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Resumo da tese apresentada ao PPGN/UFRJ como parte dos requisitos necessarios para a
obtencdo do Titulo de Doutor em Ciéncias Nutricionais.

EXPRESSAO DE PROTEINAS PLACENTARIAS ENVOLVIDAS NA
TRANSFERENCIA DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA LONGA E ESSENCIAIS PARA
O FETO EM GESTACOES COM RETARDO DE CRESCIMENTO INTRAUTERINO

Renata Pereira Assumpcao
Outubro / 2014

Orientadores: Prof? Dr? Maria das Gragas Tavares do Carmo
Prof? Dr2 Marta Citelli Reis

RESUMO

O transporte placentario adequado de &cidos graxos (AG) é de crucial importancia
para o crescimento e desenvolvimento normal do feto. O objetivo do presente estudo foi
investigar em maes e seus recém-nascidos, com e sem crescimento intrauterino restrito
(CIUR), o perfil de AG na placenta e nos compartimentos materno-fetais eritrocitarios assim
como a expressdao génica de proteinas envolvidas na captacdo e/ou transporte de &cidos
graxos polinsaturados de cadeia longa (AGPI-CL) e acidos graxos essenciais (AGE). 23
gestantes participaram do estudo: 15 foram incluidas no grupo controle e 8, cujos recem-
nascidos foram diagnosticados com CIUR, sem enfermidades associadas e intercorréncias
clinicas, integraram o grupo CIUR. Informagdes sociodemogréficas, antropométricas e
obstétricas foram obtidas por meio de consulta aos prontuérios ou entrevista. Os ésteres de
AG, obtidos ap0s extracdo, saponificacdo e metilacdo dos lipidios das amostras sanguineas e
de placenta, foram quantificados por cromatografia gas-liquido. A expressdo dos genes que
codificam as proteinas envolvidas na captacdo e/ou transporte de AGPI-CL e AGE foi
avaliada por PCR em Tempo Real nas placentas de ambos os grupos. Os resultados foram
expressos como média + desvio-padrdo em mg/100 mg de AG totais. Os teores dos AG foram
correlacionados com a expressdao das proteinas transportadoras e associados as variaveis
antropométricas indicativas de crescimento do neonato. Os resultados mostraram que

gestantes CIUR ganharam menos peso ao longo da gestacdo em comparagéo as gestantes
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controle (peso final = 9,76 = 4,0Kg versus 15,3 + 2,4Kg, respectivamente). O peso da
placenta também foi inferior nas gestantes CIUR (464 + 399g) em relacdo as controles (645 +
100g, p<0,0001). O peso e o perimetro cefalico ao nascer foram menores no grupo CIUR em
relagcdo ao grupo controle (p<0,0001). Em placentas de gestantes CIUR, observamos maior
expressao das FATP (1, 2 e 4), FABP (3 e 4), FABPpm, CD36 e da LPL, sem alteracdo na
concentracdo de AGE e de AGPI-CL nos lipidios totais neste tecido. Em eritrécitos de
gestantes e recém-nascidos do grupo CIUR, identificamos menores concentracdes de acido
araquidonico (AA), acido docosahexaenoico (DHA) assim como razdo DHA/linolénico mais
reduzida em comparagéo ao grupo controle. Esses resultados apontam que em gestacfes que
envolvem CIUR a composicédo da dieta materna e, consequentemente, a concentracao de AG
nos eritrocitos destas mulheres, podem influenciar a disponibilidade fetal de AGPI-CL. Além
disso, observou-se que menores concentragdes de AGPI-CL na circulagdo materna
aumentaram o0 mMRNA das proteinas responsaveis pela captacdo desses AG nos trofoblastos,
bem como o mRNA das proteinas transportadoras citoplasmaticas intracelulares, que
facilitam o seu transporte para a circulacéo fetal. Futuras investigacdes sao necessarias para
verificar a quantidade das proteinas traduzidas a partir dos mRNA transcritos e 0 mecanismo
que promove essa regulagéo.

Palavras-chave: &cidos graxos, mRNA de proteinas transportadoras de &cidos graxos,

crescimento intrauterino restrito.



