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Capitulo 1

Revisdo da Literatura




- Hipertenséo Arterial e Gravidez

A hipertensao arterial € a principal causa de morbidade e mortalidade tanto
materna como perinatal. Ocorre em 5% a 10% de todas as gestacdes, com cifras
crescentes nos paises em desenvolvimento (PRADO et al., 2002; RAIJMAKERS et al.,

2004; FERRAO et al., 2006; BERNARDI, 2007; NASH, 2007).

Durante a gravidez a hipertenséo arterial pode manifestar-se de quatro formas:
hipertenséo arterial cronica (pré-existente), hipertensédo gestacional (sem a ocorréncia de
proteinuria), pré-eclampsia/eclampsia (com ocorréncia de proteindria) e hipertensao
arterial crbnica superposta por pré-eclampsia (PERACOLI & PARPINELLI, 2005;

FERRAO et al., 2006).

A pré-eclampsia € definida como a associacdo de hipertensdo arterial (presséo
arterial sistolica2 140 mmHg e/ou presséao arterial diasté#c@ mmHg) e proteindria
(300 mg ou mais em urina de 24 horas) que ocorre apos a 202 semana de gestacéo e que
é reversivel apos a gravidez (KOHLMANN et al., 1999; RAIJMAKERS et al., 2004;

BERNARDI, 2007; NASH, 2007).

A etiologia desta doenca ndo estd completamente esclarecida e acredita-se que
fatores genéticos, imunoldgicos e também o estresse oxidativo estejam envolvidos no
desenvolvimento da pré-eclampsia (XIONG et al., 2002; PERACOLI & PARPINELLI,

2005; NASH, 2007; OREY et al., 2007; PERES, 2007).

Uma das hipdteses para a génese da pré-eclampsia é a falha da invasdo
trofoblastica nas artérias espiraladas do endométrio. Durante a gestacdo normal as
artérias espiraladas séo invadidas pelo trofoblasto, que provoca a perda de tecido

musculo-elastico tornando a parede vascular mais fina e distensivel. Os vasos
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permanecem dilatados permitindo o aumento do fluxo sanguineo uteroplacentario
necessario para o crescimento adequado da placenta e do feto. Na gestacdo com pré-
eclampsia, a invasao trofoblastica ndo ocorre em grande parte dessas artérias que
consequentemente ndo se dilatam. Isso resulta em vasoespasmo generalizado, com
alteragOes estruturais e lesdo da parede vascular, o que contribui para inadequado fluxo
sanguineo e isquemia placentaria (RUBIN & FARBER, 2002; VAZQUEZ, FORTE &
TEDESCO,2004). A reducéo da perfusdo e hipdxia placentéria propiciam a ocorréncia
do estresse oxidativo, com producgéo de radicais livres que podem alcancgar a circulagao
materna e causar agressao endotelial, entretanto, normalmente ndo ocorre lesao
oxidativa devido a atuacdo do sistema antioxidante. Quando a capacidade antioxidante

esta prejudicada, a pré-eclampsia pode se instalar (MARTINS et al., 2000).

A fisiopatologia da pré-eclampsia envolve lesdo endotelial difusa que
compromete a integridade do sistema vascular, a manutengcdo da anticoagulacao e a
producao de vasodilatadores enddgenos, como o Oxido nitrico. Pode ocorrer aumento
da permeabilidade e reatividade vascular, além de ativacdo da coagulacéo, resultando
em lesdo de varios 6rgdos como: rins, sistema nervoso central, figado e placenta

(MORAES et al., 2000).

A pré-eclampsia ocorre predominantemente em mulheres primiparas, embora as
multiparas também possam desenvolver a doenca. Fatores imunoldgicos, genéticos e a
obesidade aumentam a predisposicao para essa doenca, assim como a gravidez multipla

(FERRAO et al., 2006; NASH, 2007).

As complicacbes maternas mais frequentes sdo a eclampsia, sindrome HELLP,
descolamento prematuro de placenta, coagulopatias, insuficiéncia hepética e renal

(COELHO et al., 2004; FERRAO et al., 2006; COSTA et al., 2007). Na eclampsia a
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paciente (com pré-eclampsia e sem doencas neuroldgicas prévias) apresenta uma ou
mais crises convulsivas e/ou coma (KOHLMANN et al.,, 1999; PERACOLI &
PARPINELLI, 2005; BERNARDI, 2007). J& a sindrome HELLP caracteriza-se por
plaguetopenia, hemolise e elevacdo das enzimas hepaticas (PRADO et al., 2002;
RAIJMAKERS et al., 2004).

Os indices de morbidade e mortalidade perinatal elevam-se, quando existe a
necessidade de interromper prematuramente a gestacdo, devido a condi¢des intra-

uterinas adversas e/ou complicacfes maternas (COELHO et al., 2004).

A pré-eclampsia associa-se com frequéncia ao baixo peso ao nascer, destacando-
se dentre as repercussdes imediatas dessa doencga para o concepto: prematuridade,
restricdo do crescimento intra-uterino, sofrimento fetal, maior risco de doencas
pulmonares agudas e cronicas, e de morte perinatal. No longo prazo existe preocupacao
com as criangas nascidas de baixo peso, pois essas apresentam maior risco de
desenvolver hipertensdo e dislipidemia na idade adulta (OLIVEIRA et al., 2002;

CABAR et al., 2004; FERRAO et al., 2006).

Radicais Livres e Estresse Oxidativo

O termo radical livre refere-se a um atomo ou molécula altamente
reativa, que contém nuamero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica. Por
isso, os radicais livres séo instaveis e ligam-se facilmente a outras moléculas, doando ou
capturando elétrons, ou seja, atuando como agentes redutores ou oxidantes. O anion
superoxido (@), o radical hidroxila (OH) e o 6xido nitrico (NO) sdo exemplos de
radicais livres. Existem outras substancias, que apesar de ndo serem radicais livres, séo

igualmente reativas e designadas como espécies reativas de oxigénio (ROS) ou espécies
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reativas de nitrogénio (RNS), dentre as quais se destacam o peroxido de hidrogénio

(H20,) e o peroxinitrito (OONO).

Radicais livres s&o produzidos por diversos mecanismos, tanto em condi¢des
fisiol6gicas como o metabolismo celular, de acidos graxos e de prostaglandinas, bem
como em situacdes de isquemia-reperfusdo, hipoxia-hiperoxia, inflamacao-infeccéo

(TRINDADE & RUGOLO, 2007).

ApoOs um periodo de isquemia tecidual, no momento da restauracdo do fluxo
sanguineo (reperfusao), formas toxicas de oxigénio (superoxido, peroxido de hidrogénio
e radicais hidroxila) sdo produzidas através de dois mecanismos: da xantina oxidase e

dos neutrdfilos ativados (RUBIN & FARBER, 2002).

Alguns metais participam das reacdes que geram lesdes oxidativas, destacando-
se dentre esses o ferro, metal pesado mais abundante no organismo, que em excesso €
capaz de catalisar reagfes de oxidagdo. Estas promovem acumulo do radical hidroxila,
que é altamente reativo e causa peroxidacao lipidica nas membranas celulares, inclusive
na membrana mitocondrial. (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VANDERLELIE et

al, 2005).

A formacao de radicais livres induzida pelo metabolismo aerobio, determinou no
organismo humano o desenvolvimento de um sistema antioxidante para proteger as
células da toxicidade do oxigénio e promover a homeostase (SAUGSTAD, 1996;
VANCINI et al., 2005). Em condicbes normais, os radicais livres produzidos séo
eliminados pelas defesas anti-oxidantes do organismo, representadas pelas enzimas
superoxido dismutase e glutationa peroxidase, bem como por nutrientes: glutationa,

selénio, zinco, vitaminas C e E.
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Quando ocorre falha no sistema antioxidante, e consequentemente desequilibrio
entre a producédo e a remocédo de ROS/RNS, desencadeia-se 0 estresse oxidativo, com
elevacdo da concentragdo de ROS/RNS, bem como da peroxidacdo lipidica. Essas
alteragcbes séo capazes de provocar danos nas estruturas celulares de diversos tecidos e
orgéos, alterando funcdes vitais e determinando morte celular. (FERREIRA &

MATSUBARA, 1997; VANCINI et al., 2005; TRINDADE & RUGOLO, 2007)

Os radicais livres causam lesdes em varios 6rgaos e tecidos incluindo: cérebro,
retina, coragdo, pele, intestino, pancreas, figado, musculo, rins e pulmdes. Existe forte
evidéncia de que as ROS estédo envolvidas na patogénese de doengas do adulto como
cancer e aterosclerose, bem como do recém-nascido prematuro, incluindo a displasia
broncopulmonar, retinopatia da prematuridade, enterocolite necrosante, hemorragia
peri-intraventricular e leucomalécia periventricular (FERREIRA & MATSUBARA,

1997; TRINDADE & RUGOLO, 2007; TSUKAHARA, 2007).

- Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico resulta da combinacdo de dois dos mais abundantes gases da
atmosfera, o Oxigénio @Pe o Nitrogénio (N), sendo considerado um radical livre, pois
possui oito elétrons de:@ sete de N e tem um elétron desemparelhado. Apesar de ser
um poluente atmosférico, o0 NO tem efeitos em diversos tecidos humanos, atuando no
controle da circulacdo placentaria e nas contracdes uterinas durante o parto, bem como
na regulacéo do tono vasomotor, ha neurotransmisséo, na resposta imune e na adesao de
células inflamatorias a parede dos vasos. (COSTA et al.,, 2003; DUSSE, VIEIRA &

CARVALHO, 2003; FIORETTO, 2003; ALVES & ISHIKI, 2005)
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O NO é sintetizado a partir da reacdo do aminoacido L-arginina commel@
acao da enzima oxido nitrico sintase (NOS). Existem trés isoformas de NOS, que séo
agrupadas em duas categorias: (COSTA et al., 2003; DUSSE, VIEIRA & CARVALHO,

2003; ALVES & ISHIKI, 2005)

= NOS Constitutiva: enzimas presentes nas células endoteliais (Endotelial
(eNOS)) e nos neurdnios (Neuronal (nNOS)), cuja liberagcado depende da
concentragdo intracelular de calcio/calmodulina e, uma vez liberadas
sintetizam NO por curtos periodos.

