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RESUMO

MARQUES, Henrigue Marcondes de Aquino. Receptor nuclear ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PPARy) e sua relagdo com as proteinas placentarias transportadoras de
acidos graxos (FATP-1 e FATP-4) em gestacOes com restricdo de crescimento intrauterino
(RCIU). Rio de Janeiro, 2016 — Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo Humana), Instituto de
Nutricdo Josué de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Restricdo de Crescimento Intrauterino (RCIU) ocorre quando o feto ndo alcanga
seu potencial de crescimento no Utero e esta associada com morbi-mortalidade perinatal.
Acidos graxos de cadeia longa (AGPI-CL) ativam a expressdo dos PPARY e, assim, regulam a
expressdo das proteinas placentarias FATP 1 e 4, envolvidas na captacdo destas moléculas
lipidicas. O objetivo dessa dissertacdo foi quantificar as proteinas FATP-1 e FATP-4 e 0
receptor nuclear PPARy em placentas de gestantes adultas, normais e com RCIU, e associar
com as concentracdes sanguineas de AGPI-CL, nos compartimentos materno-fetais. Amostras
de eritrécitos materno-fetais e placenta foram coletadas de 23 gestantes, com fetos com e sem
RCIU, por ocasido do parto, realizado na Maternidade Escola da UFRJ. Para quantificacéo
proteica, em homogenato de placenta, foi utilizado Western Blot e a concentracdo de AGPI-
CL, em eritrocitos materno-fetais, foi determinada por cromatografia gasosa. Placentas de
gestantes com RCIU apresentaram maiores concentragdes de FATP-1 e PPARy, comparadas a
do grupo Controle (p=0,046 e p=0,0038, respectivamente). Menores concentracées do AGPI-
CL DHA (4cido docosahexaenoico) em eritrocitos, tanto maternos, quanto do sangue do
corddo foram identificadas no grupo RCIU (p<0,05). Além disso, nos eritrocitos do sangue
materno, o conteudo deste lipidio apresentou correlagdo positiva com o de PPARy na
placenta. Esses achados séo sugestivos de que, nas situacbes em que os teores de AGPI-CL
circulantes maternos encontram-se alterados, como na RCIU, o transporte placentario de
AGPI-CL parece ser potencializado, mediante ativacdo compensatoria, tendo em vista 0
aumento da quantidade do receptor nuclear PPARYy na placenta. Entretanto, o maior contetido
de FATP-1 néo foi suficiente para assegurar transporte eficiente de AGPI-CL para o feto com
RCIU.

Palavras chave: &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, gestacdo, PPARy, proteina

transportadora de acido graxo, placenta, restricdo de crescimento intrauterino.



ABSTRACT
MARQUES, Henriqgue Marcondes de Aquino. Nuclear peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPAR gamma) and its relationship to the placental fatty acid carrier proteins
(FATP -1 and FATP -4) in pregnancies with intrauterine growth restriction (IUGR). Rio de
Janeiro, 2016 — Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo Humana), Instituto de Nutricdo Josué de
Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Intrauterine Growth Restriction (IUGR) occurs when the fetus does not reach its
growth potential in the uterus and is associated with perinatal morbidity and mortality. Long
chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) activate the expression of PPAR gamma and
thus regulate the expression of placental proteins FATP 1 and 4 involved in the uptake of
these lipid molecules. The purpose of this dissertation was to quantify the FATP-1 and FATP-
4 protein and the nuclear PPAR gamma in placentas of pregnant adults, normal and IUGR,
and associate with blood concentrations of LC-PUFA in maternal and fetal compartments.
Samples of maternal-fetal red blood cells and placenta were collected from 23 pregnant
women with and without IUGR, and held at the Maternity School of UFRJ. For protein
quantification, in placenta homogenate, was used western blot and LC-PUFA concentration,
in maternal-fetal blood, was determined by gas chromatography. Placentas of pregnant
women with ITUGR showed higher concentrations of FATP-1 and PPAR gamma, compared to
the control group (p = 0.046 and p = 0.0038, respectively). Lower concentrations of LC-
PUFA DHA (docosahexaenoic acid) in both maternal and cord blood erythrocytes were
identified in IUGR group (p <0.05). Moroever, DHA levels in the maternal erythrocytes were
correlated positively with PPAR gamma levels in placenta. These findings suggest that in
pregnancies with IUGR, where maternal circulating LC-PUFA levels were altered, placental
LC-PUFA transfer seems to be potentiated by the compensatory activation in order to increase
the amount of the PPAR gamma nuclear receptor in the placenta. However, higher content of
FATP-1 was not sufficient to ensure efficient transport of LC-PUFA to the fetus with ITUGR.

Keywords: long chain polyunsaturated fatty acids, PPAR gamma, fatty acid transport protein,

placenta, intrauterine growth restriction.
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1 INTRODUCAO

A importancia dos lipidios na nutricdo e desenvolvimento humano € reconhecida ha
muitas décadas (INNIS, 2014). Durante o crescimento fetal, especialmente ao longo do
terceiro trimestre da gestacdo, a demanda por &cidos graxos (AG) estd aumentada (SCHAIFF
et al., 2005). A aquisicdo de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL), como
0 acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) e o acido araquidonico (AA, 20:4 n-6), essenciais
para 0 crescimento e o desenvolvimento do cérebro e retina, € fundamental neste periodo
(HADLEY et al., 2016). Assim, a habilidade da placenta em facilitar a transferéncia materno-
fetal de nutrientes, incluindo os AG, é de crucial importancia para o adequado
desenvolvimento do feto, que depende destes substratos, derivados da circulacdo materna
(LARQUE; RUIZ-PALACIOS; KOLETZKO, 2013). Difusdo passiva explica parte da
transferéncia placentaria de nutrientes, no entanto, como o requerimento fetal é bastante
elevado, esse mecanismo, exclusivamente, ndo consegue suprir a demanda.
Consequentemente, carreadores especificos, denominados proteinas de transporte, localizam-
se na placenta e agem facilitando esta transferéncia, atendendo as crescentes necessidades do
feto, principalmente no dltimo trimestre da gestacdo (ALDORETTA; HAY, 1995; GIL-
SANCHEZ; KOLETZKO; LARQUE, 2012).

Adequada constituicdo da placenta representa processo essencial para o apropriado
desenvolvimento fetal. Ma-formacdo, assim como enfermidades deste 6rgdo, comprometem a
capacidade de transferéncia adequada dos nutrientes e ambas as situacfes estdo associadas aos
casos de restricdo de crescimento intrauterino (RCIU), caracterizados pela incapacidade do
feto em alcancar seu potencial de crescimento intraitero (VON BECKERATH et al., 2013).

Diferentes proteinas de membrana estdo envolvidas na captacdo e transporte de AG
pela placenta, incluindo, FABPpm (plasma membrane fatty acid binding protein), FAT (fatty
acid translocase) e FATP 1-6 (fatty acid transport proteins 1-6) (DUTTA-ROY, 2009).
Embora os mecanismos que regem a complexa interacdo entre estas proteinas ainda nédo
estejam completamente compreendidos, tem sido sugerido que elas sdo responsaveis pelo
transporte preferencial de AGPI-CL para o feto, ou seja, pela maior concentracdo de AGPI-
CL encontrada na circulacao fetal quando comparada a materna (HAGGARTY, 2010; JONES
etal., 2013).

Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma-gama (PPARy, peroxisome
proliferator-activated receptor gamma) constituem fatores de transcrigdo génica que tém a

capacidade de modular a expressdao de diferentes proteinas, incluindo os transportadores


https://en.wikipedia.org/wiki/Peroxisome_proliferator-activated_receptor_gamma
https://en.wikipedia.org/wiki/Peroxisome_proliferator-activated_receptor_gamma
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placentarios de AG, em particular a FATP-1 (SCHAIFF et al.,, 2005). O PPARy esta
relacionado com o metabolismo lipidico e o da glicose, entre outros processos
(JAWERBAUM; CAPOBIANCO, 2011), de modo que possui grande importancia para o
desenvolvimento e funcionamento da placenta, incluindo o adequado transporte de nutrientes
para feto (ABBOTT, 2009).

Ha referéncias de que a expressao de alguns transportadores de nutrientes encontra-se
reduzida na placenta de recém-nascidos com RCIU, comparativamente a de criangas com
adequacao de crescimento, bem como as proporcdes de AGPI-CL (AA e DHA) sdo menores
no sangue de fetos com RCIU. Adicionalmente, os estoques de lipidios de neonatos nesta
condicdo também sdo reduzidos (PERCY et al., 1991; CETIN et al., 2002).

Trabalho anterior, inserido no projeto intitulado “Transporte de 4acidos graxos de
cadeia longa em placentas de gestantes adolescentes e adultas na presenca e auséncia do
crescimento intrauterino restrito (CIUR): estudo biomolecular”, desenvolvido no Laboratério
de Bioquimica Nutricional do Instituto de Nutricdo Josué de Castro da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, ao qual o presente estudo também estad vinculado, identificou maior
expressao das proteinas transportadoras FATP (1, 2 e 4), FABPpm e FAT, e ainda FABP
(fatty acid-binding proteins) (3 e 4), em placentas de gestantes de neonatos com RCIU
(ASSUMPCAO, 2015). Nesse estudo, ndo foi investigado, entretanto, se a quantidade das
proteinas traduzidas, a partir dos RNAm transcritos, também sofreu incremento, tampouco
foram especulados possiveis mecanismos de regulacdo destes processos. Assim, nesta
dissertacdo buscar-se-a estudar os mecanismos envolvidos no transporte de AGPI-CL para o
feto, especialmente a funcdo do PPARy na provavel ativacdo das FATP, nas placentas de

gestantes adultas com e sem RCIU.



16

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Restricdo de crescimento intrauterino: conceito, prevaléncia, etiologia e

consequéncias para o feto

A restrigdo de crescimento intrauterino ocorre quando o feto néo alcanga seu potencial
de crescimento e estd associada & elevada taxa de morbimortalidade fetal e neonatal. A
situacdo constitui a principal causa de fetos pequenos para a idade gestacional (PI1G), assim
denominados quando apresentam peso abaixo do percentil 10, estimado por ultrassonografia.
E importante apontar que alguns recém-nascidos PIG apresentam curva de crescimento com
distribuicdo normal, sendo classificados como constitucionalmente pequenos (LAUSMAN et
al., 2013). Portanto, distinguir fetos com RCIU daqueles PIG saudaveis, nem sempre
constitui avaliacdo simples, ja tendo sido recomendada a inclusdo de medidas seriadas de
biometria fetal, capaz de proporcionar possibilidade de classificagdo mais adequada (SA et al.,
2009). A utilizacdo dos percentis 5 ou 3, também aumenta a sensibilidade do diagndstico.
Independentemente do parametro de classificagdo empregado, a exatiddo da idade gestacional
é fundamental, devendo ser estabelecida por meio da data da Ultima menstruacdo bem como
por ecografia obstétrica precoce (MARSAL, 2009).

O diagndstico de RCIU estabelece-se, portanto, com base no peso relativo a idade
gestacional, comparado as curvas de distribuicdo desta variavel na populagdo. Neste sentido,
na medida em que o crescimento fetal pode ser influenciado por diferentes fatores, incluindo,
raca, sexo, classe social, entre outros, é reconhecida a necessidade da defini¢cdo de curvas-
padrdo populacionais especificas (RENISK, 2002). Recentemente, foi constituido o consércio
internacional multicéntrico denominado “INTERGROWTH-21st”, incumbido da construgio
de valores de referéncia, a partir de coortes selecionadas de populacdes de varios paises,
incluindo o Brasil (SILVEIRA et al., 2013).

A incidéncia de RCIU ¢ influenciada por fatores de distintas naturezas, sendo mais
elevada nos paises ou regides que apresentam indicadores de desenvolvimento
socioecondmico e humano mais reduzidos (CETIN; MANDO; CALABRESE, 2013).
Diferencas quanto ao critério de definicdo de RCIU bem como quanto as configuracGes das
curvas de normalidade relativas ao peso para idade gestacional, também imprimem variacGes

sobre a incidéncia desta condicdo (MANNING, 2000). De modo geral, pode-se afirmar que a


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndice_de_Desenvolvimento_Humano
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RCIU é um problema clinico comum, reconhecido em 7% a 15% das gestacdes (CETIN;
ALVINO, 2009). No Brasil esta estimada entre 10% e 15% (BRASIL, 2000).

Diferentes fatores de risco sdo reconhecidos para a RCIU, incluindo aqueles
relacionados a gestante, ao feto bem como a placenta (Quadro 1). A desnutricdo materna se
destaca como o de maior ocorréncia mundial (GACCIOLI et al., 2013). Transferéncia
insuficiente de nutrientes e oxigénio através da placenta representa a principal causa do défict
de crescimento fetal (SANKARAN; KYLE, 2009). Doencas como hipertensdo arterial
sistémica, trombofilia, pré-eclampsia, lUpus eritematoso sistémico, cardiopatias e outras
enfermidades circulatérias, tendem a afetar o transporte placentario de nutrientes. O consumo
de alcool, tabaco e outras drogas, durante a gestacdo, também esta implicado entre as
possiveis causas da RCIU. Adicionalmente, rubéola, hepatites, toxoplasmose, citomegalovirus
e outras infeccGes maternas durante a gestacdo também podem interferir no desenvolvimento
fetal. Ressalta-se, ainda, que sindromes e alteracbes cromossdmicas também estdo
relacionadas a RCIU. De qualquer forma, em 40% dos casos nenhum fator de risco principal é
identificado (VON BECKERATH et al., 2013).

