Ana Karina Cristiuma De Luca

Maturidade pulmonar fetal em
gestacoes complicadas por diabete
ou hiperglicemia leve

Tese apresentada ao Programa de Poés-Graduagéo em
Ginecologia, Obstetricia e Mastologia, Area de Obstetricia da

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, para obtengao
do titulo de Doutor.

Orientadora: Prof2. Adjunta Iracema de Mattos Paranhos Calderon

Co-orientador: Prof°. Dr. Roberto Antonio de Araujo Costa

Botucatu
2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEGAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAQ;’:\O - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

De Luca, Ana Karina Cristiuma

Maturidade pulmonar fetal em gesta¢des complicadas por diabete ou
hiperglicemia leve / Ana Karina Cristiuma De Luca. — Botucatu : [s.n)],
2007

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina de Botucatu, 2007

Orientadora: Prof. Dr2. Iracema de Mattos Paranhos Calderon

Co-orientador: Roberto Antonio de Araujo Costa

Assunto CAPES: 40101150

1. Amniocentese. 2. Hiperglicemia. 3. Surfactante pulmonar.
4. Diabetes na gravidez.
CDD 618.1
Palavras-chave: Amniocentese; Diabetes na gravidez; Maturidade

pulmonar fetal; Sindrome do desconforto respiratério; Surfactante
pulmonar.




@! L.

Ao mew Pai, cujo nome preciso deixarv marcado,
Awy Cuistiuma, homem  simples que foz do
trabalho e honestidade suas metas de vida. Fer das
gatas de sew suov o combustivel para que ew pudesse
dav os passos para realizav sonhos que pareciam

woz dentro de mew coracdo, dizendo-me: “CVCM./W
ten/bwc%t%a/d@c}wmdwvo%to/”,@/wwamw

como/uoo@@s/ta’/%@éi/z@mg/w%ma

Pai, muito obrigada!




@ !. .

&{WMM/L@W Wwwwcammu&son/w&
e mais que depressa da as idealizow, passando @

Ao Fewmande, mew  marido, incentivadar,

wmwﬁem oﬁmﬂé&@, “mew lnaco direito”, mew

&{wmwﬁ@/w 70@@@&1’/&0/, luz da minha vida... %ﬁa/z/
Lnac@ncéw,mma/@somacanmwm&

A grande Paixao da minka vida, o maiov sonho que







m%zetm&mtw&dbsmmwno&%am
W%Wnﬂammmd@%n/mdom,
pw&ent&mtado&a&/zmo&dexswm&b%a
Smwmﬁmm aceita  dividiv







Ao Pwf. Duv. Robeto Antonio de HAwaijo Costa, pov sua
incansdavel colaboracio na ca-ovientacio desse trabalho.

As graduandas da Faculdade de Medicina de PBotucatn, Evika
Alves de @liveina, VPeatviz Camargo HAzewedo o Cristiane
Yoashie Nakazawa, alunas da iniciagao  cientifica, grandes
calatioradoras neste projeto.

A Puofessora Maria HAparecida Wouwdo Prasil, coardenadora
gewal do CGupa de Apoio o Pesquisa (GADP) da FIND3-
UNESDP o ao Dv. Adviana Bias, coordenadar técnica, pelas
excelentes e esclarvecedoras discussdes e orvientacdes durante a

Aa Velio Rubens de Canwalha Vunes, consultov estatistico do
G AP, pela sua capacidade de assimilagio nos abjetivos clinicos da
tabalho.

A 7w(fwm, secretdrvia do Cﬁ&f@,p@@wwmiwasim;wuwcmw
semypre me atendeuw.




&fo&a/mgo& Adriana, C@médo/, C@w/sw&v, 7050/, %Em@%gm,
M@WW@CMWWWMMWM@,W
Wm/md@sxseda/oandamnto/we/swméa%&
&fymw&fmw Scwto/&&{&ca%%/wéwcamwuénm
toﬁmdmiw,apow’ ,cmw&cbdad@,mada& e amizade sm/,wégammta&

A Vera Liicia dos Santas, /zafvcmda/vdamwﬁ%@daxwmﬁwcm

cam tanto amav e, d@sﬁwb&vmw/, m&da/vmcmq/m&dad@pmwmw

A Ana Cliudia; secretiria da Pés-graduacio da Ginecalagia,
@lstetvicia e Wa/smlog/iw, pov  cuiday gmtbémmt@ da  pare
buwrnocrdtica.

MW@%WWCMSW@WW&

Ao 961408@%%012@34 secretdria do @Q/zawtammtwd@ Pediatria,
Mweyudw na/con%ecgah da&wcmwummwda&aﬂmd@w&ﬁcagm ‘cacd
adeﬁmd@t@s@.

Deus! S@WmWMWWWM wida!







Sumdrio

Resumo

Summary

Prefacio 21
Introducao 28
Justificativa 46
Objetivos 48
Sujeitos e Métodos 50
Referéncias Bibliograficas 58
Resultados 70
Artigo 1

Clements’ test, optical density at 650nm (ODgsonm) and lamellar body
count (LBC) for the prediction of fetal lung maturity in pregnancies

complicated by diabetes and mild hyperglycemia .............................. 72
Artigo 2

Influence of glycemic control on fetal lung maturity in gestations
complicated by diabetes or mild hyperglycemia ..................c.coiiiinie 98
Consideracgoes Finais 125

Anexo 129







Maturidade pulmonar fetal em gestagées complicadas por diabete ou
hiperglicemia leve

Introdugado — O atraso na maturidade bioquimica pulmonar fetal em gestacées
complicadas por diabete é descrito na literatura, por mecanismos ainda nao
esclarecidos. Alguns investigadores sugerem que a hiperglicemia e o
hiperinsulinismo fetal seriam os responsaveis por essa complicagéo, pois a
quantidade e qualidade do surfactante pulmonar é normal quando o controle
glicémico é adequado. Atualmente, a Sindrome do Desconforto Respiratorio
(SDR) €& complicagdo rara em recém-nascidos de termo, filhos de méaes
diabéticas. Mas, ainda ha duvida sobre o comportamento do sistema
surfactante nos recém-nascidos, de pré-termo, especialmente, na presenga de
hiperglicemia nao-controlada. Essas observagbdes sdo também validadas nas
gestantes portadoras de hiperglicemia leve, com risco de eventos perinatais
adversos, comparavel ao das gestantes diabéticas. As secre¢cbes do pulmao
fetal contribuem na composi¢cdo do liquido amniético e a quantidade de
surfactante pulmonar pode ser estimada pela medida do surfactante no liquido
amniético. A amniocentese para avaliacdo da maturidade pulmonar fetal tem
sido utilizada em gestagdes de risco, inclusive nas complicadas por diabete ou
hiperglicemia leve. Em nosso meio, os testes utilizados na avaliagdo da
maturidade pulmonar fetal no liquido amni6tico sdo o Clements, a densidade
optica a 650nm (DOesonm) € a contagem de corpusculos lamelares (CCL).
Objetivos — Avaliar o desempenho de testes de maturidade pulmonar fetal —
Clements, DOgsonm € CCL; determinar a influéncia da qualidade do controle
glicémico materno nos resultados destes testes, nas gestacdes complicadas
por diabete ou hiperglicemia leve. Sujeitos e métodos — O projeto foi
constituido por dois estudos, um de validagdao dos testes de maturidade
pulmonar fetal e outro de corte transversal, incluindo 192 gestacbes
complicadas por diabete ou hiperglicemia diaria, submetidas a avaliagcdo da
maturidade pulmonar fetal com intervalo maximo de sete dias até o parto e
acompanhadas no Servico de Diabete e Gravidez da Faculdade Medicina de

Botucatu/UNESP. Foram critérios de exclusédo, liquido amnio6tico contaminado




por sangue e/ou mecénio; gestacdo multipla; terapia corticosterodide antenatal
até sete dias antes do parto e malformagdes graves ou cromossomopatias. No
estudo da influéncia da qualidade do controle glicémico nos resultados dos
testes, foram excluidos os recém-nascidos com |G <34semanas. No estudo de
validagdo dos testes de maturidade pulmonar fetal, a presenca de SDR
neonatal foi definida como padré&o-ouro. Foram considerados como limites de
maturidade pulmonar fetal, Clements positivo a partir da diluicdo 0,7; DOgs0nm
20,15 e CCL =232000/ul. Foram comparados os indices de sensibilidade,
especificidade, VPP, VPN e acuracia para cada um dos testes, isolados e em
associacéao, e os ICgs¢, para especificidade e acuracia. No estudo da influéncia
do controle glicémico nos resultados dos testes de maturidade pulmonar fetal, a
média glicémica (MG) do terceiro trimestre de gestacédo foi considerada a
variavel independente, sendo categorizada em adequada (MG <120mg/dl) e
inadequada (MG >120mg/dl). Os resultados dos testes de maturidade
pulmonar, Clements, DOgsonm € CCL, foram definidos como variaveis
dependentes. Foram avaliados o percentual de maturidade dos trés testes —
Clements, DOgsonm € CCL; as medianas, e respectivos quartis, da DOgsp € da
CCL, e relacionados a MG adequada e inadequada, no termo e no pré-termo.
As proporgbes foram comparadas pelos testes do qui-quadrado e exato de
Fisher; as medianas, pelo teste de Mann-Whitney, considerando o limite de
significancia estatistica de 95% (p e a <0,05). Resultados — Dos 192 pares de
maes e recém-nascidos, 74 (38,6%) eram de diabéticas clinicas, 92 (47,9%)
gestacionais e 26 (13,5%) tinham hiperglicemia leve. O controle glicémico foi
adequado em 150 (78,1%). Houve trés casos de SDR (1,7%). No estudo de
validacao dos testes diagndésticos, todos os testes apresentaram sensibilidade
e VPN de 100%. A especificidade do Clements foi de 85,9%, com acuracia de
86,2% (81,2; 91,1); a DOgsonm apresentou especificidade de 90,9% e acuracia
de 91,0% (86,9; 95,1); na CCL foi observada especificidade de 94,2% e
acuracia de 94,3% (91,0; 97,6). O VPP foi baixo nos trés testes,
respectivamente, 10,3; 15,0 e 21,4%. No estudo da influéncia da hiperglicemia
materna no resultado dos testes, o percentual de maturidade ndo mostrou

influéncia do controle glicEmico. Na MG <120mg/dl, os percentuais de




maturidade do Clements foram maiores no termo (91,9%) que no pré-termo
(64,7%) (p <0,001), o que nao ocorreu no controle inadequado. Na MG
<120mg/dl, o valor da mediana da CCL foi mais elevado no termo (99,0;
62,0-154,0) que no pré-termo (66,5; 40,5-108,25) (p = 0,009). A MG
>120mg/dl ndo diferenciou esses indices no termo ou pré-termo. No controle
glicémico adequado, os valores da mediana de DOgsonm foram semelhantes no
termo e no pré-termo. Na MG >120mg/dl, a mediana de DOgs0nm No termo
(0,29; 0,22-0,40) foi superior a observada no pré-termo (0,15; 0,12-0,18) (p
<0,001). Conclusdes — Os testes tiveram bom desempenho na predi¢cdo da
SDR. A DOgsonm € @ CCL foram comparaveis e melhores que o Clements, que
ndo deve ser usado de forma isolada. O custo-beneficio da CCL =32000/pl
justifica seu emprego isolado como triador da maturidade pulmonar fetal em
gestacdes complicadas por diabete ou hiperglicemia leve. As provas avaliadas
mostraram influéncia do controle glicémico materno em seus resultados. No
termo da gestagao, a avaliagcdo da maturidade pulmonar n&o € necessaria. No
pré-termo e no controle glicémico inadequado, esta avaliacdo ainda tem

indicacgéao.

Palavras-chave: maturidade pulmonar fetal, diabete na gravidez, sindrome do
desconforto respiratério, amniocentese, teste de Clements,
densidade o6ptica a 650nm,contagem de corpusculos
lamelares
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Fetal lung maturity in pregnancies complicated by diabetes or mild
hyperglycemia

Introduction: The mechanisms of delayed fetal lung biochemical maturity in
pregnancies complicated by diabetes remain elusive. Hyperglycemia and
hyperinsulinism have been implicated due to the fact that the quality and
quantity of pulmonary surfactant are normal when glycemic control is adequate.
At present, Respiratory Distress Syndrome (RDS) is a rare complication in term
babies born to diabetic mothers. However, the behavior of the surfactant system
in pre-term babies, especially in the presence of uncontrolled hyperglycemia, is
still unclear. These observations are also valid for pregnant women with mild
hyperglycemia, whose risk for adverse perinatal events are comparable to that
in diabetic pregnant women. The amniotic fluid contains fetal pulmonary
secretion and the pulmonary surfactant may be quantified by measuring its
content in the amniotic fluid. Amniocentesis has been used to assess fetal lung
maturity in risk pregnancies, including those complicated by diabetes or mild
hyperglycemia. Fetal lung maturity in the amniotic fluid is most frequently
assessed by the test of Clements, measurement of optical density at 650nm
(ODgsonm) and lamellar body count (LBC). Objectives: To evaluate the
performance of the test of Clements, optical density at 650nm (ODesonm) and
lamellar body count (LBC) in the assessment of fetal lung maturity; to determine
the effect of maternal glycemia control on the results of these tests in
pregnancies complicated by diabetes or mild hyperglycemia. Subjects and
methods: This investigation was divided into two parts: 1) validation of fetal
lung maturity tests; 2) Cross-sectional study including 192 pregnancies
complicated by diabetes or mild hyperglycemia submitted to fetal lung maturity
assessment within at most seven days after delivery and followed up at the
Service of Diabetes and Pregnancy of Botucatu Medical School/Séo Paulo
State University-UNESP. Exclusion criteria were: amniotic fluid contaminated
with blood and/or meconium; multiple gestation; prenatal corticosteroid therapy

within seven days before delivery; and severe malformations or
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chromosomopathies. In the evaluation of the effect of glycemic control quality
on the tests performed, babies of GA<34 weeks were excluded. For the
validation of fetal lung maturity tests, the presence of neonatal RDS was
defined as the gold-standard. Fetal lung maturity thresholds were; Clements-
positive at a dilution of 0.7; ODgsonm 20.15; and LBC =32000/ul. For each test
alone or in combination, sensitivity and specificity rates, PPV, NPV and
accuracy were compared, as well as Clgse, for specificity and accuracy rate. In
order to determine the effect of glycemic control quality on fetal lung maturity
tests, glycemic mean (GM) at the third gestational trimester was considered the
independent variable, which was categorized as adequate (GM < 120mg/dl) or
poor (GM > 120 mg/dl). The results of Clements’ test, ODgsonm and LBC were
considered as dependent variables. Maturity percentage was determined in the
3 tests — Clements’, ODgsonm and LBC, as well as medians and quartiles in
ODgs0onm and LBC, which were related to adequate or poor GM at term and pre-
term. Proportions were compared by the Chi-square test and exact test of
Fisher, and medians were compared by the Mann-Whitney test. Statistical
significance was set at 95% (p and a < 0.05). Results: Of the 192 mother/baby
pairs, 74(38.6%) had clinical diabetes, 92(47.9%) had gestational diabetes, and
26(13.5%) had mild hyperglycemia. Glycemic control was adequate in 150
(78.1%) women. Three cases (1.7%) of RDS were observed. The assessment
of the diagnostic tests revealed that sensitivity and NPV were 100% in all tests.
Specificity and accuracy rates were, respectively, 85.9% and 86.2% (81.2;91.1)
for the test of Clements; 90.9 % and 91.0% (86.0;95.1) for ODgsonm; 94.2% and
94.3% (91.0; 97.6) for LBC. PPV was low in the all three tests (test of Clements
= 10.3%; ODg50nm=15.0%; LBC =21.4%). The study of the effect of maternal
hyperglycemia on test results showed that maturity percentage had no effect on
glycemic control. Clements maturity rates were higher at term (91.9%) than at
pre-term (64.7%) when GM < 120mg/dl (p<0.001), but not when GM > 120
mg/dl. LBC median was higher at term (99.0; 62.0-154.0) that at pre-term (66.5;
40.5-108.25) (p = 0.009) when GM < 120mg/dI, while GM > 120 mg/dl did not
lead to any difference between these rates at term or pre-term. When glycemic

control was adequate, ODgsonm medians at term and at pre-term were similar.
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However, when GM > 120 mg/dl, ODgsonm median at term (0.29; 0.22-0.40) was
superior to that observed at pre-term (0.15; 0.12-0.18) (p<0.001). Conclusions:
All tests were good predictors of RDS. ODgsonm and LBC were comparable and
better than the test of Clements, which should not be used alone. The cost-
benefit rate of LBC 232000/l justifies its isolated use as a screening test for
fetal lung maturity in pregnancies complicated by diabetes or mild
hyperglycemia. The influence of maternal glycemic control on test results was
demonstrated. LBC should be performed in pre-term pregnancies, as well as

when glycemic control is poor.