= NOS Induzive(iNOS): Enzimas liberadas, independente da concentracao
de calcio, em resposta a estimulos patolégicos com microorganismos
invasores e que sdo expressas por macrofagos e outras células ativadas
por citocinas. Apresentam maiores concentragcbes no organismo e
sintetizam o NO por longos periodos.

O NO faz parte dos mecanismos de defesa do organismo, sendo utilizado em
funcdes fisiologicas que requerem respostas rapidas. Porém, o NO pode produzir
substancias toxicas e provocar lesdo celular, como o diéxido de nitrogénio, um gas
altamente citotoxico. E importante salientar que o efeito do NO pode ser benéfico ou
maléfico, de acordo com sua quantidade e o tecido em questdo (FLORA FILHO &

ZILBERSTEIN, 2000; GURGUEIRA & CARVALHO, 2003)

Devido a sua instabilidade e toxicidade, o NO apresenta meia vida
extremamente curta (aproximadamente 4 a 6 segundos no plasma, 10 a 60 segundos nos
tecidos e 5 a 10 segundosvitro) sendo rapidamente convertido em nitrato (N@3
nitrito (NOZ2), produtos de menor toxicidade ao organismo. Esses produtos podem ser
encontrados em fluidos corporais como plasma e urina, sendo que a propor¢ao de NO3

e NO2 é variavel e a soma de ambos é a melhor maneira de avaliar a producéo total de
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oxido nitrico (NATHAN, 1992; NIMS et al., 1995; DUSSE, VIEIRA & CARVALHO,

2003; BARRETO, CORREIA & MUSCARA, 2005).

- Estresse Oxidativo na Pré-eclampsia

Embora a etiologia da pré-eclampsia ndo esteja esclarecida, gestantes portadoras
dessa doenca apresentam niveis significativamente maiores de estresse oxidativo e
menores de vitamina C e E quando comparadas com gestantes normais, sugerindo que a
pré-eclampsia estd associada com desequilibrio entre producédo de pro-oxidantes e anti-
oxidantes, o que propicia peroxidacao lipidica de membranas celulares causando lesao
ao endotélio vascular (SERDAR et al, 2003; MEHENDALE et al, 2007). Segundo
Raijmakers e colaboradores (2007) a condicédo de estresse oxidativo aumentado na preé-

eclampsia persiste até dois meses apés o parto.

A possibilidade de prevencdo da pré-eclampsia com suplementagdo de anti-
oxidantes € uma perspectiva de grande interesse atual, que esta sendo investigada em

estudos multicéntricos randomizados (RAIJMAKERS et al, 2004).

- Pré-eclampsia e Estresse Oxidativo na Placenta

A placenta € o 6rgao responsavel pela interacdo e trocas materno-fetais,
desempenhando varias funcbes: respiratéria, nutritiva, excretora, enddcrina e

imunoldgica. E um érgédo muito vascularizado e com grande niimero de mitocondrias.

Na gestacdo normal ocorre aumento do estresse oxidativo, pois existe maior

consumo de oxigénio resultando na formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
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Porém, esse estresse oxidativo é compensado pelo aumento das defesas antioxidantes.
Na pré-eclampsia, a perfusdo sanguinea placentaria é inadequada, propiciando a
ocorréncia de areas de isquemia e reperfusdo, com aumento na formacdo de ROS e, ao
mesmo tempo, o sistema de defesa antioxidante é deficitario. Varios estudos mostram
aumento de peroxidacdo lipidica e oxidacdo proteica, bem como diminuicdo das
enzimas anti-oxidantes em placentas de gestantes com pré-eclampsia. Assim, o estresse

oxidativo placentario é considerado elemento fundamental na patogénese dessa doenca.

(VANDERLELIE et al, 2005; CHAMY et al., 2006; BERNARDI, 2007)

- Oxido Nitrico na Gestagdo

Mesmo sendo um radical livre, 0 NO n&do possui apenas fung¢des nocivas ao
organismo, estando demonstrado que atua de forma decisiva em alguns processos

fisioldgicos, entre eles a reproducdo humana (MOTE et al., 2008).

A NOS tem importante papel na fisiologia uterina, atuando na vasodilatacdo
(essencial para a implantacdo do embrido) e inibicdo plaquetaria (durante o periodo
menstrual), fundamentais para o adequado funcionamento do endométrio. (NORMAN

& CAMERON, 1996)

Durante a gestacao o NO limita a agregacao das plaquetas na circulagdo materna
e fetal, regula o fluxo sanguineo Uutero-placentario, além de contribuir para a
vasodilatacdo sistémica materna e suprimir as contracoes do miométrio. (NORMAN &

CAMERON, 1996; COSTA et al., 2007)

O processo gestacional provoca no organismo materno uma adaptacao

fisiologica vascular acompanhada pelo aumento da producdo de NO enddgeno, que
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inclui além do aumento do volume sanguineo, a reducdo da resisténcia vascular.

(LOWE, 2000).

Existem evidéncias que, durante a gestacdo normal a producdo de NO esta

elevada, tendo este importante atuacdo na vasodilatacao renal (GRANGER et al., 2001).

Véarios autores tém pesquisado o papel do Oxido nitrico no processo de
desenvolvimento da pré-eclampsia. Porém, os resultados ainda s&o controversos, uma
vez que revelam tanto a producdo de NO exacerbada como deficitaria (NORMAN &

CAMERON, 1996; LOWE, 2000; GRANGER et al., 2001; COSTA et al., 2007).

A inibicdo cronica da enzima Oxido nitrico sintase, pelo tratamento de ratas
prenhes com Nw-nitro-L-arginina metil Ester (L-NAME), é aceita como meétodo
experimental para induzir hipertensdo arterial, resultando em condicdo semelhante a
pré-eclampsia (YALLAMPALLI & GARFIELD., 1993; SALAS, 1998; KANASHIRO
et al., 2000). Ratas submetidas a inibicdo crénica dessa enzima durante a gestacao
desenvolvem as principais condi¢des patologicas associadas a pré-eclampsia, tais como
hipertenséo arterial, proteinuria, lesdo renal e hepatica, restricdo de crescimento intra-

uterino e maior morbidade fetal e neonatal (BUHIMSCHI et al., 1995; MOLNAR et

al.,1994; HELMBRECHT et al., 1996; GRANGER et al., 2001; SOUZA, 2009).

- Estresse Oxidativo no Periodo Perinatal e Pré-eclampsia

A transicdo fetal/neonatal promove mudancas fisioldgicas e metabdlicas no
organismo, que sdo acompanhadas pelo aumento dos niveis de marcadores de estresse
oxidativo. Quando o recém-nascido é prematuro existe elevado risco de lesdo celular

devido ao estresse oxidativo, tendo como principais motivos: a imaturidade e
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deficiéncia do sistema anti-oxidante, a deficiéncia de surfactante propiciando doenca

pulmonar e necessidade do uso de oxigénio. Assim, aumentam as chances dessas
criangcas desenvolverem doencas como a retinopatia da prematuridade, displasia
broncopulmonar e hemorragia peri-intraventricular. (LACKMANN et al., 1996; PAPP

et al., 1999; TSUKAHARA et al., 2004; TRINDADE & RUGOLO, 2007)

A assisténcia neonatal envolve com frequéncia situagbes que aumentam o risco
de ocorréncia de estresse oxidativo, incluindo: o uso de elevada concentracdo de
oxigénio na reanimacdo em sala de parto e/ou na ventilagdo mecéanica; a nutricao
parenteral, cujos componentes lipidico, proteico e vitaminico sdo fontes de ROS; as
transfusdes sanguineas que propiciam sobrecarga de ferro; a fototerapia, utilizada no
tratamento da hiperbilirrubinemia neonatal, pode desencadear dano fotodindmico aos
tecidos e a presenca frequente de infeccdo/inflamacdo. Essas situacdes sobrepdem-se
nos cuidados diarios ao recém-nascido, em especial o prematuro, fazendo com o que
esse individuo em desenvolvimento e com limitados mecanismos de defesa, esteja
especialmente vulneravel a lesédo oxidativa. (AYCICEK & EREL, 2007; TRINDADE &

RUGOLO, 2007)

Na presenca de pré-eclampsia, um aspecto preocupante para o recém-nascido €
que algumas alteracdes bioquimicas evidenciadas na placenta, também estdo presentes
em sangue de cordao, traduzindo a exposicdo do concepto a condicdo de estresse
oxidativo materno. (CHAMY et al, 2006; MEHENDALE et al, 2007). Assim, a preé-
eclampsia, além de associar-se ao baixo peso ao nascer, prematuridade e restricdo do
crescimento intra-uterino, pode causar desequilibrio na condicdo oxidante/antioxidante,
propiciando o desenvolvimento de doencas neonatais associadas ao estresse oxidativo,
especialmente nos prematuros, como sindrome do desconforto respiratorio, displasia

broncopulmonar, hemorragia periintraventricular, retinopatia da prematuridade e
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enterocolite necrosante. (XIONG et al., 2002; TSUKAHARA et al., 2004,