Quadro 1. Principais fatores de risco para RCIU

Maternos Placentarios

Demograficos Defeito na implantacdo da placenta

Disfuncéo placentaria (pré-eclampsia,

Sécioecondbmicos L .
hemorragias, area reduzida)

Intergeracéo (baixo peso ao nascimento da

mae) Infecgéo
Nutricionais/Desnutricao Fetais
Doengas Cronicas Desordens cromossomiais
Hipoxemia (altitudes elevadas) Anomalias congénitas
Drogas Infeccgéo fetal

Restri¢do uterina

Adaptado de Von Beckerath e colaboradores (2013).
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Criangcas com RCIU apresentam risco elevado de nascimento prematuro, asfixia,
hipoglicemia, disfuncdo cardiaca, infeccOes e alteracdo na termorregulacdo. Além disso, esta
associada com atraso no desenvolvimento cognitivo e o estabelecimento, na vida adulta, de
hipertensdo arterial sisttémica, diabetes mellitus tipo 2, enfermidades cardiovasculares, entre
outras doengas cronicas ndo transmissiveis (BARKER et al., 2006; LONGO et al., 2013).
Recém-nascidos com RCIU podem apresentar danos neurolégicos a curto e em longo prazo,
evidentes a partir do segundo ano de vida da crianga, persistindo a partir de entdo. Dentre as
alteracOes ja descritas, inclui-se a reducdo do volume hipocampal, relacionado as memorias,
com prejuizos nas conecgdes neurais (SUNG; VOHR; OH, 1993; BATALLE et al., 2012).

2.2 Anatomia e desenvolvimento da placenta

A estrutura anatdbmica e funcional da placenta humana é singular, de modo que
somente lhe é semelhante a placenta de certas espécies de primatas como, por exemplo, a do
macaco rhesus (MYREN et al., 2007). Constitui 6rgdo transitorio que permite o crescimento e
desenvolvimento do feto (CROSS, 2006). Formada pela aposi¢cdo das membranas fetais
justapostas ou em fusdo com a mucosa uterina, proporciona trocas materno-fetal de nutrientes,
gases e residuos metabdlicos.

Assim, o desenvolvimento placentario inicia com a implantagcdo do blastocisto sob o
epitélio uterino, conduzindo a diferenciacdo de linhagem de células do trofoblasto em
estruturas embrionarias e extraembrionarias. Este processo acontece entre o sexto e sétimo dia
apos a concepcdo, tdo logo os blastdcitos iniciam a invasdo do endométrio (MOORE;
PERSAUD; TORCHIA, 2013).

Pelo fim da primeira semana, o blastocisto esta superficialmente implantado no
revestimento endometrial do Utero. Observa-se uma camada celular externa, o trofoblasto, que
dara lugar a parte da placenta, e um grupo de células localizadas centralmente, o embrioblasto
(massa celular interna), que dara origem ao embrido (BITSANIS et al., 2005). O trofoblasto
diferencia-se, entdo, em dois tipos celulares, o citotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto. Defeitos
no processo de diferenciacdo das células trofoblasticas acarretam alteragfes das funcgdes da
placenta, que podem causar complicacBes na gestagdo, tais como, nascimento pré-termo,
RCIU e pré-eclampsia (JAUNIAUX; VAN OPPENRAALJ; BURTON, 2010; JOHN;
HEMBERGER, 2012).
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O trofoblasto invade, ativamente, o estroma endometrial que contém capilares e
glandulas, e o blastocisto aprofunda-se lentamente no endométrio. As células trofoblasticas
emitem projecdes que se transformam nas vilosidades placentarias (FOWDEN et al., 2008).
Pequenos espacos surgem entre o trofoblasto e a massa celular interna. Estes espacos reunem-
se para formar a cavidade amnidtica. A massa celular diferencia-se entdo, formando o disco
embrionario, constituido de epiblasto e hipoblasto. A cavidade amni6tica aumenta, formando
0 amnio. A unido dos vasos uterinos com as lacunas que surgem no sinciciotrofoblasto

representa o inicio da circulacdo intraplacentaria (Figura 1).
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conjuntivo
AL : - endometrial
S ﬁ,ﬁ\‘r =
Secregao
glandular

Sinciciotrofoblasto
Embrioblasto
Citotrofoblasto

Hipoblasto

Cavidade blastocistica

T

Cavidade uterina

Figura 1. Representacéo esquematica do inicio da implantacéo da placenta.
Adaptado de Strickland e Richards (1992).
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A placenta humana € do tipo hemocorial, caracterizada pelo fato de que o sangue
materno alcanga o espacgo interviloso, via artérias espirais, fluindo diretamente entre os vilos
terminais. Vilos e microvilos constituem areas de maior contato, fornecendo extensa
superficie para intercdmbio. A maior parte das trocas entre a mée e o feto se da por meio das
numerosas Vvilosidades ramificadas, que saem das vilosidades-tronco (CROSS, 2006).
Capilares fetais e maternos da placenta, muitas vezes, ultrapassam o tecido conjuntivo e
permeiam as coberturas epiteliais. Os vasos sanguineos formam extenso sistema arteriocapilar
venoso dentro das vilosidades coribnicas, que aproxima muito o sangue fetal do sangue
materno. Este sistema proporciona grande area para a troca de produtos metabolicos e gasosos
entre a corrente sanguinea materna e fetal, de modo que o sangue fetal, pouco oxigenado, flui
através de duas artérias umbilicais e retorna bem oxigenado pela veia umbilical. No entanto, o
sangue da mae flui das artérias uterinas e retorna para as veias uterinas. Assim, ambos 0sS
fluidos podem atingir intima relacdo espacial, apesar do numero variado de camadas
intervenientes (JANSSON; POWELL, 2007) (Figura 2).

Placenta Placanta  ——vw.___

Vasos san
fetais

Espago

Vasos

Cordao umbilical sanglineos
da m&e

Figura 2. Representacéo esquematica da estrutura da placenta.
Adaptado de Jansson e Powell (2007).

Ap6s 0 quarto més de gestacdo, a placenta estd completamente formada. No feto a
termo, sua massa corresponde, aproximadamente, a 500g, apresenta forma discoidal, com 20
cm de diametro por 3 cm de espessura (MYREN et al., 2007).
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2.3 Funcoes da placenta

A principal fungdo da placenta é atuar como sistema transportador de nutrientes, gases
e residuos metabolicos entre o organismo materno e o fetal. O tecido funciona como
substituto dos pulmdes (trocas gasosas), intestinos (captacdo de nutrientes) e rins (regulacéo
de volume urinério e eliminacdo de metabdlitos desnecessarios) do feto até que esses 6rgaos
estejam totalmente desenvolvidos e possam desempenhar essas a¢fes por conta propria.
Aminoacidos, glicose, AG, vitaminas, minerais, agua e oxigénio sdo transportados para o feto
através da placenta, enquanto dioxido de carbono e ureia alcangam o organismo materno,
oriundos do feto (GACCIOLI et al., 2013). Este 6rgdo também produz uma variedade de
horménios, que influencia o metabolismo materno e regula o crescimento e desenvolvimento
fetal (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2013). Outras funcdes da placenta incluem ativo
metabolismo energético para dar sustentagdo as suas préprias necessidades energéticas,
modificagdo de nutrientes em estruturas mais simples para provimento ao feto, manutencéo de
barreira imunoldgica, transferéncia de calor e desintoxicacdo de xenobidticos (JANSSON;
POWELL, 2000).

O transporte placentério de nutrientes para o feto representa funcdo primordial deste
0rgdo. Prejuizos neste processo, observados, por exemplo, nas situacfes de insuficiéncia
placentaria, podem determinar maior susceptibilidade do individuo desenvolver doengas
crbnicas ndo transmissiveis na vida adulta, incluindo doencas cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, entre outras (GLUCKMAN et al., 2008;
SYMONDS et al., 2009).

Para alcancar a circulacdo fetal, nutrientes e outros compostos, presentes na circulagéo
materna, necessitam transpor duas camadas de células localizadas nos vilos placentarios.
Constituida por epitélio multinucleado, proveniente da fusdo dos trofoblastos mononucleares,
o0 sinciciotrofoblasto forma a camada que esta em contato com a circulacdo materna. Este
epitélio apresenta duas membranas polarizadas, denominadas, membrana microvilosa, em
contato direto com a circulagdo materna, e membrana basal, em contato com os capilares
fetais. A outra camada de células, em contato direto com o fluxo sanguineo do feto, é
conhecida como epitélio endotelial fetal (LAGER; POWELL, 2012) (Figura 3).

Uma vez que somente substratos de reduzido peso molecular conseguem atravessar as
membranas microvilosa e basal, o sinciciotrofoblasto dispde de transportadores especificos de

nutrientes (Figura 3).
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Figura 3. Esquema da estrutura e funcéo do sinciciotrofoblasto. O sinciciotrofoblasto constitui a
camada exterior de vérias estruturas individuais de vilosidades dentro da placenta. Esse epitélio mantém
a circulacdo materna e fetal separadas, enquanto permite a troca de nutrientes. O sangue materno circula
no espago interviloso e estad em contato com a membrana microvilosa (MVM). A membrana basal (MB)
do sinciciotrofoblasto estd em contato com as células endoteliais fetais. Transportadores de
aminoacidos, glicose e acidos graxos sdo expressos em ambas as membranas. Lipases hidrolisam acidos
graxos para captagdo por proteinas transportadoras especificas.

Adaptado de Lager e Powell (2012).

A regulacdo da expressdo e atividade destes transportadores pode ser influenciada por
diferentes fatores, incluindo enfermidades como diabetes gestacional e sindromes
hipertensivas da gestacéo, o que pode comprometer a transferéncia de nutrientes para o feto e,
consequentemente, seu adequado crescimento (LAGER; POWELL, 2012). Adicionalmente,
outras condi¢bes maternas, incluindo inadequagfes na massa corporal pré-gestacional e ganho
de peso durante a gestacdo, além de enfermidades crbnicas pré-existentes, ndo controladas,
também podem afetar a estrutura e fisiologia placentaria, prejudicando a transferéncia de
nutrientes para o feto (CHERNYAVSKY et al., 2011).

Assim, o suprimento de nutrientes para o feto através da placenta dependente de
diferentes fatores relacionados a este 6rgdo, entre eles, seu tamanho e morfologia, fluxo

sanguineo, taxa de consumo, sintese e expressao de proteinas transportadoras especificas de
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nutrientes nas membranas do sinciciotrofoblasto (JANSSON; MYATT; POWELL, 2009).
Entretanto, estes fatores, sensiveis as mudancas ambientais, de origem materna e/ou fetal,
podem sofrer alteracdes no decorrer do desenvolvimento (FOWDEN et al., 2008), capazes de
afetar o crescimento fetal e comprometer a viabilidade e bem-estar do recém-nascido
(THAME, 2004; FOWDEN et al., 2006; JONES; POWELL; JANSSON, 2007).

2.4 Alterac0es placentarias em RCIU

A funcdo placentaria é fundamental para o crescimento fetal. Assim, a
insuficiéncia vascular placentaria, causando hipoxia do 6rgéo, é causa importante de restricdo
do crescimento intrauterino. Esta insuficiéncia € também referida como hipdxia placentaria
(NEERHOF; THAETE, 2008). Nesta situacdo, a morfologia também se apresenta alterada,
com vilos terminais menores e andmalos e modificacdo no padrdo de capilarizagdo,
justificando, possivelmente, o deficiente transporte de gases e o risco de hipdxia e acidose
fetal (MOREIRA NETO; MARTINS CORDOBA; PERACOLI, 2011).

Modificacdes nas taxas de proliferacdo do citotrofoblasto também tém sido
relatadas assim como no numero de nucleos do sinciciotrofoblasto. A velocidade do fluxo
sanguineo da artéria umbilical diast6lica também é anormal. Atualmente a literatura enfatiza a
importancia de inimeros fatores que alteram a fisiologia placentaria, tais como horménios e
fatores de crescimento, importantes para 0s processos angiogénicos e, consequentemente, para
o desenvolvimento vascular placentario (GACCIOLI et al., 2013).

Neste contexto, as alteragdes no ambiente micro-anatbmico da placenta,
verificadas na RCIU, que incluem modifica¢fes na vascularizacdo dos vilos, desequilibrio de
moléculas bioativas e aumento do estresse oxidativo, comprometem o transporte de nutrientes
(CETIN; ALVINO, 2009). Entretanto, mesmo nesta situacdo, é reconhecida a capacidade
adaptativa da placenta, que desenvolve mecanismos destinados a otimizar o fluxo de
nutrientes e gases, potencializando o crescimento fetal e a viabilidade ao nascimento
(SANDOVICl et al., 2012).

2.5 Importancia dos acidos graxos essenciais (AGE) e seus derivados de cadeia longa no
crescimento fetal

A captacdo placentaria de AG é essencial para o crescimento e desenvolvimento da
unidade feto-placentaria (DUTTA-ROY, 2009). Durante o ultimo trimestre da gestacéo, o feto

acumula grande quantidade de lipidios e os acidos graxos livres sdo os principais tipos de
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lipidios que sdo transferidos ao feto, via placenta (HERRERA, 2002). Entretanto, observa-se
na circulacdo fetal, maior conteudo de AGPI-CL, em relacdo a circulacdo materna (CETIN;
ALVINO, 2009).

