicatrizacdo de feridas, os novos vasos
formados contribuem para o suprimento de oxigénio e de nutrientes, bem como
para a remocao de excregdes. Depois de reparado o tecido, cessam os sinais de

angiogénese (PELED; CHIN; LIU, 2000).

A angiogénese ocorre também com finalidade de suprimento nutricional adequado
aos tecidos hipertrofiados dos musculos esqueléticos e cardiacos submetidos ao

exercicio cronico (FOLKMAN, 2006).

Todo ciclo reprodutivo feminino exibe angiogénese. A alteragao ciclica do
endométrio com crescimento de vascularizagdo na fase proliferativa prepara o
endométrio para a implantacdo (JAFFER, 2000). O crescimento folicular e
subsequente formagao do corpo luteo exibem intensa angiogénese Os hormonios
progesterona e estrégenos induzem a expressao de VEGF no estroma das células

uterinas (HYDER; STANCEL, 1999).

Para a formacgao placentaria, € necessaria intensa vasculogénese e angiogénese,
que irdo determinar o padrao dos vilos placentarios (GEVA et al., 2002; KINGDOM

et al., 2000; SHORE et al., 1997).



A invasdo da decidua materna pelo trofoblasto e a adaptagdo da vasculatura

uterina séo dependentes de fatores de angiogénese (LASH et al., 1999).

Disturbios na rede vascular embrionaria e placentaria associam-se a processos
patogénicos (CHARNOCK-JONES; KAUFMANNP; MAYHEN, 2003; MAYHEW et
al., 2004; ONG; LASH; BAKER, 2000; SHERER; ABULAFIA, 2001; WHEELER;

ELCOCK; ANTHONY, 1995; ZYGMUNT et al., 2003).

O abortamento precoce tem sido freqientemente associado a cromossomopatias,
alteragdes metabdlicas e enddcrinas. Estudos em angiogénese demonstraram
rede vascular empobrecida tanto nos vilos coribnicos quanto nos embrides

(CARMELIET et al., 1996; SHERER; ABULAFIA, 2001).

A analise das estruturas vasculares dos cotilédones placentarios na restricao de
crescimento fetal intra-uterino (CIUR) revela: presenca de baixa vascularizagao
com vasos curtos, poucas algas (loops) e ramificacées. Esses padrbes vasculares
podem levar a alteragbes patogénicas, como: Vvilosite cronica, infartos e
hemorragias endovasculares, com subsequente insuficiéncia placentaria

(MAYHEW et al., 2004).

Nas mulheres gestantes diabéticas, os estudos com microscopia eletrénica e
histoquimicos tém mostrado padrdo de vascularizagdo anormal nos vilos

placentarios. Os vasos sanguineos sao curtos, muito ramificados e imaturos,



levando ao aumento da superficie do leito capilar e a redugdo da area de trocas

metabdlicas (MALY et al., 2005).

Na pré-eclampsia ha desequilibrio na expressao (KUMAZAKI et al., 2002) e
producdo de fatores angiogénicos placentarios (HELSKE et al., 2001),
provavelmente em resposta a concentragdo de oxigénio local no espago
interviloso (AHMED et al., 2000). A concentragao elevada do receptor soluvel na
corrente sanguinea materna (BANKS et al.,, 1998; CLARK et al., 1998) pode
induzir a disfungdo endotelial sistémica encontrada nessas gestantes (KOGA et

al., 2003; LEVINE et al., 2004; SHARON et al., 2003; TSATSARIS et al., 2003).

Outras enfermidades envolvendo formagdes vasculares excessivas e persistentes
sdo as chamadas doencgas angiogénicas. Nas retinopatias do prematuro e dos
diabéticos, os capilares invadem o humor vitreo levando a sangramentos e,
inclusive, a cegueira. Algumas doengas imunoldgicas e inflamatérias exibem
intensa angiogénese, como psoriase e artrite reumatéide, nas quais o0s vasos
neoformados invadem e destroem a cartilagem induzindo o processo inflamatério
(CARMIELET, 2003; FOLKMAN, 1995; 2006).

Em geral, todas as especialidades médicas lidam com doengas nas quais algum
grau de alteragado angiogénica esta presente (CARMELIET, 2003; ONG; LASH;
BAKER, 2000). A formacgao tumoral e as metastases sdo angiogénese-
dependentes. O tumor continuamente libera substancias angiogénicas induzindo

ramificagao e crescimento de vasos teciduais. Os vasos formados invadem o



interior do tumor, proporcionando seu crescimento proprio e viabilizando o

transporte de células metastaticas (FOLKMAN, 2006; HICKLIN; ELLIS, 2005).

2.7 Vasculogénese e angiogénese no desenvolvimento placentario

A rede vascular uterina passa por mudangas adaptativas no processo gestacional,
como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade, crescimento e desenvolvimento
de novos vasos no processo de placentacéo, objetivando suprir o feto de suas
necessidades metabolicas e adequar seu crescimento (WHEELER; ELCOCK;

ANTHONY, 1995; ZYGMUNT et al., 2003).

O crescimento dos vilos placentarios comega bem cedo, quando o blastocisto
entra em contato com a decidua materna, em torno de 21 dias pos-concepgao ou
cinco semanas de gestagao cronologica. Nesse estagio inicial, as vilosidades
primarias, compostas de uma massa de citotrofoblasto revestida por espessa
camada de sinciciotrofoblasto, invadem a decidua materna. Em seguida, as
células do tecido conectivo reorganizam-se dentro dessa massa de citotrofoblasto/
sinciciotrofoblasto formando protusées chamadas vilosidades secundarias. A
vasculogénese ja pode ser observada no estagio dos vilos terciarios, quando
surgem corddes de células hemangiopoéticas iniciando a formagao de tubos. Apds

38 dias da concepg¢ao, um lumen vascular com eritrécitos no seu interior pode ser



visualizado com clareza. Depois de seis semanas de gravidez, a lamina basal
organiza-se em torno dos vasos e, junto com os pericitos, iniciam o processo de
estabilizacdo e maturagao. O desenvolvimento de capilares nos vilos placentarios
estende-se durante todo o primeiro trimestre até 10-12 semanas, quando cessam
os sinais de vasculogénese. Os vasos entdo formados aumentam de volume e
comprimento, enovelam, ramificam-se e protundem através do trofoblasto,
iniciando o processo de angiogénese (CHARNOK-JONES; KAUFMANNP;

MAYHEN, 2003; KINGDOM et al., 2000).

A angiogénese que se processa inicialmente até o segundo trimestre forma uma
rede vascular primitiva muito ramificada e imatura, com vasos de tamanhos e
espessuras diferentes (angiogénese por brotamento). No terceiro trimestre, essa
rede vascular mostra-se mais diferenciada e madura, pela requisicdo dos pericitos
e células musculares lisas - sdo as vilosidades terminais. Predomina, nesse
periodo, o crescimento dos vasos por alongamento (angiogénese sem
brotamento) - (CHARNOCK-JONES; KAUFMANNP; MAYHEN, 2003; WHEELER,;

ELCOCK; ANTHONY, 1995).

O trofoblasto vascularizado assume carater invasivo, com perda do fenétipo de
células epiteliais para células de adeséo, como as endoteliais, e dentro da camada
decidual uterina alcancam as arteriolas espiraladas ali presentes, destruindo sua
camada muscular (REGNAULT et al., 2002). Esse processo se completa em torno

de 20 semanas de gravidez, numa segunda onda de invasao, que ocorre na



porcdo miometrial dessas arteriolas. Como consequéncia, o fluxo sanguineo
aumenta devido a queda da resisténcia vascular e as arteriolas espiraladas, sem a
camada muscular, deixam de reagir a substancias vasoativas (PIUNEMBORG et

al., 1983).