WEINBERGER et al., 2006; BERNARDI, 2007)

Entretanto, ha estudos que ndo mostram aumento do estresse oxidativo na
circulagdo fetal e/ou da morbidade neonatal em recém-nascidos de maes preé-

eclampticas. (TASTEKIN et al, 2005; BRAEKKE et al, 2006)

No enfoque a longo prazo é crescente o reconhecimento da importancia do
ambiente intra-uterino na programacado da saude futura do individuo, ou seja, a
“Origem fetal das doencas do adulto”. Varios estudos epidemiologicos mostram a
associacdo do baixo peso ao nascimento com a ocorréncia de sindrome metabdlica,
buscando-se atualmente elucidar os mecanismos dessa programacdo. Estudos
experimentais mostram que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo importante na
programacao de doencas futuras, seja por atuacdo direta na modulacdo da expressao
génica, ou indiretamente pelo efeito de moléculas oxidadas que alteram a estrutura e
funcdo celular, tendo como alvo de lesdo oxidativa, as céulds pancreas e o

endotélio vascular. (LUO et al, 2006)

- Consideracg0des Finais

Os conhecimentos atuais apontam para a atuacao do NO e do estresse oxidativo
na fisiopatologia da pré-eclampsia, e acredita-se que o0 concepto esta exposto ao estresse
oxidativo materno que pode contribuir para o desenvolvimento de varias doencas
neonatais. Porém a relacdo pré-eclampsia / estresse oxidativo /0xido nitrico e doencas
neonatais ndo esta bem definida e o impacto clinico das alteragcbes bioquimicas
necessita de mais investigacdo. Estudos recentes sugerem que, a dosagem das

concentracdes de biomarcadores de estresse oxidativo na urina pode ser uma alternativa
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vélida e de grande interesse em recém-nascidos, por ser menos invasiva em relagdo a

dosagem sérica. (SICIARZ et al, 2001, KUMAR et al, 2008)
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Niveis de Oxido nitrico e morbidade neonatal em prematuros de maes com pré-

eclampsia

RESUMO

Introducdo: A pré-eclampsia é uma das complicagfes gestacionais mais frequentes e o
radical livre 6xido nitrico (NO) pode estar envolvido na fisiopatologia desta doenca. O
excesso de radicais livres pode gerar estresse oxidativo que contribui para a ocorréncia
de varias doencas neonatais, porém, a relacao pré-eclampsia / estresse oxidativo /6xido
nitrico/ doencas neonatais ndo esta bem defi@thgetivo: Investigar se os niveis de

NO na placenta e no recém-nascido caracterizam o estresse oxidativo na pré-eclampsia
e relacionam-se com a morbidade e prognéstico neondtétodo: Estudo
observacionade prematuros menores que 34 semanas de maes com pré-eclampsia,
pareados pela idade gestacional com prematuros de mées normotensas, nascidos na
Maternidade do HC da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, entre julho de
2008 e dezembro de 2009. Oxido nitrico foi dosado em placenta, sangue de corddo
umbilical, urina do primeiro dia de vida, sangue e urina do recém-nascido no 4° dia. As
variaveis bioquimicas e clinicas, de nascimento e neonatais foram comparadas nos 2
grupos: Pré-eclampsia e Normotend@ssultados: Foram estudados 30 prematuros de
maes com pré-eclampsia e 30 de maes normotensas, com idade gestacional de 30 + 2
semanas. Nao houve diferenca nas condicbes de nascimento e na morbimortalidade dos
prematuros, mas os filhos de mées com pré-eclampsia tiveram maior necessidade de
surfactante e ventilagdo mecénica. Os niveis séricos e urinarios de NO nao diferiram nos
2 grupos, sendo significativamente mais baixos na placenta do que no sangue de cordao
e dos recém-nascidos. A pré-eclampsia foi grave em 40% dos casos, mas mesmo nestes
os niveis de NO nao diferiramConclusdo: Na pré-eclampsia os niveis placentéarios e
neonatais de NO nao diferiram e ndo se relacionaram com a morbidade e o prognéstico

neonatal.

Palavras — Chave: Estresse Oxidativo; Oxido nitrico; Pré-Eclampsia; Doencas

Neonatais; Recém-nascido prematuro
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Nitric oxide levels and neonatal morbidity in preterm infants of pre-eclamptic
mothers.

ABSTRACT

Introduction: Pre-eclampsia is one of commost complication of preganacy and the free
radical nitric oxide (NO) may be enrolled in the pathophysiology of the disease.
Excessive levels of free radicals can produce oxidative stress contributing to the
development of several neonatal diseases. However the pre-eclampsia/oxidative
stress/NO/neonatal diseases relationship has not been well estalfDbfesdive: To
investigate whether NO levels in the placenta and in newborns characterize oxidative
stress in pre-eclampsia and whether they are related to morbidity and neonatal
prognosisMethod: Observational study on preterm newborns, younger than 34 week,
of mothers with pre-eclampsia, paired by gestational age with preterm newborns from
normotensive mothers and born at the University Maternity Hospital of the Botucatu
School of Medicine - UNESP from July 2008 to December 2009. Nitric oxide was
dosed in the placenta, umbilical-cord blood, first-day-of-life urine and the newborn’s
fourth-day urine and blood. Biochemical and clinical variables from birth and the
newborn, were compared in the 2 groups: Pre-eclampsia and Normotétessudts:

Thirty preterm newborns of mothers with pre-eclampsia and 30 newborns of
normotensive mothers with gestational age of 30 + 2 weeks were studied. There was no
difference in birth conditions or morbidity and mortality of preterm newborns, but the
offspring of mothers with pre-eclampsia required more surfactant and mechanical
ventilation. Serum and urine NO levels did not differ in the two groups and were
significantly lower in the placenta than in umbilical-cord blood and in newborns. Pre-
eclampsia was severe in 40% of cases, but even in those, NO levels did not differ.
Conclusion: In pre-eclampsia, placental and neonatal NO levels did not differ and were

not related to neonatal morbidity or prognosis.

Key words: Oxidative Stress; Nitric oxide; Pre-Eclampsia; Neonatal Diseases; Preterm

infant.
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1. Introducao

A pré-eclampsia (PE) € uma complicacdo gestacional frequente, de etiologia
desconhecida e fisiopatologia ndo completamente esclarecida. Considera-se que a
combinacdo de fatores imunoldgicos, genéticos e ambientais propiciem a falha na
invasdo trofoblastica e no remodelamento das artérias espiraladas, resultando em
inadequada perfuséo, isquemia e hipdxia placentaria (ROBERTS & COOPER, 2001;
KHARFI et al, 2003). Em decorréncia das alteragfes placentarias varios mediadores,
incluindo citocinas e radicais livres, podem ser liberados, causando lesdo endotelial e
vasoconstricao sistémica e culminando na ocorréncia da doenca (LYALL & MYATT,
2002). Assim, uma forte hipGtese € que o estresse oxidativo esteja envolvido no
desenvolvimento da pré-eclampsia (FERRAO et al., 2006; NASH, 2007; PERES,
2007).

O estresse oxidativo ocorre quando ha aumento de radicais livres, tanto das espécies
reativas de oxigénio (anion superoxido, radical hidroxila) como as de nitrogénio (0xido
nitrico), associado a reducdo da capacidade antioxidante do organismo. A peroxidacao
lipidica, importante manifestacdo do estresse oxidativo, ocorre quando radicais livres
reagem com acidos graxos polinsaturados presentes na membrana celular, causando
alteracbes em sua estrutura e permeabilidade. Essas alteracbes podem provocar danos
nas estruturas celulares de diversos tecidos e 6rgdos, alterando funcdes vitais e
determinando morte celular. (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VANCINE et al.,
2005; TRINDADE & RUGOLO, 2007).

Durante a gestacao ha aumento do consumo de oxigénio, favorecendo a ocorréncia
do estresse oxidativo, porém, o sistema antioxidante atua normalmente mantendo o
equilibrio. Em gestacdes complicadas pela PE as defesas antioxidantes estdo reduzidas e

a perfuséo placentéaria é inadequada, o que favorece o surgimento de areas de isquemia e
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reperfusdo, com aumento na concentracdo de radicais livres. Estudos em placentas de
gestantes com PE evidenciam o estresse oxidativo pelo aumento da peroxidacao lipidica
e oxidagdo protéica, bem como diminuicdo de enzimas antioxidantes. (CHAMY et al.,
2006; BERNARDI, 2007)

Existem evidéncias de que as mesmas alteracdes observadas nas placentas estejam
presentes em sangue de corddo umbilical, traduzindo a exposicdo do concepto a
condicdo de estresse oxidativo materno. (CHAMY et al., 2006; MEHENDALE et al.,
2007) Assim, a PE, além de associar-se ao baixo peso ao nascer, prematuridade e
restricdo de crescimento intrauterino, pode causar desequilibrio na condicdo
oxidante/antioxidante. Essa situacao propicia o desenvolvimento de doengas neonatais
associadas ao estresse oxidativo, especialmente nos prematuros, como sindrome do
desconforto respiratorio, displasia broncopulmonar, retinopatia da prematuridade,
hemorragia perintraventricular e enterocolite necrosante. (XIONG et al., 2002;
TSUKAHARA et al., 2004; WEINBERGER et al.,, 2006; BERNARDI, 2007).
AlteracBes hematoldgicas, incluindo neutropenia e plaquetopenia sao frequentes em
recém-nascidos de mées com pré-eclampsia, mas o mecanismo dessas altera¢cdes nédo é
conhecido (KOENIG & CHRISTENSEN, 1989).