Acidos graxos representam importantes constituintes da dieta humana e sdo derivados
tanto de fontes lipidicas animais como vegetais (SCHMITZ; ECKER 2008). Estes compostos
energéticos sdo componentes de fosfolipidios e glicolipidios, estocados intracelularmente
como triacilglicerois (predominantemente nos adipocitos) e sdo moléculas precursoras de
mensageiros intracelulares e hormonios. Os AGE, linoleico (LA, 18:2 n-6) e alfa-linolénico
(ALA, 18:3 n-3), e seus derivados de cadeia longa, vém sendo referidos como determinantes
do crescimento e desenvolvimento do feto (INNIS, 2007). Entretanto, em razéo da auséncia
das enzimas delta-15 e delta-12 dessaturases, estes AG ndo podem ser sintetizados nos tecidos
dos mamiferos. Sendo assim, devem ser obtidos por meio da ingestdo de alimentos que
contenham essas estruturas pré-formadas (CALDER, 2001; INNIS, 2003). Tanto LA quanto
ALA podem ser dessaturados e alongados, por meio de acdo de outras dessaturases (delta-5 e
delta-6) e elongases, expressas em varios tecidos, com maior atividade no tecido hepatico,
formando AG mais insaturados e de cadeia mais longa, denominados AGPI-CL. Acido
linoleico é convertido ao AA e o acido alfa-linolénico ao &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5
n-3) e ao DHA (INNIS, 2005). Estes AG sdo constituintes das membranas celulares e
exercem agdes essenciais relacionadas a sua fluidez, permeabilidade e integridade (INNIS,
2003) (Figura 4).
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Figura 4. Metabolismo dos acidos graxos das séries n-6 e n-3.
Adaptado de Haggarty (2010).

Enquanto o AA ¢ reconhecido como essencial para o crescimento fetal (HEIRD;
LAPILLONNE, 2005), o DHA apresenta importante funcdo na formacéo, desenvolvimento e
funcionamento do cérebro e da retina, durante o periodo gestacional e nos primeiros anos de
vida. Dentre os AGPI-CL n-3, o DHA é o mais abundante no sistema nervoso central de
mamiferos e se concentra, em especial, nos fosfolipidios das membranas da massa cinzenta
cerebral e dos componentes visuais da retina (INNIS, 2008). Destaca-se que os AGPI-CL
acumulados pelo feto sdo, em grande parte, provenientes da transferéncia placentaria, posto
que a habilidade do concepto, assim como da placenta, em dessaturar e elongar AG é limitada
(CUNNINGHAM; McDERMOTT, 2009; HAGGARTY, 2010). Neste sentido, adequado
suprimento fetal de AGPI-CL depende de provisdao materna (DUTTA-ROY, 2009). Jones e
colaboradores (2013) verificaram que os teores de AGPI-CL placentarios e fetais estavam
positivamente correlacionados com o conteudo sérico materno destes AG durante a gestagao.
Além disso, o acumulo fetal de DHA aumenta durante o terceiro trimestre da gestacéo,
guando atinge o seu pico, de modo a garantir o rapido crescimento cerebral do feto (DUTTA-
ROY 2009). Van Eijsden e colaboradores (2008) verificaram associacdo positiva entre peso
ao nascer e concentracdo de AGPI-CL n-3 do plasma materno no inicio da gestacdo. Estes
autores sugeriram que as dimensdes do neonato podem ser otimizadas pela ingestdo materna
de AGPI-CL durante a gestacao.
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Além de atuar no crescimento e desenvolvimento fetal, AGPI-CL sdo precursores de
prostaglandinas e eicosanoides, mediadores que atuam no processo inflamatdrio. Eicosanoides
formados a partir do AA sdo de natureza pré-inflamatoria, enquanto os formados a partir do
DHA sdo apontados como anti-inflamatorios (CALDER, 2003). A gestacdo pode ser
considerada situacdo de inflamagdo controlada, pois determina presenca de teores mais
elevados de mediadores pro-inflamatorios, frente aos valores observados em mulheres néo
gestantes (RUSTERHOLZ; HAHN; HOLZGREVE, 2007).

Os AGPI-CL também podem regular a expressdo génica ao modular diferentes
fatores de transcri¢do. Tanto AGPI-CL n-3 como n-6 sdo capazes de se ligar aos fatores de
transcricdo como PPAR e SREBP-1 os quais controlam varios genes que sinalizam processos

inflamatdrios e enzimas associadas ao metabolismo lipidico (DUTTA-RQOY, 2009).

2.6 A placenta no transporte especifico de acidos graxos

A capacidade da placenta de extrair AGE e AGPI-CL da circulacdo materna e
transportar estas moléculas lipidicas para o sangue fetal é fundamental para o adequado
desenvolvimento do feto (HANEBUTT et al., 2008). Parte da transferéncia placentéria de
nutrientes ocorre por difusdo passiva, entretanto, esse mecanismo ndo supre a elevada
demanda fetal. Desta forma, carreadores especificos de nutrientes, denominados proteinas de
transporte, estdo presentes na placenta, e agem facilitando essa transferéncia, atendendo as
crescentes necessidades do feto, principalmente no ultimo trimestre da gestacdo
(ALDORETTA; HAY, 1995).

Para o transporte através da membrana dos microvilos do sinciciotrofoblasto da
placenta, AG precisam estar em sua forma ndo esterificada (a4cidos graxos nao esterificados,
AGNE) (HANEBUTT et al., 2008). Na circulacdo materna, a maior parte dos AG que é
transportada para o feto, circula na forma de triacilglicerois, em particulas de lipoproteinas
(HERRERA, 2002). Triacilglicerois ndo podem atravessar diretamente a barreira placentaria
e, consequentemente, um complexo sistema de transporte placentario encontra-se bem
desenvolvido (GIL-SANCHEZ; KOLETZKO; LARQUE, 2012). Este sistema envolve varios
receptores e enzimas, tais como, o receptor de LDL (low density lipoprotein, lipoproteina de
baixa densidade), receptores de VLDL (very low density lipoprotein, lipoproteina de muito
baixa densidade)/apoproteina E, LPL (lipoprotein lipase, lipoproteina lipase) placentaria,
fosfolipase A2 placentéria e lipases intracelulares (INNIS, 2003; DUTTA-ROY, 2009; GIL-
SANCHEZ; KOLETZKO; LARQUE, 2012). AlteracGes na atividade da LPL placentaria e na



27

expressdo da proteina do receptor LDL s&o associadas com RCIU (TABANO et al., 2006),
indicando que o sistema de transporte de lipidios placentarios € crucial para o adequado
crescimento fetal.

No interior da placenta, acidos graxos livres sdo transportados atraves dos trofoblastos
por meio de difuséo ou transporte ativo (HANEBUTT et al., 2008). Adicionalmente, tem sido
descrito a existéncia um complexo sistema de transporte de AG, compreendendo inimeras
proteinas de membrana e citoplasmaticas, responsaveis também por metabolizar AG no
préprio tecido placentario (DUTTA-ROY, 2000). Entre as estrututuras proteicas ja
identificadas, incluem-se, as proteinas ligadoras de &cidos graxos das membranas plasmaticas
placentérias (placental plasma membrane fatty acid binding proteins, pFABPpm), expressas
exclusivamente na membrana microvilosa, que estd voltada para a circulacdo materna
(CAMPBELL et al., 1998; DUTTA-ROY, 2009; LAGER; POWELL, 2012); as &cidos graxos
translocases (fatty acid translocases, FAT), também denominadas CD36, que sdo proteinas
glicosiladas, presentes nas membranas microvilosa e basal do sinciciotrofoblasto (DUBE et
al., 2012) e a familia das proteinas transportadoras de acidos graxos (fatty acid transport
proteins, FATP), composta por seis isoformas (FATP-1 a FATP-6), das quais cinco sao
expressas na placenta humana (DUTTA-ROY, 2009).

FATP-1 foi identificada nas duas membranas do sinciciotrofoblasto (microvilosa e
basal), ndo sendo conhecida a localizagdo das demais isoformas (LAGER; POWELL, 2012).
Entretanto, diferentes autores referem que todas as isoformas das FATP estdo presentes em
ambas as regides da placenta, assim como a FAT/CD36 (CAMPBELL; DUTTA-RQOY, 1995;
CAMPBELL et al., 1998; DUTTA-ROY, 2009; GIL-SANCHEZ; KOLETZKO; LARQUE,
2012) (Figura 5).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutta-Roy%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8717442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gil-S%C3%A1nchez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22450774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koletzko%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22450774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Larqu%C3%A9%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22450774
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Figura 5. Representacdo esquematica dos mecanismos de transporte placentario de
acidos graxos e seus potenciais destinos metabdlicos na placenta. TG: trigliceridios; LPL:
lipase lipoproteica; EL: lipase epitelial; AGNE: acidos graxos nédo esterificados; FAT/CD36:
acido graxo translocase; FATPs: proteinas transportadoras de acidos graxos; FABP: proteina
ligadora de &cidos graxos; FABPpm: FABP de membrana plasmatica; p-FABPpm: FABP de
membrana plasmatica placentaria; PG: prostaglandina; LT: leucotrieno; PC: prostaciclina; TX:
tromboxano; PPAR: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma; RXR: receptor de

acido retinoico.

Adaptado de Hanebutt e colaboradores (2008).

Ap0s captacdo, os AG alcangam o citoplasma e se associam as proteinas de ligacdo de

acidos graxos (fatty acids binding proteins, FABP). Estas proteinas de ligacdo intracelular

parecem ser responsaveis pela translocacdo citoplasmatica dos AGNE, direcionando-os para

sitios especificos onde podem ser esterificados, beta-oxidados ou transferidos para a
circulacdo fetal (DUTTA-RQY, 2009). Adicionalmente, FABP também podem se ligar, de
maneira especifica, aos fatores de transcricdo nuclear como, por exemplo, 0 PPAR, no nucleo
da célula (STORCH; CORSICO, 2008). Foram identificadas cinco isoformas na placenta
humana: FABP-1, FAPB-3, FABP-4, FABP-5 e FABP-7 (CUNNINGHAM; McDERMOTT,

2009) (Figura 6).
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Figura 6. Modelo de transporte placentario de acidos graxos. NEFA:
&cidos graxos ndo esterificados; Tg: triacilglicerois; LP: lipoproteina;
LPL: lipase lipoproteica; H-FABP: FABP-3; L- FABP: FABP-1.
Adaptado de Hanebutt e colaboradores (2008).

Deste modo, AGNE podem ser oxidados nos trofoblastos ou reesterificados e
armazenados, como triacilglicerois e outras fracGes lipidicas, nas células placentarias. Da
mesma maneira que em outras células, concentracdes aumentadas de AGNE sédo toxicas e,
para evitar essa toxicidade, estes acidos graxos livres, se ligam ao glicerol e sdo armazenados
em goticulas de lipidios, podendo ocorrer lipdlise posterior, por acdo de hidrolases (LARQUE
et al., 2006a). Na placenta, este processo metabdlico pode afetar a taxa de AG que é
transferida para o feto (GIL-SANCHEZ; KOLETZKO; LARQUE, 2012).

Embora as funcGes das proteinas de membrana da placenta, na captacdo e
metabolismo de AG bem como no processo de transferéncia destes nutrientes para o feto, ndo
estejam completamente esclarecidas, tem sido sugerido que a presenca de AGPI-CL na
circulacdo fetal pode estar relacionada a interagdo destes acidos graxos de cadeia longa com
alguns transportadores especificos, como a FABPpm (CAMPBELL; DUTTA-ROY, 1995;
LARQUE et al., 2006b) e a FATP-4 (LARQUE et al., 2006a). Assim, essas proteinas, seriam
responsaveis pelo transporte preferencial de AGPI-CL para o feto, justificando a maior
concentracdo destes AG na circulacdo fetal, quando comparada a materna (DUTTA-ROQY,
2009).
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Haggarty (2002) encontrou transporte preferencial seletivo para o DHA, sugerindo a
sequinte ordem de preferéncia: DHA>AA>ALA>LA. Larqué e colaboradores (2003)
investigaram a razdo da concentracdo de diferentes AG na placenta e no plasma materno,
encontrando valor significativamente maior para o0 DHA, em relacéo aos outros AG avaliados
(linoleico, oleico e palmitico), indicando transferéncia placentéria preferencial de AGPI-CL.
Entretanto, Dutta-Roy (2009), em seu estudo de revisdo, sugeriu ordenacdo seletiva
preferencial de AG diferente: AASLA>ALA>oleico.

Gil-Sanchez, Koletzko e Larqué (2012) ratificaram o reconhecimento de que ocorre
transferéncia placentéaria-fetal preferencial de AGPI-CL, tendo apontado existir maiores
concentragfes destes AG nos lipidios do sangue do corddo umbilical comparadas as do
sangue materno, embora a propor¢cdo de AGE do neonato seja inferior a materna. Esta
transferéncia seletiva de AGPI-CL para a circulacdo fetal destaca a funcdo da placenta no
transporte preferencial destes compostos para o feto.

De outro modo, esterificacdo seletiva de AGPI-CL, também ja foi sugerida como outro
possivel mecanismo responsavel por acimulo preferencial destes lipidios de cadeia longa na
circulacdo fetal, dado que a placenta ndo pode captar os AGNE (KUHN; CRAWFORD,
1986).