PROTEIN EXPRESSION PLACENTAL INVOLVED IN ACID TRANSFER OF FATTY
LONG CHAIN AND ESSENTIAL TO THE FETUS IN PREGNANCIES WITH
INTRAUTERINE GROWTH RETARDATION

Renata Pereira Assumpcao
October/2014

Advisors: Prof? Dr2 Maria das Gracas Tavares do Carmo
Prof® Dr2 Marta Citelli Reis

ABSTRACT

Suitable placental transport of fatty acids (FA) is crucial for normal growth and
development of the fetus. The aim of this study was to investigate in mothers and their
newborns with and without intrauterine growth restriction (IUGR), the AG's profile in the
placenta and in erythrocyte maternal-fetal compartments as well as gene expression of
proteins involved in the uptake and / or transport of long-chain polyunsaturated fatty acids
(LC-PUFASs) and essential fatty acids (EFA). 23 pregnant women participated in the study:
15 were in the control group and 8, whose newborns were diagnosed with IUGR, without
associated diseases and clinical complications, integrated IUGR group. Sociodemographic,
anthropometric and obstetric data were obtained from hospital records or interview. Esters
AG, obtained after extraction, saponification and methylation of lipids in blood and placental
samples were quantitated by gas-liquid chromatography. The expression of genes that encode
proteins involved in the uptake and / or transport of LC-PUFAs and AGE was assessed by
RT-PCR of placenta in both groups. Results were expressed as mean + standard deviation in
mg / 100 mg of total AG. The content of the AG were correlated with the expression of
proteins associated with the carriers and indicative anthropometric variables of newborn
growth. The results showed that IUGR pregnant women gained less weight during pregnancy
compared pregnant women control (final weight = 9.76 + 4.0kg versus 15.3 + 2.4 kg,

respectively). Placental weight was also lower in IUGR patients (464 + 39g) compared to



controls (645 + 100 g, p <0.0001). The weight and head circumference at birth were lower
in IUGR group compared to the control group (p <0.0001). In IUGR placentas of pregnant
women, we observed increased expression of FATP (1, 2 and 4), FABP (3 and 4), FABPpm,
CD36 and LPL, no change in the concentration of AGE and LC-PUFAs in the total lipids in
this tissue. In erythrocytes of pregnant women and newborn IUGR group, we identified lower
arachidonic acid (AA) concentrations, docosahexaenoic acid (DHA) as well as reason
DHA/linolenic lower compared to the control group. These results indicate that in
pregnancies involving IUGR maternal diet composition and, consequently, of FA
concentration in erythrocytes of these women may influence the availability of fetal LC-
PUFAs. Furthermore, it was observed that lower concentrations of LC-PUFAs in the
maternal circulation increased the mRNA of the proteins responsible for the uptake of these
fatty acids in the trophoblasts, as well as the intracellular cytoplasmic mRNA transport
proteins which facilitate its transport to the fetal circulation. Further investigations are
required to check the amount of protein translated from the mRNA transcripts and the
mechanism that promotes such regulation.

Keywords: fatty acids, protein mMRNA carriers of fatty acids, intrauterine growth restriction.
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1. Introducéo

O crescimento intrauterino restrito (CIUR) é definido como um desvio do padrdo de
crescimento fetal, caracterizado como abaixo do esperado, constituindo intercorréncia
obstétrica com elevados indices de morbidade e mortalidade perinatais (BERNSTEIN et al.,

2000; RESNIK, 2002).

Vaérios fatores influenciam o crescimento fetal durante a gestacdo, incluindo a
complexa interacdo entre o potencial de crescimento genético, a habilidade do sistema
materno-placentario em transferir nutrientes para o feto bem como o meio enddcrino

(LAGER; POWELL, 2012).

H& evidéncias epidemioldgicas e experimentais sugestivas de que os fetos que
evoluem para a restricdo de crescimento tém maior predisposicdo para doencas
cardiovasculares, hipertenséo arterial sisttmica e diabetes mellitus tipo 2 na idade adulta
(SMITH; OZANNE, 2006; ROSENBERG, 2008; ROSS; BEALL, 2008; CETIN et al.,

2009).

Alguns transportadores de nutrientes sdo especificamente regulados na placenta
(PARDI et al., 1992; TABANO et al.,, 2006; JONES; POWELL; JANSSON, 2009).
Alteracbes nos processos placentarios de transporte de nutrientes podem influenciar
diretamente o crescimento fetal. Os mecanismos moleculares que regulam este transporte de
nutrientes sdo complexos e ainda pouco conhecidos. Ademais, diferentes fatores também
influenciam este processo, como os fluxos sanguineos no corddao umbilical e Gtero-

placentério, a area disponivel para trocas de substancias, o metabolismo placentario, assim
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como a atividade e a expressdo de proteinas transportadoras especificas na barreira
placentaria. Ha relatos de que a transferéncia de moléculas que apresentam permeabilidade
expressiva, tais como o oxigénio e o dioxido de carbono, é particularmente influenciada pela

reducdo no fluxo sanguineo (LAGER; POWELL, 2012).