A maior mudanca celular que caracteriza a transformacao do endotélio de fase
secretora em tecido decidual € a abundéancia de células inflamatorias. Células
natural-killer provavelmente oriundas do sangue materno acumulam-se num denso
infiltrado em torno do trofoblasto durante o0 movimento de invaséo. Esse processo
inicia-se na fase lutea antes mesmo da implantagdo do blastocisto. Na metade da
gestacdo, essas células desaparecem, coincidentemente quando se finaliza a
invasao trofoblastica (LI et al., 2000). As células natural-killer influenciam na
invasao trofoblastica e em mudancgas no leito placentario materno. Elas produzem
as principais citocinas implicadas na angiogénese e estabilidade vascular,

incluindo VEGF e PIGF e angiopoetinas (MOFFETT-KING, 2002).

Varios fatores de crescimento, principalmente o VEGF/ PIGF e seus receptores,
exercem fungdo paracrina, modulando e regulando a angiogénese placentaria, e
autécrina, influenciando a funcdo do trofoblasto e a sobrevida embrionaria
(BREIER, 2000; CARMELIET et al., 1996; FLAMME; FROLICH; RISAU, 1997;
SHERER e ABULAFIA, 2001).

O VEGF e PIGF s&o encontrados em abundéancia na decidua materna e

trofoblasto (HELSKE et al., 2001; SHORE et al., 1997) e estédo presentes na



circulacdo materna (BAKER et al., 1995; CLARK et al., 1998; KUMAZAKI et al.,
2002; LEVINE et al., 2004; POLLIOTTI et al., 2003; TAYLOR et al., 2003). O
VEGEF ja pode ser detectado no plasma materno na sexta semana de gravidez,
com pico de concentragao no final do primeiro trimestre (EVANS et al., 1998), em
paralelo com o aumento dos niveis séricos do hormdnio gonadotrofico coridnico

(HCG) - (BARTHA et al., 2003).

Mudancas fisioldgicas na circulagao uterina sdo também reguladas pelo HCG
produzido pelo trofoblasto. Esse hormonio exerce agao direta, induzindo a
angiogénese pela ligagao ao receptor HCG/LH das células endoteliais uterinas e
em alguns tumores ovarianos, testiculares e adenocarcinoma de endométrio. E
provavel que exerga também acé&o indireta na angiogénese, estimulando a

expressao do VEGF (ZGYMUND et al., 2002).

Na placenta humana, o VEGF tem sua agao mediada pela ligagao aos receptores
VEGFR1(flt-1) e VEGFR2 (KDR) -(SHORE et al., 1997). A ligagdo VEGF/VEGFR1
estimula a proliferacéo celular, enquanto o VEGF/VEGFR2 induz formacgao de

tubos (SHYBUYA; CLAESSON-WELSH, 2005).

O PIGF mostra 53% de sequéncia de aminoacido homologa ao VEGF e liga-se
somente ao receptor VEGFR2, resultando na formagao de tubos e levando ao
alongamento e enovelamento dos vasos. Secretado nos vilos e extravilos

placentarios, tem sua concentragado gradativamente aumentada, com pico em



torno de 28 a 32 semanas de gravidez (TAYLOR et al., 2003).

O balango gradual de concentragao entre VEGF/PIGF pode explicar as mudangas
na angiogénese nos vilos placentarios, como descrito antes, com predominancia
inicial no primeiro e segundo trimestres, angiogénese por brotamento e finalizando
com angiogénese por alongamento no terceiro trimestre (CHARNOCK;
KAUFMANNP; MAYHEN, 2003; KINGDOM et al.,, 2000; WHEELER; ELCOCK;

ANTHONY, 1995).

A angiogénese placentaria esta sob influéncia da concentracéo local de oxigénio,

que muda nos espacos intervilosos durante a gravidez (AHMED et al., 2000).

Tem sido estabelecido que a pressao de oxigénio (pOz2) antes de oito semanas
esta em torno de 20mmHg, apos 12 semanas é maior que 50mmHg, atinge
60mmHg na 162 semana de gravidez e apds esse periodo declina gradualmente
até o termo, com cifras aproximadas de 45mmHg. A “hipdxia” relativa inicial da
decidua materna estimula a invasado trofoblastica (JAUNIAUX; WATSON;

BURTON, 2001; LASH et al., 1999; LI et al., 2005).

Culturas de tecido trofoblastico em diferentes tensbes de oxigénio (hipoxia,
normoxia e hiperoxia) mostram movimento diferenciado do trofoblasto quanto a
migracédo e proliferacdo e também producdo diferenciada dos fatores de

angiogénese (VEGF e PIGF) e expressdo de seus receptores (FILDLER et.al.,



2005; GENBACEVO et al., 1995; LASH et.al., 1999).

Embora o VEGF e PIGF sejam estruturalmente semelhantes e se liguem aos
mesmos receptores; exibem mecanismo de acao distinto sob variadas condigdes
de oxigénio. Em situacdes de hipdxia, ocorre aumento do VEGF; e na hiperdxia ha
aumento de PIGF (AHMED; KILBY,1997). Estudos mostram que a hipoxia induz
alteragcdo nas expressdes génicas dos fatores de angiogénese nas células
trofoblasticas (AHMED et al., 2000), o que pode resultar em condigdes
patogénicas, como na pré-eclampsia (LASH et al., 1999; LI et al.,, 2005;

ZYGMUNT et al., 2003).

Além disso, o trofoblasto de primeiro trimestre ndo responde a hipdxia/ hiperdxia
da mesma forma que o de terceiro trimestre. Estudos in vitro mostram que a
amostra de trofoblasto de primeiro trimestre responde mais ao VEGF com
caracteristica de sincicio, motilidade e invasao do que tecido placentario a termo,

que responde mais ao PIGF (KUMAZAKI et al., 2002).

A concentragcdo de oxigénio nos espacos intervilosos influencia o padréo
morfoldgico das vilosidades placentarias (GENBACEVO et al., 1995; ONG; LASH;
BAKER, 2000). Estudos de fluxo da artéria uterina mostram que a oxigenagao no
inicio da gestagcado € mais importante para o desenvolvimento placentario; e o feto
consome somente 25% do oxigénio requerido nessa fase (MOLINA; MESCHIA;

WILKENING, 1990).



Kingdom e Kaufmann (1997) propuseram um modelo diferenciado de origem da
hipéxia fetal: pré-placentaria, utero-placentaria e pés-placentaria, a exemplo dos
encontrados na anemia materna, gravidez em altas altitudes, pré-eclampsia e
restricdo de crescimento fetal com fluxo diastolico ausente na artéria umbilical,
respectivamente. Na gravidez, na qual ha reducédo pré e intraplacentaria da
concentragdo de oxigénio, predominam angiogénese por brotamento e
consequente reducdo da impedancia vascular. Em contraste, aumento na
concentragdo de oxigénio intraplacentario - hiperdxia - levaria a consequente
angiogénese por alongamento e aumento da impedéancia vascular, a exemplo do
CIUR grave. Na gravidez normal, o balango de oxigénio € equilibrado, levando a

formacgéao de vilos maduros (AHMED; KILBY, 1997).
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FIGURA 4 -Angiogénese placentaria e desenvolvimento de vilos placentarios em

diferentes concentragbes de oxigénio.

Fonte: Kingdom (2000), modificado.

Em pacientes anémicas, nas gestantes em altas altitudes e na pré-eclampsia, a baixa PO2 no
espago interviloso favorece a angiogénse através de grandes ramificagdes dos vasos (branching
angiogénese). Esses quadros se enquadram no modelo de hipdxia pré-placentaria e placentaria.
Por outro lado, a concentragdo aumentada de oxigénio na fase inicial placentaria, “hiperéxia
relativa”, ndo estimularia a ramificagdo dos vasos e esses cresceriam somente em comprimento
(non-branching angiogénese). Esse padrdo viloso é encontrado no CIUR, com fluxo diastolico
ausente ou reverso na artéria umbilical em hipdxia pods-placentaria. Padrdo semelhante de
imaturidade de vilos é encontrado na placenta de parto prematuro.