Larqué e colaboradores (2006a) observaram que a suplementacdo de DHA, durante a
segunda metade da gestacdo, resultou em significativa incorporacdo deste AGPI-CL nos
fosfolipidios da placenta, avaliada por ocasido do parto. Adicionalmente, 0s autores
identificaram correlacdo positiva e significativa entre a proporcdo de DHA e EPA nos
fosfolipidios da placenta e a expressdo de RNAm das proteinas FATP-1 e FATP-4, assim
como entre o DHA nos triacilglicerois da placenta e as FATP-1, FATP-4, FABPpm e FAT. A
expressao da FATP-4 também apresentou correlagdo positiva com o percentual de DHA nos
fosfolipidios do plasma do corddo umbilical. Foi observado, ainda, que o elevado percentual
de EPA e DHA nos fosfolipidios do plasma materno produziu aumento na expressao de
FATP-1 e FATP-4 na placenta. Esses achados corroboram o reconhecimento da importancia

dessas proteinas no transporte seletivo de AG do tecido placentario.
2.7 PPARY, placenta e desenvolvimento fetal
Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma pertencem a um grupo de

proteinas receptoras que funcionam como fatores de transcricdo moduladores da expressdo

génica. Apresentam estrutura similar aos receptores de hormdnios tireoidianos e esteroides e
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compreendem trés isoformas, denominadas PPARa, PPARY, e PPARP/S. Estes receptores sdo
expressos em diferentes tecidos, possuindo distintas fun¢des na regulagdo do metabolismo
(LAZAR, 2005).

Proteinas nucleares que atuam como ativadores ou repressores da transcricdo génica
interagem com o PPAR. Apds conexdo a um ligante na célula, o PPAR forma um
heterodimero com o receptor retinoide X (retinoid X receptor, RXR), podendo, assim, regular
a transcri¢cdo de genes. PPARY ¢ conhecido por regular a diferenciacao de adipocitos, estoque
e metabolismo de AG, metabolismo da glicose e controle da inflamacao, além de estar

associado a obesidade (Figura 7).
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Figura 7. Func¢des do PPARYy (peroxisome proliferator activated receptor gamma).
Adaptado de Marion-Letellier, Savoye e Ghosh (2015).

Diferentemente de outros receptores nucleares, o PPARy possui inumeros ligantes,
entre os quais se destacam AG poli-insaturados e seus derivados de cadeia longa, como EPA e
DHA. Diferentes estudos demonstraram acdo de AGPI-CL na regulacdo da atividade
inflamatoria, por meio de ativagdo do receptor PPARy. Adicionalmente, PPARy também esta
implicado na regulacdo da sensibilidade a insulina sisttmica (ZEGHARI et al., 2000,
JAWERBAUM; CAPOBIANCO, 2011).

Alguns estudos in vitro tém demonstrado envolvimento da via de sinalizacdo
PPARY/RXRa na regulagdo de transportadores de AG (SCHAIFF; BARAK; SADOVSKY,
2006; MISHIMA et al., 2011). QOutras investigacdes, envolvendo enfermidades cronicas como
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diabetes mellitus tipo 2 e obesidade, mostraram diminui¢do na expressdo de PPARy em
diferentes tecidos periféricos, o que poderia estar relacionado as alteragcdes observadas no
transporte lipidico (CATALANO et al.,, 2002; HOLDSWORTH-CARSON et al., 2010;
LAPPAS, 2014) (Figura 8).
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Figura 8. Cascata de sinalizacio do PPARy. O PPARy pode ser ativado por
inumeros ligantes, naturais ou sintéticos. Apds conec¢do ao ligante, o PPARy forma
um heterodimero com o retinoid X receptor (RXR). O heterodimero entdo recruta
cofatores e se aclopa a regido do gene promotor, peroxisome proliferator response
element (PPRE), levando a regulagdo da expressao de genes que estdo envolvidos no
metabolismo da glicose e dos lipidios e no controle da inflamac&o.

Adaptado de Marion- Marion-Letellier, Savoye e Ghosh (2015).

As trés isoformas de PPAR sdo expressas na placenta, embora PPARy apresente
expressdao mais elevada (FOURNIER et al., 2007). Sob ativacdo por AGPI-CL, e seus
metabolitos, estes receptores nucleares regulam a expressdo das proteinas transportadoras de
AG da placenta (BILDIRICI et al., 2003; MATSUDA; KOBAYASHI; KITAGISHI, 2013).
Neste contexto, ha referéncia acerca do aumento da expressdo de FATP-1 e FATP-4,
consequente a ativacdo por PPARy (SCHAIFF et al., 2005).

Cabe ressaltar que, além do PPARYy, outras moléculas também podem regular a

expressdo e a atividade dos transportadores de AG na placenta, incluindo, o fator de
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crescimento semelhante a insulina tipo 1 (Insulin-like growth factor 1, IGF-1) e horménios
como a leptina, bem como algumas citocinas como a interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral alfa (tumor necrosis fator alpha, TNFa) (MAGNUSSON-OLSON et al., 2006;
LAGER et al., 2011; MISHIMA et al., 2011; MOUSIOLIS et al., 2012).

Adicionalmente ao envolvimento na regulacdo da expressdo das proteinas
transportadoras de AG, PPARy estd associado ao desenvolvimento e metabolismo da
placenta. A delecdo deste receptor, em ratos, causou morte embrionéaria, assim como ma
formacéo da placenta, devido a defeitos na diferenciacdo dos trofoblastos e ma vascularizagdo
da regido (BARAK et al., 1999), sinalizando a importancia do PPARy na diferenciacdo das
estruturas placentarias bem como seu desenvolvimento. Em humanos, PPARy encontra-se
expresso predominantemente nos trofoblastos (SCHAIFF et al., 2000; RODIE et al., 2005), ja
tendo sido descrita associacdo do receptor com a prevencdo de nascimentos prematuros
(Figura 9).
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Figura 9. Fun¢des do PPARy na placenta. RXR: retinoid X receptor; PPRE: peroxisome
proliferator response element; PPARy: peroxisome proliferator-activated receptor gamma.
Adaptado de Schaiff, Barak e Sadovsky (2006).

Funcdo adicional, atribuida ao PPARy, durante a vida intrauterina, diz respeito a sua
participacdo na adipogénese, iniciada entre a décima quarta/décima quinta semanas
gestacionais (AILHAUD; GRIMALDI; NEGREL, 1992; ROSEN; MACDOUGALD, 2006).
O processo envolve uma cascata de ativacdo de genes que tém como um dos principais
reguladores o PPARy (ROSEN et al., 1999; TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008). Ha

referéncia acerca da atuacdo de AGPI-CL em pré-adipocitos, regulando a expresséo de genes
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relacionados ao metabolismo lipidico, incluindo a transcri¢cdo de PPAR e, assim, promovendo
adipogénese (XU et al., 1999). Outras evidéncias, obtidas de estudos envolvendo animais e
humanos, sugerem que mudancas na razdo n-6:n-3 dos AG dietéticos favorecem alteracfes
das fases iniciais do desenvolvimento do tecido adiposo durante a vida intrauterina, e assim,
influenciam o crescimento somatico fetal (KEMP, 2010; IMHOFF-KUNSCH et al., 2012).

S&o escassos os estudos que tenham investigado a expressdo do PPARy em situacao de
RCIU. Holdsworth-Carson e colaboradores (2010) avaliaram a expressao génica e
quantificaram diferentes isoformas de PPAR na placenta de mulheres que desenvolveram
diabetes gestacional, pré-eclampsia e RCIU. Os autores verificaram aumento da atividade do
PPARYy e da expressdao de PPAR:RXR em RCIU, na presenca e auséncia de pré-eclampsia.

O conjunto destes achados sugere inequivoco envolvimento do PPAR na traducdo dos
estimulos nutricionais, em resposta modulatoria das vias de expressao génica, envolvidas no

desenvolvimento da placenta e crescimento fetal.
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Os mecanismos moleculares e regulatérios responsaveis pela concentracdo seletiva de
AGPI-CL no sangue fetal, em relagdo ao sangue materno, ndo estdo esclarecidos. FATP sdo
proteinas de membrana expressas em placentas humanas, envolvidas na captacéo e transporte
de AG e, especialmente, FATP-1 e FATP-4 vém sendo relacionadas com a captacdo de
AGPI-CL. Por outro lado, a literatura indica fun¢ao do PPARYy sobre o metabolismo lipidico,
0 desenvolvimento e funcdo da placenta, a adipogénese fetal bem como a regulacdo da
expressao das FATP. Adicionalmente, estudos anteriores mostraram que gestacdo com retardo
de crescimento intrauterino aumenta a expressao placentaria das proteinas transportadoras
FATP-1 e 4. Assim, é possivel supor que, acompanhando o aumento da expressdo das
proteinas placentarias FATP-1 e 4, também ocorra elevacdo da quantidade dessas proteinas
em placentas de mulheres que geram recém-nascidos com RCIU, em associagdo com maior
quantidade do receptor nuclear PPARYy, responsavel por modular a atividade das FATP,
principalmente FATP-1. Ademais, pressupde-se, ainda, que estas alteracdes constituiriam um
dos mecanismos de adaptacdo destinados a intensificar a captacdo de AGPI-CL, em situacOes

de insuficiéncia placentéria.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Quantificar, em placentas de gestantes adultas com gestacdo sem intercorréncias e com
RCIU, as proteinas placentarias envolvidas na transferéncia de AG de cadeia longa e AGE
para o feto, assim como o0 receptor nuclear PPARy, associando com as concentracdes

sanguineas de AGPI-CL nos compartimentos materno-fetais.

4.2 Objetivos especificos

1. Quantificar, e comparar entre 0s grupos, as proteinas transportadoras FATP-1 e
FATP-4 e o receptor nuclear PPARy, em amostras de tecido placentario;

2. Determinar, e comparar entre 0s grupos, o contetdo de AG nos eritrocitos do sangue
do corddo umbilical e materno;

3. Testar associagdo entre o conteudo placentario das proteinas transportadoras FATP-1 e
FATP-4 e o do receptor nuclear PPARY;

4. Testar associacdo entre o conteudo das proteinas FATP-1 e FATP-4 e de PPARYy
placentario com os teores de AG nos eritrocitos do sangue do corddo umbilical e

materno.
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5. METODOS

5.1 Delineamento do estudo, captacao de participantes e questdes éticas

Trata-se de estudo analitico transversal (HENNEKENS; BURING, 1987), cujo
planejamento obedeceu aos aspectos éticos previstos na resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (BRASIL, 2013). Os procedimentos de coleta de dados e de material
bioldgico somente foram iniciados ap6s a aprovacgio do projeto pelo Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos da Maternidade Escola (ME) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ) (CAAE: 0014.0.361.000-10, ANEXO A).

As gestantes foram abordadas no dia do parto e, para participacdo do estudo, foi
solicitada sua autorizacédo por escrito, por meio do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), que continha esclarecimentos acerca dos objetivos e procedimentos adotados,
garantia de sigilo dos dados e de seu uso restrito para fins de pesquisa. Também foi solicitada

autorizacdo para a inclusdo de seus filhos neste estudo (ANEXO B).

5.2 Critérios de elegibilidade

A populacdo estudada foi constituida por 23 gestantes adultas: quinze mulheres que
geraram criangas com peso entre os percentis 10 e 90, classificado como adequado para idade
gestacional (AIG) (BATTAGLIA; LUBCHENCO, 1967), e oito, cujos neonatos
apresentavam RCIU, bem como seus respectivos recém-nascidos. Constituiram critérios de
elegibilidade:

a) gestantes consideradas saudaveis, ndo fumantes, ndo usuarias de alcool e outras
drogas ilicitas, sem intercorréncias clinicas (diabetes melittus tipo 1 e 2, hipertensédo arterial
sisttmica) e ndo portadoras do virus da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV).

b) fetos Unicos com idade gestacional entre 37 e 40 semanas e auséncia de risco
infeccioso perinatal. Foram excluidos aqueles com malformagdes congénitas. Os recém-
nascidos a termo selecionados foram agrupados conforme a presenca ou auséncia de RCIU,

nos grupos RCIU e Controle, respectivamente.
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5.3 Coleta de informacdes sociodemograficas, obstétricas e da assisténcia pre-
natal

As informagdes sociodemograficas, obstétricas e da assisténcia pré-natal investigadas,
obtidas por meio de consulta aos prontuarios e entrevista, foram: idade cronoldgica,
escolaridade, renda mensal per capita, idade gestacional, segundo a data da ultima
menstruacdo e ultrassonografia; nimero de gestacdes e partos anteriores; numero de consultas
da assisténcia pré-natal e assisténcia nutricional pré-natal; medicamentos e/ou suplementos
nutricionais usados na gestacdo; doenga obstétrica atual; historia familiar; tabagismo e uso de
drogas. Foram excluidas do estudo as gestantes que ndo atenderam aos critérios de

elegibilidade.
5.4 Avaliacdo antropométrica materna

Para a avaliacdo antropométrica das méaes foi obtido o peso pré-gestacional medido na
primeira consulta, quando ocorrida ainda no primeiro trimestre gestacional e a estatura, ambos
registrados nos prontuérios. Os dados foram coletados a partir dos prontuérios ou do cartdo da
gestante. Essas medidas foram utilizadas para calcular o indice de massa corporal (IMC) preé-
gestacional. Foi coletado também o peso pré-parto ou da ultima consulta do pré-natal. O
ganho de peso gestacional total foi calculado pela subtracdo do peso pré-parto do peso pré-
gestacional. Para avaliacdo do IMC pré-gestacional foram empregadas as classificacdes
recomendadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 1995) e pelo Institute of
Medicine (IOM) (IOM, 2009), validadas, por Padilha e colaboradores (2009) para gestantes
brasileiras atendidas na ME/UFRJ. Desse modo, as gestantes participantes do estudo foram
classificadas como: baixo peso (IMC <18,5 kg/m?); eutrofia (IMC > 18,5 kg/m? e < 25
kg/m?); sobrepeso (IMC > 25 kg/m’® e < 30 kg/m?®) e obesidade (IMC > 30 kg/m?). A
adequacdo do ganho de peso gestacional total foi avaliada segundo as recomendacdes do IOM
(2009), também validada por Padilha e colaboradores (2009) para gestantes brasileiras

atendidas na referida maternidade.
5.5 Avaliacdo antropométrica do recém-nascido

Em cada grupo de recém-nascidos foram analisados o0s seguintes dados

antropomeétricos, coletados dos prontuarios: peso até uma hora apds 0 nascimento,
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comprimento, perimetro cefélico e idade gestacional ao nascimento, segundo a data da ultima
menstruacdo. A definicdo de baixo peso ao nascer foi avaliada de acordo com a OMS (WHO,
2006), que define como ponto de corte 0 peso menor que 2.500 g. A adequacéo de peso para
idade gestacional ao nascer foi determinada conforme proposta de Pedreira e colaboradores
(2011), que classifica recém-nascidos em PIG, AIG e grande para idade gestacional (GIG),
aqueles abaixo do percentil 10, entre os percentis 10 e 90 e acima do percentil 90,
respectivamente. Para comprimento e perimetro cefalico ao nascer foram utilizadas, como
referéncias, as curvas da OMS publicadas em 2006 (WHO, 2006) e 2007 (WHO, 2007),
respectivamente.