Durante o Gltimo trimestre da gestacdo, o crescimento intrauterino é acompanhado
por grande deposicdo de lipidios nos tecidos fetais (HERRERA; LASUNCION, 2011),
especialmente de acidos graxos essenciais (AGE) (linoleico, LA e alfa linolénico, ALA) e de
seus metabdlitos de cadeia longa (&cidos graxos polinsaturados de cadeia longa, AGPI-CL)
com 20 e 22 atomos de carbono, incluindo os acidos araquiddnico (AA) e docosahexaenoico
(DHA). Esses acidos graxos (AG) sdo constituintes estruturais das membranas celulares,
cumprem fungdes metabolicas e de reserva energética, e sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento fetal adequado, exercendo acBes principalmente, no cérebro em
desenvolvimento (INNIS, 2008). Os AGPI-CL séo direcionados ao feto, via transporte
placentério, uma vez que a biossintese desses lipidios, a partir dos seus precursores (AGE),

nédo ocorre eficientemente na placenta (INNIS, 2008).

Os AG provenientes da circulacdo materna estdo presentes como AG livres, ligados
a albumina ou incorporados em lipoproteinas, principalmente as VLDL (very low density
lipoprotein, lipoproteinas de muito baixa densidade). Por acdo da enzima lipase lipoproteica
(LPL -lipoprotein lipase) placentaria, estes AG sdo dissociados das lipoproteinas e liberados
para captagio placentaria (GIL-SANCHEZ et al., 2011). A LPL hidrolisa os triglicerideos
(TG) dos quilomicrons e VLDL e, portanto, atua na etapa inicial da transferéncia dos AG
para a placenta, cuja captacdo pode ocorrer por difusdo simples ou por meio de proteinas

transportadoras (HANEBUTT et al., 2008).
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As proteinas transportadoras, mediadoras da transferéncia de AG, sdo expressas nos
microvilos e na membrana plasmética basal dos sinciciotrofoblastos da placenta (CETIN;
ALVINO, 2009). A expressao dos varios transportadores de nutrientes pode ser regulada por
sinalizadores moleculares (citocinas e horménios, entre outros) advindos da gestante, do feto

e da propria placenta (LAGER; POWELL, 2012).

Existem diferentes proteinas envolvidas no transporte de AG na placenta, incluindo
as proteinas de ligacdo (pFABPpm, placental plasma membrane fatty acid binding proteins),
as proteinas de transporte de acidos graxos (FATP 1-6, fatty acid transport protein) e a cido
graxo translocase (FAT, fatty acid translocase), também denominada glicoproteina CD36
(HANEBUTT et al., 2008). Adicionalmente, as FATP agem em conjunto com as enzimas
citossolicas, acil CoA sintetase (ACS, acyl-CoA sinthase) de acidos graxos de cadeia longa,
qgue impedem a saida dos AG da célula, convertendo-os em derivados acil-CoA, para
posterior esterificacdo ou oxidagcdo (DUTTAROY, 2009). Uma vez no interior do citoplasma,
0s AG se ligam as FABP, podendo seguir diferentes caminhos, dentre eles, oxidacdo para
produzir energia; compor lipidios placentarios e formar prostaglandinas; reesterificacdo
parcial para formar TG, fosfolipidios e ésteres de colesterol ou, ainda, sofrer alongacéo,
dessaturacdo, sendo liberados na membrana basal em direcdo & circulagdo fetal

(CUNNINGHAM; MCDERMOTT, 2009).

Ha referéncias de que neonatos com CIUR nascem com reduzidos estoques de
lipidios, reduzida expresséo de alguns transportadores placentarios de nutrientes e menores
proporcdes de AGPI-CL (AA e DHA) no sangue fetal, comparativamente aos adequados em
crescimento (VILBERGSSONG et al., 1991; CETIN et al., 2002). N&o foram identificados

estudos que tenham avaliado, conjuntamente, as concentracfes de AG na placenta, nos
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eritrécitos maternos e do corddo umbilical e a expressdo de diferentes proteinas envolvidas

com o transporte placentario de AGPI-CL, comparando gestantes com e sem CIUR.