Portanto, o trofoblasto placentario, além de exercer fungao de barreira estrutural e
favorecer trocas bioquimicas entre os compartimentos mae/feto, desempenha
importante fungdo enddcrina e paracrina, pela produgdo de horménio e de varios
fatores angiogénicos, cruciais ao desenvolvimento placentario e bem-estar da

gravidez (ZYGMUNT et al., 2003).

Na busca por marcadores plasmaticos na pré-eclampsia, que possam ser de valor
em programas de deteccdo precoce, de predicdo e gravidade, os fatores
angiogénicos tém sido descritos como de grande importédncia por estarem
envolvidos nas etapas cruciais da fisiopatogenia dessa sindrome. Apesar das
amplas evidéncias clinicas e experimentais, os estudos ainda sdo inconsistentes e

as vezes discordantes quanto ao perfil sérico desses marcadores.

3 OBJETIVOS



. * Avaliar o perfil do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e do
fator de crescimento placentario (PIGF) no plasma das gestantes com pré-
eclampsia e comparar com as gestantes normotensas.

. * Correlacionar a concentragao plasmatica do fator de crescimento
endotelial (VEGF) e do fator de crescimento placentario (PIGF) com os niveis da
pressao arterial média (PAM) em gestagdes complicadas pela pré-eclampsia.

4 PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes

Participaram deste estudo gestantes da comunidade, atendidas na Maternidade
do Hospital das Clinicas da UFMG e que se encontravam nas unidades de
admisséo, pré-parto e na enfermaria de alto risco, no periodo de outubro de 2004
a janeiro de 2006. Para comporem as amostras, elas foram selecionadas segundo
critérios de inclusédo e exclusio, apds concordarem em participar da pesquisa, na

forma verbal e escrita (APENDICE A).

A pesquisa de fatores de angiogénicos na pré-eclampsia teve aprovagao do

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG: ETIC 078/05 (ANEXO A).

4 1.1 Critérios de inclusao

» Grupo com pré-eclampsia

Esse grupo foi formado por 23 gravidas com elevagao da presséao arterial (PA >



140/90mmHg) em pelo menos duas medidas, apos periodo de repouso e
presengca de proteinuria apds 20 semanas de idade gestacional. Todas as
gestantes com pressao arterial elevada tiveram proteinuria qualificada pela fita
medidora, no momento da admissdo hospitalar. Para esclarecimento diagndstico
ou classificagdo da pré-eclampsia, quando o quadro clinico permitia a investigagao
quantitativa da proteinuria, uma amostra de urina de 24 horas era colhida, com
supervisdo da enfermagem. O diagndstico foi baseado nos critérios do National
High Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure

In Pregnancy (2000), adotado no protocolo de pré-eclampsia da Maternidade.

» Grupo-controle

O controle foi formado por nove gravidas saudaveis, com gestagdo Unica, de
evolucdo normal até o momento de inclusdo no estudo, em trabalho de parto
inicial e admitidas no mesmo setor da Maternidade. A formagao do grupo-controle
se deu sem ligagao direta a um caso especifico de pré-eclampsia e sim baseado
na idade gestacional do grupo, de forma que, na totalidade, os grupos fossem

parecidos.

4.1.2 Critérios de exclusdao Foram considerados critérios de exclusido outros

fatores que pudessem interferir no processo de angiogénese:
* Doengas maternas, como diabetes e anemia (ZYGMUNT et al., 2003).
» Tabagismo (BELGORE; LIP; BLANN, 2000).



. » Gestagao multipla e fetos com anomalias estruturais (SHERER,;
ABULAFIA, 2001).

4.1.3 Caracteristicas do grupo de estudo

As caracteristicas gerais das gestantes, como idade materna, paridade, idade
gestacional no momento da coleta dos dados, bem como a presenga de fatores de
risco de pré-eclampsia, sdo detalhadas a seguir:

a) Idade materna

A primeira variavel analisada foi a idade materna das gestantes do grupo de

estudo, distribuidas em intervalos de cinco anos a partir de 19 anos (TAB. 2).

TABELA 2 Distribuicdo das gestantes por idade materna nos grupos estudados

Idade (anos) FreqUéncias
Relativa (%)
Absoluta Acumulada (%)

219 1 3,13 3,13
20-24 12 37,5 40,63
25-29 8 25 65,63
30-34 9 28,12 93,75
35-42 2 6,25 100
Total

32

100



A idade materna do grupo de estudo variou entre 19 e 41 anos, concentrando-se
a maioria das gestantes em dois intervalos de distribuigdo de idade, como mostra

a frequéncia acumulada da TAB. 2, entre 20 e 34 anos.

A distribuicdo das gestantes por idade materna no grupo de pré-eclampsia em
comparagao as normotensas (controle) nao apresentou diferenga dessa variavel

nos dois grupos (p=0,74).

Para a analise de significancia da diferengca entre a idade materna nos dois
grupos, empregou-se o teste ndo paramétrico da mediana (Kruskal-wallis), tendo

em vista a distribuicdo desigual desse parametro dentro dos grupos (TAB. 3).

TABELA 3
Caracteristicas das gestantes do grupo de pré-eclampsia em relagéo ao controle,

segundo a idade e paridade materna e idade gestacional

PRE-ECLAMPSIA | CONTROLE p
n=23 n =9
IDADE MATERNA (anos)
Mediana 28,00 24,00 0,74
PARIDADE MATERNA 200 2,00
Mediana 0,25

33,00



35,00

0,220

IDADE GESTACIONAL

(semanas) Mediana

b) Paridade

As gestantes do estudo foram avaliadas quanto a paridade. A TAB. 4 mostra a

analise estatistica desse parametro, pelas frequéncias de distribuicdo dessa

variavel.

grupo estudado, segundo o numero de gestagdes

TABELA 4 Distribuicdo das gestantes do

FreqUéncias

Paridade Absoluta Relativa (%) Acumulada (%)
14 43,75 43,75
10 31,25 75,00
3 6 18,75 93,75
24 2 6,25 100
Total 32 100

Observou-se que a maioria das gestantes do grupo era primigesta ou estava

gravida pela segunda vez. Esses dois eventos agrupados acumularam 75% das

gravidas.

A analise comparativa dos grupos mostrou homogeneidade quanto a essa



variavel, portanto, ndo ha diferenca significativa no niumero de gestagdes entre as
gestantes com pré-eclampsia em relagao as normotensas. A TAB. 3 apresentou a

analise do teste ndo paramétrico das medianas.

c) ldade gestacional na coleta dos dados

Para andlise comparativa entre as idades gestacionais, foi considerado o
momento da coleta do sangue materno quando da admiss&o da gestante e depois
de confirmado o diagnéstico clinico e laboratorial de pré-eclampsia, conforme
protocolo da Maternidade baseado na classificagdo de NHBPEPWG (2000). A
distribuicdo dessa variavel no grupo de estudo mostrou-se homogénea, na analise
de significancia da diferenga entre os grupos, com medianas semelhantes (TAB.

3).

4.2 Métodos

4.2.1 Medida da presséo arterial

A pressao arterial foi mensurada segundo protocolo da Maternidade: paciente

assentada por pelo menos cinco minutos, emprego do esfignomandmetro tipo

coluna de mercurio (marca BD®) colocado no brago esquerdo, com utilizagao do



método auscutatorio.

A determinacao do limite superior e inferior da pressao sanguinea foi obtida pela
identificagéo do | e V sons de Korotkoff. A pressao arterial sistdlica teve marco no
surgimento do primeiro som e a diastolica no desaparecimento do som, durante a

desinsuflacéao do manguito de pressao (NHBPEPWG, 2000).

Para compor uma das bases do diagndstico de pré-eclampsia, foi considerada a
presenga de pressao arterial elevada acima de 140/90mmHg, apds 20 semanas
de gestagcdo. Nas gestantes previamente hipertensas, considerou-se o
agravamento dos niveis pressoricos ou anormalidades laboratoriais caracteristicas

da sindrome.