Os dados coletados, correspondentes aos subitens 5.3, 5.4 e 5.5, foram registrados no
protocolo de pesquisa (ANEXO C).

5.6 Diagndstico de restri¢do de crescimento intrauterino

O diagnostico de RCIU foi realizado pela equipe de obstetricia, responsavel pela
realizacdo do parto, e confirmado apds o nascimento, pela equipe de pediatria, responsavel
pelo recém-nascido, com base nos critérios estabelecidos nas rotinas assistenciais da
ME/UFRJ para RCIU (ANEXO D).

5.7 Coleta e armazenamento de amostras biologicas

Imediatamente apds o parto, amostras de sangue do corddo umbilical, coletadas por
ordenha manual, foram recolhidas em tubos contendo 1 g Na2- EDTA/L. Ap6s desprezo do
corddo umbilical, as placentas foram lavadas em PBS (phosphate buffered saline) gelado (4
°C), para retirada do excesso de sangue, e pesadas em balanca digital Filizola®. Foram
obtidas aliquotas da regido central (5 g das faces tanto materna quanto fetal), com auxilio de
bisturi, e congeladas instantaneamente em nitrogénio liquido, sendo o restante do tecido
descartado. No dia seguinte, o sangue materno também foi coletado em tubos contendo 1 g
Na2- EDTA/L.

Ambas as amostras de sangue (materna e do corddo) foram submetidas a centrifugacéo
(3.500 rpm por 15 minutos a 4 °C), para a separacdo do plasma e da fracao de eritrocitos, de
acordo com Ney e colaboradores (2009). Em seguida, foram transferidas para eppendorfs,
devidamente identificados, e mantidos a -20 °C. Subsequentemente, todas as amostras foram

transportadas, sob refrigeracdo, até o Laboratorio de Bioquimica Nutricional do Instituto de
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Nutricdo da UFRJ, onde foram armazenadas em freezer -80 °C até a ocasido das andlises
biomoleculares e de AG.

5.8 Quantificacdo de proteinas envolvidas no transporte de acidos graxos na
placenta e do receptor nuclear PPARy

Para a quantificacdo, por Western Blotting, das proteinas de interesse (FATP-1, FATP-
4 e PPARYy), as amostras de placenta de ambos os grupos (RCIU e Controle) foram
maceradas, com auxilio de homogeneizador do tipo potter. O concentrado proteico das
amostras de placenta foi extraido em solucdo contendo Hepes 50 mM, MgCl, 1 mM, &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10 mM (pH=6,4), Triton X®-100 1% (Vv/v),
ortovanadato de sodio 2 mM e 1 pg/mL de DNase, com os seguintes inibidores de protease:
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, 1 pg/mL de leupeptina e 1 pg/mL de aprotinina.
O conteudo total de proteina dos homogenatos foi determinado de acordo com Bradford
(1976). Os extratos proteicos foram desnhaturados em tampéo contendo 50 mM Tris-HCI, pH
6,8, 1 % dodecil sulfato de sédio (SDS), 5 % 2-mercaptoethanol, 10 % glicerol e 0,001 % azul
de bromofenol, sob aquecimento a 100 °C por cinco minutos em banho-maria. Aliquotas
contendo 10 pug de proteinas foram aplicadas em gel 10 % ou 12% poliacrilamida-SDS,
dependendo do peso molecular da proteina alvo (gel de separa¢do composto por Tris.HCI 373
mM pH=8,8; acrilamida; bisacrilamida 2%; SDS 0,1%; APS 0,033%; TEMED 0,1% e
stacking gel composto por Tris-HCI 125 mM pH=6,8; glicerol 5%; acrilamida 4%;
bisacrilamida 0,27%; SDS 0,1%; APS 0,075% e TEMED 0,1%. Um padrdo de diferentes
pesos moleculares foi utilizado em todas as eletroforeses por SDS-PAGE (Rainbow
Molecular Weight Marker, Amersham Biosciences) para estimar o peso molecular das
proteinas. A eletroforese foi realizada em aparelno Mini-PROTEAN® Tetra, Cell
Electrophoresis Chamber— Bio Rad, sob amperagem constante (25 mA) e voltagem fixada em
150 V, com tampao de corrida 1X (Tris-Base 25 mM; glicina 192 mM e SDS 0,1%).

Apos finalizagdo da corrida (com duracdo de aproximadamente duas horas), as
proteinas foram transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (PVDF
Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech), em aparelho de transferéncia Trans-Blot® Turbo,
a 15V, 328 mA, durante uma hora. Em seguida, sitios inespecificos presentes na membrana
foram bloqueados em solu¢do TBS-T (Tris 2 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,5, Tween 20 0,05 %)

adicionado de albumina de soro bovino (BSA) a 5 % por 30 minutos. Logo apods, as
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membranas foram incubadas por 18 horas a 4 °C com os anticorpos primarios FATP-1
(1:1.000), FATP-4 (1:1.000) e PPARy (1:2.000) (policlonais, ABCAM), diluidos em T-TBS.
Apos trés lavagens consecutivas com T-TBS, por cinco minutos cada, as membranas foram
incubadas, durante uma hora e a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario anti 1gG
(de acordo com a origem do anticorpo primario utilizado), conjugado com biotina, diluido em
T-TBS (1:2.000). Apo6s mais trés lavagens com T-TBS, durante dez minutos cada, as
membranas foram incubadas com estreptavidina conjugada a peroxidase (HRP), diluida em T-
TBS (1:1.000), por uma hora em temperatura ambiente, sendo lavadas, ao final do processo
com T-PBS, durante dez minutos.

As membranas foram sensibilizadas, evidenciando as bandas, com amplificador de
qguimioluminescéncia (ECL) e reveladas em fotodocumentador (ChemiDoc® - Bio-Rad).
Como controle de carga foi utilizada a proteina constitutiva beta actina (Santa
Cruz Biotechnology), considerada referéncia (100 %) para a expressao relativa dos resultados
das proteinas investigadas. As bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando-se o
Software Image J (NIH, USA).

5.9 Determinacao de acidos graxos em eritrocitos maternos e do corddo umbilical

Os teores de AG dos lipidios totais dos eritrécitos de sangue materno e fetal foram
determinados por cromatografia gas-liquido, utilizando equipamento Agilent Technologies
7890A CG System, equipado com detector de chama ionizavel (FID), acoplado ao software
EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc., CA, USA).

Os procedimentos de extracdo, saponificacdo e metilagdo dos AG foram realizados de
acordo com o método oficial da American Oil Chemists' Society Ce 2b-11 (AOCS, 2013).
Aliguotas de aproximadamente 1 g de eritrocitos, pesadas em balanca digital analitica
(SHIMADZU®), foram transferidas para tubos Pirex® e adicionadas de 5 mL de
NaOH/metanol 0,5 M. Posteriormente foi adicionado 1 mL de padrdo interno (C13:0 em
hexano; 5 mg/mL) e a mistura foi aquecida a 100 °C por 15 minutos. Em seguida, os tubos
foram parcialmente imersos em gelo, por aproximadamente 5 minutos, receberam 5 mL de
trifluoreto de boro 14 %/metanol, sob leve agitacdo, e foram novamente aquecidos a 100 °C,
por 2 minutos, e resfriados em gelo. Posteriormente, foram adicionados 3 mL de NaCL
saturado e 4 mL de hexano a cada tubo, sob suave agitacdo, e em seguida foram mantidos em
repouso por 30 minutos para a separacdo das fases. Os ésteres metilicos formados na parte

superior do tubo foram filtrados e coletados em vials de 1 mL, préprios para amostrador
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automatico de cromatografo a gas, contendo 50 mg de sulfato de sédio anidro, e estocados em
freezer -20 °C até submissdo a cromatografia gasosa.
Para separacao dos ésteres metilicos foi utilizada coluna capilar de silica fundida SP-
2560 de bis-cianopropil polisiloxano (Supelco Inc., PA, USA) com 100 m de comprimento X
0,25 ym x 0,2 um de didmetro interno, cuja programacao de temperatura da coluna foi
estabelecida para 100 °C, com taxa de aumento de 3 °C/minuto, alcancando a temperatura de
140 °C. A taxa de aumento da temperatura foi de 0,5 °C/minuto até alcancar 170°C, sendo
depois de 3,2 °C/minuto até 220 °C, permanecendo nesta temperatura por 35 minutos. As
temperaturas do injetor e detector foram de 250 °C. Os fluxos de gases (Linde Gases, RJ, BR)
foram de 0,75 mL/minuto para o gas de arraste (hidrogénio); 25 mL/minuto para 0 gas
auxiliar (nitrogénio); 30 mL/ minuto e 400 mL/ minuto para o hidrogénio e para o ar sintético
da chama, respectivamente. A razdo de divisdo da amostra foi de 1/1 (splitless). As injecdes
foram realizadas por meio de injetor automatico e o volume de inje¢do foi de 1 pL.
Os AG metilados foram identificados com base na compara¢do com o tempo de
retencdo relativo dos picos do padrdo (Nu-Chek Prep. Inc., mistura de ésteres metilicos 463) e
a quantificacdo de cada AG foi realizada utilizando-se o padrdo interno C13:0 (Sigma-

Aldrich) como referéncia. Os valores foram expressos como mg de AG/100 mg AG totais.

5.10 Analise estatistica

Para a realizacdo das andlises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism 5 e
o nivel de significancia adotado foi de 5 % (p < 0,05). O teste t pareado e o teste de Mann-
Whitney foram utilizados para comparar dados de um mesmo grupo, com distribuigdes
paramétricas e ndo paramétricas, respectivamente. Para avaliacdo das correlacGes entre as
variaveis continuas, considerados ambos os grupos foi utilizado o coeficiente de correlacdo de
Pearson ou de Spearman, dependendo da natureza das variaveis (de distribuicdo normal ou

ndo, respectivamente).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacao sociodemografica, obstétrica e antropométrica das gestantes

Vinte e trés gestantes que atenderam aos critérios de elegibilidade foram incluidas
neste estudo. Deste total, quinze, que geraram neonatos AlG, integraram o grupo denominado
“Controle” e, oito, que geraram neonatos com diagnéstico de restricdo de crescimento
intrauterino, foram inseridas no grupo RCIU.

A anélise dos dados relativos a escolaridade destas mulheres indicou que 80 %
apresentavam primeiro grau incompleto, existindo diferenca entre 0s grupos quanto ao
numero de anos de estudo, menor no grupo RCIU (4,2 + 1,0), comparado ao Controle (7,62 £
3,42) (p=0,015). Considerando as informacdes referentes aos recursos financeiros, as
gestantes pertenciam, em sua maioria, a familias com renda mensal menor do que um salario
minimo per capita, com valores médios correspondentes a R$ 461,45 + 213,38 (RCIU) e R$
365,20 + 265,42 (Controle).

Na Tabela 1 observa-se que a média de idade materna foi similar entre ambos os
grupos. De outro modo, o numero médio de partos, anteriores a gestacdo sob investigacdo no
presente estudo, foi aproximadamente 64 % superior no grupo Controle, em relagdo ao RCIU.
Nesse Gltimo grupo, a maioria das gestantes era primipara. Todas as gestantes realizaram pré-
natal, cujo numero médio de consultas médicas, para ambos os grupos ultrapassou o minimo
considerado adequado (seis ou mais) (BRASIL, 2000). O mesmo ndo foi observado com
relacdo a assisténcia nutricional no pré-natal, cujo nimero médio de consultas destinadas
especificamente a este tipo de acompanhamento foi restrito para ambos os grupos (Controle:
2; RCIU: 1). Constatou-se também maior ganho de peso materno durante a gestacdo no grupo
Controle em relacdo ao RCIU. Considerando os dados antropométricos de todas as gestantes,
tanto em relacdo ao IMC pre-gestacional, quanto ao IMC pré-parto, ndo foram verificadas

diferengas significativas.
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Tabela 1 - Caracteristicas maternas associadas a gestacdo de recém-nascidos Controle e
RCIU, Maternidade Escola da UFRJ/RJ, 2013.