Key words: fetal lung maturity, diabetes in pregnancy, respiratory distress
syndrome, amniocentesis, Clements’ test (shake test), optical
density at 650nm, lamellar body count
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Definigao e classificagao do diabete na gestacao

Diabete mellitus é doenca enddcrino-metabdlica que pode estar
presente na gestacdo e, conseqlentemente, associada a efeitos adversos

materno-fetais. Ele pode ser pré-gestacional, tipo 1 ou tipo 2, ou gestacional. (")

A intolerancia aos carboidratos, de qualquer etiologia, cujo
desenvolvimento ou diagnostico ocorra durante a gravidez € denominada
diabete gestacional. Seu reconhecimento pela primeira vez na gestacéo néao
descarta a possibilidade de sua pré-existéncia e esta condigcdo pode persistir
ou ndo apds o parto. Mulheres com diabete gestacional tém risco aumentado

para desenvolver diabete tipo 2 apds a gestagdo. @

O diabete na gestacédo pode ser classificado de acordo com a
etiologia, em clinico (tipo1 ou 2) ou gestacional; com o prognostico, nas classes
de Priscila White e com os testes diagndsticos, nos grupos descritos por

Rudge, desde 1983.

A classificagdo do diabete nas classes de Priscila White® s¢ é
utilizada para a gestagao, tem boa relagdo prognostica e evolutiva e leva em

consideracgao o tipo de tratamento e a presenga de vasculopatia:
e A — diabete gestacional controlado apenas com dieta e
exercicio fisico

e A/B — diabete gestacional controlado com dieta, exercicio

fisico e insulina
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e B e C - diabete clinico (pré-existente a gestagdo) sem
vasculopatia

e D, F, H, R, T —diabete clinico (pré-existente a gestacéo) com
vasculopatia

4 baseia-se nas

A classificagdo nos grupos de Rudge (
respostas aos testes diagnoésticos — teste oral de tolerancia a glicose de 100g
(TTG100g) e perfil glicemico (PG), aplicados em paralelo na gestacdo. Os
resultados destes dois testes definem trés grupos de gestantes com disturbios

hiperglicémicos distintos, além do grupo de gestantes com resposta normal, ou

seja, euglicémicas (Quadro 1).

Quadro 1. Classificacdo diagndstica de Rudge

Grupos Resultados dos testes Classificagao diagnéstica
A TTG100g normal e PG normal  Gestante normal
IB TTG100g normal e PG alterado Hiperglicemia leve
A TTG100g alterado e PG normal Diabete gestacional (DMG)
1B TTG100g e PG alterados DMG ou diabete clinico

O grupo IB nao representa, propriamente, as diabéticas
gestacionais, mas sim as gestantes com alteragdes nas glicemias ao longo do
dia, confirmadas pelo perfil glicémico. Caracteriza, portanto, a hiperglicemia
leve, fator responsavel por risco materno e desfecho perinatal adverso,

comparavel aos observados no diabete gestacional. (-7)
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Incidéncia do diabete na gestacao

Aproximadamente 7,0% de todas as gestacbes sé&o
complicadas por diabete. Essa prevaléncia pode variar de 1,0 a 14,0%,
dependendo da populacéo estudada e dos testes diagnosticos empregados. @
® Em paises europeus sao descritas taxas de diabete clinico e pré-gestacional
que variam de 0,2 a 0,4% de todas as gestacbes e, de diabete gestacional,
entre 0,15 e 4%. © Estudos mais recentes referem incidéncias maiores,
atingindo de 3 a 8%. '” As estatisticas americanas indicam aumento de mais
de dois tergos no periodo compreendido entre 1990 a 2004, passando de 21,3
para 35,8 por 1000 nascidos vivos. Ainda, no ano de 2004, a associagao
diabete e hipertenséo arterial foi confirmada em mais de 4% das gestacdes,

correspondendo a uma taxa de 35,8 casos por 1000 nascimentos. (')

Na Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp, no periodo
entre 1985 e 1994, a incidéncia de gestacbes complicadas por diabete foi de
6,7%, considerando-se apenas os grupos IIA e IIB de Rudge. Esta incidéncia

aumenta para 20,4% quando se inclui o grupo 1B de Rudge. %
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Repercussoes perinatais da hiperglicemia materna

Durante a gestacdo ocorrem alteracbes hormonais e
metabdlicas, que culminam com aumento da resisténcia a ac&do da insulina,
definindo estado de estresse diabetogénico. Fisiologicamente, ocorre aumento
na producédo de insulina com redugdo nos niveis glicémicos maternos. Na
auséncia de resposta pancreatica suficiente, caracteristica do diabete
gestacional, ou nos casos de diabete pré-existente, essa adaptacédo néo &
adequada, resultando em hiperglicemia materna. Essa glicose aumentada tem
difusdo facilitada na placenta e induz a hiperglicemia e, conseqientemente, a
hiperinsulinemia fetal. A associagéo hiperglicemia-hiperinsulinemia fetal parece

ser a chave para o comprometimento do filho de mae diabética. 34

Os niveis glicémicos fetais aumentados levam a hipertrofia das
células beta pancreaticas, com aumento na secrec¢do de insulina em até cinco
a seis vezes, a partir da 10 semana de gestacdo. O hiperinsulinismo fetal
determina maior lipogénese e aumento da sintese de proteinas e glicogénio,
responsaveis pela macrossomia. Além do maior transporte materno-fetal de
glicose, o de aminoacidos e lipideos também esta elevado, o que contribui
ainda mais para o estimulo a secregao de insulina fetal. Nestas condigdes,
associado a macrossomia, o recém-nascido de mae diabética tem maior risco

de hipoglicemia neonatal, contribuindo para a mortalidade nesse periodo. ("> 4
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O recém-nascido de mée diabética é conhecido como “gigante
dos pés de barro”- grande, mas vulneravel, pelo maior risco de
morbimortalidade. Varias intercorréncias neonatais, de incidéncia e gravidade
diretamente relacionadas ao controle metabodlico materno, estdo associadas.
Dentre elas, o abortamento, com incidéncia trés vezes maior que na populagao
geral, pela associacdo com malformagdes fetais e controle metabdlico materno
inadequado. As malformacgdes congénitas estdo relacionadas a niveis elevados
de hemoglobina glicada no periodo pré-conceptual e no primeiro trimestre da
gestacdo, sendo comuns as malformacdes cardiacas, esqueléticas, do sistema

nervoso central, gastrintestinais e geniturinarias. ¢ 134

Entre os desvios de crescimento, a macrossomia & mais
freqUente, com risco aumentado de tocotraumatismos, distocias intraparto e
disturbios  metabdlicos (hipoglicemia), eletroliticos (hipocalcemia e
hipomagnesemia) e hematolégicos (hiperbilirrubinemia, policitemia e
tromboembolia). A restricdo de crescimento intra-uterino (RCIU) esta associada
as gestacdes complicadas por vasculopatia (classes D a FRH de P. White) e
controle glicémico de ma qualidade. Independentemente dos desvios de
crescimento, a insuficiéncia placentaria e a hipoxia/asfixia sdo complicacbes

perinatais de risco para a morbimortalidade destes recém-nascidos. ¢ >

A incidéncia de prematuridade é 2,5 a 3,5 vezes maior que na
populacao geral, facilitada por complicagbes como polidramnio, pré-eclampsia,
infeccao do trato urinario e necessidade de interrupgao precoce da gestagao
por descontrole metabolico materno.® * ) Alem disso, a hiperinsulinemia do

meio intra-uterino pode retardar a maturidade pulmonar fetal e,
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consequentemente, aumenta o risco de morte pela Sindrome do Desconforto
Respiratorio (SDR).® ' " A mortalidade perinatal, apesar de maior que na
populagao geral, diminuiu bastante nas ultimas décadas. No inicio do século
XX, antes do advento da insulinoterapia, era proxima de 100% e, atualmente, é
de apenas 2%. Na opinido de alguns autores, essa queda é decorrente da
melhor qualidade no diagnéstico e no manejo das gestantes diabéticas, do
desenvolvimento de novas técnicas para avaliacdo da maturidade e da
vitalidade fetal e do avango nos cuidados intensivos neonatais® ©. Nesse
contexto, a avaliagdo continua de protocolos de condutas de servigos
especializados, originada de pesquisa de boa qualidade, devera contribuir para
a implementacdo de novas orientagdes e para a garantia do bom progndstico

materno-fetal no bindbmio diabete e gravidez.
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Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR)

A medida que a fisiopatologia do diabete clinico e gestacional e
de suas complicagdes passou a ser melhor compreendida, aumentou a
preocupagdo com o seu controle pré-natal. Varios estudos indicam que um
controle glicEmico adequado diminui a morbi-mortalidade materno-fetal e a

maturidade pulmonar fetal &€ comparavel a de uma gestagdo normal. (">

O diabete associado a gestacao pode comprometer a produgao
de surfactante ocasionando atraso na maturidade pulmonar fetal. Esse efeito
foi amplamente reconhecido nas ultimas décadas como responsavel pelo
aumento da morbidade respiratoria dessas criangas, estimando-se risco de até

20 vezes maior para desenvolver SDR. ("®

A SDR ¢é entidade clinica caracterizada por deficiéncia
quantitativa e qualitativa de surfactante alveolar, desenvolvimento estrutural
incompleto do parénquima pulmonar e complacéncia exagerada da caixa
toracica. E doenca que acomete principalmente recém-nascidos prematuros,
estando sua incidéncia e gravidade diretamente relacionadas ao grau de

prematuridade. (192"

O surfactante pulmonar é sintetizado pelos pneumécitos tipo Il
e armazenado na forma de estruturas denominadas corpos ou corpusculos
lamelares. O aumento no numero desses corpusculos é proporcional a idade

gestacional e, consequentemente, a capacidade do pneumocito tipo Il de
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produzir os fosfolipidios pulmonares. Os corpos lamelares sao identificados no
citoplasma dos pneumdcitos em torno da 24® semana de gestacdo, mas a
presenca do surfactante no liquido amniético € mais intensa a partir da 322
semana, sugerindo que a secrec¢ao de surfactante é posterior ao aparecimento

dos corpusculos lamelares. %2

No termo da gestacado, o surfactante pulmonar constitui-se de
mistura heterogénea, aproximadamente, 90% de fosfolipidios e 10% de
proteinas. Os fosfolipidios mais abundantes s&o a fosfatidilcolina (ou lecitina) e
o fosfatidilglicerol. Fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina e esfingomielina sao
muito menos abundantes. A sintese de lecitina aumenta gradualmente a partir
da 282 semana até o parto, com pico de produgdo na 362 semana.
Similarmente, a producgéo de fosfatidilinositol € evidente na 282 semana, com
pico entre 32 e 35 semanas. O ultimo fosfolipidio a aparecer no pulmao fetal é
o fosfatidilglicerol, em torno da 36% semana, aumentando até o termo. Em
relacéo as proteinas, sdo quatro as sintetizadas pelos pneumacitos tipo Il (SP-
A, SP-B, SP-C e SP-D). A SP-A e SP-D sao hidrofilicas. A SP-A é responsavel
pela regulacéo da secrecao e reciclagem de surfactante; a SP-D, por respostas
imunologicas no pulméo e parece contribuir também no metabolismo. A SP-B e
SP-C séao hidrofébicas e desempenham funcéo surfactante, sdo armazenadas
nos corpos lamelares e eventualmente sdo secretadas para o espaco alveolar

com os fosfolipidios.?

A exata explicagédo para o atraso na maturidade pulmonar fetal
de filhos de maes diabéticas permanece pouco esclarecida. Varios

investigadores sugerem que a hiperglicemia e o hiperinsulinismo fetais sao
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2% 2 Fetos de maes diabéticas estdo

responsaveis por essa alteragao. (
submetidos a um regime de hiperinsulinismo, que inibe o desenvolvimento de
enzimas necessarias para a sintese dos fosfolipidios componentes do
surfactante. A incorporacéo de colina na lecitina e de glicose e acidos graxos
na fosfatidilcolina saturada encontram-se diminuidas, retardando, assim, a
maturacdo do sistema surfactante. Além disso, o hiperinsulinismo fetal
antagoniza a acgdo do cortisol na sintese do surfactante pulmonar com

diminuicdo do ntiimero de receptores pulmonares aos glicocorticoides. '+ 2%

Em 1993, Piper et al. (" publicaram os resultados de um
estudo onde compararam o tempo de aparecimento dos marcadores de
maturidade pulmonar fetal no liquido amniético de 289 diabéticas e 540 nao-
diabéticas. As 140 mulheres com bom controle glicémico (média glicémica
<105mg/dl) apresentaram resultados semelhantes as n&o-diabéticas. Em
contraste, 149 gestantes com controle inadequado (média glicémica
>105mg/dl) apresentaram atraso significativo no aparecimento de
fosfatidilglicerol, ausente em 25,0% dos casos na 38% semana. Em 1998, esses
mesmos autores compararam 261 diabéticas com controle metabdlico
adequado com 360 de controle glicémico inadequado, estratificadas por idade
gestacional. Eles encontraram risco aumentado de fosfatidilglicerol negativo no
grupo com controle inadequado (OR 1,83; IC95% 1,19-2,94). A diferencga entre
controle glicémico adequado e inadequado foi mais acentuada entre 36 e 37,9
semanas, com frequéncia de fosfatidilglicerol negativo de 37,0% no grupo sem
controle metabdlico e de 22,0% no grupo com bom controle (OR 2,04; IC95%

1,1-3,9). Na faixa entre 34 e 36 semanas, 58% das diabéticas mal controladas
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apresentaram o teste negativo, enquanto que isso aconteceu somente em 36%
daquelas com bom controle. Na idade gestacional menor que 34 semanas,
ambos os grupos tiveram predominio de fosfatidilglicerol negativo (92,0 e
92,0%). Todos os casos de SDR ocorreram com idade gestacional acima de 32
semanas e controle metabdlico inadequado; nenhum caso de SDR foi
observado na idade gestacional superior a 37 semanas. Os autores concluiram
que ha atraso no aparecimento de fosfatidilglicerol em diabéticas de controle
glicémico inadequado, entretanto, acima de 37 semanas, a ocorréncia de SDR

nao & significativa, independentemente da qualidade do controle glicémico. ®

Estudo mais recente ndo confirmou atraso no aparecimento de
fosfolipidios no liquido amniético de portadoras de diabete, independentemente
da qualidade do controle glicémico, avaliado pela concentracdo de
hemoglobina A:C. ®® O mesmo aconteceu no estudo de Moore #”), que apesar
de detectar atraso na producado de fosfatidilglicerol nas gestantes diabéticas
comparadas aos controles, ndo conseguiu demonstrar influéncia do controle
glicémico materno. O préprio autor sugere que talvez o critério para a definicao
de “bom controle” (>90% das medidas de glicose capilares diarias adequadas;
jejum<95mg/dl e duas horas pds-prandial <120mg/dl) tenha sido inadequado

para demonstrar tal diferenca.