Para calculo da pressao arterial média, utilizou-se a pressao arterial no momento

da internacao, determinada depois de duas mensuragées com intervalo de trinta

minutos, pela equipe médica de plantdo. Empregou-se a formula PAM= 1/3(PS +

2PD), segundo Roberts (1999).

4.2.2 Mensuracéao da proteinuria

Nas avaliagdes qualitativas, quando a gravidade do caso ndo permitiu a coleta



quantitativa em 24 horas, uma amostra de urina foi colhida no momento da
admissdo e testada quanto a presenca de proteinuria, pela fita medidora.

Considerou-se positiva a leitura superior a uma cruz (= 30mg/dl).

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

para diagnéstico de proteinuria na pré-eclampsia valores acima de 0,3 gramas.

4.2.3 Coleta do sangue materno

Todas as pacientes incluidas no estudo tiveram amostra de sangue periférico
colhido na regido cubital de um dos membros superiores, apdés termo de

consentimento pds-informado.

Foi feita anti-sepsia prévia do local a ser puncionado com alcool a 70% e uma
amostra de 5ml em tubo contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 5ml

sem anticoagulante foi colhida em sistema de VACUTAINER® estéril.

As amostras foram transferidas para tubos de polietileno do tipo EPPENDORF®,

com capacidade para 2ml devidamente identificados.

Seguiram-se, entdo, o processo de centrifugacdo com duragao de 10 minutos, a

4.000 rotagdes por minuto (rpm) e armazenagem em sistema refrigerado a -4°.



O plasma e o soro decorrentes desse processo foram pipetados empregando-se
ponteiras descartaveis e novamente colocados em tubos de polietileno,
identificados pela letra alfa e numero em ordem crescente. Esses tubos foram
armazenados em nitrogénio liquido a -80" no Laboratério do Centro de Medicina

Fetal.

4.2.4 Técnica de dosagem dos fatores de angiogénese - ensaio de ELISA

Do material estocado em gelo seco, foram selecionadas aleatoriamente as
amostras identificadas com a sigla alfa/numero e colocadas em gelo seco para
transporte até o Laboratdério de Angiogénese no Instituto de Ciéncias Biologicas da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Foi utilizada uma placa de enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) para
cada fator de angiogénese e na mesma amostra foram dosados simultaneamente
o fator de crescimento placentario (PIGF) e o fator de crescimento vascular

endotelial (VEGF), kits R&D Systems.
Antes do ensaio, as amostras foram descongeladas e processadas num sistema
de resfriamento. O ensaio foi realizado com supervisdo técnica, conforme

protocolo de ELISA, que € baseado no principio do “sanduiche” de anticorpos.

Inicia-se o ensaio adicionando-se um anticorpo especifico numa microplaca de



ELISA para criar-se uma superficie soélida de anticorpos. Essa é a fase de
sensibilizacdo da placa com anticorpos especificos. O excesso de anticorpo é

removido por lavagem e um reagente bloqueador € adicionado a placa.

Em seguida, adiciona-se o material (sobrenadante celular, soro ou plasma), onde
esta presente o antigeno que se deseja quantificar. Ocorre entdo ligagdo dos
antigenos com os anticorpos aderidos previamente a placa.

Apds novas lavagens para retirar o excesso da reagéo, um outro anticorpo ligado
a uma enzima, ou com receptor enzimatico, e capaz de detectar a reacao anterior
entre anticorpo/antigeno é adicionado, completando-se o “sanduiche” de ELISA. O
substrato dessa enzima é adicionado aos pogos da placa e a reagao enzimatica
que se processa emite coloracdo, com intensidade proporcional a quantidade da

reacgao.

Finalmente, uma solucdo paralisante da reacdo, a base de acido, € adicionada,
ocorre novamente mudancga na coloragéo e a intensidade dessa cor é mensurada

em leitor de ELISA.

Todas as etapas necessarias a reacdo de ELISA, como diluicdo, processo de

lavagem e tempo de espera entre cada reagao, sao determinantes do processo.
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FIGURA 5 - Representacdo esquematica das etapas do ensaio enzimatico da



reacao de ELISA.

. * A primeira etapa mostra os anticorpos aderidos ao pogo, na fase chamada de
sensibilizagao.

* A segunda etapa mostra a reagao anticorpo/antigeno especifica.

* A terceira etapa representa a adicdo de um anticorpo de detecgao da reagao anterior,
ligado a uma enzima conhecida (“sanduiche” de ELISA).

« Por ultimo, o substrato dessa enzima ¢é adicionado e a reagdo enzimatica que se
processa pode ser visualizada pela formagéo de cor, com intensidade proporcional a quantidade
de reagéo.

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

* Human VEGF DY 293B (sensibilidade de detec¢ao da forma livre do
VEGF 77%).
. * Human PIGF DY 264 (sensibilidade de detecgao da forma livre do PIGF:
85%).
Os ensaios de ELISA foram padronizados segundo o protocolo do Laboratério de
Angiogénese do ICB e realizado de maneira semelhante e simultdnea, na mesma

amostra de plasma materno para os dois marcadores de angiogénese, PIGF e

VEGF.

a) Primeira etapa do ensaio: sensibilizagao da placa de ELISA

No primeiro dia foi selecionada placa padronizada, estéril, com 96 pogos para
ensaio de ELISA, sensibilizada com 100ul por pog¢o de solugéo contendo anticorpo
de captura do VEGF ou PIGF. A placa foi vedada, colocada em caixa escura e

umidaa 4 C (geladeira) e incubada overnight.



Para o preparo do anticorpo de captura foi usada a solugdo de estoque do kit -
180mg/ml de mouse anti-human VEGF e 720mg/dl de mouse anti-human PIGF
reconstituida em solugao de PBS (1,0ml), conforme protocolo do kit, para atingir a
concentragao de 1,0mg/ml de VEGF e 4,0mg/ml PIGF em 10ml de solugao salina
tamponada PBS - NaCL a 137mM; KCL a 2,7mM; Na2HPO4 a 8,1mM; KH2PO4 a

1,5mM; agua deionizada 1000ml.

b) Segunda etapa do ensaio: bloqueio/ adigdo das amostras, do padréo e do

branco

No dia seguinte, todo o conteudo dos pocgos foi desprezado e, em seguida,
iniciado o processo de lavagem com 100ml/pogco de tween 20. O processo de
lavagem foi padronizado nesse ensaio (lavagem repetida por cinco vezes, usando-

se pipeta de multicanal).

Depois, foram colocados em cada pogo 300ul de tampao de bloqueio. A placa foi
vedada e incubada por uma hora em temperatura ambiente. Apds esse tempo, o

conteudo da placa foi retirado e novas lavagens foram realizadas.
As amostras foram descongeladas e usadas sem processo de centrifugagdo ou
diluicdo. A placa foram adicionados o branco, a curva-padrdo e as amostras em

duplicata, nesta ordem; e incubada overnight a 4°C.

Tween 20 (Polioxietilensorbitano monolaurato_Synth_ c¢6d.T1038). Tampao de



bloqueio (solugdo de PBS estéril com BSA 1% - albumina serum bovina).

c) Terceira etapa do ensaio: deteccao e revelagao

A Ultima fase do ensaio teve inicio desprezando-se o conteudo das placas e
repetindo-se o processo de lavagem (cinco vezes). Posteriormente, adicionou-se
em cada placa o anticorpo de deteccdo da reacgao, ja ocorrida entre o antigeno da
amostra e o anticorpo da placa, finalizando o chamado “sanduiche” de ELISA.
Esse processo ficou em incubagao por aproximadamente uma hora. Em seguida,
o conteudo dos pocgos das placas foi aspirado e seguido de novas lavagens, com
solucao de Tween 20. A enzima usada foi a estreptovidina e o substrato o OPD (o-
fenilenodiamina, Sigma), que da a reagao cor amarelada num periodo néao
superior a 20 minutos. A reacgao foi paralisada com o tampé&o acido de citrato/
fosfato e mudou a coloragao da placa para alaranjado. Foi realizada leitura em
leitor de microplaca de ELISA, em absorbancia, num comprimento de onda de
492nm. A conversdo de absorbancia para pg/ml foi obtida por meio da média

aritmética da somatdria das absorbancias.