Variaveis Grupo Controle Grupo RCIU
(n=15) (n=8) p valor’
Média + DP Média + DP
[min-max (med)] [min-max (med)]
Idade materna (anos) 26,00 £ 4,84 25,62 £ 6,54 0,4490
[20-34 (25,0)] [20-30 (24,0)]
NuUmero de partos 2,25+1,28 1,37+ 0,51 0,0475
realizados em gestacoes [1-3 (1,0)] [1-2(1,0)]
anteriores
Numero de consultas no 8,12+ 2,10 7,25 + 2,37 0,2240
pré-natal [6-12 (7,5)] [3-10 (7,5)]
NuUmero de consultas 1,53+0,39 0,5+1,06 0,4800
nutricionais no preé-natal [0-5(2)] [0-3(1)]
Ganho de peso durante a 15,33 +£2,41 9,76 £4,01 0,0022
gestacao (g) [14-19 (15,0)] [3,1-13,5 (11,5)]
IMC pré-gestacional (kg/m?) 22,98 + 2,45 24,69 * 3,86 0,1542

[18,8-26,0 (23,6)] [18,3-29,8 (25,0)]

IMC pré-parto (kg/m?) 29,05 + 2,93 28,65 + 4,21 0,4145
[24,2-34,2 (29,1)] [20,9-33,3 (30,0)]

RCIU: restrigio de crescimento intrauterino; DP: desvio padrdo; min: minimo; max: maximo; med: mediana;
IMC: indice de massa corporal; * teste t de Student.

6.2 Caracterizacdo do estado nutricional antropométrico dos recém-nascidos e

variaveis do parto

Conforme se observa na Tabela 2, apesar de a média da idade gestacional ao
nascimento nao ter sido diferente entre os grupos, a descri¢do do peso ao nascer, segundo esta
variavel, evidenciou valores inferiores para crian¢as RCIU, em relacdo aos neonatos do grupo
Controle. Os dados relativos ao perimetro cefalico ao nascer acompanharam 0 mesmo
comportamento, mostrando-se menores no grupo RCIU. Adicionalmente, o peso das

placentas do grupo RCIU foi expressivamente inferior ao do grupo Controle.
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Tabela 2 - Caracterizacdo do estado nutricional antropométrico dos recém-nascidos e
variaveis do parto, grupos Controle e RCIU, Maternidade Escola da UFRJ/RJ, 2013.

Variaveis Grupo Controle Grupo RCIU p
(n=15) (n=8) valor
Média + DP Média + DP
[min-max (med)] [min-max (med)]
Idade gestacional ao nascer (semanas) 39,62 £ 0,91 38,50+ 1,51 0,2180
[38-40 (40)] [37-40 (38)]
Peso ao nascer/idade gestacional (g) 3.339 £ 403 2.398 £ 296 0,0001
[2.790-3.900 [2.000-2.925
(3.290)] (2.337)]
Comprimento ao nascer (cm) 47,62 £ 6,01 45,56 + 1,65 0,1828
[33-51,5 (49)] [44-48,5 (45)]
Perimetro Cefalico ao nascer (cm) 35,68 £ 4,77 32,31+1,06 0,0356
[32-47 (34)] [30,5-33,5 (32)]
Peso da placenta () 645,00 + 100,78 464,37 £ 39,31 0,0001

[520-830 (645)] [410-530 (474)]

RCIU: restrigdo de crescimento intrauterino; DP: desvio padrdo; min: minimo; max: méximo; med: mediana *

teste t de Student.

6.3 Conteudo das proteinas transportadoras de acidos graxos, FATP-1 e FATP-4,
e do receptor nuclear PPARy na placenta

O teor da proteina transportadora FATP-1 na placenta do grupo RCIU foi,
aproximadamente, 73% mais elevado do que o verificado para o grupo Controle (1,9 £ 0,23 e
1,1 £ 0,23, respectivamente, p=0,0461) (Figura 10).
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Figura 10. Teores da proteina transportadora de acidos graxos FATP-1 na placenta dos
grupos Controle e RCIU GC: grupo controle; RCIU: grupo restricdo de crescimento
intrauterino. A quantidade da proteina estd expessa como porcentagem de -actina *Médias
significativamente diferentes entre os grupos GC e RCIU (teste t ndo pareado, p<0,05).

De outro modo, para a proteina transportadora FATP-4, as diferencas encontradas
entre os grupos RCIU e Controle ndo alcangaram significancia estatistica (2,0 + 0,36 e 1,1 +

0,04, respectivamente, p=0,14) (Figura 11).
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Figura 11. Teores da proteina transportadora de acidos graxos FATP-4 na placenta dos
grupos Controle e RCIU GC: grupo controle; RCIU: grupo restricdo de crescimento
intrauterino. A quantidade da proteina esta expessa como porcentagem de R-actina.

Quando avaliado o contetido do receptor nuclear PPARYy, foi constatada expressiva
elevacéo (225 %) do valor médio encontrado na placenta do grupo RCIU em relagéo ao grupo
Controle (3,9 £ 0,67 e 1,2 + 0,18, respectivamente, p=0,0038) (Figura 12).
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Figura 12. Teores de PPARYy na placenta dos grupos Controle e RCIU. GC: grupo controle;
RCIU: grupo restricdo de crescimento intrauterino. A quantidade da proteina estd expessa
como porcentagem de B-actina. * Médias significativamente diferentes entre os grupos GC e
RCIU (teste t ndo pareado), p<0,05.

6.4 Conteudo de &cidos graxos no sangue materno e do corddo umbilical

Considerando os eritrocitos maternos, de ambos 0s grupos, observou-se que 0
contetdo total de AGPI-CL (EPA, DHA e AA) no grupo RCIU (19,6 + 1,4 mg/100mg) assim
como o somatorio de AGPI-CL n-3 deste grupo (6,7 + 0,9 mg/100mg) foram inferiores aos
respectivos valores do grupo Controle (21,9 + 3,3 e 8,5+ 1,2 mg/100mg) (Figura 13).

Padrdo similar foi observado nos eritrocitos fetais, cujos valores relativos ao total de
AGPI-CL dos grupos RCIU e Controle, foram, respectivamente, 24,1 + 3,3 e 27,1 + 15
mg/100mg. Enquanto para o total de AGPI-CL n-3, os teores médios correspondentes aos
eritrocitos fetais do grupo RCIU alcancaram 6,5 £ 0,5 mg/100mg e os referentes ao grupo
Controle, 7,7 £ 1,1 mg/100mg (Figura 14).
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Figura 13. Conteldo de éacidos graxos essenciais e derivados de cadeia longa em
eritrdcitos de sangue materno nos grupos Controle e RCIU. GC: grupo controle; RCIU:
grupo restricdo de crescimento intrauterino; SM: sangue materno; AGE: &cidos graxos
essenciais, incluem, C18:3 n-3 e C18:2 n-6; AGPI: acidos graxos poli-insaturados; n-6,
incluem, C18:2, C18:3, C20:3, C20:4 e C22:4; n-3, incluem, C18:3, C20:5, C22:5 e C22:6;
AGPI-CL: é&cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, incluem, os &cidos
eicosapentaenoico (EPA), docasahexaenoico (DHA) e araquidénico (AA). *Médias
significativamente diferentes entre os grupos GC e RCIU (teste t ndo pareado), p<0,05.

40
B cc sF
E rRciu sF

w

o
1L
*

mg/100mg
N
o

101 *

AGE AGPIn-6 AGPIN-3 AGPI-CL

Figura 14. Conteddo de acidos graxos essenciais e derivados de cadeia longa em
eritrdcitos de sangue fetal nos grupos Controle e RCIU. GC: grupo controle; RCIU: grupo
restricdo de crescimento intrauterino; SF: sangue fetal; AGE: &cidos graxos essenciais,
incluem, C18:3 n-3 e C18:2 n-6; AGPI: acidos graxos poli-insaturados; n-6, incluem, C18:2,
C18:3, C20:3, C20:4 e C22:4; n-3, incluem, C18:3, C20:5, C22:5 e C22:6; AGPI-CL: 4cidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa, incluem, os &cidos eicosapentaenoico (EPA),
docasahexaenoico (DHA) e araquiddnico (AA). *Médias significativamente diferentes entre os

grupos GC e RCIU (teste t ndo pareado), p<0,05.
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Quando os principais acidos graxos de cadeia longa de importancia nutricional foram
considerados isoladamente (Figuras 15 e 16), os teores de AA e de DHA nos eritrocitos do
sangue materno do grupo RCIU (12,0 £ 2,1 e 3,6 £ 0,7 mg/100mg, respectivamente) se
apresentaram mais reduzidos, comparados aos do grupo Controle (158 £ 1,7e 55+ 1,3
mg/100mg, respectivamente). Nos eritrdcitos fetais do grupo RCIU, também foi verificado
menor contetdo de AA (16,4 = 3,5 mg/100mg) e de DHA (4,6 £ 0,8 mg/100mg), em relacéo
aos respectivos valores identificados no grupo Controle (20,0 £ 1,6 e 6,1 £ 0,9 mg/100mg).
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Figura 15. Contetdo de AA, EPA, DPA e DHA em eritrécitos de sangue materno nos
grupos Controle e RCIU. GC: grupo controle; RCIU: grupo restricdo de crescimento
intrauterino; SM: sangue materno; AA: &cido araquiddénico (C20:4 n-6); EPA: &cido
eicosapentaeoico (C20:5 n-3); DPA: acido docosapentaenoico (C22:5 n-3); DHA: acido
docosahexaenoico (C22:6 n-3); *Médias significativamente diferentes entre os grupos GC
e RCIU (teste t ndo pareado), p<0,05.
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Figura 16. Conteudo de AA, EPA, DPA e DHA em eritrécitos de sangue fetal nos
grupos Controle e RCIU. GC: grupo controle; RCIU: grupo restricdo de crescimento
intrauterino; SF: sangue fetal; AA: &cido araquiddnico (C20:4 n-6); EPA: &cido
eicosapentaeoico (C20:5 n-3); DPA: &cido docosapentaenoico (C22:5 n-3); DHA: acido
docosahexaenoico (C22:6 n-3); *Médias significativamente diferentes entre os grupos GC e
RCIU (teste t ndo pareado), p<0,05.

6.5 Andlise dos testes de correlacao

N&o foram encontradas associac@es significativas entre os teores do receptor nuclear
PPARY e o contetdo das proteinas transportadoras FATP-1 (r=0,043, p=0,889) e FATP-4
(r=0,295, p=0,408) nas placentas de ambos 0s grupos.

De outro modo, correlagdo positiva, moderada (0,30 > r < 0,69), foi identificada entre
0 conteudo do receptor PPARYy na placenta e os teores de DHA no sangue materno (r=0,60,
p=0,039).

O contetdo da proteina transportadora FATP-1 na placenta apresentou correlacao
negativa, tanto com o peso da placenta (r = - 0,692 e p = 0,009), quanto com o peso do recém-
nascido (r=-0,564 e p = 0,045). De outro modo, a correlacdo foi positiva, quando considerada

a associagdo com o conteudo de FATP-4 (r = 0,600 e p = 0,039).
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7 DISCUSSAO

Acidos graxos s3o fontes de energia, elementos estruturais necessarios as membranas
celulares, bem como precursores de importantes compostos bioativos (INNIS, 2007).
Adicionalmente, estes compostos lipidicos sdo essenciais para o desenvolvimento de érgéos e
tecidos fetais, incluindo a acumulacdo da massa adiposa (CUNNINGHAM; McDERMOTT,
2009). Ainda que os fetos possam sintetizar AG saturados e monoinsaturados, a partir da
glicose, a formacédo de AGPI-CL, em particular DHA e AA, ndo parece ser quantitativamente
efetiva no organismo fetal (LE et al., 2009). A placenta apresenta, portanto, fungéo essencial
na captacdo e regulacdo do transporte de AG advindos da circulacdo materna e realiza
transporte seletivo e preferencial de AGPI-CL (LARQUE et al.,, 2011). Contudo, os
mecanismos envolvidos neste processo ainda ndo sdo completamente conhecidos. Dados
relativos as gestaces sem complicacdes apontam para a essencialidade da transferéncia dos
AGPI-CL para o feto. Naquelas situacdes que envolvem alteracbes placentarias, como € o
caso do RCIU, é possivel conceber importancia ainda maior no sentido da compreensdo das
provaveis mudancas relacionadas a esta transferéncia. De fato, prejuizos neste processo tém
sido associados com efeitos adversos sobre o desenvolvimento fetal, com consequéncias para
a saude do individuo ao longo da vida (LAGER; POWELL, 2012; MAGNUSSON et al.,
2014).