Além da dificuldade em se manter um controle glicémico
adequado, o diabete na gestacéo esta associado a outras complicagdes, entre
elas, a hipertensédo arterial e a pré-eclampsia, condi¢des estas que muitas
vezes levam a necessidade da interrupcdo precoce da gestacao. @8 As

gestacbes complicadas por disturbios hipertensivos, no entanto, favorecem a
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aceleracao da maturidade pulmonar fetal, pela hipéxia a que esses fetos sao
submetidos intra-utero e, conseqientemente, previne a SDR, mesmo nas

idades gestacionais inferiores 34 semanas. %)

Nas gestacbes complicadas pelo diabete, com idade
gestacional igual ou superior a 38 semanas e controle metabodlico adequado, a
analise do liquido amni6tico é dispensavel. No entanto, em casos de
descontrole metabdlico ou pré-natal inadequado, onde ha duvida da idade

gestacional, essa avaliagdo se impde. '
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Avaliacao da maturidade pulmonar fetal

Varios testes laboratoriais avaliam a maturidade pulmonar fetal,
pela medida, direta ou indireta, das concentragbes de fosfolipidios no liquido
amnibtico. As provas especificas sdo as mais utilizadas, entre elas, a
quantificacdo dos fosfolipidios pulmonares — relagdo lecitina/esfingomielina
(L/E), fosfatidilglicerol e fosfatidilinositol; o teste de Clements; a densidade
optica a 650nm (DOgsonm); a relagéo surfactante-albumina (TDx) e, mais

recentemente, a contagem de corpusculos lamelares (CCL). ??
Relacao L/E

E teste considerado padrao-ouro para avaliagdo da maturidade

(9 paseia-se na observacio

pulmonar fetal. Descrita em 1971 por Gluck et al
de que os niveis de lecitina aumentam da 282 semana até o nascimento e os
de esfingomielina permanecem relativamente constantes durante toda a
gestacdo. Na gestacao normal, a relacdo L/E varia de valores menores que 0,5
na 20? semana até 2,0 ou mais em torno da 352-36% semanas. O cut-off de 2,0
é freqiientemente utilizado como indicativo de maturidade pulmonar fetal. ©*
Com este valor, sua sensibilidade varia de 50,0-100,0%, a especificidade de
60,0-97,0%, o VPP 19,0-83,0% e o VPN de 86,0-100,0%. ?® O resultado do
exame nao sofre alteracdo por contaminacdo de sangue ou mecOnio, mas
demanda tempo, técnica sofisticada e aparelho apropriado, resultando em

custo mais elevado. ??
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Fosfatidilglicerol

Outro teste considerado padrdo para avaliar a maturidade
pulmonar fetal é a determinacéo de fosfatidilglicerol. Esse fosfolipidio aparece
por volta da 36 semana, cerca de oito semanas depois da lecitina (28°
semana), sendo considerado marcador tardio da maturidade pulmonar fetal. A
concentracdo igual ou superior a 2% € indicativo de maturidade pulmonar.
Associado a relagcdo L/E >2, diminui os resultados falso negativos. Os
resultados de varios estudos mostram indices de sensibilidade que variam de
83,3-100,0%, especificidade de 47,5-87,7%, VPP 8,6-50,0% e VPN 96,7-
100,0%. Como a relagéo L/E, sua maior vantagem €& néo sofrer alteragao por
sangue ou meconio, apesar do custo técnico elevado, pela demanda de tempo

e necessidade de aparelho especifico. ??

Teste de Clements

Em 1972, Clements et al.®" descreveram um teste com base
na propriedade biofisica do surfactante de manter uma superficie de tensao na
interface ar-liquido, representada pela formagéo de um halo estavel de bolhas,
pela reacdo com o alcool (esterificagdo). O teste consiste na diluigdo
progressiva do liquido amni6tico em solugéo salina a 0,9% e a volume igual de
etanol a 95%, seguido de agitagao e observagao do anel de bolhas. No teste
original, os autores descreveram cinco diluicdes com diferentes volumes de
liquido amniotico (1,0; 0,75; 0,5; 0,25; 0,2 ml) e adicionaram soro fisioldgico,
em quantidade necessaria para completar 1,0ml, e acrescentaram 1,0ml de
etanol a todas as diluicdes. O teste foi considerado positivo na presencga de
anel estavel e completo de bolhas a partir do terceiro tubo, contendo 0,5ml de

liquido amniético (tubo 3). ®" Ao longo dos anos, o teste de Clements foi
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sofrendo alteragdes no método e, no Laboratério da Faculdade de Medicina de
Botucatu-Unesp, padronizou-se um método modificado em relagdo a técnica

inicialmente descrita. ©?.

Essa técnica modificada consiste na preparacédo de seis

diluigbes diferentes de liquido amnidtico (LA):
e 1°tubo: 1,0 ml LA + 1,0 ml etanol
e 2°tubo: 0,9ml LA + 0,1 ml soro fisiolégico + 1,0 ml etanol
e 3°tubo: 0,8ml LA + 0,20 ml soro fisioldégico + 1,0 ml etanol
e 4°tubo: 0,7 ml LA + 0,3 ml soro fisioldgico + 1,0 ml etanol
e 5°tubo: 0,6 ml LA + 0,4 ml soro fisiologico + 1,0 ml etanol
e 6°tubo: 0,5ml LA + 0,5 ml soro fisiolégico = 1,0 ml etanol

O teste é considerado positivo para maturidade pulmonar fetal
quando ha formacao de anel estavel de bolhas nos tubos 4, 5 ou 6, ou seja,

nas dilui¢cdes 0,7; 0,6 e 0,5.

Na tentativa de caracterizar o efeito que diferentes
concentragdes de etanol produziam na estabilidade do anel de espuma, Sher et
al., em 1978 ©®® desenvolveram um teste semi-quantitativo, nomeado de indice
de estabilidade da espuma. Nessa adaptacgao, centrifuga-se 0,5 ml de liquido
amnidtico com varios volumes de etanol a 95%, de forma que o seu volume
final varia de 42,0 a 55,0%. Os tubos sao agitados por 30 segundos e, apés 15
segundos, observados os anéis de espuma. O resultado é dado a partir do
maior volume de etanol que suportou um anel estavel. Estabeleceu-se um

indice = 47,0 ou 48,0%, como indicativo de maturidade pulmonar. O risco de
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SDR é inversamente proporcional ao valor do indice de estabilidade da

espuma. %2

Os estudos que utilizaram o teste de Clements mostraram
valores de sensibilidade variando de 57,1 a 100,0% e de especificidade de 54,0
a 87,2%. ®Y Quando associado ao indice de estabilidade da espuma,
observou-se aumento da sensibilidade, atingindo indices de 98,0%.
Apesar disso, a especificidade préoxima de 85,0% favorece resultados falso-

negativos. ??
Densidade o6ptica a 650nm (DOgs0nm)

Esse método baseia-se na determinacdo do total de luz
dispersa pelo surfactante presente no liquido amniético e armazenado nos
corpusculos lamelares. O resultado representa a diferenca de DO entre o
liquido amniédtico diluido em glicerol e em agua destilada, na faixa de 650nm.
(35-41) Nessa faixa especifica de 650nm, o resultado do teste n&o é influenciado
por contaminantes cromégenos, como hemoglobina ou bilirrubina.*" O limite

de DOgsonm 20,15, indica maturidade pulmonar fetal. ¢**")

Nao ha estudos recentes na literatura sobre essa técnica, o
ultimo data de 1996, onde foram avaliadas 86 amniocenteses, incluindo 13
gestantes diabéticas. A maturidade pulmonar fetal (n=78) foi confirmada com
indices de DOgsonm entre 0,018 e 0,471; a imaturidade, com presenca de SDR
(n=8), nos valores de DOgs50nm entre 0,004 e 0,036. Considerando o cut-off de
DOgsonm >0,040, observou-se sensibilidade de 100,0%, especificidade de
96,2% e valores preditivos positivos para SDR e maturidade pulmonar de 72,2

e 100,0%, respectivamente.*?
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Relagao surfactante/albumina

A medida da relagédo surfactante/albumina, por polarizagdo de
fluorescéncia, € método de avaliacdo quantitativa da maturidade pulmonar fetal
bastante utilizado nos paises desenvolvidos. Baseia-se na ligagdo competitiva
de uma sonda fluorescente a albumina e ao surfactante no liquido amniético. A
polarizacéo € alta quando a sonda esta ligada a albumina e baixa quando
ligada ao surfactante. Foi originalmente descrito em 1976, por Shinitzky, e
sofreu modificagdes na técnica ao longo dos anos, na tentativa de diminuir
custos. Atualmente, o método mais utilizado é o TDxFLM II, que utiliza o
equipamento da Abbott Laboratories, com valores de referéncia de 55mg ou
mais de surfactante/g de albumina para a maturidade pulmonar; de 39mg ou
menos de surfactante/g de albumina para a imaturidade e os resultados com
valores intermediarios s&@o considerados como “maturidade indeterminada”.®?
Alguns estudos que avaliaram a acuracia da relagdo surfactante/albumina,
utilizando o TDxFLMII, encontraram indices excelentes de sensibilidade (95,7-

100%), com especificidade de 60,0-84,0%, VPP de 13,6-36,4% e VPN de 98,9-
100,0%. 2

No Brasil quase nao ha relatos do uso dessa técnica. Em 2003,
Luz et al. “*® avaliaram 62 amniocenteses entre 28 e 42 semanas de gestacao,
e compararam os resultados da relagédo surfactante/albumina com os do teste
de Clements e da CCL. Verificou-se sensibilidade e VPN de 100,0% para os
trés testes e especificidade de 93,4%, 47,5% e 83,6%; VPP de 20,0%, 3,0% e
9,0% e acuracia de 93,5%, 48,4% e 83,9%, respectivamente, para relacao
surfactante/albumina, Clements e CCL. Os autores concluiram que a relagéo
surfactante/albumina foi o teste que apresentou melhor desempenho para

avaliacao da maturidade pulmonar fetal.
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Contagem de corpusculos lamelares (CCL)

A CCL baseia-se na fisiologia de produgédo e secreg¢do do
surfactante pulmonar pelos pneumdcitos tipo Il. Os fosfolipidios que constituem
o surfactante sédo produzidos pelos pneumécitos tipo Il, armazenados na forma
de corpos ou corpusculos lamelares, secretados no espaco alveolar e
detectados no liquido amniético. *Y Essa técnica vem sendo utilizada ha quase
20 anos, com estimativa objetiva da quantidade de surfactante no liquido

amniotico .“*®

O tamanho do corpusculo lamelar (1-2um) €& similar ao da
plaqueta (2-4um), possibilitando sua quantificagdo nos canais de plaquetas de
aparelhos de automacéo, utilizados para contagem de células hematolégicas.
2) Considerando que a maioria dos hospitais possui aparelhos de automacéo e
comparado a outros métodos de avaliagdo de fosfolipidios pulmonares, este
teste mostrou-se mais pratico, de execucao mais facil e rapida e, sobretudo, de
menor custo. “¥ Nos EUA, o emprego deste exame, como alternativa aos
testes padréo-ouro, resultou na reducdo, em torno de % dos casos, da
necessidade de utilizagdo de técnicas mais complexas, além da economia no

custo hospitalar, estimada em 9,8 milhdes de dolares/ano.*®

Em 1999, Lewis et al. “”), usando 209 amostras de liquido
amnioético, estabeleceram como cut-off para maturidade pulmonar valores
maiores que 32000corpusculos/ul. Nesse limite, demonstraram 98,0% de
especificidade, VPP de 99,0% e VPN de 63,0% para a CCL, comparada com
resultados positivos da relacdo L/E e/ou fosfatidilglicerol. Da mesma maneira,

na CCL <8000corpusculos/ul, os indices de especificidade e VPP atingiram
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100,0%, com VPN de 86,0%, caracterizando a imaturidade pulmonar.
Resultados intermediarios, variando entre 28000 e <32000corpusculos/ul,
foram considerados como indicativos de maturidade indefinida, sendo

necessaria, na opiniao dos autores, a complementagado com outros testes.

Na literatura ha divergéncia sobre os valores de referéncia para
a CCL na confirmagédo da maturidade pulmonar fetal. Diferentes cut-offs tém
sido  sugeridos, desde 20000 até 57000corpusculos/ul.®  48-%)
Independentemente dos limites, esses estudos demonstraram que a CCL tem
desempenho igual ou melhor que a relagdo L/E, com valores de sensibilidade

de 100,0%, ou muito proximo a isso, na grande maioria dos casos, e

especificidade variando de 54,0 a 100,0% (média de 70,0%).( 22 48-%5)

Em 2001, os resultados de um estudo multicéntrico foram
apresentados em um consenso e orientaram a interpretacdo dessa prova. CCL
250000/ul confirma a maturidade pulmonar fetal; valores >15000 e <50000/pl
representam resultado indefinido e <15000/ul caracterizam imaturidade

pulmonar. 44
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Avaliagao da maturidade pulmonar em gestagées complicadas
por diabete

Ainda que, para a maioria dos autores, os pontos de corte das
provas de avaliagdo sejam os mesmos da gestacdo nao-diabética, ha
controvérsias importantes na literatura. Entre elas, a diferenciagdo no tempo de
producao dos fosfolipidios no pulmao fetal e no momento em que os indices
bioquimicos de maturidade pulmonar seréo atingidos, a influéncia da qualidade,
e seus respectivos critérios, do controle glicémico materno e, sobretudo, a real
necessidade de avaliagdo da maturidade pulmonar fetal nas gestacbes

complicadas pelo diabete.