A investigacdo acerca dos mecanismos envolvidos na transferéncia placentaria de
AGPI-CL, nas situacGes que envolvem CIUR, pode contribuir para maior compreensdo
desses processos, somando esforgos no sentido de subsidiar a eleicdo de intervengoes
destinadas a minimizar os efeitos adversos a saude associados as gestacfes que envolvam

situacdes desta natureza.
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2. Referencial teérico

2.1 A placenta humana

A placenta é um 0rgéao transitorio materno-fetal, que permite a transferéncia de
metabolitos para o feto, por meio de estruturas especializadas. Esse anexo embrionario,
presente somente nos mamiferos, consiste em componentes maternos e fetais, essenciais para
0 desenvolvimento do embrido (CHERNYAVSKY et al., 2011). AgressGes que incidam
sobre a unidade Utero-placentaria poderdo desviar o feto do seu potencial genético de

crescimento, determinando CIUR (OLIVEIRA; XAVIER; LANA, 2002).

A formacdo da placenta se divide em trés etapas: nidacdo (implantagéo), aderéncia e
invasdo. Apos a concepgdo e a fecundacdo, o ovo se divide, originando o blastocisto. Esta
estrutura € constituida por duas camadas de células densas que resultam na formacéo do
embrido (massa celular interna), e também do trofoblasto, que sera responsavel pela
penetracdo do embrido no interior do endométrio assim como pela organizacdo embrionéria

da placenta (MOORE KL, PERSAUD TVN, 2008).

O trofoblasto € composto por duas camadas principais: o citotrofoblasto e o
sinciciotrofoblasto, que surge da diferenciacdo do citotrofoblasto (FRIDMAN, 2005). Assim
que o blastocisto chega a cavidade uterina, inicia-se o processo de nidacdo. Os trofoblastos
comecam a invadir o endométrio, que esta sob influéncia do horménio progesterona,
responsavel pelo aumento da espessura dessa membrana que reveste o interior do Utero,

indispensavel para a implantacdo (KIERSZENBAUM, 2004; KAPLAN, 2008) (Figura 1).
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Invasdo trofoblastica imperfeita, especialmente relacionada ao local de implantacdo
uterina, pode levar a implantacdo superficial, acarretando perfusdo diminuida. Essas
alteracGes estdo envolvidas com eventos patoldgicos associados as gestacbes com CIUR

(BORTOLOTTO et al., 2008; GADONSKI; IRIGOYEN, 2008; GUNDOGAN et al., 2010).

Segundo Garcia (1986), seis dias apds a fecundacdo, o blastocisto adere ao
endométrio. A medida que o blastocisto se implanta, o trofoblasto aumenta o seu contato com
0 endométrio e se diferencia em citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto. O sinciciotrofoblasto
erosivo invade o tecido conjuntivo endometrial e o blastocisto, vagarosamente, se aprofunda
no endométrio. Com a progressdo da implantacdo do blastocisto, é formada uma pequena
cavidade embrionaria, que é a origem da cavidade amnio6tica. Em seguida, as células
amniogeénicas se separam do epiblasto que envolve a cavidade amniotica. O epiblasto forma
0 assoalho da cavidade amnidtica e esta, perifericamente, em contato com o amnio.
Concomitantemente, ocorrem mudancas morfologicas no embrioblasto, o que resulta na
formacdo de uma placa bilaminada de células achatadas, chamada disco embrionério,
composta pelo hiperblasto e hipoblasto (KAUFMANN; PATERSON; FRANK, 2004). As
células do endoderma do saco vitelinico formam uma camada de tecido conjuntivo,
denominada mesoderma extraembrionario, que circunda o &mnio e o saco vitelinico. Desta
forma, surgem as lacunas, que logo séo preenchidas por sangue proveniente dos capilares
maternos rompidos e fragmentos celulares do tecido endometrial (CROSS, MICKELSON L,

2008).

O fluido nos espagos lacunares passa, por difusdo passiva, ao disco embrionario e
fornece nutrientes ao embrido. Os capilares endometriais, em torno do embrido implantado,

tornam-se congestos e dilatados, formando sinosoides, que constituem vasos terminais de
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paredes delgadas de capilares comuns. Os sinosoides séo erodidos pelos sincicitotrofoblastos
e 0 sangue materno flui livremente para o interior das redes lacunares (KAUFMANN;

PATERSON; FRANK, 2004).