A curva padrao do ensaio do VEGF e a do PIGF tiveram correlagdo de 0,997 e

0,98, respectivamente, com a curva padrao do kit.



4.3 Analise estatistica

a) Caélculo amostral

Trata-se de estudo transversal, do tipo caso-controle, com relagéao 4:1, cuja
amostragem foi estimada em 24 casos de gestantes com diagnéstico de pré-
eclampsia, segundo critério do National High Blood Pressure Education Program
Working Group on High Blood Pressure In Pregnancy (2000) para seis controles
constituidos de gestantes normotensas. Empregou-se o programa Epilnfo Versao
2002, modelo Statcalc.Exe, com os seguintes parametros: erro a - 5%, erro 3 -
20%, odds ratio de 15,4; semelhantemente ao estudo realizado por Pollioty et al.

(2003).

b) Analise das variaveis A analise dos dados foi executada empregando-se o

programa MiNITAB® Releasel4-statistical software, versao 14.20 de 2005.

Para a comparagao entre os grupos para variavel de mesma distribuicdo normal,

empregou-se o teste t-Student. O nivel de significancia aceitavel foi de p<0,05.

Para analise de significancia da diferenga entre os grupos para variavel sem
distribuicdo normal, empregou-se o teste ndo paramétrico da mediana (Kruskal-

Walli test).



A relagdo de dependéncia entre as variaveis continuas, niveis plasmaticos do

PIGF e presséao arterial média foi verificada por meio da regressao dos minimos

quadrados e analise de variancia, funcao MINITAB Fitted Line Plot com intervalo

de confianga de 95%,

5 RESULTADOS

5.1 Presenca de fatores de risco de pré-eclampsia As gestantes que apresentaram

pré-eclampsia foram analisadas quanto a presenca de fatores de risco da doenca.

A TAB. 5 mostra que a maior parte delas era primigesta ou n&o apresentava

qualquer fator de risco.

TABELA 5 Distribuicdo das pacientes com pré-eclampsia segundo presencga de

fator de risco anterior

FREQUENCIAS
FATORES DE RISCO ABSOLUTAS [ RELATIVA | ACUMULADA
S (%) (%)
Primigestas 11 47,82 47,82




Pré-eclampsia anterior 3 13,04 60,86
Hipertens&o arterial cronica 2 8,69 69,56
Sem fator de risco 7 30,44 100
Total 23 100

Uma das gestantes com pré-eclampsia era ao mesmo tempo primigesta e

hipertensa crénica em uso de medicamento. Foi considerado o risco individual da

hipertensao crénica para analise dos dados, uma vez que o risco para essa

variavel é sete vezes maior em relagao a recorréncia da doenga (DUCKITT;

HARRINGTON, 2005). Outra gestante era hipertensa crénica em uso de

medicamento, com histéria de pré-eclampsia anterior. Para analise do risco foi

considerada a histéria pregressa de pré-eclampsia (DUCKITT; HARRINGTON,

2005).

5.2 Classificacdo das gestantes com pré-eclampsia, conforme gravidade do

quadro clinico

As gestantes que apresentaram pré-eclampsia foram classificadas como forma

leve e grave, baseado nos critérios NHBPEPWG (2000) e no valor da PAM

(CABRAL; SILVA PEREIRA, 1984).

A TAB. 6 mostra a distribuicdo das gestantes com pré-eclampsia segundo a PAM

em mmHg e os critérios de gravidade baseados na classificagdo do NHBPEPWG

(2000).



No grupo das gestantes que desenvolveram a forma grave da doenca, a
ocorréncia de pressao arterial elevada foi o evento mais freqiente (35%), seguido
da presenca de sintomas maternos (9%), eclampsia (4%), sindrome HELLP (4%)

e plaquetopenia (4%).

TABELA 6 Distribuicdo das gestantes com pré-eclampsia segundo a forma clinica,

de acordo com os critérios de gravidade

" 2 Freqiiéncia Frequéncia
CLASSIFICACAO DA PRE- ]
% Absoluta Relativa (%)
ECLAMPSIA
Pré-eclampsia | PAM 2 126mmHg
grave Eclampsia HELLP 811 3544
Plaquetopenia 12 49
Sintomas Maternos
Pré-eclampsia leve 10 44
Total 23 100

5.3 Avaliagao da proteinuria nas gestantes com diagnostico de pré-eclampsia

Todas as gestantes com pressao elevada no momento da primeira avaliagéao



tiveram a proteinuria qualificada pela fita medidora. Quando as condigdes clinicas

da gestante permitiam, ou para fins de esclarecimento diagnéstico, a proteinuria

era avaliada em coleta urinaria de 24 horas. As TAB. 7 e 8 mostram a distribuicdo

e a frequéncia dessa variavel

TABELA 7 Distribuicdo das gestantes com pré-eclampsia segundo a proteinuria

Proteinuria quantitativa

Concentracédoem g/din =9

Menor que 2,0 g
Maior que 2,0gn=4

n=>5

TABELA 8 Distribuicdo das gestantes com pré-eclampsia segundo o

Proteinuria

gualitativa:
+

++

+++
Total

23

grau da proteinuria qualitativa

FreqUéncia Absoluta

Relativa

26
22
52

100

A concentragao dos niveis dos marcadores de angiogénese - VEGF e PIGF - foi

dosada no plasma materno e a analise dos resultados entre as gestantes que



desenvolveram pré-eclampsia e as normotensas, em idades gestacionais

semelhantes, esta representada nas TAB. 9 e 10 e GRAF. 1-5.

5.4 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O GRAF. 1 exibe a concentracéo individual do marcador de angiogénese VEGF
no sangue materno em todas as gestantes do estudo - nas que desenvolveram

pré-eclampsia e nas normotensas.

Houve grande variagao quantitativa na concentragcdo de VEGF nos grupo da pré-
eclampsia e nas normotensas. A amplitude da variacdo foi maior entre as
hipertensas. A distribuicdo mostrou-se assimétrica, com médias e medianas

distantes.
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GRAFICO 1 - Representacao individual do VEGF (pg/ml) nas gestantes que

apresentaram pré-eclampsia € nas normotensas.

A concentragdo média do fator de crescimento endotelial ndo foi significativamente
diferente no grupo de gestantes que apresentaram préeclampsia e as
normotensas, embora os niveis do VEGF tenham alcangado valores mais altos na

pré-eclampsia.

TABELA 9 Caracteristicas da concentragéo plasmatica do VEGF nos grupos



estudados

PRE-ECLAMPSIA

VEGF (pg/ml) n= 23 CONTROLE n=9 p
Media £ DP

24 + 1 1 + 14 2
IC (- 206,38: 54,48) 3,33 93 60,65 3 0,238
Mediana 155,99 74,97 0,187

Q1 96,96 48,74 -

Q3 416 310,20 -

Valor maximo 659,00 402,64 -

Valor minimo 0 29,99

Dp = desvio-padréo.

O resultado da média, mediana, o primeiro e terceiro quartis nas gestantes com
pré-eclampsia e nas normotensas, bem como a significancia da diferenga da

variavel VEGF entre os grupos, estéao representados na TAB. 9.

As concentracbes séricas do fator de crescimento vascular endotelial foram

analisadas em relac&o a pressao arterial média (PAM).

A analise de regressao mostra a relagao entre a concentragdo de VEGF no
plasma das gestantes com pré-eclampsia e os niveis da pressao arterial média

(PAM). A probabilidade de haver relagcdo entre essas variaveis € muito baixa, em



torno de 1,8% (GRAF. 2).
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GRAFICO 2 - Regress&o do VEGF em relagdo a pressao arterial

média (PAM) no grupo de estudo.