Estudo da prevaléncia de SDR em 526 mulheres portadoras de
diabete demonstrou que relagdo L/E =2, fosfatidilglicerol >2 a 5% e DOegs0nm
20,15, correlacionam-se com valores de 100,0% de sensibilidade e de VPN na
identificacdo de auséncia de risco de SDR, apesar do VPP baixo,

respectivamente, 15,0, 9,0 e 3,0%.°")

Moore®”) conduziu um estudo caso-controle que envolveu 295
gestantes diabéticas e 590 n&o-diabéticas. Os resultados apontaram para
atraso, de 1 a 1,5semanas, na producao de fosfatidilglicerol nos grupos
diabéticos (38,7 + 0,9semanas no diabete pré-gestacional; 37,3 £ 1semanas
diabete gestacional), quando comparadas aos controles (35,9 £ 1,1semanas).
De acordo com o autor, o atraso de 1,0 a 1,5semanas na producédo de
fosfatidilglicerol parece estar associado a elevacao precoce e sustentada dos

niveis de fosfatidilinositol na 322-34% semana de gestagao, independentemente
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da qualidade do controle glicémico materno, do sexo ou da macrossomia fetal.
Berkowitz et al.®® avaliaram os resultados de relagdo L/E e fosfatidilglicerol em
501 gestantes portadoras de diabete gestacional e 561 n&o-diabéticas.
Independentemente da faixa de idade gestacional, ndo encontraram diferenca
entre os grupos. No grupo estudo, com 37 semanas completas, o percentual de
maturidade pulmonar, identificado pela relagcdo L/E foi de 86,0% e, pelo
fosfatidilglicerol, de 78,0%. Comparados com os percentuais do grupo nao-
diabético, 80,0 e 78,0%, respectivamente (p = 0,33 e p = 0,43), ndo se
confirmou atraso bioquimico da maturidade pulmonar fetal nas gestacbes

complicadas por diabete.

A avaliagdo de 45 gestantes diabéticas (19 pré-gestacionais e
26 gestacionais), com controle glicémico adequado (glicemia de jejum
<105mg/dl e 2h po6s-prandial <120mg/dl), ndo observou atraso significativo nos
testes de maturidade pulmonar fetal, em relagdo ao grupo nao-diabético. A
CCL apresentou valor médio de 42,8+ 36,9 x 10%/ul no grupo de estudo e de

41,5+ 30,4 x 10/ul no controle (p <0,72).®

Estudo com 90 gestantes diabéticas (76 de termo e 14 pré-
termo) comparou a CCL com a relacéo L/E 22 e a presenca de fosfatidilglicerol.
Os resultados de CCL variaram de 13000 a 256000/ul. Houve correlacao
significativa entre os testes (CCL x L/E: r = 0,51, p <0,01; CCL x
fosfatidilglicerol: r = 0,57, p <0,01). Usando como valor de corte CCL =37000/pl,
a especificidade foi de 100,0%, a sensibilidade de 81,0% e o VPP de 100,0%.

N&o houve caso de SDR, inclusive nos resultados de CCL <37000/pl. 9




Dntroducao 43

Um outro estudo objetivou identificar quais os valores de corte
para L/E e CCL, que melhor se correlacionavam com a presenca de
fosfatidilglicerol, em 76 gestagdes complicadas por diabete. Concluiu-se que a
relacdo L/E 23 e a CCL 250000 apresentaram sensibilidade de 68,0 e 92,0% e

taxa de falso positivo de 6,0 e 0,0%, respectivamente. ©°

No Brasil ha apenas um estudo com a CCL nestas gestacoes,
comparando os resultados desta prova com os do teste de Clements em 62
amniocenteses de portadoras de diabete, gestacional ou clinico. A ocorréncia
de SDR foi confrontada com os resultados de maturidade pulmonar no liquido
amnidtico (Clements com anel completo no 3° tubo e CCL = 50000/ul). A CCL
apresentou desempenho diagndstico satisfatorio, indicado pela diferenca
significativa nos indices de especificidade (87,3 x 52,7%; p <0,001), VPP (50,0
x 16,1%; p = 0,017) e acuracia (88,7 x 54,8%; p <0,001) e pela equivaléncia
nos valores de sensibilidade (100,0 x 71,4%, p = 0,127) e VPN (100,0 x 93,5%,

p = 0,075).%

A maturidade pulmonar fetal pode estar atrasada nas gestacdes
complicadas por hiperglicemia ou diabete de qualquer tipo, particularmente
naquelas onde ndo ha controle metabdlico adequado. Entretanto, a maioria dos
recém-nascidos com mais de 34 semanas de idade gestacional ndo tera SDR,
mesmo na presencga de um teste imaturo, com controle metabdlico adequado.
©) Os protocolos, dos mais renomados Servicos Especializados de Diabete e
Gravidez, destacam alguns pontos de importancia na avaliagdo da maturidade
pulmonar fetal nessas gestacdes de risco, auxiliando na decisdo do momento e

da via de parto. ©'*® Via de regra, a avaliagdo da maturidade pulmonar fetal:
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€ dispensavel quando houver risco fetal ou materno que

indique resolucao imediata da gestacéo;

devera ser realizada quando houver comprometimento
materno ou fetal, mas néo risco imediato de morte, podendo

o parto ser adiado;

devera ser realizada no parto eletivo antes de 39 semanas,
mesmo nas gestacbes complicadas por diabete bem

controlado;

nas gestacdes entre 37-38 semanas, com fetos de peso <
4000g, bom controle metabdlico materno e auséncia de
doenca vascular, pode-se manter vigilancia fetal e aguardar
parto espontaneo até 42 semanas ou testar maturidade
pulmonar fetal e, se positiva, iniciar indugcéo do trabalho de

parto;

nas gestacdes entre 37-38 semanas, com fetos de peso
24000 e < 4250g, deve-se confirmar maturidade pulmonar

fetal e, se positiva, induzir o parto;

nas gestacdes entre 37-38 semanas, com fetos de peso =
4250 g, deve-se confirmar maturidade pulmonar fetal e, se

positiva, indicar cesarea.
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A Maternidade do Hospital de Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu-Unesp (FMB-Unesp) & servico de referéncia para
gestacbes de alto risco materno e perinatal, incluindo as gestagbes
complicadas pelo diabete materno. A avaliagcdo da maturidade pulmonar fetal
faz parte do seu protocolo de assisténcia que, na década de 90, utilizou
apenas o teste de azul de nilo (maturidade inespecifica) e os testes de
Clements e DOgsonm (maturidade pulmonar especifica). A partir de 2000, a
técnica de CCL foi introduzida no Servigco e passou a fazer parte do protocolo

de investigagdo da maturidade pulmonar fetal.

Especificamente para as gestacdes associadas ao diabete ou a
hiperglicemia leve, em uso de insulina, a rotina atual do Servigo inclui
amniocentese no termo (idade gestacional >37semanas) e, na confirmacao de
maturidade pulmonar fetal (Clements +0,7, DOgsonm >0,15 e CCL >32000/pl),
resolugcdo da gestacao, independentemente do tipo de diabete e da qualidade
do controle metabdlico materno. Mesmo nas situagées em que se impde a
resolugdo da gestacdo no pré-termo, a amniocentese e a avaliacdo da
maturidade pulmonar fetal sdo também realizadas, agora com o objetivo de
prevenir a equipe neonatal para a recepgdao do recém-nascido — com

maturidade pulmonar presente ou ausente.
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Apesar dos avancgos nos cuidados pré-natais, do crescimento
cientifico e tecnolégico da perinatologia e do advento do corticosterdide
antenatal e da terapia de reposicdo de surfactante neonatal, a gestacéo
complicada pelo diabete continua sendo motivo de preocupacao, tanto para o
obstetra como para o neonatologista. Em nosso meio, a dificuldade em se obter
o controle metabdlico adequado na gestante diabética, aumenta o risco de
complicagbes perinatais, de especial interesse a imaturidade pulmonar fetal e a
ocorréncia de SDR, favorecendo a morte neonatal. Associada a este fato, a
realidade da saude publica e dos hospitais universitarios no Brasil é definida
por falta de verbas, de equipamentos e de pessoal técnico especializado, o que
dificulta o acesso as provas de avaliacdo da maturidade pulmonar fetal

consideradas padrao-ouro e utilizadas nos paises desenvolvidos.

Desde a década de 90, exatamente por falta de recursos
financeiros, estas provas ndo séo realizadas em nosso Servigco. Na tentativa de
contornar tais deficiéncias, a CCL foi introduzida a partir de 2000, por ser
considerado método de facil execugao, rapido e de baixo custo. Ainda que
divulgada na literatura internacional, ndo ha relato da experiéncia nacional com
esta técnica, exceto por um unico estudo®”, mas de tamanho amostral menor

que o incluido neste projeto.

Diante destas contradicbes e pelo interesse em avaliar o
protocolo de conduta do Servigo, delineou-se este projeto de pesquisa, com as
hipoteses de que (1) a avaliacdo da maturidade pulmonar fetal ainda tem suas
indicagdes, principalmente naquelas gestagdes complicadas por diabete de
mais dificil controle metabdlico; (2) a qualidade do controle glicémico materno é
fator determinante no processo de maturacdo pulmonar do filho de méae
diabética e (3) nestas gestacdes de risco, o desempenho diagnostico da CCL é

comparavel aos testes de Clements e DOgsonm.
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Este projeto, incluindo gestagcbes complicadas por diabete ou

hiperglicemia leve, teve como OBJETIVOS GERAIS:

Avaliar o desempenho de testes especificos de maturidade

pulmonar fetal — Clements, DOgs0nm € CCL.

Determinar a influéncia da qualidade do controle glicémico
materno nos resultados dos testes especificos de

maturidade pulmonar fetal — Clements, DOgs0nm € CCL.

Foram OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Calcular os indices de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN),
acuracia e respectivos 1C95% dos testes especificos de

maturidade pulmonar fetal.

Comparar a acuracia dos testes especificos de maturidade

pulmonar fetal.

Relacionar os valores da média glicémica materna (MG),
categorizada em adequada ou inadequada ©*, aos
resultados dos testes especificos de maturidade pulmonar

fetal, nas gestagdes de termo e pré-termo.
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Desenho do estudo

O projeto foi constituido por um estudo de validacéo dos testes
de maturidade pulmonar fetal e por um estudo longitudinal para avaliar a
influéncia do controle glicémico materno nos resultados dos testes de
maturidade pulmonar em gestacdes complicadas por diabete ou hiperglicemia

leve.
Selecao dos sujeitos

Foram incluidas gestantes portadoras de diabete ou
hiperglicemia leve, submetidas a amniocentese para avaliagdo da maturidade
pulmonar fetal, conforme protocolo do Servigo. O diagnéstico e a classificagcao
do diabete na gestacéo seguiram os critérios da American Diabetes Association
(58) @8 A hiperglicemia leve foi caracterizada por resposta normal ao teste
oral de tolerancia a glicose (TTG1oog) € alterada no perfil glicémico 7D A
selecao dos sujeitos foi feita a partir de banco de dados especifico,
compreendida entre fevereiro de 2000 a dezembro de 2005. Considerando os
critérios de inclusao e exclusao, a amostra avaliada foi de 192 pares de maes e

recém-nascidos.
Critérios de inclusao

e gestantes portadoras de hiperglicemia leve (grupo IB de
Rudge) ou diabete, pré-gestacional (tipo 1 ou 2) ou

gestacional;

e intervalo maximo de 72 horas entre a amniocentese e o

parto;

e recém-nascido vivo.
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Critérios de exclusao

presenca de sangue e/ou mecoénio no liquido amni6tico;

e gestacao multipla;

e terapia corticosterdide antenatal até sete dias antes do

parto;

e malformagdes graves ou cromossomopatias no feto ou

recém-nascido.

Coleta dos dados

Identificadas as gestantes portadoras de diabete ou
hiperglicemia leve, submetidas a amniocentese em até sete dias antes do
parto, foram analisados os prontuarios das maes e dos recém-nascidos, além
dos resultados e das condi¢gbes das provas de maturidade pulmonar fetal no
liquido amnidtico. Preenchidos os critérios de inclusédo e exclusao, os dados de
interesse foram anotados em ficha protocolar padronizada. Na presencga de
qualquer sinal clinico indicativo de desconforto respiratério, as radiografias de
térax dos recém-nascidos foram solicitadas no arquivo médico e revisadas pelo

pesquisador.

Os dados protocolados foram submetidos a revisdo da
qualidade e legitimidade das informagbes, para corrigir eventuais erros,
inconsisténcias ou lacunas e, sempre que necessario, os prontuarios foram

novamente revisados. A seguir, criou-se banco de dados no software Microsoft
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Office Excel® (2003) e, para realizacdo da analise estatistica, os dados foram
transportados e adaptados, sempre com as devidas conferéncias, para o

software SPSS/Windows® (versdo 10.0.5).
Variaveis e conceitos

No estudo de validacdo dos testes de maturidade pulmonar
fetal, a presenga de SDR neonatal foi definida como padrao-ouro. O
diagnéstico de SDR foi baseadono quadro clinico e radioldgico '*2" e, de
acordo com os critérios de Morrison, a doencga foi classificada em graus de | a

v, 6

No estudo da influéncia da qualidade do controle glicémico na
maturidade pulmonar fetal utilizou-se como variavel independente a média
glicémica (MG) do terceiro trimestre de gestagédo, com inicio definido a partir de
26%"semanas, categorizada em adequada (MG <120mg/dl) e inadequada (MG
>120mg/dl).®®) A MG foi calculada pela média aritmética de todas as glicemias
avaliadas nos PG semanais. Todas as determinacdes de glicose foram feitas
pelo método glicose oxidase (Analisador de glicose Il Beckmann, Fullerton®,
CA, USA). Os resultados dos testes de maturidade pulmonar — Clements,

DOsgs50nm € CCL, foram avaliados como variaveis dependentes.

Alguns dados, previamente definidos, foram utilizados para
caracterizar a populagdo no estudo de validacdo dos testes diagndsticos e,
estabelecidos como varaveis de controle, no estudo da influéncia da

hiperglicemia materna na maturidade pulmonar fetal. Além da qualidade do
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controle glicémico materno, categorizada em adequada e inadequada ®) foram

considerados:

os disturbios hiperglicémicos, classificados em relagdo ao
tipo de diabete, em pré-gestacional ou clinico (tipo 1 ou tipo 2) e gestacional ¢
® as classes de Priscila White, em classes A ou A/B (diabete gestacional), B ou
C (diabete clinico sem vasculopatia) e D a FRH (diabete clinico com
vasculopatia) ® e, de acordo com os grupos de Rudge, em grupos IB
(hiperglicemia leve), IIA (diabete gestacional) e IIB (diabete clinico ou

gestacional) .

e 0s disturbios hipertensivos maternos associados a estas
gestacbes, classificados, de acordo com o protocolo do Servico, em
hipertensdo arterial créonica (HAC), hipertensdo gestacional (HG), pré-

eclampsia (PE) e HAC com PE superajuntada (HAC+PE);

e aidade gestacional ao nascimento, calculada pela data da
ultima menstruagdo (DUM), confirmada, na maioria dos casos, por ultra-
sonografia obstétrica precoce (até 20 semanas), comparada a avaliada pelo
método de New Ballard®® ao nascimento e categorizada em termo (IG
>37semanas) e pré-termo (IG<37semanas). Como subcategorias da idade
gestacional menor que 37 semanas definiu-se o pré-termo tardio (IG >34 e
<37semanas), pré-termo (IG >31 e <34semanas) e pré-termo extremo (IG
<31semanas) ©” % No estudo da influéncia da qualidade do controle glicémico
na maturidade pulmonar fetal os recém-nascidos com IG <34 semanas foram

excluidos.
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Técnicas e Testes diagnosticos

Todas as amniocenteses foram realizadas por puncgao trans-
abdominal, guiada por ultra-sonografia, ap6s antissepsia adequada. Foram
colhidos cerca de 10ml de liquido amnidtico (LA), imediatamente
encaminhados para analise no laboratério clinico. O LA foi avaliado
macroscopicamente quanto ao aspecto, transparente ou turvo, pela presenga
ou auséncia de grumos e a cor, clara, amarelo-avermelhada ou esverdeada,
pela auséncia ou presengca de contaminagdo por sangue, bilirrubina ou
meconio. Apds isso, o conteudo da amostra foi subdividido para a realizagao

das provas de maturidade pulmonar — Clements, DOgs0nm € CCL.