O Oxido nitrico € um radical livre, que faz parte do mecanismo de defesa do
organismo, mas pode ser téxico ao produzir substancias que provocam leséo celular. E
sintetizado a partir do aminoacido L-arginina e atua no controle da circulagao
placentaria, nas contracdes uterinas durante o trabalho de parto e parto, no tono
vasomotor, na neurotransmissao, na resposta imune e na adeséao de células inflamatérias
a parede dos vasos. A participacdo do 6xido nitrico na fisiopatologia da pré-eclampsia é
classicamente referida na literatura, (NORMAN & CAMERON, 1996; LOWE, 2000;

DOMINGUEZ et al., 2003; DUSSE, VIEIRA & CARVALHO, 2003; COSTA et al.,
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2007), mas os resultados dos estudos sdo contraditorios, sendo detectados niveis
aumentados (SHAAMASH et al, 2000), normais (ORANGE et al, 2003) ou diminuidos
(SANDRIM et al, 2008; ARIS et al, 2009) no sangue materno e na placenta.

Os conhecimentos atuais mostram relacdo entre pré-eclampsia, estresse oxidativo,
oxido nitrico, e doencas neonatais, mas esta relagdo precisa ser melhor esclarecida.
Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o 6xido nitrico como marcador de estresse
oxidativo na pré-eclampsia. Especificamente, determinar os niveis de 6éxido nitrico em
placenta, sangue da veia umbilical, sangue e urina de prematuros de maes com pré-
eclampsia comparados aos de maes normotensas, e avaliar a relacdo dos niveis de 0xido
nitrico com a morbidade neonatal e com a presenca de neutropenia e/ou plaquetopenia

ao nascimento.

2. Método

2.1 Delineamento do Estudo e Tamanho Amostral

Foi realizado estudo longitudinal e observacional, em recém-nascidos prematuros de
maes portadoras de pré-eclampsia, atendidos na Unidade Neonatal do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP), no periodo de julho de 2008
a dezembro de 2009, apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa desta Institui¢do.

A amostra compreendeu o numero maximo de recém-nascidos que preencheram os
critérios de inclusdo no periodo de estudo, tendo como base o total de 1100 - 1200
nascimentos/ano, que é relativamente estavel no servico e incidéncia de 4 a 5% de pré-
eclampsia. Assim, foi estimada uma populacdo-alvo de 50 recém-nascidos/ano filhos de
maes com pré-eclampsia, mas devido ao rigoroso critério de inclusdo e pareamento com

0 grupo controle foi previsto estudar uma amostra de 30 prematuros.




40

O grupo controle foi constituido com igual numero de prematuros (n= 30) de mées
gue apresentaram trabalho de parto prematuro ou amniorrexe prematura, sem outras
doencgas ou complicagdes na gestacao. O pareamento dos grupos foi efetuado conforme

a idade gestacional (em semanas).

2.2 Selecéo dos Sujeitos

Foram selecionadas gestantes com idade gestacional (IG) inferior a 34 semanas,
com diagnéstico de pré-eclampsia, internadas na enfermaria de obstetricia ou no pré-
parto, tendo como motivo da internagao: trabalho de parto ou resolucdo da gestagao. O
mesmo critério de sele¢do foi aplicado ao grupo controle, que teve como Unica diferenca
a auséncia de hipertensdo arterial na gestagcdo. Todas as gestantes foram entrevistadas
pela pesquisadora, informadas quanto aos objetivos da pesquisa, e apés foi solicitado o
consentimento materno para que o recém-nascido participasse do estudo, obtendo-se

entdo a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

2.3 Critérios de Incluséo e Exclusao
Foram incluidos no estudo os casos que preencheram os seguintes critérios:
- Diagnostico de pré-eclampsia materna confirmado na Unidade
- Diagnostico de trabalho de parto prematuro ou amniorexe prematura sem
corioamnionite clinica
- Auséncia de outras patologias na gestacao
- Feto Unico
- Nascimento ocorrido entre 27 e 34 semanas de gestacéo
- Peso de nascimento entre 600 e 18009

- Obtencéo de sangue de corddo umbilical e/ou de amostra de tecido placentario
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Foram excluidos os recém-nascidos que apresentaram:
- Diagnostico clinico e/ou sorolégico de infec¢cado congénita
- Sindrome genética, ma-formacéo congénita multipla, ma-formacéo renal
- Uso de diuréticos nos primeiros 4 dias de vida
- Transfusdes antes do 4° dia de vida

- Obito antes de 24 horas de vida

2.4 Conceitos

- Hipertensao Arterial: pressao arterial de pelo menos 140 x 90 mmHg, avaliada
apos um periodo de repouso, com a paciente em posi¢cdo sentada e considerando-se
pressdo diastolica o valor obtido no desaparecimento da bulha cardiaca (NHBPEP,
2000).

- Proteindria: presenca de pelo menos uma cruz de proteina em amostra de urina
ou 300mg em urina de 24 horas (NHBPEP, 2000).

- Pré-eclampsia: quando a gestante ndo apresenta historia de hipertensao arterial
anterior a gestacdo e apos a 20% semana de gestacdo manifesta hipertensdo arterial
associada a proteinuria (NHBPEP, 2000).

- Pré-eclampsia Grave: quando presentes uma ou mais das situacdes seguintes:
pressdo arterial de pelo menos 160 x 110 mmHG; proteindria de pelo menos 2g em
urina de 24horas; sintomas de eclampsia iminente (alteracdes clinicas do sistema
nervoso central, visuais e gastricas; eclampsia (manifestacdo de crise convulsiva e/ou
coma, na auséncia de patologia do sistema nervoso central); sindrome HELLP (presenca
de hemolise, elevacdo de enzimas hepéticas e plaquetopenia); oliguria, cianose e edema

agudo de pulmé&o (NHBPEP, 2000).
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- Rotura Prematura de Membranas: rotura espontanea das membranas ovulares
antes do inicio do trabalho de parto. Quando ocorre antes da 372 semana € denominada
de pré-termo (CUNNINGHAM et al., 2005).

- Parto Prematuro: aquele que acontece a partir da viabilidade fetal (20-22
semanas completas) e antes de atingir sua maturidade cronoldgica (37 semanas)

(VALADARES & PEREIRA, 2009).

2.5 Variaveis de Estudo e Momentos de Avaliacéo

2.5.1 Variaveis Laboratoriais

Foram coletadas amostras de tecido placentario e de sangue da veia do cordao
umbilical imediatamente apds o nascimento, de urina do recém-nascido no primeiro dia
de vida e de sangue e urina do recém-nascido no quarto dia de vida. Como marcador de
estresse oxidativo foi determinada a concentracdo de oOxido nitrico. Também foi
realizado hemograma completo com contagem de plaguetas em sangue de cordao

umbilical.

2.5.2 Variaveis Clinicas
Durante a permanéncia do recém-nascido na Unidade Neonatal foram obtidos
dados demograficos, da evolugéo clinica e da assisténcia médica ministrada. Os dados
de interesse para o estudo foram obtidos do prontuario da mae e do recém-nascido e
anotados no protocolo da pesquisa:
- maternos: idade, paridade, realizacdo de pré-natal, presenca ou nao de hipertensao
arterial crbnica, gravidade da pré-eclampsia, uso de corticosterdide antenatal,

diagndstico de sofrimento fetal e tipo de parto.




43

- neonatais: idade gestacional (determinada pela melhor estimativa obstétrica),
género, medidas antropométricas ao nascimento, adequacdo do peso para a idade
gestacional, necessidade e procedimentos de reanimag&o neonatal, boletim de APGAR
no primeiro e quinto minutos de vida, boletim de Silvermann — Andersen (BSA) para
avaliar o grau de desconforto respiratério ao nascimento e escore de gravidade SNAP-
PEIl aplicado nas primeiras 12 horas de vida (RICHARDSON et al. 2001)

- morbidade neonatal: sindrome do desconforto respiratério, sindrome do pulmao
umido, pneumonia precoce (diagnosticada nos primeiros trés dias de vida), persisténcia
do canal arterial, dependencia de oxigénio aos 28 dias de vida, displasia
broncopulmonar (definida pela necessidade de oxigénio com 36 semanas de idade
gestacional corrigida), sepse precoce (manifesta até 72 horas de vida), sepse tardia (apdés
72 horas de vida), hemorragia peri-intraventricular (classificada em 4 graus de
gravidade conforme critérios de PAPILE et al, 1979), leucomal&cia periventricular,
enterocolite necrosante (conforme critérios de WALSH & KLIEGMAN, 1986),
retinopatia da prematuridade.

- assisténcia neonatal: uso de drogas vaso-ativas, transfusdo de hemacias, uso de
surfactante exdgeno, assisténcia respiratoria (oxigénio, CPAP nasal, ventilacao
mecanica convencional, outras modalidades ventilatorias), nutricdo parenteral,
antibioticoterapia, fototerapia e tempo de internacao.

- 6bito intra-hospitalar.

2.5.3 Desfechos
- Bom progndstico: alta sem sequelas

- Mau progndstico: sequelas e/ou morte
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Sequelas foram definidas pela presenca de uma ou mais das seguintes doengas
gue comprometem o progndéstico do recém-nascido: Displasia broncopulmonar,
hemorragia peri-intraventricular graus 3 ou 4, leucomalacia periventricular, enterocolite

necrosante (graus 2 ou 3) e retinopatia da prematuridade.

2.6 Coleta e Processamento das Amostras Biolbgicas
Fragmento de 5 cm de tecido placentario foi coletado na base do corddao umbilical,
abaixo das membranas coriamnidticas na face fetal da placenta, logo apos a dequitacéo

e imediatamente congelado em nitrogénio liquido.