Equacao da regressao: VEGF pg/ml = 2,3 £ 1,872 PAM.
S-179,64

R -sq-5,0%

R - sq (adj) -1,8%

P=0,219

5.5 Fator de crescimento placentario (PIGF)
As concentragdes no plasma materno dos niveis do marcador de angiogénese
PIGF foram dosadas entre as gestantes que desenvolveram pré-eclampsia e entre

as normotensas.

O GRAF. 3 representa a concentragao média do PIGF no grupo geral do estudo,



nas gestantes que desenvolveram pré-eclampsia e nas gestantes normotensas.

PIGF no plasma materno {pg/ml}

Grupo geral Pré-eclampsia Controle

GRAFICO 3 — Representacéo da distribuicdo das concentracdes média do PIGF

(pg/ml) nos grupos estudados.

O GRAF. 4 mostra a distribuicdo dos niveis de PIGF nos grupos das gestantes
com pré-eclampsia e nas normotensas. Os intervalos interquatilicos estao
representados nas caixas do grafico, bem como a média, a mediana, o valor

maximo e o minimo. Detalhes numéricos na TAB. 10.
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GRAFICO 4 - Representacao por caixas do PIGF (pg/ml) nas gestantes que

apresentaram pré-eclampsia e nas normotensas.

O ponto externo no grupo das gestantes com pré-eclampsia representa uma
gravida que desenvolveu a forma leve da sindrome com 36 semanas de gestacao
e nao necessitou de terapia para tratamento de sinais e/ou sintomas. Embora o
nivel de PIGF, nesse caso, fosse o maior no grupo da pré-eclampsia (PIGF=
165,65pg/ml), ndo atingiu o nivel inferior do intervalo interquartilico (Q1) do grupo

das normotensas.

A concentracao seérica dos niveis de PIGF esta diminuida no grupo das gestantes



que apresentaram pré-eclampsia em relagdo as normotensas e esse diferenca é

estatisticamente significativa (p=0,005).

TABELA 10
Caracteristicas da ) A
concentragao PRE-ECLAMPSIA _
plasmatica do PIGF nos | n= 23 CONTROLE n=9 P
grupos estudados PIGF
(pg/ml)
Media £ DP
IC (172,39; 707,343) 40,80 + 37,50 480,65 + 347 0,005
Mediana 25,9 432,2 0,002
Q1 17,6 196,7 -
Q3 56,9 854,5 -
Valor maximo 165,65 989,00 -
Valor minimo 10,60 25,90 -

A concentracdo média do fator de crescimento placentario no plasma materno foi
avaliada em relagdo aos niveis da pressao arterial média (PAM), no grupo de

estudo.

A curva de regressao mostra a relagdo entre a concentragdo de PIGF no sangue

das gestantes com pré-eclampsia e o nivel da pressao arterial média (PAM).

A equacéao da regressao informa que para cada queda de1pg/ml na concentragao
do PIGF houve aumento correspondente de 6,58mmHg na presséao arterial média

(PAM). A probabilidade dessa correlagdo inversa entre as variaveis, concentragéo



plasmatica de PIGF e pressao arterial média & alta, em torno de 25% (GRAF. 5).
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GRAFICO 5 - Regresséo do PIGF em relagéo a pressao arterial média (PAM)

no grupo de estudo.

Equacao da Regressao: PIGF pg/ml = 914,0 — 6,589 PAM
S -232,098

R-sq -28,1%

R - sq (adj) - 25,7%

P =0,002

6 DISCUSSAO

A motivagcdo e importancia de se estudar o comportamento dos fatores de

angiogénese na pré-eclampsia decorre das diversas duvidas que envolvem a



fisiopatologia dessa sindrome e da possivel relagdo com essas substancias. Na
pré-eclampsia existem dois momentos cruciais relacionados com o sistema
endotelial: 0 que se refere as alteragdes no leito placentario, seguido mais tarde
de alteragbes vasculares generalizadas no organismo materno. Os fatores de
angiogénese estdao envolvidos nesses dois momentos, com contribuicao
provavelmente direta do VEGF e PIGF (BROCKESBY et al., 2000;

CHAIWORAPONGA et al., 2003; SHARON et al., 2003).

A presencga de hipertensao e proteinuria € o critério principal no diagnoéstico da
pré-eclampsia e pode ser atribuida a disfungcdo endotelial sistémica (SIBAI,
DEKKER; KUPLERMINC, 2005). A vasoconstriccdo generalizada, a perda de
proteina glomerular para o intersticio, a endoteliose glomerular e o depdsito de
fibrina intravascular séo reflexos do dano endotelial encontrado nessas gestantes
(DEKKER; SIBAI, 1998; FERRIS, 1991). O endotélio lesado libera citocinas
vasopressoras e inflamatdrias e ativa o sistema de coagulagdo, com intensidade
variavel concordante com as varias formas clinicas apresentadas na préeclampsia
(ROBERTS, 1999). O verdadeiro mecanismo do desenvolvimento dessa disfungéo
endotelial ndo esta totalmente esclarecido, mas alguns estudos tém apontado os
fatores de angiogénese produzidos pela placenta e langadas na circulagao
materna como responsaveis por essa disfungao endotelial (CLARCK et al., 1998;
HAYMAN et al., 1999). No entanto, o comportamento preciso dessa toxicidade

esta sob investigacéo e o presente estudo esta inserido nesse contexto.



A placenta € um o6rgao formado basicamente por ramificacédo e alongamento de
vasos sanguineos e os fatores de crescimento, principalmente o VEGF/ PIGF e
seus receptores, exercem fungdo paracrina modulando e regulando essa
vasculogénese e angiogénese, como mostram os estudos de Kingdom et al.

(2000) e Shore et al. (1997).

O balango equilibrado entre a ligagdo do VEGF e do PIGF ao receptor celular
VEGFR-1 com ag¢ao promotora de angiogénese e ao receptor livre (sFlt-1), com
acao inibidora, modula a angiogénese placentaria (GEVA et al., 2002; SHYBUYA,;

CLAESSON-WELSH, 2005; TAYLOR et al., 2003).

Muitos estudos sobre angiogénese sdo experimentos laboratoriais, no entanto, o
processo de placentacdo caracteriza-se pela intensa formacdo de uma rede
vascular num curto periodo de tempo, com um balango equilibrado entre inibidores
e estimuladores de angiogénese. Compreender todos os mecanismos que
controlam a angiogénese placentaria e as alteracbes desse processo na pre-
eclampsia pode contribuir também para outras areas da Medicina que de alguma
forma lidam com doengas angiogénicas (CARMELIET, 2003; WHEELER,;
ELCOCK; ANTHONY, 1995).

Antes mesmo da formagao placentaria, o VEGF e o PIGF sdo apontados como
atuantes no processo da gravidez. O endométrio materno, anterior a implantagao
do blastocisto, mostra aumento no numero de células natural-killer, caracterizando

o0 processo de decidualizagdo (LI et al.,, 2000). Essas células influenciam na



invasdo trofoblastica necessaria a queda da resisténcia vascular no leito
placentario materno que ocorre durante o desenvolvimento de gestagao normal
(REGNAULT et al., 2002). Os estudos de Moffett-King em 2002 mostraram que as
células natural-killer desaparecem quando se completa a invasédo do trofoblasto.
Essas células produzem as principais citocinas implicadas na angiogénese e na

estabilidade vascular: VEGF, PIGF e angiopoetinas.

LASH et al. (1999) demonstraram com tecido placentario que na presenga de

VEGEF as células do trofoblasto exibem movimento de migragéo e invasao.

Na placenta de gestantes com pré-eclampsia ha desequilibrio na producéo
(KUMAZAKI et al., 2002) dos reguladores de angiogénese, provavelmente em
resposta a baixa concentragéo de oxigénio local no espaco interviloso (AHMED et
al., 2000; KINGDOM et al., 2000), decorrente da auséncia de uma segunda onda
de invasao trofoblastica nas arteriolas espiraladas (PIUNEMBORG et al., 1983;
REGNALT, 2002). Em consequéncia, ha aumento do receptor livre no espago
interviloso, cuja fungdo antagonista bloqueia a acdo endotelial ao VEGF e PIGF

(KOGA et al., 2003).