O teste de Clements foi realizado de acordo com técnica
modificada da descricdo original ©" e padronizada no Servico ®2. Inclui (1)
diluicdo do LA com soro fisioldgico em volumes diferenciados, necessarios para
completar 1ml, em seis tubos de 14x100mm; (2) adigdo de 1 ml de alcool a 95°
a cada tubo, que foram fechados com tampas de borracha e (3)agitacao
vigorosa e constante dos tubos por 15 segundos, deixando-os em repouso por
15 minutos, em superficie lisa e livre de vibragdo. Apos este tempo foi feita a
leitura do teste, considerando como resultado positivo a persisténcia de um
anel continuo e completo de bolhas na interface liquido/ar, a partir do tubo 4,

ou seja, nas diluicdes 0,7ml; 0,6ml e 0,5ml ®? (Quadro 1).
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Quadro 1. Técnica do teste de Clements modificada ©?

Tubos / Volumes

1 2 3 4 5 6
Liquido amniotico (ml) 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5
SF 0,9% (ml) 0 0,1 0,2 0,3 04 05
Etanol 95% (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

A CCL foi realizada com 0,3ml de LA, em aparelho de

automacéo para contagem de células sanguineas (KX-21N®, incluindo o kit de

leitura da Roche®). Considerou-se maturidade pulmonar fetal quando a CCL foi

igual ou maior que 32000/ul “7).

A DOgs0nm foi realizada com o restante do liquido, cerca de 7ml,

apos centrifugacao a 2.500rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi colocado

em tubo especifico de leitura oOptica em aparelho de espectrofotometria

(Spectronic 88 - Bausch & Lomb®), no comprimento de onda de 650nm. Foi

considerado resultado compativel com maturidade pulmonar fetal a diferenca

de densidade 6ptica igual ou maior que 0,15nm (DOgs0nm >0,15).

(41, 57)
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Analise estatistica

Os dados demograficos e clinicos sao apresentados por

nUumeros e proporgoes.

No estudo de validagdo dos testes de maturidade pulmonar
fetal, foram avaliados o desempenho dos testes — Clements, DOgs0nm € CCL,
na predicao da SDR. Para isso foram calculados os indices de sensibilidade,
especificidade, VPP, VPN e acuracia, com seus respectivos ICgs9,, de cada um
dos testes, isolados e em associac¢ao. Considerou-se a presenca de SDR como

padrao-ouro e o limite de significancia estatistica de 95% (p <0,05).

Na anélise da influéncia da qualidade do controle glicémico na
maturidade pulmonar fetal foram avaliados o percentual de maturidade e as
medianas e respectivos quartis de cada um dos testes — Clements, DOgs0nm €
CCL, em relacdao a média glicémica (MG) do terceiro trimestre, adequada
(£120mg/dl) e inadequada (>120mg/dl), discriminados na idade gestacional de
termo (>37semanas) e pré-termo (>34 e <37semanas). As proporcdes foram
comparadas pelos testes do Qui-quadrado (3?) e exato de Fisher; as medianas,
pelo teste de Mann-Whitney, considerando o limite de significancia estatistica

de 95% (o ou p <0,05).
Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi previamente submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de

Botucatu—UNESP (CEP/FMB-UNESP) (anexo 1).
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Clements’ test, optical density at 650nm (ODgsonm) and lamellar
body count (LBC) for the prediction of fetal lung maturity in
pregnancies complicated by diabetes and mild hyperglycemia

AK.C. De Luca®, E.A. Oliveira®, L.M.S.S. Rugolo®, R.AA. Costa®, |.M.P.
Calderon®

Department  of Pediatrics ° Botucatu Medical School/Sdo Paulo State
University-UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brazil

Department of Gynecology and Obstetrics °, Botucatu Medical School/S&o
Paulo State University-UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brazil

Abstract

Objectives: To evaluate the performance of the test of Clements, ODgsonm and
LBC in pregnancies complicated by diabetes or mild hyperglycemia. Methods:
This study aimed at validating diagnostic tests included 192 pregnant women
and their babies. The women were submitted to routine amniocentesis for the
assessment of fetal lung maturity up to 72 hours before delivery. Exclusion
criteria were: amniotic fluid contaminated with blood and/or meconium; multiple
gestation; prenatal corticosteroid therapy within seven days before delivery; and
newborn exhibiting severe malformations or chromosomopathies. Fetal lung
maturity thresholds were; Clements-positive at a dilution of 0.7; ODgsonm 20.15;
and LBC =32000/pl . For each test alone or in combination, sensitivity and
specificity rates, PPV, NPV and accuracy were determined considering RDS as
the gold-standard. Results: Of 192 pregnant women, 74(38.6%) had clinical
diabetes, 92(47.9%) had gestational diabetes, and 26(13.5%) had mild
hyperglycemia. Glycemic control was adequate in 150 (78.1%) women. Three
cases (1.7%) of RDS were observed. Sensitivity and NPV were 100% in all
tests. Specificity and accuracy rates were, respectively, 85.9% and 86.2%
(81.2;91.1) for the test of Clements; 90.9 % and 91.0% (86.0;95.1) for ODgs0nm;
94.2% and 94.3% (91.0; 97.6) for LBC. PPV was low in the all three tests (test
of Clements = 10.3%; ODgsonm=15.0%; LBC =21.4%). Conclusions: All tests
were good predictors of RDS. ODgsonm and LBC were comparable and better
than the test of Clements, which should not be used alone. The cost-benefit rate
of LBC 232000/pl justifies its isolated use as a screening test for fetal lung
maturity in pregnancies complicated by diabetes or mild hyperglycemia.

Key words: fetal lung maturity; diabetes in pregnancy; respiratory distress
syndrome; amniocentesis; Clements’ test (shake test); optical
density at 650nm; lamellar body count
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Teste de Clements, densidade 6ptica a 650,,, e contagem de
corpusculos lamelares na predicao da maturidade pulmonar
fetal em gestagdes complicadas por diabete ou hiperglicemia
leve

AK.C. De Luca®, E.A. Oliveira®, L.M.S.S. Rugolo®, R.AA. Costa®, |.M.P.
Calderon®

Departamento de Pediatria ®, Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP,
Botucatu, Sao Paulo, Brasil

Departamento de Ginecologia e Obstetricia °, Faculdade de Medicina de
Botucatu-UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil

Resumo

Objetivos: Avaliar o desempenho dos testes de Clements, DOgso € CCL em
gestacdes complicadas por diabete ou hiperglicemia leve. Métodos: Estudo de
validacao de teste diagnéstico. Foram incluidas 192 gestantes, e respectivos
recém-nascidos, submetidas a amniocentese, de rotina, para avaliacdo da
maturidade pulmonar fetal, até 72 horas antes do parto. Foram excluidos,
liquido amnibtico contaminado por sangue e/ou mecénio; gestagcdo multipla;
terapia corticosterdide antenatal até sete dias antes do parto e malformacdes
graves ou cromossomopatias no recém-nascido. Considerou-se como limite de
maturidade pulmonar fetal, Clements positivo a partir da diluicdo 0,7ml; DOgsonm
20,15 e CCL =232000/ul. Foram avaliados os indices de sensibilidade,
especificidade, VPP, VPN e acuracia dos trés testes, isolados e em
associagao, estabelecando a Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR)
como padréo ouro. Resultados: Das 192 gestantes, 74 (38,6%) eram diabéticas
clinicas, 92 (47,9%) gestacionais e 26 (13,5%) tinham hiperglicemia leve. O
controle glicémico foi adequado em 150 (78,1%). Houve trés casos de SDR
(1,6%). Todos os testes apresentaram sensibilidade e VPN de 100%. A
especificidade do Clements foi de 85,9%, com acuracia de 86,2% (81,2; 91,1);
a DOesonm apresentou especificidade de 90,9% e acuracia de 91,0% (86,9;
95,1); na CCL foi observada especificidade de 94,2% e acuracia de 94,3%
(91,0; 97,6). O VPP foi baixo nos trés testes, respectivamente, 10,3; 15,0 e
21,4%. Conclusées: Os testes tiveram bom desempenho na predigdo da SDR.
A DOegsonm € a CCL foram comparaveis e melhores que o Clements, que nao
deve ser usado de forma isolada. O custo-beneficio da CCL =232000/ul justifica
seu emprego isolado como triador da maturidade pulmonar fetal em gestacées
complicadas por diabete ou hiperglicemia leve.

Palavras-chave: maturidade pulmonar fetal; diabete na gravidez; sindrome do
desconforto respiratorio; amniocentese; teste de Clements;
densidade optica a 650nm; contagem de corpusculos
lamelares
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1. Introducao

A morbidade pulmonar neonatal do filho de méae diabética foi
amplamente reconhecida nas ultimas décadas. A sindrome do desconforto
respiratorio (SDR) ja acometeu 20 vezes mais esses recém-nascidos do que 0s
provenientes de uma gestagao normal (1). A exata explicagdo para o atraso na
maturidade pulmonar fetal de filhos de mées diabéticas permanece pouco
esclarecida. Alguns investigadores sugerem que a hiperglicemia e o
hiperinsulinismo fetal seriam os responsaveis por essa alteragéo, pela inibigao
de enzimas necessarias para a sintese dos fosfolipidios, componentes do

surfactante pulmonar (2).

O atraso na maturidade pulmonar fetal parece estar relacionado
com o controle metabdlico materno. Varios estudos demonstraram que em
gestacbes complicadas por diabete, com controle metabdlico adequado, nao
ocorre atraso na produgao e qualidade do surfactante pulmonar e, portanto, o
recém-nascido teria 0 mesmo risco para desenvolver SDR que uma gestagao
nao-diabética (3-6). O controle metabdlico materno ideal nem sempre é
alcancado, dai a validade de se confirmar maturidade pulmonar fetal nestas

gestacdes.

Os testes considerados padrdo-ouro para avaliacédo da
maturidade pulmonar fetal sdo a relacdo lecitina/esfingomielina (L/E) e a
dosagem de fosfatidilglicerol. No entanto, esses exames demandam tempo,
técnica e aparelho especializados, o que eleva o custo e dificulta sua aplicacéo

na pratica clinica. O teste de Clements continua sendo opg¢éo rapida, de facil
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realizagcéo e baixo custo (7). A densidade 6ptica a 650nm (DOgsonm), apesar de
pouca utilizada atualmente, € descrita como exame de boa sensibilidade e

especificidade e, também, de menor custo (8).

Nos ultimos anos, a literatura passou a divulgar a contagem de
corpusculos lamelares (CCL) como alternativa econémica, de desempenho
similar, ou melhor, que a relagdo L/E na predicado da maturidade pulmonar fetal
(7). Os pneumdcitos tipo |l sintetizam os fosfolipidios constituintes do
surfactante pulmonar, que sdo armazenados na forma de estruturas
denominadas corpusculos lamelares. Esses corpusculos aparecem no
citoplasma dos pneumocitos entre a 202 e 242 semanas e aumentam em
nuamero e tamanho com o desenrolar da gestagdo. S&o continuamente
secretados para o interior do alvéolo e entram em contacto com o liquido
amniético por exsudagdo e movimentos respiratorios do feto. Tém tamanho
semelhante ao das plaquetas e, por isso, podem ser quantificados em

aparelhos de automacgao para contagem de células sangiineas (9).

Via de regra, os protocolos de renomados servigos
especializados concordam que a avaliagdo da maturidade pulmonar fetal nas
gestacbes complicadas por diabete auxilia na decisdo do momento do parto.
Entretanto, s&o omissos em relacdo ao melhor teste e controversos nos

critérios de maturidade ou imaturidade pulmonar fetal (10-12).

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho dos testes de
avaliacdo da maturidade pulmonar fetal — teste de Clements, DOgsonm € CCL

em gestacdes complicadas por diabete ou hiperglicemia leve.
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2. Sujeitos e Métodos

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu—UNESP.

Foram incluidas gestantes portadoras de diabete ou
hiperglicemia leve, submetidas a amniocentese para avaliagdo da maturidade
pulmonar fetal e respectivos recém-nascidos, atendidos no Servigo de Diabete
e Gravidez da Faculdade de Medicina de Botucatu—-UNESP, entre fevereiro de
2000 e dezembro de 2005. Delineou-se estudo de validagcdo de testes de
avaliacdo da maturidade pulmonar fetal em gestagbes complicadas por diabete
ou hiperglicemia leve. O diagnéstico e a classificagdo do diabete na gestacao
seguiram os critérios da American Diabetes Association (13). A hiperglicemia
leve foi caracterizada por resposta normal no teste oral de tolerancia a glicose
(TTG100g) € alterada no perfil glicémico (PG) (14, 15). Foram critérios de
inclusdo, gestante portadora de hiperglicemia leve ou diabete, pré-gestacional
(tipo 1 ou 2) ou gestacional; amniocentese com intervalo maximo de 72 horas
do parto e recém-nascido vivo. Os critérios de exclusao foram definidos por
presenca de contaminantes no liquido amnibdtico — sangue e/ou meconio;
gestacado multipla; terapia corticosteréide antenatal até sete dias antes do parto
e malformagbes graves ou cromossomopatias no recém-nascido.
Considerando-se esses critérios, a amostra avaliada foi de 192 pares de maes

e recém-nascidos.
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A Sindrome do Desconforto Respiratério (SDR) no recém-
nascido foi definida como padrao-ouro na validagao dos testes de maturidade
pulmonar fetal. O diagnostico de SDR foi confirmado por quadro clinico e
alteracgbes radiologicas compativeis (16). Esse dado foi obtido do prontuario do
recém-nascido, revisado e confrontado com as respectivas radiografias de

térax pelo neonatologista, com concordancia em todos os casos registrados.

A idade gestacional foi calculada pela data da ultima
menstruagdo (DUM), confirmada por ultra-sonografia obstétrica precoce, na
maioria dos casos, e comparada com a avaliada pelo método de New Ballard
(17) ao nascimento. Foi categorizada em termo (IG >37semanas), pré-termo
tardio (IG >34 e <37semanas), pré-termo (IG >31 e <34semanas) e pré-termo

extremo (IG <31semanas) (18).

A média glicémica (MG) foi calculada pela média aritmética de
todas as glicemias avaliadas nos PG semanais do terceiro trimestre de
gestacdo (a partir de 26°”semanas). Essa MG foi categorizada em adequada
quando <120mg/dl e inadequada se >120mg/dl (14). As determinacdes de
glicose plasmatica foram feitas pelo método glicose oxidase (analisador de

glicose Il Beckmann, Fullerton®, CA, USA).