Amostras sanguineas de 2,5 ml foram obtidas por pungcdo da veia do cordéo
umbilical e venopuncéo periférica do recém-nascido no quarto dia de vida, coletadas em
tubos com EDTA e imediatamente centrifugadas a 2000xg por 10 minutos, para a
separacdo do plasma, que foi distribuido equitativamente em dois criotubos e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido.

Amostras de 5 ml de urina foram obtidas, por meio de saco coletor, no primeiro e
quarto dias de vida, colocadas em dois criotubos e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido, sem centrifugacéo.

Todas as amostras foram transportadas em recipiente com gelo para o Laboratorio
de Pesquisa em Pediatria da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, onde

permaneceram estocadas &’-8Gaté o momento das dosagens.

2.7 Dosagens Bioquimicas
A dosagem do oxido nitrico foi realizada por método colorimétrico utilizando-se kit
especifico para determinacdo de nitrato/nitrito (Cayman Chemical Company®, Ann

Arbor, Ml, USA).
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As amostras de urina foram diluidas dez vezes e as de plasma foram diluidas 1:2. O
tecido placentario foi homogeneizado em salina tamponada com fosfato (PBS) da
Laborclin ( Brasil, Pinhas —PR). Para cada 50 mg de placenta foi adicionado 1mL de
PBS e obtido o homogenato através de trituragdo do tecido placentario com o
homogeneizador Ultra Turrax T25 da marca lka-Weke, com velocidade de 13 500
rotacBes por minuto. Apés a homogeneizacao, as amostras foram centrifugadas a 1500
rpm por 10 minutos em gelo para obtencdo do sobrenadante, que foi diluido na
propor¢éo de 1 volume de sobrenadante do homogenato para 4 volumes de PBS e a
seguir realizada a dosagem do 6xido nitrico.

A dosagem de NO foi efetuada pela quantificacéo total de nitrato e nitrito, que sé&o
os metabdlitos finais do 6xido nitrico. As amostras foram tratadas com nitrato redutase
para conversdo do nitrato a nitrito, sendo este Ultimo quantificado por reacgéo
colorimétrica pelo método de Griess, no qual a concentracdo de nitrito (cromoforo
purpura) € obtida pela medicao fotométrica da absorbancia em 540 nm.

Para a determinacdo da curva padrdo utilizou-se o padrdo de nitrato nas
concentracdes de 0 a BB1. A determinagdo das concentragcbes de nitrato/nitrito das

amostras utilizou-se a seguinte equacao:

A, — v-intercept ) ( 200 pl

[Nitrate + Nitrite] (uM) = ( ~ 540 ) x dilution

slope volume of sample used (pl)

Esse método tem boa acuracia, com coeficiente de variacéo inter-ensaio de 3,4% e
intra-ensaio de 2,7%, e limite minimo de deteccéo de 2,0 uM.

Os resultados obtidos nas amostras urinarias foram corrigidos pela creatinina
urinaria, conforme classicamente recomendado na avaliagcdo de biomarcadores, a fim de

controlar o efeito da diluicdo da urina (McClintock et al, 2007).
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2.8 Analise Estatistica

A analise descritiva dos dados foi realizada por tabelas de freqiéncia e de
associagdo, sendo as variaveis numeéricas apresentadas com calculo de média e desvio
padrdo ou mediana e percentis, e as variaveis categoricas expressas pelo numero e
proporgéo de eventos.

A comparacdo entre grupos quanto as variaveis numéricas foi realizada pelo teste t
de Student para distribuicdo normal ou pelo teste de Mann-Whitney para distribuicao
ndo normal. Para varidaveis categoricas foi utilizado o teste do Qui-quadrado ou teste
exato de Fisher.

A analise de variancia univariada (ANOVA) foi empregada para investigar
associagdo entre momentos e grupos quanto aos niveis de 6xido nitrico, utilizando-se
ANOVA para medidas repetidas na comparacao dos momentos de dosagens. Correlacao
de Spearman foi utilizada para investigar a forca de associacdo dos valores séricos e
urinarios do 6xido nitrico.

As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05.

3 Resultados

No periodo de julho de 2008 a dezembro de 2009 foram selecionadas 70 gestantes
com gestacao Unica e nascimento previsto até 34 semanas de gestacdo, que concordaram
em participar do estudo, das quais 34 apresentavam pré-eclampsia. Do total de 70
recém-nascidos, devido ao rigoroso pareamento pela idade gestacional foi possivel
estudar 60 prematuros, sendo 30 filhos de mées portadoras de pré-eclampsia (grupo pré-
eclampsia) e 30 filhos de maes normotensas (grupo controle).

No grupo pré-eclampsia um recém-nascido nao foi incluido por problemas técnicos

na coleta ao nascimento, um recém-nascido foi excluido por ter sido submetido a
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exsanguineo transfusdo nas primeiras 72 horas de vida e dois recém-nascidos por néo se
conseguir o pareamento pela idade gestacional com o grupo controle. No grupo controle
seis recém-nascidos foram excluidos: cinco por falta de pareamento e um devido ao
Obito nas primeiras 24 horas de vida.

Os dados demograficos maternos nao diferiram entre os grupos, e nao houve
predominio de primigestas no grupo pré-eclampsia. O uso de corticoide antenatal foi
frequente e semelhante nos dois grupos, o nimero de consultas de pré-natal foi maior no
grupo pré-eclampsia e o percentual de membrana rota foi significativamente maior no
grupo controle. Cesariana foi a principal via de nascimento, com predominio no grupo
pré-eclampsia, no qual quase todas as cesarianas foram realizadas em carater de
urgéncia, com predominio de indicacdo materna, enquanto que no grupo controle

predominou a indicacédo fetal (Tabela 1).

Tabela 1. Dados demograficos e gestacionais dos grupos estudados.

Variavel Pré-eclampsia Controle  Valor de p
(n=30) (n=30)

Idade (anos) x +DP 272+7 2547 0,308
Adolescentes n (%) 3 (10) 6 (20) 0,309
Primigestas n (%) 11 (37) 13 (43) 0,792
Tabagistas n (%) 7 (23) 11 (37) 0,398
Alcoolistas n (%) 1(3) 3 (10) 0,612
N°de consultas pré-natal x + DP 6+2 44+2 0,016
Corticoide antenatal n (%) 25 (83) 25 (83) 0,729
Membrana rota n (%) 1(3) 15 (50) < 0,001
Sofrimento fetal n (%) 14 (47) 8 (27) 0,180
Trabalho de parto n (%) 4 (13) 21 (70) < 0,001
Cesariana n (%) 29 (97) 16 (53) < 0,001
Cesariana de urgéncia n (%) 28/29 (97) 11/16 (69) 0,017

Cesariana por indicacao fetal n (%) 12 (41) 12 (75) 0,064
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A Tabela 2 mostra que nao houve diferenca entre os grupos estudados quanto
aos dados de nascimento. Destaca-se em ambos 0s grupos, a baixa idade gestacional, a
elevada necessidade de reanimacdo neonatal e a presenca de desconforto respiratorio
representada pelos valores relativamente altos do Boletim de Silvermann- Andersen. No
grupo pré-eclampsia a média de peso da placenta foi menor que no grupo controle, mas

essa diferenca ndo atingiu significancia estatistica.

Tabela 2. Dados de nascimento dos grupos estudados

Variavel Pré-eclampsia Controle  Valorde p
(n=30) (n=30)

Idade gestacional (sem) x +DP 30,32 30,02 0,603
Peso de nascimento (g) xxDP 1236 + 333 1337 + 288 0,213
Comprimento (cm) x + DP 37,4+3 38,6 +2,5 0,130
Perimetro cefélico (cm) x +DP 27,3124 27,72 0,564
Peso da placenta (g) x £ DP 274 £ 85 330 +81 0,066
Necessidade de reanimacéao n (%) 21 (70) 18 (60) 0,588
Uso de Qinalatério n (%) 28 (93) 24 (80) 0,254
Ventilagdo com pressao positiva n (%) 19 (63) 18 (60) 1,000
Género masculino n (%) 19 (63) 14 (47) 0,299
Pequeno para idade gestacional n (%) 10 (33) 7 (23) 0,567
Apgar  minuto md (P25; P75) 4(3;7) 4(4;7) 0,647
Apgar 5 minuto md (P25; P75) 8(7;9) 8(7;9) 0,544
BSA md (P25; P75) 5 (4;6) 6 (4; 6) 0,141

BSA = Boletim de Silvermann-Andersen

A gravidade dos recém-nascidos, expressa pelo SNAP-PE II, bem como a
morbidade neonatal e mortalidade intra-hospitalar ndo diferiram entre os dois grupos,
como se observa na Tabela 3. Embora o percentual de hemorragia periintraventricular
tenha sido alto no grupo controle a diferenca néo foi significativa e apenas 3 dos 8 casos
foram classificados como graves, ou seja graus lll ou IV. No grupo pré-eclampsia

ocorreram 3 casos, sendo um grau IV e ndo houve casos de leucomalacia
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periventricular. A leucomalacia periventricular ocorreu em apenas um prematuro do

grupo controle.

Tabela 3. Gravidade, principais doencas e mortalidade dos recém-nascidos nos
grupos estudados.