Os reguladores da angiogénese placentaria estao presentes no sangue materno,
como demonstram varios estudos na ultima década. O VEGF ja pode ser
detectado no plasma materno na sexta semana de gravidez, com pico de

concentragao no final do primeiro trimestre (EVANS et al.,, 1998). Uma vez na



circulagdo materna, atuam no endotélio vascular e esclarecem os achados da
baixa reatividade vascular sistémica encontrada durante a gravidez e que foi, nas
décadas passadas, objeto de estudos em praticas anestésicas (ROBERTS et al.,
1989) e em teste clinicos de reatividade a angiotensina Il e roll-over test

(DEKKER; SIBAI, 1991; SIBAI; DEKKER; KUPLERMINC, 2005).

Outra evidéncia desses fatores angiogénicos no sangue materno e atuando no
endotélio sdo os experimentos com bidpsia de leito vascular subcutaneo, que
mostram reatividade vascular aumentada na pré-eclampsia diante de fatores de
angiogénese. Células endoteliais de bidpsia vascular mostram atividade
mitogénica na presenga de soro de gestantes com pré-eclampsia (BROCKELSBY

et. al., 2000).

Os recentes estudos em angiogénese na pré-eclampsia vém apontando a ligagao
do VEGF e PIGF ao receptor livre do VEGF, presente em maior quantidade no
sangue dessas gestantes em relagdo as normotensas, como antagonista da agao
desses fatores angiogénicos (ZHOU et al.,, 2002). As baixas concentragbes da
forma livre do VEGF e do PIGF encontradas no sangue das gestantes com pré-
eclampsia, como relatam alguns estudos, podem ser explicadas pela ligagao a
essa glicoproteina (CHAIWORAPONGSA et al., 2003; KOGA et al., 2003; LEVINE
et al., 2004; POWERS et al., 2004; STAFF; BRAEKKE; HARSEM, 2005;
TSATSARIS et al., 2003).

O bloqueio da agdo do VEGF pelo receptor livre tem sido apontado na



fisiopatologia da pré-eclampsia em estudos em modelos animal. Conforme Sharon
et al. (2003), a administracédo desse antiVEGF em animais, fora da gestacao,
resultou em hipertenséo e proteinuria. A administracio isolada do receptor soluvel
do VEGF (s-Ftl-1) em animais, durante a prenhez, reproduziu os achados de
hipertensdo sustentavel e proteindria, inclusive com endoteliose glomerular,

achado patognoménico da pré-eclampsia.

Portanto, ha fortes indicios de que a concentragdo aumentada do receptor soluvel
na corrente sanguinea materna causa disfungdo endotelial sistémica encontrada
nessas gestantes que desenvolvem pré-eclampsia (KOGA et al., 2003; LEVINE et
al., 2004; POWER et al., 2004; SHARON et al., 2003, STAFF; BRAEKKE;

HARSEM, 2005; TSATSARIS et al., 2003).

Os marcadores VEGF e seu homologo PIGF foram escolhidos para este estudo
comparativo entre as gestantes com pré-eclampsia em relagdo as normotensas,
pela sua estreita relagdo com a angiogénese placentaria, entre as outras

substancias descritas com ag¢ao angiogénica (FOLKMAN; SHING, 1992).

As gestantes selecionadas para ingresso no estudo tanto do grupo da pré-
eclampsia quanto do controle obedeceram aos critérios de inclusdo e exclusao
que garantiram a qualidade sem interferir na evolugdo normal dos casos clinicos.
As recomendacodes éticas com concordancia verbal e escrita foram cumpridas e a

coleta de sangue seguiu as rotinas rigorosas de anti-sepsia, ndo acarretando



riscos adicionais a gestante e seu concepto.

As gestantes com pré-eclampsia originaram-se da demanda espontanea do
Ambulatério de Alto Risco do Hospital das Clinicas da UFMG e referenciadas da
comunidade, pelo fato de a Maternidade ser centro de referéncia em alto risco

obstétrico. As gestantes normotensas originaram-se da mesma fonte.

A analise comparativa entre as variaveis que caracterizam as gestantes com pre-
eclampsia e normotensas, como idade materna, idade gestacional, paridade e
niveis de hemoglobina, ndo mostraram diferenca significativa entre os dois grupos.
Portanto, essas variaveis provavelmente nao influenciaram os resultados

encontrados nos niveis séricos dos fatores de angiogénese.

A maioria das gestantes estava gravida pela primeira vez ou n&o apresentava
fatores de risco da doenga. Foram classificadas como forma grave 56% das

gestantes com pré-eclampsia, sendo a PAM = 126mmHg o evento mais frequente.

Outro aspecto que merece ser discutido refere-se a metodologia de coleta,
armazenamento e dosagem dos fatores de angiogénese. Todas as etapas foram
padronizadas segundo os trabalhos consultados na literatura e a orientagdo do
Laboratério de Angiogénese e da Medicina Fetal, que tem vasta experiéncia com
marcadores séricos na pré-eclampsia. Os fatores de angiogénese sao dosados de

rotina em estudos experimentais no Laboratério de Angiogénese do ICB.



A escolha da técnica de dosagem por ensaio de ELISA foi baseada também na
experiéncia do Laboratério de Angiogénese com essa técnica e na possibilidade
de comparabilidade dos resultados do presente estudo com as mais recentes
pesquisas sobre angiogénese na pré-eclampsia. Os kits (R&D Systems) usados
nesses ensaios tém alta sensibilidade em detectar a forma livre dos fatores de

angiogénese.

Em relagdo aos presentes resultados, encontrou-se diferenca significativa na
concentragao plasmatica do fator de crescimento placentario nas gestantes com
pré-eclampsia em relagdo as normotensas. A concentragdo plasmatica do PIGF

estava significantemente diminuida nas gestantes com pré-eclampsia.

Estes resultados estdo de acordo com os achados de Livington et al. (2000) e
Lyall, Greer e Fleming (1997), que encontraram os niveis de PIGF diminuidos nas
gestantes com pré-eclampsia. Segundo Livington et al. (2000), essa diminuigcéo
poderia ser devida a produgao diminuida pela placenta ou perda renal; para Lyall,
Greer e Fleming (1997), deve-se a ligagao ao receptor livre do VEGF aumentado

no plasma das gestantes com pré-eclampsia.

A relacdo entre a concentragdo dos niveis plasmaticos do PIGF e a pressao
arterial média mostrou valores ascendentes da pressao arterial que variaram de
niveis normais a patogénicos em relagdo inversamente proporcional a

concentragao do PIGF. As pacientes do grupo estdo representadas por pontos no



grafico e se distribuem de forma diferente conforme os valores da presséao arterial
e niveis de PIGF. Quanto mais alta a pressao arterial, mais baixos foram os niveis
plasmaticos do PIGF.

No entanto, nesse grupo de pacientes nao houve diferenga na concentragdo do
VEGF nas gestantes com pré-eclampsia em relagdo as normotensas e nem

relagdo com os niveis pressoricos individuais.

Os estudos iniciais sobre os marcadores de angiogénese na pré-eclampsia
mostraram resultados conflitantes. Baker et al. (1995) e depois Hunter et al. (2000)
encontraram concentragao plasmatica de VEGF e PIGF aumentada nas gestantes
com pré-eclampsia em relagdo as normotensas. Livington et al. (2000)
encontraram resultado diferente, com redugao nos niveis séricos de VEGF e PIGF,
pelo método de radioimunoensaio nas gestantes com pré-eclampsia. Na analise
de regressao logistica verificaram também independéncia de associagao entre a

concentragao do VEGF e do PIGF.