Os disturbios hipertensivos maternos associados a essas
gestacbes foram classificados em hipertensdo arterial crénica (HAC),
hipertensdo gestacional (HG), pré-eclampsia (PE) e HAC com pré-eclampsia

superajuntada (HAC+PE), conforme protocolo do Servico.
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As amniocenteses foram realizadas por puncgdo trans-
abdominal, guiada por ultra-sonografia, ap6s antissepsia adequada. Foram
colhidos cerca de 10ml de liquido amniotico (LA), imediatamente
encaminhados para analise no laboratério clinico. Antes das provas de
maturidade pulmonar — teste de Clements, DOgsonm € CCL, 0 LA foi avaliado
quanto ao aspecto/cor, para identificar a presenga de grumos e possivel

contaminagao por sangue ou meconio.

O teste de Clements foi realizado de acordo com técnica
modificada padronizada no Servigo. Inclui diluicdo dos volumes diferenciados
(1,0; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6 e 0,5ml) de LA, distribuidos em seis tubos de 14x100mm,
com soro fisiolégico em volumes suficientes para completar 1ml, adi¢do de 1 ml
de alcool a 95° a cada tubo, fechados com tampas de borracha, e agitagéo
vigorosa dos tubos por 15 segundos, deixando-os em repouso por 15min. Apds
este tempo, a persisténcia de um anel continuo e completo de bolhas na
interface liquido/ar, a partir do tubo 4, ou seja, nas diluigdes 0,7ml; 0,6ml e
0,5ml, foi considerado resultado positivo, indicativo de maturidade pulmonar
(19). A CCL foi realizada com 0,3ml de LA, em aparelho de automacéao para
contagem de células sanguineas (KX-21N®, incluindo o kit de leitura da
Roche®). Considerou-se maturidade pulmonar fetal quando a CCL foi igual ou
maior que 32000/ul (20). A DOgsonm foi realizada com o restante do LA, cerca de
7ml, ap6s centrifugacdo a 2.500rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi
colocado em tubo especifico de leitura Optica em aparelho de

espectrofotometria (Spectronic 88 - Bausch & Lomb®), no comprimento de
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onda de 650nm. Considerou-se resultado positivo a diferenca de densidade

optica igual ou maior que 0,15 nm (DOgsonm =0,15) (21).

Para avaliagdo do desempenho dos testes — Clements, DOgs0nm
e CCL, na predicdao da SDR, foram calculados os indices de sensibilidade,
especificidade, VPP, VPN e acuracia, com seus respectivos 1Cgs¢, de cada um
dos testes, isolados e em associagao. Considerou-se a presenca de SDR como

padrao-ouro e o limite de significancia estatistica de 95% (p <O0,05).
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3. Resultados

Das 192 gestagdes complicadas por diabete ou hiperglicemia
leve avaliadas, 38,6% eram de diabéticas clinicas, com 29,7% de vasculopatia
associada (classes D a FR de Priscila White), 47,9% de diabéticas gestacionais
e 13,5% de hiperglicemia leve. A maioria era de termo (71,9%), 25,5% estavam
entre 34 e 37 semanas e 2,6% tinham idade gestacional menor ou igual a 34
semanas. O controle glicémico foi adequado em 78,1% e os disturbios
hipertensivos se associaram a 33,9% dos casos (Tabela 1). A confirmagao de
trés casos de SDR correspondeu a incidéncia de 1,6%, todos previstos pelos

testes de avaliacao de maturidade pulmonar fetal (Tabela 2).

Os testes avaliados, Clements, DOgsonm € CCL, mostraram bom
desempenho para predizer risco de SDR, com sensibilidade e VPN de 100,0%.
Em valores absolutos, o teste de Clements apresentou os menores indices de
especificidade, VPP e acuracia, em relagdo aos demais. A DOgsonm 20,15
demonstrou especificidade de 90,9%, VPP de 15,0% e 91,0% de acuracia. A
CCL =32000/ul resultou em 94,2% de especificidade, 21,4% de VPP e 94,3%
de acuréacia (Tabelas 3 e 4). Os limites dos ICgsyde especificidade e acuracia
mostraram sobreposicdo dos intervalos entre os testes, isolados ou em
associacgéao, a excecao do teste de Clements, com limite inferior as associagbes

testadas (Figura 1).
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Tabela 1. Caracteristicas da populagéo

Caracteristicas Freqiiéncia %
Tipo de Diabete
Tipo 1 36 21,7
Tipo 2 38 22,9
Gestacional 92 55,4
Total 166 100,0
Classes de P. White
AeAB 92 55,4
BeC 52 31,3
DaFR 22 13,3
Total 166 100,0
Grupos de Rudge
IB 26 13,5
A 03 1,6
1B 163 84,9
Total 192 100,0
Controle Glicémico
Adequado (£120mg/dl) 150 78,1
Inadequado (>120mg/dl) 42 21,9
Total 192 100,0
Hipertensao Arterial
HAC 33 17,2
HG 17 8,9
PE 10 5,2
HAC+PE 05 2,6
Total 65 33,9
Idade Gestacional
<34sem 5 2,6
34-37sem 49 25,5
>37sem 138 71,9
Total 192 100
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Tabela 2. Caracteristicas dos casos de SDR

Caracteristicas

Caso 1 Caso 2 Caso 3
Tipo de SDR grau 3 grau 2 grau 2
Surfactante exégeno sim nao nao
Obito neonatal nao nao sim
IG no parto (semanas) 34 57 33 35
Peso (g) / sexo RN 2655/ F 2180/ M 2090/ F
Tipo / classe diabete DM1/C DM1/C DM2/F
MG (mg/dl) 135,7 108,1 103,0
Clements >0,7 >0,7 >0,7
DOgs0nm 0,08 0,12 0,05
CCL (corpusculos/pul) 5000 13000 1000

Tabela 3. Resultados dos testes — Clements, DOgsonm € CCL, na predigao de
risco para SDR

SDR
Total
Presente Ausente

Clements

Negativo (>0,7) 3 26 29

Positivo (< 0,7) 0 159 159

Total® 3 185 188
DO650nm

Negativo (<0,15) 3 17 20

Positivo (= 0,15) 0 169 169

Total® 3 186 189
CCL

Negativo (<32000/pul) 3 11 14

Positivo (=232000/pl) 0 178 178

Total 3 189 192

(*) provas nao realizadas — Clements = 4 casos; DOgsonm = 3 casos
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Tabela 4. Desempenho dos testes — Clements, DOgsonm € CCL, na predicédo de

risco para SDR

Sensibilidade Especificidade VPP VPN  Acuracia
Clements 100,00 85,94 10,34 100,00 86,17
DOs50nm- 100,00 90,86 15,00 100,00 91,00
CCL 100,00 94,17 21,42 100,00 94,27
Clements+DOgs50nm 100,00 93,98 21,42 100,00 94,08
Clements+CCL 100,00 94,59 23,07 100,00 94,68
DOgs0nm+CCL 100,00 96,77 33,33 100,00 96,82
Clem.+DOg50,m+CCL 100,00 96,72 33,33 100,00 96,77
IC o¢ze. — ESPECIFICIDADE
110
105 -
= 100 -
s 95 - —&— Clements
g —8—DO
F 907 —A—CCL
S 854 /—”/' —@— Clem+DO
E 80 1 —@— Clem+CCL
75 | —e—DO+CCL
—@— DO+Clem+CCL
70 i i
minimo 1Cyse, maximo
o IC o0, — ACURACIA
105 -
~ 100 -
§ 95 - —&— Clements
; -?‘%//' a0
& 904 —&—CCL
£ 85 - ——Clem+DO
S 50 —@— Clem+CCL
pa—. —8—DO+CCL
—8— DO+Clem+CCL
70 i i
minimo 1Cose, maximo

Figura 1. Intervalos de confianga a 95% (ICgs0,) da Especificidade e da
Acuracia dos testes — Clements, DOgsonm € CCL, na predicdo de

risco para SDR
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4. Discussao

As provas de maturidade pulmonar fetal em gestacdes
complicadas por diabete ainda ndo estdo definidas na literatura. A grande
maioria dos autores as inclui em seus protocolos de conduta, especialmente
nas gestacdes com controle metabdlico materno inadequado. Entretanto, ha
divergéncias nos pontos de corte e nos testes utilizados, além das limitagbes
dos varios servigos. Assim, a avaliagdo critica de protocolos especificos &

sempre interessante e resulta em beneficios para o prognéstico materno-fetal.

Neste estudo, os trés testes de maturidade pulmonar fetal
avaliados — Clements, DOgsonm € CCL tiveram desempenho bom e bastante
semelhante na predigdo de risco para SDR nas gestagbes complicadas por
diabete e hiperglicemia leve. Os indices de 100,0% de sensibilidade e VPP,
com especificidade e acuracia variando de 85 a 95,0%, demonstraram que com
a utilizacado desses testes no protocolo do Servigo consegue-se diferenciar o
feto de risco daquele com maturidade pulmonar e, portanto, sem risco de
desenvolver SDR. Isso deve ter influenciado na baixa incidéncia de SDR
nesses recém-nascidos observada nos ultimos anos, nao atingindo 2,0%. Para
a nossa realidade, com limitagdo de recursos e necessidade de contencao de

custos, esse resultado ja seria suficiente.

A impossibilidade de comparar o desempenho destes trés
testes com o considerado padrao-ouro (relagdo L/E, fosfatidilglicerol) e a
ocorréncia de apenas trés casos de SDR foram fatores limitantes na

interpretacdo dos resultados. A literatura ja discute o emprego de testes de
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menor custo e facilidade técnica em substituicdo a relagdo L/E e a dosagem de
fosfatidilglicerol, os quais seriam reservados para definicdo dos casos
inconclusivos (22). O pequeno numero de casos de SDR limitou o poder
estatistico dos elevados indices de sensibilidade (100,0%) observados,
indicando a necessidade de usar os limites dos ICgse, de especificidade e
acuracia para diferenciar o desempenho dos trés testes. Quando avaliados de
forma isolada, todos os testes apresentaram limites superponiveis, insuficiente
para definir o melhor deles. Entretanto, o teste de Clements, aplicado
isoladamente, apresentou o menor limite de 1Cgs, quando comparado as
associagdes dos testes, especialmente, DOgsonm+CCL, sugerindo desvantagem

do teste no desempenho diagnostico.

A performance do teste de Clements pode estar relacionada a
propria técnica, dependente de execucdo e de interpretacdo humana. No
entanto, a rapidez e a facilidade técnica, aliada a treinamento profissional
adequado, poderao melhorar o desempenho diagnéstico e beneficiar a
assisténcia nos locais onde outros testes ndo sejam disponiveis. Em gestacbes
de alto risco, como nas complicadas por diabete, um teste simples, rapido, e de
baixo custo pode ser de grande utilidade, principalmente nos paises em

desenvolvimento (9).

A DOegsonm € a CCL, apesar do melhor desempenho quando
associados, teriam a desvantagem da limitagdo de recursos, pois nem todos os
servicos possuem espectrofotdbmetro ou aparelho de automacdo para
contagem de células. De acordo com a literatura, a CCL levaria vantagem, pois

custa tanto quanto uma contagem de células sanguineas e menos que a
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metade de uma relagao L/E (23). Adotando-se a CCL como teste alternativo de
avaliacdo da maturidade pulmonar fetal, estima-se queda aproximada de 9,8

milhdes de ddlares/ano nos gastos hospitalares (22).

Os valores de corte para a CCL tém sido discutidos na
literatura e um consenso recente sugere o cutoff de 250000/ul (24), superior ao
utilizado neste estudo (=232000/ul), recomendado por Lewis et al (20). Nesse
limite, os resultados aqui observados demonstraram especificidade do teste
comparavel aos avaliados no estudo original (20) e maiores que os descritos
por Abd EI Aal et al. (9), com cutoff 241000/ul. Além disso, nossos indices de
especificidade e acuracia foram semelhantes, ou até superiores, aos descritos
em estudos especificos para gestantes diabéticas, com pontos de corte mais

rigorosos, 250000/l (25) e 237000//ul (26).

A maioria dos estudos (9, 19, 20) n&o é exclusiva de gestantes
diabéticas. Entretanto, as caracteristicas da amostra aqui incluida — 192 casos,
apenas cinco prematuros com IG <34 semanas, controle glicémico adequado
em 78,1% das gestacbes (3-6) e, sobretudo, a proporgdo de hipertenséo
arterial (34,0%) e vasculopatia diabética (13,3%) (6, 27), contribuiram para o
progndstico clinico e reforgaram que o ponto de corte de CCL =32000//ul foi
adequado e suficiente, também, para as gestagcbes complicadas por diabete ou

hiperglicemia leve.
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Em sintese, os trés testes avaliados — Clements, DOegsonm €
CCL, e respectivos pontos de corte, tiveram bom desempenho na predi¢cao e
prevengdo da SDR, reforcando que n&o ha necessidade de critérios
diferenciados para a populacdo de gestantes diabéticas ou portadoras de
hiperglicemia leve. A DOgsoom € a CCL mostraram desempenho
estatisticamente comparaveis entre si e, se aplicados em associagéo, superam
o teste de Clements, que ndo deve ser utilizado isoladamente. Considerando a
praticidade, o baixo custo e o desempenho diagnostico da CCL 232000/ul, o
custo-beneficio justifica o seu uso isolado como preditor de maturidade

pulmonar fetal, também nestas gestacgdes.

Do ponto de vista pratico, nas gestacbes complicadas por
diabete ou hiperglicemia leve, a CCL deve ser usada de forma isolada como
rastreador do risco de SDR e, nos resultados inconclusivos ou borderline,

associada a outros testes de avaliagdo de maturidade pulmonar fetal.
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Influence of glycemic control on fetal lung maturity in
gestations complicated by diabetes or mild hyperglycemia

Ana Karina C. De Luca’, Cristiane Y. Nakazawa?, Beatriz C. Azevedo?, Marilza
V. C. Rudge?, Roberto A. A. Costa® and Iracema M. P. Calderon?

From the 'Department of Pediatrics and ?Department of Obstetrics and
Gynecology, Botucatu Medical School/Sdo Paulo State University-UNESP,
Botucatu, Sdo Paulo, Brazil

Background. Maternal hyperglycemia favors delay in fetal lung maturity. This
study aimed at assessing the influence of glycemic control quality on the results
of fetal lung maturity in pregnancies complicated by diabetes or mild
hyperglycemia.

Methods. This cross-sectional study included 187 pregnant women and their
babies. The women were submitted to routine amniocentesis for the
assessment of fetal lung maturity up to 72 hours before delivery. Exclusion
criteria were: amniotic fluid contaminated with blood and/or meconium; multiple
gestation; prenatal corticosteroid therapy within seven days before delivery;
severe malformations or chromosomopathies, and gestational age under 34
weeks. Fetal lung maturity thresholds were; Clements-positive at a dilution of
0.7; ODgsonm 20.15; and LBC =32000/ul. The relationship of test results with
adequate (< 120mg/dl) or poor (> 120 mg/dl) glycemic mean (GM) at term and
at pre-term was evaluated.