A captacdo e o transporte de AG pela placenta envolvem difusdo passiva ou
mediadores proteicos. As FATP sdo proteinas de membrana importantes para a captacdo de
AGPI-CL (KAZANTZIS; STAHL, 2012) e, em especial, FATP-1 e FATP-4 vém sendo
relacionadas com a captacdo de DHA na placenta (LARQUE et al., 2006b). Essas proteinas
apresentam funcdo acil-coenzima A (acil-CoA), o que facilita o destino metabdlico dos AG
que transportam. O PPARy ¢ capaz de modular a expressio das FATP-1 e FATP-4 e,
consequentemente, regula a captacdo de AG pelos trofoblastos (SCHAIFF et al., 2007).

Assumpgcdo (2015), em estudo anterior, encontrou elevacdo na expressdo das proteinas
placentarias FATP-1 e 4, em gestagdo com RIUC, corroborando dados verificados por outros
autores (HOLDSWORTH-CARSON et al., 2010). No presente estudo, a quantidade da
FATP-1 na placenta do grupo RCIU foi superior a do grupo Controle, quando avaliada pela
técnica de Western Blotting, em associagdo com maior quantidade do receptor nuclear
PPARy. Estes achados sdo sugestivos da existéncia de ajustes adaptativos da placenta,
objetivando garantir o fornecimento mais adequado de DHA ao feto com crescimento

intrauterino restrito.
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Diferentemente da FATP-1, FATP-4 esta relacionada com o transporte seletivo de
DHA (LARQUE et al., 2006a) e, na presente investigacio, os teores deste transportador néo
foram diferentes quando as placentas das mulheres de ambos os grupos foram analisadas e
comparadas. Esse achado poderia explicar o conteudo mais reduzido de DHA, observado nos
eritrocitos dos neonatos RCIU. Tanto FATP-1 como FAPT-4 ndo se correlacionaram com o
DHA dos eritrocitos do corddo, porém FATP-1 apresentou correlagcdo negativa com o peso da
placenta e o peso do neonato, sugerindo a existéncia de mecanismo autorregulatorio
predominante.

A massa da placenta constitui medida indireta da superficie disponivel para as trocas
de nutrientes e metabdlitos entre a gestante e o feto, de modo que o peso do 6rgdo esta
implicado no transporte de nutrientes para o concepto (FOWDEN et al., 2006) e é
considerado determinante do peso e do crescimento fetal (ROLAND et al., 2012). Recém-
nascidos RCIU, no presente estudo, apresentaram perimetro cefélico e peso ao nascer,
segundo a idade gestacional, inferiores aos valores observados para o grupo Controle.
Adicionalmente, o peso das placentas no grupo RCIU foi expressivamente inferior ao do
Controle (aproximadamente 39 %). Constatou-se, ainda, menor ganho de peso materno
durante a gestacdo no grupo RCIU em relacdo ao Controle. Além disso, foi também
observado que a maioria das gestantes ndo recebeu acompanhamento nutricional no pré-natal
adequado. Assim, € possivel supor que condi¢Bes nutricionais maternas inadequadas possam
ter contribuido na etiologia da RCIU, conforme ja foi sugerido por Cetin, Mando e Calabrese
(2013).

A andlise conjunta dos achados descritos sugere que a placenta funciona como sensor
capaz de responder as alteragdes nutricionais (CETIN; MANDO; CALABRESE, 2013) e
estruturais (reducdo da sua massa e, possivelmente, de fluxo sanguineo), modulando a
guantidade e/ou expressao das FATP. Deste modo, se buscaria garantir o suprimento de
AGPI-CL para a demanda fetal (HANEBUTT et al., 2008; GACCIOLI et al., 2013).

Ha referéncia de que as FATP podem aumentar sua atividade tornando mais eficiente
a internalizacdo de AGPI-CL na placenta, principalmente quando as concentragOes destes
lipidios na circulacdo materna estdo reduzidas (DUTTA-ROY, 2009). A analise do contetdo
de AGPI-CL em eritrocitos maternos, do presente estudo, mostrou valores significativamente
menores de AA e DHA no grupo RCIU.

O receptor nuclear PPARy ¢ essencial para o desenvolvimento placentario,
viabilizando, portanto, adequado crescimento fetal (SCHAIFF et al., 2005). O estudo de

Barak e colaboradores (1999) mostrou que a dele¢do do gene PPARYy em ratos causou morte
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embrionaria, resultante da malformagdo placentéaria, sugerindo que o receptor seria
fundamental para induzir a diferenciacdo dos trofoblastos. Os defeitos de malformagéo
observados foram acompanhados pela auséncia de goticulas de lipidios nas células dos
trofoblastos, demonstrando, assim, que além da relacdo com o desenvolvimento placentario o
receptor nuclear estaria associado com a captacdo de lipidios pela placenta. Posteriormente,
Schaiff, Barak e Sadovsky (2006) evidenciaram que a ativagdo do PPARy aumenta a captagao
e 0 acumulo de AGPI-CL na placenta, favorecendo sua transferéncia ao feto. Estes autores
sugeriram possivel acdo moduladora do receptor nuclear sobre a expressdo das FATP-1 e
FATP-4, regulando, assim, a captacdo de AG pelos trofoblastos.

Na presente investigacdo, acompanhando o aumento do conteudo da FATP-1,
observamos maior quantidade do receptor nuclear PPARy nas placentas do grupo RCIU em
relacdo ao grupo Controle. Holdsworth-Carson e colaboradores (2010), também estudando
RCIU, encontraram resultados similares. Estes autores sugeriram que o aumento do PPARy
na placenta poderia ser causa ou resposta adaptativa ao fendtipo da doenca. Alguns autores
defendem a hipdtese de que o aumento da ativagdo do PPARYy esta associado com redugdo da
placenta e do tamanho do feto, constituindo, assim, causa destas alteracbes (SCHAIFF et al.,
2007). Outros consideram a hipétese da resposta adaptativa, argumentado que o PPARy pode
fornecer protecdo contra a hipoxia e/ou deficiéncia de nutrientes, decorrentes do insuficiente
desenvolvimento placentario (BIRON-SHENTAL et al., 2007). Assim, ainda sdo necessarias
investigacbes adicionais, envolvendo gestacdo humana, a fim de proporcionar melhor
compreensdo acerca do papel do PPAR em enfermidades da placenta.

De fato, € possivel supor que o aumento nos teores de FATP e PPARY, nas placentas
do grupo RCIU, verificado neste estudo, constitui mecanismo adaptativo, visando garantir
suprimento suficiente de AGPI-CL para o desenvolvimento do concepto. No entanto, as
concentracdes de AA e DHA nos eritrécitos fetais deste grupo ndo alcancaram valores
adequados, se mantendo mais reduzidas, em relagédo ao grupo Controle.

A compreensao destes resultados pode ser alcancada, considerando-se hipdtese que
envolve argumentacdo conceitual, relacionada ao metabolismo dos acidos graxos. Neste
contexto, se reconhece que as proteinas de transferéncia de AG, FATP, sdo as principais
moléculas transportadoras envolvidas na captacdo dessas estruturas lipidicas, no entanto, na
placenta, também apresentam eficiente atividade enzimatica ligase acil-CoA (KAZANTZIS;
STAHL, 2012). Assim, os AG internalizados pelas FATP sdo, no citoplasma, imediatamente
convertidos em ésteres de acil-CoA (DUTTA-RQOY, 2009, ZHAN et al., 2012), favorecendo,

deste modo, sua entrada nas vias metabdlicas e dificultando sua saida dos trofoblastos. Nao se
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conhece, na atualidade, nenhum transportador para ésteres de acil-CoA na placenta
(HERRERA; DESOYE, 2015), de modo que ésteres acil-CoA-AG necessitam ser
hidrolizados, por meio da acdo de tiosterases-acil-CoA, e liberados como AGNE. Desta
forma, atravessam os sinciciotrofoblastos e alcancam a circulacéo fetal. Ndo ha evidéncias da
presenca de tiosterases-acil-CoA na placenta humana (HERRERA; DESOYE, 2015).

E possivel que maiores concentracdes de FATP, resultante de expressdo modulada por
PPARY, seja, de fato, mecanismo adaptativo, destinado a intensificar a captacdo de AGPI-CL
em placentas com RCIU, no entanto, o conteldo destes derivados de cadeia longa,
efetivamente transferido para a circulacéo fetal, ainda é desconhecido.

Em conclusdo, podemos sugerir cenario de adaptacdo nos casos de RCIU, de forma
gue o0 organismo busca, por meio do aumento das proteinas transportadoras de AG e do
receptor PPARY, garantir ambiente favoravel ao desenvolvimento do feto. No entanto, a
disponibilidade de AGPI-CL para a circulacdo fetal se mostrou menos eficiente no grupo
RCIU, uma vez que os eritrécitos deste grupo, tanto maternos, quanto fetais, apresentaram
menores concentracdes de AA e DHA, comparados aos do grupo Controle. Melhor
compreensdo acerca dos mecanismos relacionados a transferéncia de lipidios pela placenta,
nas situacdes normais, bem como naquelas envolvendo restricdo de crescimento intrauterino,
exige pesquisas adicionais, tratando da dindmica da funcéo placentaria, sob a 6tica da biologia
molecular dos trofoblastos.

Dentre as limitacdes do presente estudo, destacamos o reduzido nimero de mulheres
participantes, entretanto, tem sido usual, em outras investigacdes sobre o tema, modesto
namero de casos RCIU (MAGNUSSON et al., 2014; TABANO et al., 2006). Limitacdo
adicional diz respeito ao fato de ndo ter sido efetuada andlise da expressdo génica do receptor
nuclear PPARy. Deste modo, ndo ¢ possivel afirmar que o aumento observado nas
concentracdes deste receptor seja, necessariamente, decorrente da expressao diferencial de
gene envolvido na modulacdo de processos de captacdo e transporte de AGPI-CL pela
placenta, em situacdes de RCIU.
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8 CONCLUSAO

Nesta dissertacdo foi investigado, em puérperas, e seus recém-nascidos, com e sem
RCIU (grupos RCIU e Controle, respectivamente), o perfil de AG em eritrdcitos, nos
compartimentos materno-fetais, assim como os contetidos das proteinas FATP-1 e FATP-4 e
do receptor nuclear PPARY, presentes nas placentas de ambos os grupos estudados, moléculas
envolvidas na captacao e/ou transporte de AGE e AGPI-CL.

Foram verificadas menores concentracGes de AA e DHA nos eritrocitos do sangue
materno do grupo RCIU, quando comparadas as do grupo Controle, indicando diferencas
quanto ao estado nutricional materno relativo a estes AGPI-CL. Neste contexto, foram
identificadas maiores quantidades da proteina FATP-1 e do receptor nuclear PPARy em
placentas do grupo RCIU, comparativamente as do grupo Controle, sugerindo constituir
mecanismo adaptativo. No entanto, esse aumento ndo foi suficiente para assegurar transporte
eficiente de AGPI-CL para o feto com RCIU.

Considerando-se os dados que apontaram inadequacdo de ganho de peso materno
durante a gestacdo e exigua assisténcia nutricional pré-natal, reitera-se o reconhecimento da
necessidade da inser¢do do acompanhamento nutricional entre as rotinas de assisténcia pré-
natal, que devem prever o monitoramento de fatores preditores das condi¢des ao nascer. Nos
casos de gestacdes complicadas com RCIU, deve-se assegurar orientacdo quanto as medidas
dietéticas necessarias para viabilizar adequado suprimento de AGPI-CL, principalmente

DHA, buscando, assim, aumentar as chances para desfechos obstétricos mais satisfatorios.
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ANEXO - A

Parecer de aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa da Maternidade Escola da UFRJ
(CEP/MEC Numero 14/2010 em 09/08/2010)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Maternidade-Escola
Comité de Etica em Pesquisa

Rio de Janeiro. 09 de agosto de 2010.

Informamos a V. S%. que o Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade-Escola da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — CEP/ME-UFRIJ, constituido nos Termos da
Resolugdio CNS n° 196/96 e, devidamente registrado na Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a documentacéo referente ao Protocolo de
Pesquisa, conforme abaixo, discriminado: ‘

PROTOCOLO DE PESQUISA CEP/ME-UFRJ - N°. 14/2010
CAAE: 0014.0.361.000-10

Titulo do Projeto: “Etapa complementar do projeto: Proteinas placentdrias e dcidos graxos
de cadeia longa na determina¢do do Crescimento Intrauterino Restrito (CIUR): estudo
biomolecular’.

Classificacao no Fluxograma: Grupo III
Pesquisador Responsavel: Maria das Gragas Tavares do Carmo
Instituicoes onde o trabalho de campo se realizara: Maternidade Escola da UFRJ e
Instituto de Nutri¢@o Josué de Castro / CCS - UFRJ
Data de recebimento no CEP/ME-UFRJ: 21/07/2010
Data da apreciagio: 09/08/2010
Parecer do CEP/ME-UFRJ: APROVADO
Ressaltamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de Pesquisa devera

apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades desenvolvidas no perfodo de 12
meses a contar da data de sua aprovagao (item VII.13.d., da resolugdo CNS/MS N° 196/96).

Esclarecemos, que o CEP/ME-UFRIJ devera ser informado de quaisquer fatos
relevantes (incluindo mudanc¢as no método) que alterem o curso normal do estudo, devendo o
pesquisador justificar caso, 0 mesmo venha a ser interrompido.