Variavel Pré-eclampsia Controle Valor de p
(n=30) (n=30)

SNAP-PE md (P25; P75) 17 (13:30) 13 (8; 28) 0,273
S. Desconforto respiratério n (%) 18 (60) 15 (50) 0,604
S. do pulméo Umido n (%) 7 (23) 9 (30) 0,770
Pneumonia n (%) 0 (-) 5(17) 0,052
Persisténcia do canal arterial n (%) 12 (40) 12 (40) 0,792
Sepse precoce n (%) 0(-) 1 (3) 1,000
Sepse tardia n (%) 4 (13) 4 (13) 1,000
Enterocolite necrosante n (%) 4 (13) 2 (7) 0,671
Hemorragia periintraventricular n(%) 3 (10) 8 (27) 0,182
Oxigénio aos 28 dias n (%) 9 (30) 4 (13) 0,210
Oxigénio com 36 semanas n (%) 3 (10) 3 (10) 1,000
Obito intrahospitalar 2 (6,7) 2 (6,7) 1,000

A Tabela 4 mostra os principais dados da assisténcia neonatal ministrada aos
dois grupos de prematuros, destacando-se o uso mais frequente de surfactante exégeno e
de transfusbes sanguineas no grupo pré-eclampsia, este ultimo com significancia
estatistica. Ventilacdo mecéanica foi usada em quase 2/3 do grupo pré-eclampsia e em
apenas 1/3 do grupo controle, enquanto que neste ultimo grupo houve percentual maior
de prematuros que necessitaram apenas de CPAP nasal, porém, essa diferenca nao

atingiu significancia estatistica. O tempo de internacédo nao diferiu nos dois grupos.
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Tabela 4. Dados da assisténcia neonatal nos grupos: Pré-eclampsia e Controle

Variavel Pré-eclampsia Controle  Valordep
(n=30) (n=30)

Surfactante exdégeno n (%) 11 (37) 4 (13) 0,074
Ventilacdo mecanica n (%) 19 (63) 12 (40) 0,121
Somente CPAP nasal n (%) 8 (27) 16 (33) 0,065
Droga vasoativa n (%) 9 (30) 7 (23) 0,770
Nutricdo parenteral n (%) 20 (67) 23 (77) 0,567
Antibidticos n (%) 17 (57) 23 (77) 0,171
Transfusdo de hemacias n (%) 11 (37) 3 (10) 0,033
Fototerapia n (%) 27 (90) 26 (87) 1,000
Dias de oxigénio md (P25; P75) 5(3; 30) 5(2;17) 0,633
Dias de UTI md (P25; P75) 18,5 (6; 29) 12,5 (7; 28) 0,487

Dias de internacdo md (P25; P75) 28,5 (17,5; 49,5) 36 (19; 43) 0,732

Os principais parametros do hemograma realizado em sangue de cordao
umbilical dos grupos pré-eclampsia e controle estéo apresentados na Tabela 5. Verifica-
se gue as unicas diferencas entre os grupos foram menor quantidade de leucécitos e
menor percentual de neutréfilos no grupo pré-eclampsia. A frequéncia de neutropenia
(definida pelo nimero de neutréfilos menor que 1500)men de plaquetopenia

(plaquetas < 150.000/nfjmao diferiu nos grupos.

Tabela 5. Parametros hematoldgicos em sangue de cordao nos grupos estudados

Variavel Pré-eclampsia Controle Valor de p
(n=30) (n=30)

Hemoglobina (g/dl) x +DP 16,9+ 1,8 16,3+ 2,1 0, 310
Hematdcrito (%) x £ DP 52+6 50+ 6 0,152
Leucdcitos md (P25;P75) 6.600 (5.400; 11.050)  10.500 (6.375;12.800) 0,050
Neutréfilos (%) x +DP 33+17 44 + 10 0,007
Plaquetas (n) x*DP 186.966 + 70.855 198.179 + 87.286 0,596
Plaquetopenia n (%) 9 (30) 7 (23) 0,770

Neutropenia n (%) 9 (30) 3 (10) 0,107
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As concentragBes de Oxido nitrico em placenta, sangue de veia umbilical e do
recém-nascido, bem como na urina de ¥ dias de vida no diferiram entre os grupos
pré-eclampsia e controle (Tabela 6). Em ambos os grupos as concentracdes placentarias
(LM/ mg tecido) e urinarias (WM/ mg creatinina) foram significativamente menores em
comparacdo ao sangue de corddo e do recém-nascido, conforme mostrado na tabela 6

pelas letras (sendo a < b).

Tabela 6. Concentragdes de Oxido nitrico em placenta (uM), sangue de cord&o
umbilical (uM) e sangue (LM) e urina (UM/mg creatinina) dos recém-nascidos nos
grupos estudados.

Variavel Pré-eclampsia Controle Valor de p
(n=30) (n=30)

Placenta 6,95 (4,19; 10,05) 5,56 (0,62; 7,94) 0,094
md (P25; P75) a a

Sangue de cordéao 29,66 (21,90; 41,22) 28,00 (17,62; 48,29) 0,646
md (P25; P75) b b

Sangue do 4dia 57,73 (22,55; 109,40) 43,31 (20,59; 106,66) 0,634
md (P25; P75) b b

Urina do 1° dia 3,30 (0; 6,44) 4,16 (1,56; 5,37) 0,569
md (P25; P75) a a

Urina do 4 dia 6,57 (0; 8,59) 2,85 (0,35; 8,20) 0,559
md (P25; P75) a a

Letras diferentes indicam diferencga significativa

Nos dois grupos ndo houve correlacéo entre as concentracdes séricas e urinarias
do oOxido nitrico, tanto no primeiro como no quarto dia de vida, entretanto as
concentracdes em placenta e sangue mostraram correlacéo significativa, conforme se

verifica na Tabela 7.
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Tabela 7. Correlagdo de Spearman entre os valores de Oxido nitrico em placenta,
sangue de corddo umbilical e sangue dos recém-nascidos nos grupos estudados (LM).

Correlacoes (r) Pré-eclampsia Controle

Valor p (n=30) (n=30)
Placenta x Cordéo (r) 0,05 0,43

p 0,824 0,038
Placenta x Sanguéati(r) 0,60 0,44

p 0,009 0,042
Cord&o x Sangue’4l (r) 0,03 0,49

p 0,913 0,050

O grupo pré-eclampsia foi estratificado em pré-eclampsia grave (n=14) e pré-
eclampsia nédo grave (n=16) e ndo houve diferenc¢a significativa nas concentracdes de

oxido nitrico em fung&o da gravidade da doencga, conforme se observa na Figura 1.
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Figura 1. Concentracéo de 6xido nitrico conforme a gravidade da pré-eclampsia.
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A maioria dos prematuros nos dois grupos estudados teve bom progndstico no
curto prazo, ou seja, 83% do grupo pré-eclampsia e 73% do grupo controle tiveram alta
sem sequelas, sem diferenca significante entre os grupos (p=0,531), como mostra a

Figura 2.
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Figura 2. Progndstico neonatal nos grupos estudados

4 Discussao

Um aspecto de grande atencdo neste estudo foi garantir a homogeneidade da
amostra estudada, o que é dificil, especialmente em se tratando de nascimentos
prematuros. As caracteristicas maternas foram similares, destacando-se no grupo preé-
eclampsia elevada taxa de cesariana, conforme descrito na literatura em que se observa
valores superiores a 70% (ALANIS et al, 2008). No grupo controle a maior proporcao

de rotura prematura de membranas, situacéo de risco infeccioso que poderia interferir na
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avaliagdo dos niveis de Oxido nitrico, assim, para evitar a interferéncia da infeccdo na
avaliacdo do estresse oxidativo, foram excluidos os casos de corioamnionite.

Outro aspecto importante foi a homogeneidade da amostra quanto as condi¢es
de nascimento, pois na reanimacdo neonatal os recém-nascidos sdo expostos a maior
estresse oxidativo devido ao uso de oxigénio a 100% (TRINDADE & RUGOLO, 2007).

O uso de oxigénio em sala de parto foi frequente neste estudo, mas néao diferiu entre os
grupos.

A morbidade neonatal foi elevada, mas sem diferenca significante entre os
prematuros de maes com pré-eclampsia e do grupo controle. As complicacdes mais
frequentes foram aquelas classicamente associadas a prematuridade, isto é, sindrome do
desconforto respiratério, persisténcia do canal arterial, hemorragia periintraventricular,
displasia broncopulmonar e enterocolite necrosante.

Ha controvérsias quanto ao efeito da pré-eclampsia na maturagdo pulmonar fetal.
Alguns estudos mostram maturacdo pulmonar acelerada em prematuros de maes com
pré-eclampsia (GLUCK & KULOVICH, 1973; KULOVICH & GLUCK, 1979), o que
nao se confirma em outros estudos (BANIAS et al, 1992; SCHIFF et al, 1993).

No presente estudo a SDR foi a principal doenca neonatal e nao diferiu no grupo
pré-eclampsia comparado ao controle, sugerindo que a pré-eclampsia nao interfere na
maturacdo pulmonar fetal. Entretanto, o uso de surfactante e de ventilagdo mecanica,
embora sem significAncia estatistica, foi mais frequente nos prematuros de maes com
pré-eclampsia, denotando maior gravidade da doenca pulmonar nesse grupo, apesar da
elevada frequéncia do uso de corticéide antenatal, acima de 80%, nos dois grupos de
estudo.

Recém-nascidos de maes com sindrome hipertensiva gestacional apresentam

com frequéncia alteracbes hematoldgicas, representadas por neutropenia e
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plaguetopenia cuja incidéncia varia de 30% até mais que 50% na pré-eclampsia
(KOENIG et al, 2004; SOLA-VISNER et al, 2008). No presente estudo verificou-se
diminuigdo significativa do numero de leucdcitos e do percentual de neutréfilos no
grupo pré-eclampsia, e neste grupo, 30% dos recém-nascidos tiveram neutropenia,
comparado com 10% no grupo controle. Estudo multicéntrico da Rede Brasileira de
Pesquisas Neonatais sobre a associacdo de sepse neonatal com pré-eclampsia, em
prematuros de muito baixo peso, mostrou nos filhos de maes com pré-eclampsia, maior
frequéncia de neutropenia e associa¢do desta com maior risco de 6bito. (PROCIANOY
et al, 2010).