Results. Of the 187 women, 72(38.5%) had clinical diabetes, 90(48.1%) had
gestational diabetes, and 25(13.4%) had mild hyperglycemia. Glycemic control
was adequate in 146 (78.1%) women. Two cases (1.07%) of RDS were
observed. Maturity percentage had no effect on glycemic control. Clements
maturity rates were higher at term (91.9%) than at pre-term (64.7%) when GM <
120mg/dl (p<0.001), but not when control was inadequate. . LBC median was
higher at term (99.0; 62.0-154.0) than at pre-term (66.5; 40.5-108.25) (p =
0.009) when GM < 120mg/dl, while GM > 120 mg/dl did not lead to any
difference between these rates at term or pre-term. When glycemic control was
adequate, ODgsonm medians at term and at pre-term were similar. However,
when GM > 120 mg/dl, ODgsonm median at term (0.29; 0.22-0.40) was superior
to that observed at pre-term (0.15; 0.12-0.18) (p<0.001).

Conclusions. The influence of maternal glycemic control on test results was
demonstrated. At pregnancy term, lung maturity assessment is not necessary.
However, in pre-term pregnancies, or when glycemic control is inadequate, this
kind of assessment is still indicated

Key words: fetal lung maturity; diabetes in pregnancy; amniocentesis
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Influéncia do controle glicémico na maturidade pulmonar fetal
em gestagcoes complicadas por diabete ou hiperglicemia leve

Ana Karina C. De Luca1, Cristiane Y. Nakazawaz, Beatriz C. Azevedoz, Marilza
V. C. Rudge?, Roberto A. A. Costa® e Iracema M. P. Calderon?

'Departamento de Pediatria e *Departamento de Ginecologia e Obstetricia,
Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, Botucatu, Sado Paulo, Brasil

Introdugéo. A hiperglicemia materna favorece atraso na maturidade pulmonar
fetal. Esse estudo avaliou a influéncia da qualidade do controle glicémico nos
resultados dos testes de maturidade pulmonar, em gestagdes complicadas por
diabete ou hiperglicemia leve.

Métodos. Estudo de corte transversal, incluindo 187 gestantes, e respectivos
recém-nascidos, submetidas a amniocentese, de rotina, para avaliacdo da
maturidade pulmonar fetal, até 72 horas antes do parto. Foram excluidos
liguido amnibtico contaminado por sangue e/ou mecénio; gestagcdo multipla;
terapia corticosteréide antenatal até sete dias antes do parto; malformacdes
graves ou cromossomopatias e idade gestacional inferior a 34semanas.
Considerou-se como limite de maturidade pulmonar fetal, Clements positivo a
partir da diluicdo 0,7ml; DOgsonm 20,15 e CCL =32000/ul. Estudou-se a
interagdo da média glicémica (MG), adequada (MG <120mg/dl) e inadequada
(MG >120mg/dl), diferenciada no termo e no pré-termo, com os resultados dos
testes. Resultados. Das 187 gestantes, 72 (38,5%) eram diabéticas clinicas, 90
(48,1%) gestacionais e 25 (13,4%) tinham hiperglicemia leve. O controle
glicémico foi adequado em 146(78,1%). Houve dois casos de SDR (1,07%). O
percentual de maturidade dos testes ndo mostrou influéncia do controle
glicémico. Na MG £120mg/dl, os percentuais de maturidade do Clements foram
maiores no termo (91,9%) que no pré-termo (64,7%) (p <0,001), o que nao
ocorreu no controle inadequado. Na MG <120mg/dl, o valor da mediana da
CCL foi mais elevado no termo (99,0; 62,0-154,0) que no pré-termo (66,5;
40,5-108,25) (p = 0,009). A MG >120mg/dl ndo diferenciou esses indices no
termo ou pré-termo. No controle glicémico adequado, os valores da mediana de
DOegsonm foram semelhantes no termo e no pré-termo. Na MG >120mg/dl, a
mediana de DOgsonm NO termo (0,29; 0,22-0,40) foi superior a observada no
pré-termo (0,15; 0,12-0,18) (p <0,001).

Conclusées. As provas avaliadas mostraram influéncia do controle glicémico
materno nos resultados dos testes. No termo da gestacdo, a avaliacdo da
maturidade pulmonar n&o € necessaria. No pré-termo e no controle glicémico
inadequado, esta avaliacdo ainda tem indicacéo.

Palavras-chave: maturidade pulmonar fetal; diabete na gravidez;
amniocentese.
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1. Introducao

O risco de atraso na maturidade pulmonar fetal e de sindrome
de desconforto respiratério do recém-nascido (SDR) no filho de mée diabética é
conhecido ha tempos (1, 2). Apesar disso, 0s mecanismos implicados na sua
fisiopatologia ndo estdo completamente esclarecidos e varios investigadores
sugerem que a hiperglicemia e o hiperinsulinismo fetal seriam os responsaveis
por essa alteracdo. O hiperinsulinismo fetal inibe o desenvolvimento de
enzimas necessarias para a sintese dos fosfolipidios; antagoniza a agao do
cortisol na sintese do surfactante pulmonar, com diminuicdo do numero de
receptores pulmonares de glicocorticoéides; diminui a incorporagéo de colina na
lecitina e da glicose e acidos graxos na fosfatidilcolina saturada, retardando a
maturacdo do sistema surfactante (1, 3-5). Apesar da SDR ser complicagao
rara em recém-nascidos de termo, filhos de maes diabéticas (6, 7), as opinides
sobre essas possiveis relacbes sdo controversas. Alguns pesquisadores nao
conseguiram comprova-las (8), enquanto outros destacam a importancia da
qualidade do controle glicémico na garantia da maturidade pulmonar fetal e

prevencao da SDR (9-14).

No controle metabdlico adequado ndo ha atraso na producéo e
na qualidade do surfactante pulmonar (9-14) e a amniocentese para avaliar a
maturidade pulmonar fetal é pratica a ser abandonada (13, 14). Entretanto, a
maturidade pulmonar fetal deve ser confirmada nos casos de controle

metabdlico inadequado e idade gestacional ndo-confirmada (13).
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Os testes considerados padrao-ouro para avaliacdo da
maturidade pulmonar fetal sdo a relacdo lecitina/esfingomielina (L/E) e a
dosagem de fosfatidilglicerol. No entanto, esses exames demandam tempo,
técnica e aparelho especializados, o que eleva o custo e dificulta sua aplicagédo
na pratica clinica. O teste de Clements continua sendo opc¢ao rapida, de facil
realizacao e baixo custo. (14) A densidadade 6ptica a 650nm (DOgs0nm), apesar
de pouco utilizada atualmente, € descrita como exame de boa sensibilidade e
especificidade e, também, de menor custo (6, 15). Mais recentemente, a
contagem de corpusculos lamelar (CCL) vem sendo divulgada, pela facilidade
técnica e baixo custo. Os pneumocitos tipo Il sintetizam os fosfolipidios
constituintes do surfactante pulmonar, que sdo armazenados na forma de
estruturas denominadas corpusculos lamelares. Esses corpusculos sé&o
secretados constantemente para a luz alveolar e dai entram em contato com o
liquido. Tém tamanho semelhante ao das plaquetas e, por isso, podem ser
quantificados em aparelhos de automacgdo para contagem de células

sanguineas (14).

Na avaliacdo da maturidade pulmonar fetal em gestacdes
complicadas por hiperglicemia materna, muitos pontos obscuros devem ser
esclarecidos. O limite do controle glicémico, ideal para garantir maturidade
pulmonar fetal, além de diferenciado entre os autores, na pratica clinica é dificil
de ser alcangcado e mantido. Os protocolos de servigos especializados ainda
incluem a amniocentese para avaliagdo da maturidade pulmonar fetal,

auxiliando na decisdo do momento do parto, mesmo no diabete bem
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controlado. Assim, a avaliacdo critica de protocolos especificos € sempre

interessante e resulta em beneficios para o prognéstico materno-fetal.

O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da qualidade do
controle glicémico materno nos resultados dos testes de maturidade pulmonar
fetal — Clements, DOgs5onm € CCL em gestagdes complicadas por diabete ou
hiperglicemia leve (16, 17), diferenciadas na idade gestacional de termo e pré-

termo.
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2. Materiais e Métodos

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu—Unesp.
Pacientes

Foram incluidos 187 pares de méaes e recém-nascidos,
atendidos no Servigo de Diabete e Gravidez da Faculdade de Medicina de
Botucatu—-UNESP, de fevereiro de 2000 a dezembro de 2005. Foi delineado um
estudo de corte transversal, para avaliar a influéncia do controle glicEmico
materno nos resultados dos testes de maturidade pulmonar fetal, em gestacdes

complicadas por diabete ou hiperglicemia leve.
Critérios de incluséo e exclusao

Foram incluidas gestantes portadoras de hiperglicemia leve ou
diabete, pré-gestacional (tipo 1 ou 2) ou gestacional, submetidas a
amniocentese, com intervalo maximo de 72 horas do parto, e recém-nascidos
vivos, com idade gestacional (IG) minima de 34semanas (IG >34 semanas). A
hiperglicemia leve foi caracterizada por resposta normal ao teste oral de
tolerancia a glicose (TTGioog) € alterada no perfil glicémico (PG) (16, 17). O
diagndstico e a classificagdo do diabete na gestagao seguiram os critérios da
American Diabetes Association (18, 19). Foram critérios de exclusao, presenca
de contaminantes no liquido amnidtico, sangue e/ou mecbnio; gestacéo
multipla; corticosteroide antenatal até sete dias antes do parto e malformacdes

graves ou cromossomopatias no recém-nascido.
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Meédia glicémica (MG)

A MG foi calculada pela média aritmética de todas as glicemias
avaliadas nos PG semanais do terceiro trimestre de gestacédo (a partir de
26%"semanas) e categorizada em adequada quando <120mg/dl e inadequada
se >120mg/dl (16, 17). Todas as determinacbes de glicose foram feitas pelo
método glicose oxidase (Analisador de glicose Il Beckmann, Fullerton®, CA,

USA).
Idade gestacional (IG)

A IG foi calculada pela data da ultima menstruagdo (DUM),
confirmada por ultra-sonografia obstétrica precoce, na maioria dos casos, e
comparada com a avaliada pelo método de New Ballard (20) ao nascimento.
Para analise dos resultados, foi categorizada em termo (IG >37semanas) e pré-

termo tardio (IG >34 e <37semanas) (21).
Provas de maturidade pulmonar fetal

As amniocenteses foram realizadas por pungdo trans-
abdominal, guiada por ultra-sonografia, ap6s antissepsia adequada. Foram
colhidos cerca de 10ml de liquido amnidtico (LA), imediatamente
encaminhados para analise no laboratério clinico. Antes das provas de
maturidade pulmonar — teste de Clements, DOgsonm € CCL, 0 LA foi avaliado
quanto ao aspecto/cor, para identificar a presenga de grumos e possivel

contaminagao por sangue ou meconio.
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O teste de Clements foi realizado de acordo com técnica
modificada padronizada no Servigo. Inclui diluicdo dos volumes diferenciados
(1,0; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6 e 0,5ml) de LA, distribuidos em seis tubos de 14x100mm,
com soro fisiolégico em volumes suficientes para completar 1ml, adicdo de 1 ml
de alcool a 95° a cada tubo, fechados com tampas de borracha, e agitagéo
vigorosa dos tubos por 15 segundos, deixando-os em repouso por 15min. Apos
este tempo, a persisténcia de um anel continuo e completo de bolhas na
interface liquido/ar, a partir do tubo 4, ou seja, nas diluigdes 0,7; 0,6 e 0,5, foi
considerado resultado positivo, indicativo de maturidade pulmonar (22). A CCL
foi realizada com 0,3ml de LA, em aparelho de automacéo para contagem de
células sanguineas (KX-21N®, incluindo o kit de leitura da Roche®).
Considerou-se maturidade pulmonar fetal quando a CCL foi igual ou maior que
32000/ul (23). A DOgsonm foi realizada com o restante do LA, cerca de 7ml, apos
centrifugacéo a 2.500rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi colocado em
tubo especifico de leitura éptica em aparelho de espectrofotometria (Spectronic
88 - Bausch & Lomb®), no comprimento de onda de 650nm. Considerou-se
resultado positivo a diferenca de densidade o6ptica igual ou maior que 0,15nm

[D0650nm 20,15] (6)
Analise dos dados

Os dados foram coletados em protocolo pré-definido, contendo
informagdes das gestantes e dos recém-nascidos e armazenados em banco de
dados especifico no software Microsoft Office Excel (2003). Para analise
estatistica, foram transportados para o programa SPSS, Chicago IL, USA,

versao 10.0.5.
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Foram avaliados o percentual de maturidade e as medianas
dos testes de maturidade pulmonar, relacionados a MG do terceiro trimestre,
categorizada em adequada (<120mg/dl) e inadequada (>120mg/dl), e
discriminados na |G de termo (>37semanas) e pré-termo (>34 e <37semanas).
As proporcdes foram comparadas pelos testes do Qui-quadrado (x?) e exato de
Fisher; as medianas, pelo teste de Mann-Whitney, considerando o limite de

significancia estatistica de 95% (o ou p <0,05).
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3. Resultados

Na populagéo avaliada (187 pares de mées e recém-nascidos),
162 (86,6%) gestagdes eram diabéticas, distribuidas em 72 diabéticas clinicas
(38,5%) e 90 diabéticas gestacionais (48,1%), e 25 (13,4%) apresentavam
hiperglicemia leve. Entre as 162 diabéticas, 13,6% tinham vasculopatia
associada (classes D a FR de Priscila White). Entre os recém-nascidos, a |G foi
maior que 37 semanas em 73,8% dos casos, com 26,2% de pré-termo tardio
(IG 234 e <37semanas). O controle glicémico foi adequado em 78,1% das
gestantes e a associagdo com doenca hipertensiva foi de 33,7%(Tabela 1).
Ocorreram dois casos de SDR (2/187), ambos previstos pelos resultados
negativos nos trés testes de maturidade pulmonar fetal. Isto correspondeu a

incidéncia de 1,07%.

Utilizando os cut-offs pré-estabelecidos, o percentual dos
resultados (positivo ou negativo) dos testes — Clements, DOgsonm € CCL, ndo
mostrou influéncia do controle glicémico materno, tanto nas gestacbes de

termo (Tabela 2) como nas de pré-termo tardio (Tabela 3).

Na faixa de MG <120mg/dl, os percentuais de maturidade do
Clements foram maiores no termo (91,9%) e menores no pré-termo tardio
(64,7%) (p <0,001). Isto ndo ocorreu no controle glicémico inadequado, com
MG >120mg/dl, onde os valores no termo (88,0%) foram estatisticamente

semelhantes aos do pré-termo tardio (69,2%) (p = 0,329) (Figura 1A).
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No controle glicémico adequado (MG <120mg/dl), os valores da
mediana de DOgsonm Nao se diferenciaram entre o termo (0,32; 0,22-0,48) e o
pré-termo tardio (0,28; 0,19-0,45) (p = 0,316). No controle glicémico
inadequado, os valores no termo (0,29; 0,22-0,40) foram estatisticamente mais
elevados que os calculados no pré-termo tardio (0,15; 0,12-0,18) (p <0,001).
No pré-termo tardio (IG=34 e <37semanas), o valor da mediana de DOgsonm, foi
de 0,28 na MG <120mg/dl, estatisticamente superior ao valor de 0,15 para a

faixa de MG >120mg/dl (p = 0,036) (Figura 1B).