3
)

M/

¢ oS
Dr. Ivo Basillo da Costa Junior
Coordenador do Comifé de Efica em Pesquisa
Marernidade-Escola da UFRJ
. /"" CRM: 52.50381-1 SIAPE: 1186327
A '
Naer”

Rua das Laranjeiras, 180 - Laranjeiras - CEP: 22240-003 - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
Tel.: (21) 2285-7935 - Tel/Fax: (21) 2205-9064 - E-mail: pesquisa@me.ufrj.br
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ANEXO - B

Maternidade escola
Termo de consentimento livre e esclarecido para gestantes adultas

Registro: Prontuario:
Nome:
Entrevistador: Data: / /

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este documento lhe dara informages e pedira o seu consentimento para participar de uma
pesquisa que esta sendo desenvolvida pelo no laboratério de Bioguimica Nutricional do INJC/UFRJ e
pela Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

O estudo pretende estudar a transferéncia de substancias originadas dos alimentos da mae
para o bebé durante a gestacéo e o impacto nas condi¢fes ao nascer do seu filho. O objetivo final do
estudo é contribuir para a melhoria das rotinas de assisténcia pré-natal, que pode contribuir para a
melhoria da saude das mulheres e dos seus filhos.

Os procedimentos da pesquisa incluem a coleta no momento do parto do sangue do cordéao
umbilical e 5g da porcao central de placentas, apds a separagdo do corddo umbilical. Tal procedimento
é totalmente indolor para vocé ou seu filho. Além disso, apds o término do parto seré coletado uma
pequena amostra do seu sangue por técnico competente, diminuindo assim, os incdmodos que
poderiam ser causados por essa atividade.

Sera realizada uma consulta ao seu cartdo da gestante ou seu prontuario e o do seu filho
também e, faremos uma pequena entrevista na qual perguntaremos seus dados pessoais, sobre o pré-
natal e sobre a sua dieta no periodo da gestacéo.

Esclarecemos que o risco decorrente de sua participacdo no estudo é minimo, tendo em
vista que os procedimentos empregados serdo realizados por pessoal capacitado e que todo o material
utilizado na coleta das amostras de sangue e placenta, serdo feitas com o uso de material descartavel.

Como beneficios pela sua participacdo, informamos que a partir da avaliacdo feita na sua
dieta, faremos uma orientacdo direcionada as suas necessidades. Informamos ainda que ndo ha
remuneragdo ou recompensa decorrente da sua participacéo do estudo.

As informagdes que serdo coletadas serdo mantidas em sigilo, ndo sendo divulgadas em
qualquer hipétese. Os resultados do estudo serdo apresentados em conjunto, em congressos ou
publicacBes em revistas cientificas, impossibilitando a identificacdo dos individuos que participaram
do mesmo.

Vocé tem o direito de pedir outros esclarecimentos sobre a pesquisa e de se recusar a
participar ou interromper a sua participacdo a qualquer momento, sem que isso lhe traga qualquer
prejuizo na assisténcia na Unidade.

Declaro estar ciente das informac6es deste Termo de Consentimento e concordo
em participar deste estudo.
Rio de Janeiro, / /
Participante:
Coordenador da Pesquisa:

Contatos com o coordenador: tel. 2562.6596. e-mail: tcarmo@editema.com.br
Endereco: Centro de Ciéncias da Saude, bloco J, 2° andar, laboratério 21. Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Ilha do Fundao. RJ.
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ANEXO -C
Protocolo de Pesquisa

Data:. / [/ Datadoparto: [/ [
N° Prontuério:

Nome:

Telefone:

Endereco:

3) Qual o seu estado civil? ( )solteira ( )casada ( )separada ( ) viuva ( ) vive com o
companheiro

4) Como classifica sua cor de pele?

5) Cor da pele de acordo com a observacdo do entrevistador:
( )branca ( )negra ( )parda ( )amarela

6) Qual a sua escolaridade?

7) Qual a sua profissdo?

8) Qual o seu tipo de moradia? ( ) Propria () Alugada ( ) Outros:

9) Tem condic¢bes de saneamento na moradia? ( ) Sim ( ) Néo
10) Quantas pessoas moram na casa?

11) Qual a renda familiar total? (escrever NS quando nédo souber informar)

AVALIACAO OBSTETRICA E DE ASSISTENCIA PRE-NATAL
12) Idade ginecoldgica: anos

13)Idade gestacional na 12 consulta (DUM/USG) 13.1) DUM: / /

14) Idade gestacional atual:
15) Gestacéo de feto tnico? Sim () Nao ( )

16) E a sua primeira gestacio? ( ) Sim
() Né&o (Seguir para a pergunta 16.1/16.2/16.3/16.4)
16.1) Quantas gestacdes anteriores?
16.2) Qual o intervalo das gestagdes?
16.3) Quantos partos realizados?
16.4) Qual o intervalo entre os partos?
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Dados coletados dos prontuarios:
17) Historico de gestacOes anteriores:
() abortos espontaneos () abortos provocados ( ) natimortos () neomortos

18) Intercorréncias maternas atual:
() Diabetes ( )Hipertensdo/DHEG ( )HIV positiva ( )sem intercorréncias ( )outros

19) Intercorréncias fetais da gestacdo atual:

() malformacdo ( ) anencefalia ( )baixo peso ao nascer - <2,5Kg ( ) prematuridade - <37
semanas ( ) sem intercorréncias () outros

20) Qual o numero de consultas da assisténcia pré-natal?

21) Qual o numero de consultas de assisténcia nutricional pré-natal?

22) Com que idade gestacional teve a sua primeira consulta de assisténcia pré-natal?

23) Faz uso de algum medicamento? () Sim, quais?
( ) Nao

24) Faz uso de algum tipo de suplemento nutricional? ( ) Sim, quais?
( ) Néo
25) Vocé fuma? ( ) Sim ( ) Néo

26) Tem o hébito de consumir bebida alcodlica ou de fazer uso de outro tipo de droga?
( ) Sim ( ) Nao

DADOS ANTROPOMETRICOS DA GESTANTE

27) Peso pré-gestacional: Kg 28) Estatura:____cm 29) IMCpré-gestacional: Kg/m?

30) Classificacdo do estado nutricional pg:

31) Peso pré-parto: Kg 32)IMC atual: Kg/m?

33) Ganho de peso gestacional total: Kg
34) Classificacdo do estado nutricional atual:
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DADOS ANTROPOMETRICOS DO RECEM-NASCIDO

35) Data de nascimento: / /

36) Sexo: ( )Feminino ( )Masculino 37) Tipo de parto:( )cesariana ( )normal ( )férceps
38) Idade gestacional ao nascimento: semanas 39) Peso da placenta: g
40) Peso ao nascer (até 1 hora ap6s 0 nascimento): g

41) Comprimento: cm 42) Perimetro cefélico: cm  43)P/I:
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ANEXO -D

Rotinas assistenciais da maternidade escola da UFRJ - RCIU

OBSTETRICIA

CRESCIMENTO INTRA-UTERINO
RESTRITO (CIUR)

Rotinas Assistenciais da Maternidade-Escola
da Universidade Federal do Rio de Janeiro

Define o feto que ndo consegue atingir o seu potencial genético de crescimento. O CIUR representa
um grupo heterogéneo, onde a maior parte corresponde a fetos constitucionalmente pequenos, mas
saudéveis. Pode estar associado ou ndo a varias etiologias. Demanda diagnéstico correto, wisando
estabelecer rotina para o acompanhamento pré-natal e durante o parto.

O ganho ponderal depende de fatores que provocam redugfo no seu potencial de crescimento

intrattero.
O crescimento fetal se processa em trés fases — Figura 1.

Primeira Fase { Segunda Fase .‘ Terceira Fase

‘ Até 16 semanas ‘ ‘ De 16 a 32 semanas ‘ ‘ Apés 32 semanas ‘
| Hiperplasia celular | Hiperplasia e | Hipertrofia celular |
hipertrofia celular

Figura 1- Caracteristicas das fases do crescimento fetal

CLASSIFICACAO & ETIOLOGIA
E estabelecida conforme Figura 2.
Infecches
Cromossomopatias Insuficiéncia
Malformagdes placentara
‘ Primeira Fase ‘ ‘ Segunda Fase ‘ ‘ Terceira Fase ‘
CIUR simétrico CIUR
ou assimétrico ou
precoce tardio

CIUR misto

Figura 2 - Classificagao do CIUR em fungao da sua efiologia e da época em que acomete o crescimento fetal
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DIAGNOSTICO - Figura 3.

+ |dentificar fatores de risco.

Atentar para o correto diagnéstico da idade gestacional.

Rastrear doencas proprias e intercorrentes na gestacio.

Avaliar o ganho ponderal materno

Avaliar a medida do fundo uterino e acompanhar seu crescimento.

» Ultrassonografia

Predigéo do peso fetal.

Medida da circunferéncia abdominal fetal (CA) — 2 aferigies com intervalo de 14 dias.

Estimativa do volume de liquido amnidtico (vLA).

Estudo da maturidade placentaria.

A combinagdo da circunferéncia abdominal fetal e do Doppler da artéria umbilical (AU) constitui o
melhor procedimento para diagnosticar o CIUR de causa placentana.

Q

o o o o

» Procedimentos complementares — dependem da histéria clinica e dos achados sonograficos
= Ultrassonografia morfologica (para excluir anomalia fetal)
o Cariétipo fetal
o Sorologia Materna e PCR no LA para pesquisa de infecgéo.
= Diagnéstico preditivo e precoce de pré-ecldmpsia (Doppler de artérias uterinas).
= Diagnéstico das trombofilias.
= Diagnéstico da insuficiéncia placentaria (Doppler de artéria umbilical)

CONDUTA NA GESTACAO

Repouso relativo & controle dietético.

Desestimular fumo, &lcool e drogas llicitas.

Tratar as doencas de base, se existentes.

Ultrassonografia nivel Il para estudo morfolagico do concepto.
Dopplerfluxometria — avaliagio da circulago feto-placentaria

Acelerar a maturidade pulmonar fetal, se indicado (ver rotina especifica)

CIUR SIMETRICO OU PRECOCE

» Estudo genético do concepto (ver rotina especifica)

Pesquisar infeccéo fetal (Liquido amniético: PCR; sangue de cordéo: IgM, 1gG)
Solicitar Ecocardiografia fetal

Avaliar a vitabilidade fetal (ver rotina especifica).

Monitorar o crescimento fetal pela ultrassonografia.

CIUR ASSIMETRICO OU TARDIO

» Monitorar o crescimento fetal pela ultrassonografia.

e Avaliar a vitabilidade fetal (ver rotina especifica).

 Interromper a gestacdo caso haja indicacio materna ou sofrimento fetal.

CONDUTA NO PERIPARTO

A periodicidade das avaliagbes fetais aqui propostas deverdo SEMPRE levar em consideragio a
evolugio/deterioracdo da doenga materna de base, caso ela exista.

O manejo das gestagtes complicadas por CIUR de devera ser baseado na realizagéo do Doppler e
Perfil Biofisico Fetal - Figura 4.
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Resultado do teste diagndstico Tipo de CIUR
CA < 10" percentil
h 4
Uttrassonografia morfoldgica . Fetal
WA Malfﬂrrﬁ;ﬁ?;;?;al ou Aneuploidias
Caridtipo po > Sindromes genéticas
PCR-LA Malformagdes estruturais
Ecocardiografia fetal Infecgdo
Normal ou
oligodramnia
v Al anormal,
Doppler: Diastole zero [ reversa Placentario
Artéria umbiical (AU) Centralizagzo Insuficiéncia
Artéria cerebral média (ACM) Placentaria
normal
v normal
Repetir exames em 14 dias » Constitucional

Figura 3 - Diagnostico do CIUR (modificado de Baschat et al., 2007)
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CIUR POUCO PROVAVEL

CA, CCICA, AU, ACM, DV,
PBF e vLA normais

Axfixia extremamente
Baixo risco para SFA

rara

Parto por indicacdo obstétrica
ou materna

CIUR CONFIRMADO

CA < 10° p, CC/CA aumentado,
AU anormal, ACM e DV
normais,

PBF 8/10 e vLA normal

Asfixia extremamente rara
Aumenta risco de SFA

Parto por indicacéo obstétrica
ou

materna

Doppler semanal

PBF semanal

Redistribuicéo de fluxo

CIR critérios acima,

Asfixia rara

Parto por indicacdo obstétrica

ACM anormal, Hipoxemia possivel ou
DV normal Aumenta risco de SFA materna
PBF 8/10 e vLA normal Doppler semanal
PBF 2x / semana
Redistribuicdo de fluxo significativo
AU DZ /DR Hipoxemia comum > 34 semanas : parto < 32
DV normal Acidemia ou axfixia possivel semanas: internacéo,
PBF 6/10 e oligodramnia Inicio comprometimento fetal | corticosteréides, Doppler e
PBF diarios
Comprometimento fetal
DV Pl anormal Hipoxemia comum > 34 semanas : parto < 32
PBF 6/10 e oligodramnia Acidemia ou axfixia provavel semanas: internacao,
corticosteroides e

individualizagdo Doppler e PBF
diarios/ até 3 x/dia

Descompensacéo fetal

Critérios acima

DV onda A ausente ou reversa
Pulsatilidade veia umbilical
PBF <6/10 e oligodramnia

Instabilidade

cardiovascular,  disturbio
metabdlico,

natimortalidade  possivel,
mortalidade perinatal

elevada independente dos
cuidados imediatos

Parto imediato em centro de
cuidados terciario com
UTI-Neonatal especializada

Figura 4 - Algoritmo do manejo periparto no CIUR (Modificado de Baschat & Hecher, 2004)