O objetivo primério desse estudo foi avaliar os niveis de Oxido nitrico na pré-
eclampsia, uma vez que os resultados na literatura sdo contraditorios, e também por ser
intrigante o papel desse radical livre, que por suas propriedades vasodilatadora e
antiagregante plaquetario participa das adaptagcdes hemodindmicas da gestacdo, mas
também parece estar envolvido na génese da pré-eclampsia (DOMINGUEZ et al, 2003).

Estudos experimentais mostram que na gestacao ocorre aumento na producéo e
na resposta ao Oxido nitrico, enquanto que o bloqueio cronico da producdo de NO
produz todos os sintomas e consequéncias da pré-eclampsia, incluindo: hipertenséo,
proteinUria, lesdo de Orgdos, restricdo do crescimento intrauterino e aumento na
morbidade fetal e neonatal, sugerindo que a diminuicdo da concentracdo de NO esta
relacionada com a génese da pré-eclampsia (GRANGER et al, 2001). Entretanto, os
resultados dos estudos em humanos nao sao uniformes, e ndo ha consenso quanto ao
papel do NO na pré-eclampsia. Uma possibilidade seria que a lesdo endotelial inicial na
pré-eclampsia desencadearia um mecanismo compensatério induzindo enzimas da via
ciclo-oxigensase e do Oxido nitrico, para aumentar a producdo de mediadores

vasodilatadores. Esse mecanismo compensatério pode funcionar por longo periodo,
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retardando o aparecimento da doenca e poderia explicar os resultados contraditérios dos
niveis de NO durante a gestacdo (DOMINGUEZ et al, 2003). Outra possibilidade seria

0 aumento no estresse oxidativo com produgdo do anion superéxido que reagiria com o
NO aumentando o consumo deste 0 que causaria menor relaxamento e maior
vasoconstricdo placentaria (HOWLADER et al, 2009). Seja qual for o mecanismo, o
feto deve sofrer repercussdes desse desequilibrio em sua relagdo simbiotica com a mae,
assim, o interesse em investigar a relacdo dos niveis de Oxido nitrico ao nascimento e
primeiros dias de vida com o progndstico neonatal no curto prazo.

Os resultados dos estudos sobre NO placentario na pré-eclampsia sdo bastante
variaveis.

Di lorio et al. (1998), comparando gestantes com pré-eclampsia e normotensas,
nao evidenciaram diferencas nas concentragdes de NO em sangue materno e de cordéo
umbilical, porém, a concentracdo placentaria da enzima NO sintase esteve aumentada
na pré-eclampsia, traduzindo aumento do NO na placenta.

Aris et al., (2009) verificaram diminui¢cdo da concentracao placentéria de NO em
mulheres com pré-eclampsia, que foi atribuida ao efeito inibitério do perdxido de
hidrogénio na producdo do NO. Segundo Peixoto (2006), a diminuicdo da concentracao
placentaria de NO pode traduzir o consumo dessa sustancia na tentativa de dilatar o leito
vascular placentério, contrabalangando a vasoconstricdo causada pela pré-eclampsia.

No presente estudo as concentracdes placentarias de NO nao diferiram entre os
grupos pré-eclampsia e controle. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo de
Nishizawa et al. (2009), que nao evidenciou diferengas nas concentracées de NO e da
NO sintase em placentas de gestantes com e sem pré-eclampsia, concluindo ser

improvavel que alteracdo na producdo de NO seja a causa primaria da pré-eclampsia e
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que a ativagcdo da producédo dessa substancia pode ocorrer em resposta aos sintomas
maternos.

Em sangue da veia umbilical e do recém-nascido as concentragdes de Oxido
nitrico no presente estudo foram significativamente mais elevadas que as placentérias,
porém, sem diferenca entre os grupos pré-eclampsia e controle. No estudo de Di lorio et
al. (1998), as concentracBes de NO em sangue de corddo também néo diferiram nos
prematuros de maes com pré-eclampsia, quando comparados as normotensas, mas 0s
valores foram inferiores aos obtidos no presente estudo, com medianas entre 10 e 12
UM/l nos grupos pré-eclampsia e normotensa, respectivaniééitque se considerar
que a idade gestacional média no estudo de Di lorio et al. foi 34 semanas, enquanto que
no presente estudo foi 30 semanas. Portanto, a diferenca entre os dois estudos pode ser
explicada pelo decréscimo na produgcdo de NO com a progressdo da gestacao
(RUTHERFORD et al, 1995).

Lyall et al (1995), em estudo com 32 gestacdes complicadas pela pré-eclampsia
e 36 controles, coletaram amostras de sangue da veia umbilical de 13 recém-nascidos de
maes com pré-eclampsia e 17 recém-nascidos de maes sem pré-eclampsia, e
encontraram aumento de NO em sangue de corddo umbilical na pré-eclampsia em
comparagao aos controles (35,5 uM vs 24 pM), sugerindo ser esta uma resposta
compensatoria para melhorar o fluxo sanguineo fetal. Resultados semelhantes foram
obtidos por Shen et al (1998).

Diferencas nas idades gestacionais, inadequado pareamento dos grupos, falta de
informacéo sobre a gravidade e o tratamento da pré-eclampsia, bem como auséncia de
dados clinicos para que se possa interpretar o significado das alterac6es bioquimicas séo
limitacdes dos poucos estudos disponiveis sobre NO em recém-nascidos de maes com

pré-eclampsia.
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Um aspecto que pode ter contribuido no presente estudo para a auséncia de
diferencas nos niveis de NO entre os prematuros de maes com e sem pré-eclampsia foi o
fato de nao ter ocorrido maior frequiéncia de restricdo do crescimento intrauterino no
grupo com pré-eclampsia, sugerindo que apesar da gravidade da doenca na maioria dos
casos, hao houve maiores repercussbes para o concepto, exceto a prematuridade.
Corroborando esta hipdétese o estudo de Rutherford et al (1995) mostrou que em
gestacdes de 29-32 semanas, complicadas pela pré-eclampsia e restricdo do crescimento
intrauterino,em comparacéo com gestacdées normais de termo, a atividade da enzima NO
sintase esta aumentada na placenta e diminuida na artéria umbilical, traduzindo a
disfuncéo endotelial.

N&o foram encontrados na literatura estudos focalizando o NO urinario em
recém-nascidos de maes com pré-eclampsia.

As concentracdes urinarias de NO encontradas neste estudo foram baixas
quando comparadas as concentragfes séricas, mas foram proximas as referidas por
Fakouh et al (2006) em 82 prematuros de maes sem pré-eclampsia, nas primeiras 72
horas de vida, cujos valores foram 220,5 pM/mmol creatinina (2,49 pM/mg creatinina).

Tsukahara et al (2004) avaliaram as concentra¢cfes urinarias de biomarcadores
de estresse oxidativo, incluindo o oxido nitrico, em trés grupos de recém-nascidos:
prematuros doentes (idade gestacional média de 29 semanas); prematuros estaveis
(média de 32 semanas) e recém-nascidos de termo saudaveis. As concentragdes de NO
na urina nestes 3 grupos foram 2,4; 2,6 e 2,8 UM/ mg creatinina, respectivamente.

Em recém-nascidos de termo saudaveis, Murat et al (2005) documentaram niveis
menores de 6xido nitrico urinario (0,094 pM/umol creatinina, ou seja, 1,06 pM/mg
creatinina/dl), enquanto que niveis aumentados de NO urinario foram descritos em

recém-nascidos infectados (25,45 uM/mg creatinina) (ERGENEKON et al., 2000).
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Considerando o NO urinério como biomarcador de estresse oxidativo, os dados
do presente estudo e 0s poucos disponiveis na literatura sugerem que prematuros de
maes com pré-eclampsia ndo foram submetidos ao aumento do estresse oxidativo. Essa
hipotese tem como respaldo outros achados deste estudo, tais como: a similaridade das
concentragdes de 6xido nitrico nos diversos momentos de avaliagédo e a evolugdo clinica
satisfatéria e semelhante nos dois grupos.

O presente estudo tem algumas limitacdes, pois focalizou apenas o 6xido nitrico,

0 que impossibilitou avaliar a interagcdo dos mecanismos de estresse oxidativo e de
protecdo antioxidante na patogénese das doencas neonatais. Entretanto, foram
investigados aspectos pouco descritos na literatura sobre prematuros de mées com pré-
eclampsia, tais como a morbidade neonatal, as concentracdes séricas de 6xido nitrico no
recém-nascido e outros aspectos ainda nado avaliados pela literatura como as
concentracdes urinarias de NO. Com metodologia criteriosa e rigoroso pareamento entre
0S grupos, os resultados obtidos acrescentaram novas informacgdes que podem auxiliar
na melhor compreensdo das repercussfes fetais, dessa complexa e ainda pouco

esclarecida doenca materna, a pré-eclampsia.