As células do citotrofoblasto das vilosidades coriénicas proliferam e se estendem
através do sinciotrofoblasto, formando uma capa citotrofoblastica, que gradualmente envolve
0 eixo central do mesénquima, transformando-se em vilosidades coribnicas secundarias.
Antes do final da terceira semana da gestacdo, formam-se as vilosidades terciarias.
Adicionalmente, secdes citotrofoblasticas desta vilosidade-tronco se unem para formar a
capa citotrofoblastica, que é o cérion viloso, ou saco coribnico, ligado ao endométrio (SYME

et al, 2004).

A decidua basal refere-se ao endométrio gravidico, constituindo camada funcional do
endomeétrio da gestante, que se separa do Utero apds o parto. As trés regides da decidua
apresentam nomenclatura relacionada ao local de implantacdo. A decidua basal é a por¢éo
que se encontra abaixo do embrido, formando o componente materno da placenta. A decidua
capsular é a regido superficial que cobre o concepto. Por fim, a decidua paretal € constituida

pela porcéo restante da decidua (KAUFMANN; PATERSON FRANK, 2004).

As vilosidades coridnicas cobrem todo o saco vitelinico até a oitava semana de
gestacdo, entretanto, com o crescimento desta Ultima estrutura, a decidua capsular é reduzida,
comprimindo o0 seu suprimento sanguineo. Subsequentemente, ocorre degeneracdo das
vilosidades coridnicas, levando a formacéo de uma érea avascular, dando origem ao corion
liso. Ocorre, entdo, aumento das ramificacBes das vilosidades associadas a decidua basal,

caracterizando o corion viloso (CROSS, MICKELSON L, 2008) (Figura 1).

27



Implantacao do blastocisto no endométrio e algumas
fases do desenvolvimento do embriao humano

Rede de lacunas sanguineas
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Tecido conjuntivo materno

Glandula
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Vesicula
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amniotica umbilical
Notocorda Corio

Cerca de 8 semanas

Figura 1. Esquema resumido do desenvolvimento embrionario humano.
Adaptado de: MOORE KL, PERSAUD TVN, 2013.
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A placenta apresenta caracteristicas estruturais e morfolégicas que permitem
compartimentaliza-la em duas regides, frequentemente designadas como “lado fetal” e “lado
materno” (Figura 2). O componente fetal da placenta é formado pelo corion viloso. As
vilosidades coridnicas que se originam dessa regido projetam-se para 0 espaco interviloso,
que contém sangue materno. O componente materno da placenta é formado pela decidua
basal. No final do quarto més de gestacdo, a decidua basal esta quase completamente

substituida pelo componente fetal da placenta (KAPLAN, 2008).

Lado Materno Lado Fetal

1 Cotilédones 3 Corddo umbilical
2 Corte da extremidade do Amnion

Vasos umbilicales

Figura 2. Imagem da placenta humana fresca e esquematica: representacdo do lado
materno e fetal.
Adaptado de: KANAZAWA, 2010.
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A placenta apresenta forma discoide, determinada pela &rea das vilosidades
coribnicas. Com a invasdo da decidua basal por vilosidades coridnicas, durante a formacéo
da placenta, o teto da decidua sofre erosdo, aumentando o espaco interviloso. Esse processo
erosivo produz diversas areas cuneicoides da decidua, denominadas septos da placenta, que
se projetam em direcdo a placa coridnica. Estas areas dividem a parte central da placenta em
regies conexas irregulares, separando o espaco intersticial em compartimentos denominados
cotilédonos. Esses compartimentos comunicam-se livremente, pois 0s septos ndo chegam até
a placa coridnica. O sangue materno alcanca o espaco interviloso por meio das artérias

espiraladas da decidua basal (KAPLAN, 2008).

O feto esta ligado a porcdo fetal da placenta por meio do corddo umbilical, que
apresenta irrigacdo venosa e arterial. A artéria é responsavel por conduzir o sangue arterial
da placenta para o feto, enquanto a veia transporta o sangue venoso do feto para a placenta.
Desta forma, sdo estabelecidas as trocas materno-fetais, sendo a placenta o 6rgdo que
viabiliza a intercomunicacdo entre a gestante e o feto, fundamental para o adequado

desenvolvimento do concepto (KAPLAN, 2008).

2.2 Transporte placentéario

As principais fungdes da placenta sao fornecer para o feto, em todas as fases do seu
desenvolvimento, protecdo imunoldgica, nutrientes e oxigénio, assim como viabilizar a

eliminacdo de produtos do catabolismo fetal e as trocas hormonais (CETIN; ALVINO, 2009).