O valor da mediana dos corpusculos lamelares (x1000/ul) no
termo, com MG <120mg/dI, foi estatisticamente maior (99,0; 62,0-154,0) que o
avaliado no pré-termo tardio (66,5; 40,5-108,25) (p = 0,009). A semelhanca do
teste de Clements, o controle glicémico inadequado nao diferenciou os valores
medianos de CCL, no termo (98,0; 71,0-122,0) e no pré-termo tardio (65,0;

38,0-91,0) (p = 0,093) (Figura 1C).
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Tabela 1. Caracteristicas da populagéo

Caracteristicas Freqiiéncia %
Tipo de Diabete
Tipo 1 35 21,6
Tipo 2 37 22,8
Gestacional 90 55,6
Total 162 100,0
Classes de P. White
AeAB 90 55,5
BeC 50 30,9
DaFR 22 13,6
Total 162 100,0
Hiperglicemia leve 25 13,4
Controle Glicémico
Adequado (=120mg/dl) 146 78,1
Inadequado (>120mg/dl) 41 21,9
Total 187 100,0
Hipertensao Arterial
HAC 33 17,6
HG 16 8,6
PE 09 4,8
HAC + PE 05 2,7
Total 63 33,7
Idade Gestacional
34-37sem 49 26,2
>37sem 138 73,8

Total 187 100
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Tabela 2. Percentuais de maturidade dos testes — Clements, DOgso € CCL, no
controle metabdlico adequado (MG <120mg/dl) e inadequado (MG
>120mg/dl) em gestacgdes de termo (IG 237semanas)

MG MG
Teste <120mg/d| >120mg/d| p
n % n %
Clementst
Negativo (>0,7) 09 8,1 03 12,0 0,461
Positivo (0,7) 102 91,9 22 88,0
Total 111 100,0 25 100,0
DOesot
Negativo (<0,15) 07 6.3 00 0,0 0,352
Positivo (=0,15) 105 93,7 24 100,0
Total 112 100,0 24 100,0
CCL
(<3000 04 3,5 00 00 1,000
Positivo (=32000) 109 96,5 25 100,0
Total 113 100,0 25 100,0

I provas néo realizadas — Clements = 2 casos; DOgsg = 2 casos
* teste exato de Fisher ao nivel de significancia a =0,05
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Tabela 3. Percentuais de maturidade dos testes — Clements, DOgsp € CCL, no
controle metabdlico adequado (MG <120mg/dl) e inadequado (MG
>120mg/dl) em gestacbes de pré-termo tardio (IG =234 e

<37semanas)
MG MG
s <120mg/d| >120mg/d| 5
n % n %
Clementst
Negativo (>0,7) 12 35,3 04 30,8 1,000
Positivo (<0,7) 22 64,7 09 69,2
Total 34 100,0 13 100,0
DOesot
Negativo (<0,15) 06 171 06 46,1 0,001*
Positivo (20,15) 29 82,9 07 53,9
Total 35 100,0 13 100,0
CCL
(<32N§g§)“"° 06 16,7 03 23,1 0,683
Positivo (=32000) 30 83,3 10 76,9
Total 36 100,0 13 100,0

I provas nao realizadas — Clements = 2 casos; DOgso = 1 caso
* teste exato de Fisher ao nivel de significancia a =0,05
# teste de Qui-quadrado ao nivel de significancia a =0,05
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A — CLEMENTS

MG indadequada

p=0329

MG adequada*

* p <0,001

B — DOszonem

* p <0,001

p=0316

C-CCL

p=0,093

*p = 0,009

MG inadequada*

MG adequada

MG inadequada

MG adequacy+ [

|

B Termo

Pré-termo

20 40 60 80 100
Percentual (%)

[=]

# B Termo
Pré-termo
G #p=0,036
0,1 0,2 0,3 0,4

Densidade 6ptica 650nm

|

B Termo
Pré-termo

20 40 60 80 100 120
CCL (x1000/ul)

A = Clements (percentual; %); B = DOgs (mediana); C = CCL (mediana; n x1000/pl)

Figura 1. Percentuais de maturidade de Clements (A) e valores medianos de
DOeso (B) e CCL (C), no controle metabdlico adequado (MG
<120mg/dl) e inadequado (MG >120mg/dl), no pré-termo tardio (IG
234 e <37semanas) e no termo (IG 237semanas)
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4. Discussao

Neste estudo, o percentual de resultados positivos ou negativos
dos testes — Clements, DOgsorm € CCL, ndo mostrou influéncia da média
glicémica materna. Independentemente da idade gestacional, a proporcao
destes resultados foi estatisticamente semelhante, tanto no controle glicémico
adequado, como no inadequado. Tais achados s&o concordantes com os de
Berkowitz et al. (8), que nado encontraram alteracbes significativas nos
resultados da relacdo L/E e das dosagens de fosfatidilglicerol, comparando
gestacdes diabéticas e ndo-diabeticas. Entretanto, contradizem nossos estudos
anteriores, nos quais o controle metabolico materno mais rigoroso contribuiu

para a queda na ocorréncia de SDR no Servigo nos ultimos anos (16, 22, 24)

Desde que Gluck e Kulovich (1, 2) levantaram o problema do
atraso da maturidade pulmonar fetal em gestagbes complicadas por diabete, a
literatura vem discutindo a necessidade da amniocentese como rotina nessas
gestacdes. Nem todos os trabalhos s&o concordantes, mas muitos autores
defendem que o bom controle metabdlico materno é fator determinante para o
desenvolvimento pulmonar fetal, comparavel ao de gesta¢des normais (5, 8-
13). Ou seja, na hiperglicemia materna controlada, os marcadores da
maturidade pulmonar fetal deverao diferenciar o risco de SDR no termo e no

pré-termo.
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O resultado negativo nos testes de avaliagéo indica risco para
desenvolver SDR, com sensibilidade e VPN de 100,0 % e indices menores de
especificidade e VPP (6, 24), independentemente da manifestagdo da doenca.
Isto aconteceu no presente estudo, pois os resultados negativos dos trés testes
identificaram o risco de SDR, mas a doenca s6 foi confirmada em dois dos 187
casos (1,07%). Outros fatores devem ter favorecido o desfecho perinatal,
comparavel ao referido nos paises desenvolvidos (7, 11, 13, 25). Entre eles, a
grande propor¢cdo de recém-nascidos de termo, a né&o-inclusdo dos recém-
nascidos com |G <34semanas, a associacdo de hipertensdo arterial e
vasculopatia diabética, que aceleram a maturidade pulmonar fetal (4, 13) e a

maior propor¢ao de gestantes com MG <120mg/dlI.

A qualidade do controle glicémico materno, ideal para garantir a
producao dos fosfolipidios pulmonares é controversa e alguns pesquisadores
ndo a consideraram em seus resultados (12, 25, 26). Apesar disso, os valores
maximos de 120mg/dl nas médias dos perfis glicémicos de terceiro trimestre
foram adequados para prevenir a morbidade perinatal, decorrente da

imaturidade pulmonar (16).

A analise dos valores absolutos, independente dos cut-offs pré-
estabelecidos, mostrou comportamento diferenciado entre o0s testes,
relacionado a qualidade do controle glicémico materno. Na MG adequada
(£120mg/dl), os maiores indices de Clements (%) e CCL (mediana),
observados na IG =237semanas, reproduziram a fisiologia da gestagdo normal.
Em outras palavras, confirmaram maior produgcéo de fosfolipidios pulmonares

no termo (IG 237semanas) e menor no pré-termo (IG <37semanas). Ainda, no
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controle glicémico inadequado (MG =120mg/dl), a impossibilidade de
diferenciar os resultados de Clements e CCL, nas gestacdes de termo e pré-
termo, indicaram efeito adverso da hiperglicemia materna no amadurecimento
e desenvolvimento pulmonar fetal. Estas observagdes ratificam a opinido de
outros pesquisadores (5, 6, 8-13) e justificam a necessidade de revisdo dos
protocolos de conduta. Por estes testes, a amniocentese de rotina, na
37%semana de gestagdes complicadas por diabete ou hiperglicemia leve, seria
dispensavel, ficando sua indicacdo reservada para o pré-termo e para a

hiperglicemia materna nao-controlada (MG <120mg/dl).

O controle glicémico adequado (MG <120mg/dl) né&o
diferenciou os valores medianos de DOgsonm, € Seus respectivos quartis, entre o
termo e o pré-termo. Ao contrario do observado na MG adequada e nos outros
exames (Clements e CCL), a MG =2120mg/dl apresentou maiores indices de
DOes0nm NO termo e menores no pré-termo tardio. Ou seja, por este resultado, o
controle da glicemia materna n&o seria fator determinante na maturidade
pulmonar fetal. Entretanto, no pré-termo tardio (IG=34 e <37semanas), o
controle glicémico adequado (MG <120mg/dl) demonstrou valores de DOgsonm
maiores que o0s avaliados no controle inadequado (MG >120mg/dl),
respectivamente, 0,28 e 0,15 (p = 0,036). Isto indica atraso na sintese e
liberagdo do surfactante pulmonar no pré-termo, decorrente da hiperglicemia
materna n&o-controlada, e ratifica a importancia do controle glicEmico materno
nestas gestacbes. Por esse teste, a amniocentese deveria ser rotina na
hiperglicemia materna n&o-controlada e no pré-termo, a semelhangca das

indicagdes do Clements e da CCL e dos resultados da literatura (9-11, 13).
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Na verdade, Clements, DOgsonm € CCL n&o sao as melhores
provas para identificar a presenca de fosfolipidios no surfactante pulmonar
fetal. Os marcadores padrdo-ouro para este fim sdo a relagdo L/E, com
quantificacdo de fosfolipidios especificos (lecitina e esfingomielina), e a
dosagem do fosfatidilglicerol, com incremento da sintese estabelecido a partir
da 362 semana (14). Ainda que ndo consagrados como marcadores dos
fosfolipidios no liquido amni6tico, Clements, DOgsonm € CCL foram suficientes
para mostrar a relacdo direta (Clements e CCL) ou indireta (DOgsonm) €ntre
controle glicémico materno, adequado e inadequado, e resultados dos testes,
no termo e pré-termo tardio. Algumas diferengcas nos comportamentos
poderiam ser explicadas por caracteristicas inerentes aos proprios testes. A
técnica do Clements é dependente do desempenho humano (14); DOgsonm
avalia o total de fosfolipidios produzidos, armazenados em organelas e
liberados no liquido amniético (14, 27, 28); CCL quantifica apenas os
armazenados na forma de corpusculos lamelares (14). Estes fatores,
associados a menor propor¢ao de prematuros (26,2%) e de controle glicémico
materno inadequado (21,9%) podem ter limitado a interpretacdo dos nossos

resultados.

Finalmente, a avaliagdo critica desses resultados definiu
orientacbes na pratica clinica. Nas gestagdes complicadas por diabete ou
hiperglicemia leve, a amniocentese de rotina para avaliacdo de maturidade
pulmonar fetal deve ser abandonada no termo (IG =237semanas). No pré-termo
(IG <37semanas) e na hiperglicemia materna nao-controlada (MG >120mg/dl),
independente da idade gestacional, esta avaliacdo ainda € necessaria e deve

ser mantida.
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O atraso na maturidade bioquimica pulmonar fetal em
gestacbes complicadas por diabete €& descrito na literatura, por mecanismos
ainda nao esclarecidos. Alguns investigadores sugerem que a hiperglicemia e o
hiperinsulinismo fetal seriam os responsaveis por essa complicagéo, pois a
quantidade e qualidade do surfactante pulmonar n&o se alteram quando o
controle glicémico é adequado. Atualmente, a Sindrome do Desconforto
Respiratério (SDR) é complicagao rara em recém-nascidos de termo, filhos de
maes diabéticas. Mas, ainda ha duvida sobre o comportamento do sistema
surfactante nos recém-nascidos de pré-termo, especialmente, na presenca de
hiperglicemia nao-controlada. Essas observacbdes sdo também validadas nas
gestantes portadoras de hiperglicemia leve, com risco de eventos perinatais
adversos, comparavel ao das gestantes diabéticas. As secre¢bes do pulméo
fetal contribuem na composicdo do liquido amniético e a quantidade de
surfactante pulmonar pode ser estimada pela medida do surfactante no liquido
amnidtico. A amniocentese para avaliagdo da maturidade pulmonar fetal tem
sido indicada em gestagdes de risco, inclusive nas complicadas por diabete ou
hiperglicemia leve. Em nosso meio, os testes utilizados na avaliagdo da
maturidade pulmonar fetal no liquido amni6tico sdo o Clements, a densidade

optica a 650nm (DOgsp) € a contagem de corpusculos lamelares (CCL).

O objetivo deste projeto foi avaliar o desempenho de testes de
maturidade pulmonar fetal — Clements, DOgso € CCL e determinar a influéncia
da qualidade do controle glicémico materno nos resultados destes testes, nas
gestagbes complicadas por diabete ou hiperglicemia leve. Para isso, foram

desenvolvidos dois estudos, um de validacdo dos testes de maturidade
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pulmonar fetal, definindo como padrdo-ouro a presenca de SDR (artigo 1;
objetivo 1), e outro de corte transversal, para avaliar a influéncia da
hiperglicemia materna, com MG categorizada em adequada (MG <120mg/dl) e
inadequada (MG =2120mg/dl), nos resultados dos testes de maturidade
pulmonar fetal, diferenciados no termo e no pré-termo da gestagéo (artigo 2;
objetivo 2). Foram incluidos 192 pares de maes e recém-nascidos de
gestacbes complicadas por diabete ou hiperglicemia leve, submetidas a
avaliacdo da maturidade pulmonar fetal, com intervalo maximo de sete dias até
o parto, e acompanhadas no Servigco de Diabete e Gravidez da Faculdade
Medicina de Botucatu/UNESP. Associados a esses objetivos, estava o
interesse em avaliar o protocolo de conduta do Servigo, ou seja, rever a
validade da indicagdo de amniocentese, até agora de rotina na idade
gestacional de 37semanas, e definir a necessidade do emprego da associacao
dos trés testes de avaliacdo de maturidade pulmonar fetal — Clements, DOgs0nm
e CCL. Os resultados demonstraram que os testes tiveram bom desempenho
na predicao da SDR. A DOgsonm € @ CCL foram comparaveis e melhores que o
Clements, que nao deve ser usado de forma isolada. O custo-beneficio da CCL
232000/ul justifica seu emprego isolado como triador da maturidade pulmonar
fetal em gestacdes complicadas por diabete ou hiperglicemia leve. Esses testes
também mostraram influéncia do controle glicémico materno em seus
resultados. No termo da gestagéo, a avaliagdo da maturidade pulmonar ndo é
necessaria. No pré-termo e no controle glicémico inadequado, esta avaliagdo
ainda tem indicacdo. Diante desses resultados, o protocolo atual do Servigo

devera ser modificado — (1) a amniocentese de rotina na 372 semana de
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gestacdo ndo é necessaria, ficando sua indicagdo restrita aos casos de
necessidade relativa de interrupcédo da gestacéo no pré-termo; (2) a avaliagao
de risco para desenvolver SDR e, portanto, da imaturidade pulmonar fetal,
devera ser rastreada pela CCL, com cut-off 232000corpusculos/pul, ficando a
associagao, com Clements e DOgsonm, reservada para os casos em que a CCL

apresentar resultado indeterminado (CCL 28000 e <32000corpusculos/ul).
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa.
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