Lyall, Greer e Fleming (1997) observaram niveis séricos mais elevados do VEGF
em mulheres ndo gravidas do que nas gravidas. No seu estudo, o VEGF foi
dosado pela técnica de captura de anticorpos por ELISA e o nivel sérico elevado
do VEGF fora da gravidez néao pdéde ser explicado pela variagdo no ciclo menstrual
dessas mulheres (fase lutea ou proliferativa) nem por outras variaveis. Inferiu-se,
entdo, que os marcadores VEGF e PIGF poderiam estar ligados a proteinas

plasmaticas no periodo da gravidez, porque essa “aparente auséncia” de VEGF no



sangue das gestantes ndo condizia com a intensa angiogénese que ocorre no

trofoblasto, na placenta e na embriogénese.

Anthony et al. (1997) estudaram as possiveis influéncias dos métodos de
dosagens dos niveis do VEGF e a ligagado as proteinas no sangue materno e
demonstraram, em dois diferentes ensaios, pela técnica de ELISA e
radioiminuesaio, resultados conflitantes na concentracdo do VEGF no sangue
materno na pré-eclampsia. Concluiram, entdo, que pela técnica de ELISA poderia

haver influéncia das proteinas séricas.

Outro fato a ser considerado € a profunda distribuicdo do VEGF nos 6rgéos e
tecidos em relagdo ao PIGF, que esta restrito ao tecido placentario, células do

coriocarcinoma e culturas de células endoteliais (WELCH et al., 2006).

Aparentemente, ndo houve influéncia de quadros infecciosos durante o pré-natal
na concentracao dos fatores de angiogénese nos dois grupos estudados
(APENDICE B). Portanto, ndo se conseguiu encontrar, neste estudo em especial,
uma variavel ou relagao direta que explicasse o comportamento da concentragao
do VEGF nessas pacientes. Ressalte-se também que os ensaios dos dois
marcadores de angiogénese foram feitos de forma padronizada, nas mesmas

amostras de plasma e no mesmo periodo de tempo.

Livington et al. (2000) registraram concentragdo sérica diminuida de VEGF nas



gestantes que desenvolveram pré-eclampsia, mas no grupo de gestantes onde
houve mais danos endoteliais (HELLP sindrome e eclampsia), a concentragao do

VEGF néo foi detectada e esse achado nao pode ser explicado no seu estudo.

A presente pesquisa iniciou uma série de investigagdes a respeito dos marcadores
de angiogénese nas gestagdes humanas em nossa instituicdo e uma delas se
refere ao comportamento do VEGF e do PIGF nas nossas paciente. Ha grandes
perspectivas quanto a novas investigagbes para esclarecimento do

comportamento dos fatores de angiogénese na pré-eclampsia.

A motivagdo para continuar nessa linha de pesquisa se da pelo fato desses
marcadores refletirem diretamente os dois momentos relacionados a fisiopatologia
da pré-eclampsia - as alteragdes placentarias e o dano endotelial - e da
possibilidade de detecgédo no plasma materno por técnicas simples, como o ensaio
de ELISA. A busca por preditores de pré-eclampsia para uso clinico no pré-natal e
selecdo de pacientes candidatas a profilaxia atual da pré-eclampsia tem sido
objeto de muitos estudos. Os fatores de angiogénese sdo promissores nesse
aspecto e também como marcadores da forma grave. Ha grandes perspectivas
futuras no seu emprego terapéutico na pré-eclampsia, considerandose ja ser
realidade a adocdo terapéutica dos inibidores da angiogénese na oncologia

(FOLKMAN, 2006).
7 CONCLUSOES



* A concentragao plasmatica do fator de crescimento placentario esta
diminuida nas gestantes com pré-eclampsia em relagao as gestantes
normotensas.

. * Em relacéo a pressao arterial média, houve correlagéo inversa com o nivel
plasmatico do PIGF. Quanto mais baixos os niveis plasmaticos do PIGF, mais
altos foram os valores da PAM.

* A concentragao plasmatica do fator de crescimento endotelial (VEGF) nao
f0| diferente no grupo das gestantes com pré-eclampsia em relagao as
normotensas e nao houve correlacdo com os niveis da PAM.

* Este estudo confirma e amplia dados da literatura mostrando a
participacao do fator de crescimento placentario como potencial marcador
determinante do aumento da pressao arterial média na pré-eclampsia.
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APENDICES E ANEXO

APENDICE A — Termo de Consentimento APENDICE B

a) Nivel sérico da hemoglobina materna

A anemia materna enquadra-se no modelo de hipdxia pré-placentaria, onde a
placenta se desenvolve em baixas concentracdes de oxigénio e a estruturas dos
vilos mostram intensa ramificacdo dos vasos. Os niveis séricos dos fatores de
angiogénese VEGF e PIGF alteram-se em relagdo as gestantes com anemia

(KINGDOM; KAUFMANN, 1997).

Neste estudo foi avaliada a presenca de anemia materna na gravidez pela
concentragao de hemoglobina presente no sangue materno no momento de
internacdo. Nenhuma gestante da amostra apresentou niveis de hemoglobina

abaixo do considerado normal no periodo da gravidez.



O nivel médio geral da hemoglobina no sangue materno encontrava-se acima de
12g/dl. figurdo GRAF. 6 mostra a média da hemoglobina no grupo geral, nos

grupos da pré-eclampsia e no controle.

12,67

12,80

12,48
12,604

12,40
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Hemoglobina Materna (g/dl)

Grupo geral Pré-eclampsia Controle

GRAFICO 6 - Representacéo do nivel médio da hemoglobina em g/dl nos grupos

estudados.
TABELA 11
Caracteristicas
do nivel de
hemoglobina
Nnos grupos
estudados Hb | Valor Valor Média
minimo | méximo + DP Mediana | Q1 | Q3
Grupos
Procclampsian | 411 | 152 |1267£100 | 127 |18 134
Controle
=9 11,7 12,9 12,00 + 0,53 11,9 11,6 | 12,5




p=0,028 IC = (-1,26; - 0,078).
Os intervalos interquatilicos Q1 e Q3 nos dois grupos estao representados na
TAB. 9 e mostraram, pelos valores das médias e a medianas, distribuicdo

simétrica dessa variavel em torno das medidas de tendéncia central.

A analise comparativa da diferenga entre os grupos em relagdo ao nivel médio da
hemoglobina relataram que as gestantes do grupo com pré-eclampsia
apresentaram nivel médio significativamente mais elevado de hemoglobina,

consistente com a hemoconcentragao esperada nesse grupo (TAB. 11)

b) Infec¢des durante o pré-natal

A presenga de infecgbes, como a do trato urinario e vaginose, foi pesquisada
durante o pré-natal nas gestantes do grupo estudado, tendo em vista sua possivel

influéncia sobre os fatores de angiogénese.

Os GRAF. 7 e 8 representam a distribuicdo individual das gestantes quanto &
presencga ou nao de infecgao durante o pré-natal e a relagdo entre os marcadores
de angiogénese VEGF e PIGF.

112

TABELA 12 Fatores de
angiogénese e infecgao durante
a gravidez FATORES DE
ANGIOGENESE

INFECCAO DURANTE A GRAVIDEZ




(pg/ml) AUSENTE n= | PRESENTE
23 n=9 p
VEGF Media + DP IC (-
111,68; 222,68)
Mediana 231+ 175 175 + 203 0,483
160,00 88,50 0,285
PIGF Media + DP 116 + 190 289 + 397 0, 242
Mediana 29,40 56,90 0,228

A andlise dos dados n&o encontrou diferenga nos grupos de pré-eclampsia em

relagdo ao controle e os niveis plasmaticos dos fatores de angiogénese.
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p=0,242 - 0- Representagéoc da concentragdo Média do PIGF.

GRAFICO 7 - Distribuigao da concentragéo plasmatica individual do PIGF quanto &

presenga ou nao de infec¢do no pré-natal.
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p=0,483 - 0- Representagao da concentragao Média do VEGF.

GRAFICO 9 - Distribuicdo da concentragdo plasmatica individual do VEGF das

gestantes do estudo quanto a presencga ou nao de infecgdo no pré-natal.
ANEXO A — Parecer ético



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:
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Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica
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