5. Conclusao:

As concentragbes de NO em placenta e sangue de veia umbilical, em sangue e
urina do recém-nascido ndo caracterizaram aumento do estresse oxidativo em recém-
nascidos de maes portadoras de pré-eclampsia e ndo se relacionaram com a morbidade
neonatal. Prematuros de maes com pré-eclampsia apresentaram bom progndstico

neonatal no curto prazo, sem diferenca em relagéo aos prematuros do grupo controle.
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Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO

Estresse Oxidativo em Recém-Nascidos de Maes Hipertensas: Relacdo com

Progndstico Neonatal no Curto Prazo

Nome e endereco do pesquisador: Milene Piorkowsky Almeida de Sa
R. Maria José, 1-34 Apto. 52 Bauru-SP Fone: (14) 33137693
Nome e endereco do Orientador: Dra. Ligia Maria Suppo de Souza Rugolo

R. Dr. Cardoso de Almeida, 1000 Ap.62 Botucatu-SP Fone: (14) 38154647

Esta pesquisa sera realizada na Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP para investigar se algumas substancias
que séo produzidas devido a hipertensdo na gestacdo estdo aumentadas na placenta, no
sangue do corddo umbilical e na urina do recém-nascido; e também investigar se essas
substancias séo responsaveis pelas doencas dos recém-nascidos. As substancias que
vamos dosar chamam-se marcadores de estresse oxidativo, o que significa, sao
substancias que normalmente existem em pequena quantidade no organismo e quando

elas aumentam podem causar les@o nas células e entdo o bebé fica doente.

ApOs 0 nascimento, vamos coletar uma pequena quantidade (3,5 ml) de sangue
do cordado umbilical e um pedaco da placenta para dosagem das substancias que sao
marcadores de estresse oxidativo. Depois vamos obter 5 ml de urina do bebé, colhida de
saco coletor, colhida no primeiro e quarto dia de vida, para dosagem das mesmas
substancias. No 4° dia de vida, quando é colhido sangue para avaliar a ictericia do
recém-nascido, iremos dosar também as substancias que estamos investigando nesse
estudo. O recém-nascido recebera todos os cuidados necessarios e padronizados no
Servico e ndo sera submetido a nenhum procedimento diferente devido a sua

participacdo nesse estudo.
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Vamos avaliar se 0 bebé ira apresentar doencas durante a internagdo e quais sao

essas doencas.

Esse estudo néo tem qualquer risco para a mae nem para o bebé, e embora nao
proporcione beneficio imediato para o bebé, podera beneficiar no futuro, muitos outros
recém-nascidos de mées hipertensas, pois 0s resultados que iremos obter nos permitirdo
conhecer melhor os mecanismos pelos quais a hipertensdo materna repercute na

condicdo de saude do recém-nascido

Eu entendo que, qualquer

informacéo obtida sobre mim e meu bebé, sera confidencial. Eu também entendo que
Nossos registros de pesquisa estdo disponiveis para revisdo dos pesquisadores.
Esclareceram-me gque minha identidade ndo sera revelada em nenhuma publicacdo desta

pesquisa; assim, consinto na publicacdo para propésitos cientificos.

Eu entendo que estou livre para recusar a participacdo neste estudo ou para desistir a
gualquer momento e que a minha decisdo nao afetard meu tratamento, nem o do meu
bebé.

Eu certifico que li ou foi-me lido o texto de consentimento e entendi seu conteudo.
Este termo constara de 2 cépias e minha assinatura confirma que concordei livremente

em participar deste estudo.

Assinatura do participante da pesquisa:

Data:

Eu certifico que expliquei a(o) Sr.(a) ,

acima, a natureza, propoésito, beneficios e possiveis riscos associados a sua participacao
nesta pesquisa, que respondi todas as questdes que me foram feitas e testemunhei

assinatura acima.

Assinatura do Pesquisador:

Data:
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Anexo 2
PROTOCOLO DE PESQUISA

Estresse Oxidativo em Recém-Nascidos de Maes Hipertensas: Relacdo com
Prognostico Neonatal no Curto Prazo

RN Ne:
Reqistro:
Dados Maternos:
Nome: ldade:
Estado civil Escolaridade Procedéncia
N° de Gestacdes: _ N°departos: _ N°de aborto:
Hipertensao Arterial Crénica: Sim ( ) N&o ()
Gestacao Atual
Pré-Natal: sim ( )ndo () °Me Consultas: __ Local
Gravidade da pré-eclampsia / eclampsia
Grau de Proteindria: Maior PA na gestacao:
Convulsbes: sim () nao () Sindrome HELLP: sim () nao ()
Medicamentos para hipertensao/ PE:
Uso atual de medicamentos ( ) ndo ( ) sim
Dum [ | US()ndo ( )sim Data: / /
Fumo: sim ( ) ndo () Alcool: sim ( ) ndo () Drogas: sim ( ) ndo ( )

Corticosteroéide antenatal: ( )sim ( ) ndo Ciclo completo ( ) sim ( ) néo
Inducéo do parto: sim ( ) ndo () Inibicdo do parto: sim ( ) néo ()
Membrana: ( ) integra ( ) rota horas

Trabalho de parto ( ) sim ( ) néo Sofrimento fetal ( )sim ( ) nédo ( )
Desconhecido

Tipo de Parto: vaginal ( ) cesareo( ) urgente ( )sim néo ( ) Motivo

Dados do Recém-Nascido:

Data Nascimento: / / Masculino ( ) Feminino ()

IG DUM: us: New Ballard: AIG() PIG() GIG()

Peso Nascimento: g Comprimento: cm
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Perimetro Cefalico: cm Perimetro Toracico: _ cm
Pesodaplacenta: ¢

Reanimacgé&o Neonatal? Sim ( ) N&o ( ) Oxigénio? Sim () Néo ()
Ventilagcdo P.Positiva? Sim ( ) Nao ( ) Intubacdo? Sim () Na&o ()
Massagem Cardiaca? Sim ( ) N&o ( ) Drogas? Sim( ) Nao ()
Apgar:1°min __ 5°min__ BSA: SNAP- PE:

Internacdo: UTIN () d Bercario () d Alojamento Conjunto ( ) d

Morbidade Neonatal (S=sim N=n&o)

( ) Doenca Membrana Hialina ( ) Dist. Resp. Adaptativo
( ) S. Pulm&o Umido/ TTRN () S. Escape ar Qual?

( ) Pneumonia precoce®t#8hv) ( ) Pneumonia tardia (Apos 48hv)

( ) Sepse precoce®uU8hv) ( ) Sepse tardia (Apos 48hv)
( ) PCA clinico( ) eco () ( ) Hemorragia pulmonar
( ) Enterocolite Necrosante ( ) Dist. Metabdlico

( ) Retinopatia da Prematuridade  Grau
( ) Leucomalacia periventricular () Hemorragia Intracraniana Grau:

Obito Intra-Hospitalar: ( ) né&o ( ) sim Data [/ |
Motivo: Necrépsia ( ) sim ( ) néo

Assisténcia Neonatal:

Jejum d NPP: sim ( ) ndo ( ) Tempo de uso d

Tipo de Aleitamento: Inicio dieta: d

Drogas Vasoativas ( ) ndo ( )sim

Surfactante ( ) ndo () sim®dose com hs vida ° doses
Diuréticos ( )ndo ( )sim inicio: / término /

Indometacina ( ) ndo ( ) sim Cirurgia PCA( )ndo ( )sim

Antibioticoterapia: Tipo: Tempo de uso:
Transfusdo de GV ( )nao ( )sim data: Plaguetas ( )nédo ( )sim data:
Fototerapia: Tempo de uso: d

Assisténcia Respiratoria () sim () ndo
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() @ Tempodeuso _____ dias

() CPAP nasal Inicio  d¥empodeuso _ dias

() VMC Inicio_____dvTempodeuso __ dias

( ) Outras modalidades Tempouso _ dias

Dosagens Laboratoriais:

o
MARCADOR Sangue 1°dv 4° dv
Placenta

corddo (Urina)

Estresse Oxidativo Sangue Urina

Oxido Nitrico

Hemograma (sangue de corddo umbilical):

Htc Hb GB Diferencial:
Plaguetas

Dados da alta/ébito:  Data: / /

Peso: g Comp: cm PC cm

Diagnasticos finais:
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Anexo 3
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B pappse

Anexo 4

Encaminhamento de Termo de Outorga

Processo 2008/01180-4
Ligia Maria Suppo de Souza Rugolo

Outorgado CPF: 925,127 98887

Instituicio de ina de FMBO/UNESP

Linha de fomento Programas Regulares / Auxilios a Pesquisa / Projeto de Pesquisa / Projeto de Pesquisa -
Regular

Sao Paulo,

A i{?uf.: lo

Ligia Maria Suppo de Souza Rugolo
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Anexo 5
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Anexo 6
ﬁ: “3§7 ﬁ 5-33‘&% ? Processo: 2008/01180-4
. - & fed Data impressgo; 02/10/2008 41:00:52
i
Rubrica:

Relac¢éo dos Beneficios e Materiais Concedidos

Custeio
Material de Consumo no Pais.
e io para a realiza¢do deste projeto.
No total de: R$ 22.823,00
Servigos de Terceiros no Pais
(8) Calibragdo de Equipamentos
No total de: RS 600,00
Reserva Técnica no Pais
Conforme normas de 01/01/2007.
No total de: R$ 3.513,45
|
4




	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS ESPECIAIS
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	CAPÍTULO I - REVISÃO DA LITERATURA
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	CAPÍTULO II - MANUSCRITO
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. Introdução
	2. Método
	2.1 Delineamento do Estudo e Tamanho Amostral
	2.2 Seleção dos Sujeitos
	2.3 Critérios de Inclusão e Exclusão
	2.4 Conceitos
	2.5 Variáveis de Estudo e Momentos de Avaliação
	2.6 Coleta e Processamento das Amostras Biológicas
	2.7 Dosagens Bioquímicas
	2.8 Análise Estatística

	3 Resultados
	4 Discussão
	5. Conclusão
	Referências Bibliográficas
	ANEXOS