A transferéncia de uma substancia através da barreira materno-fetal depende da

espessura e extensdo desta barreira, bem como do gradiente de concentracdo da substancia
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ou da presenga de mecanismos de transporte ativo (ROSSO, 1981; JONES; POWELL;
JANSSON, 2009; DONNELLY; CAMPLING, 2008) (Figura 3).

A manutencdo de suprimento fetal de glicose e de aminoacidos depende da expressdo
de proteinas e da sua atividade vinculada aos receptores de membrana. Na transferéncia de
lipidios através da placenta, também estdo envolvidas enzimas especificas (lipases),

receptores de lipoproteinas bem como de membranas (JONES; POWELL; JANSSON, 2009).

Decidua parietal

Veia umbilical Antérias umbilicais
(sangue rico em O,) (sangue pobre em O,)

Cério liso
Espago interviloso Amnio

Colo do vilo do
fronco principal

Aembrana amniocoridnica

Circulagao fetal
Placa condnica

Vilo do tronco
principal

Sopto placentario
Decidua basal
Mio Casca de citotrofoblasto

Velas Antérias
endometriais endomelriais

Figura 3. Diagrama esquematico de transporte na placenta. Pode-se observar a

relacdo entre a circulacdo fetal, a vilosidade corial, 0 espaco interviloso e as
artérias espiraladas endometriais.
Adaptado de CALLEN, 2007
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A habilidade da placenta em facilitar a transferéncia materno-fetal de nutrientes € de
crucial importancia para o adequado desenvolvimento do feto, que depende desses
substratos, derivados da circulacdo materna (KINPP; AUDUS; SOARES, 1999). A difusdo
passiva explica parte da transferéncia placentaria desses compostos. No entanto, o
requerimento fetal é bastante elevado. Assim, esse mecanismo, isoladamente, ndo consegue
suprir todas as necessidades. Consequentemente, carreadores de nutrientes especificos,
denominados proteinas de transporte, localizam-se na placenta e agem facilitando essa
transferéncia, viabilizando a crescente demanda fetal, principalmente no Gltimo trimestre da
gestacéo.

Haggarty e colaboradores (1999) encontraram transporte preferencial seletivo para o
DHA, em relacdo ao AA e AGEs. Larqué e colaboradores (2003) estudaram a razéo da
concentracédo de diferentes AG na placenta e no plasma materno. Estes autores encontraram
razdo significativamente maior para o DHA, quando comparado a outros AG (linoleico,
oleico e palmitico), corroborando a ocorréncia de transferéncia placentaria preferencial de

AGPI-CL.

O mecanismo de transporte dos AG na placenta ndo estd completamente elucidado,
principalmente no que diz respeito a captacdo preferencial dos AGPI-CL (TABANO et al.,
2006). A captagdo e transporte desses AG pela placenta envolvem mecanismos mediados
por proteinas. S&o conhecidas diferentes proteinas de membrana atuantes nestes processos.
Dentre elas, destacam-se a pFABPpm; a FAT (fatty acid translocase), também denominada
glicoproteina CD36 e a familia de proteinas transportadoras FATP 1-6 (fatty acid transport
protein) (DUTTAROY, 2009). Adicionalmente a ACS também estd envolvida,

indiretamente, com o processo de captacdo de AGPI-CL. Enquanto a FATP age como
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transportador de AG, a funcdo da ACS € prevenir o efluxo destes nutrientes por meio do
processo de esterificacdo. FABP-1 e FABP-3 constituem proteinas ligantes de AG, presentes
no citosol, cujas exatas func¢des ainda ndo sdo conhecidas, no entanto, ja foi sugerido que a
interacdo dessas proteinas pode ser essencial para o efetivo transporte e metabolismo da

placenta (DUTTARQY, 2009) (Figura 4).

Maternal Syncytiotrophoblast Fetal
compartment Microvillous Basal
B membrane membicil compartment
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Figura 4. Estrutura e funcdo transportadora da placenta humana. Proteinas se ligam e
transportam acidos graxos dentro do sinciciotrofoblasto polarizado. pFABPpm (placental
plasma membrane fatty acid-binding protein) — proteina ligadora de éacidos graxos na
membrana plasmatica placentaria. FATP 4 (fatty acid transport protein) — proteina
transportadora de &cidos graxos. FABP 1, 3, 4 (fatty acid-binding proteins) proteina ligadora
de AG, responsavel pelo transporte intracelular de acidos graxos de cadeia longa. FAT/CD36
(fatty acid translocase) - glicoproteina de membrana envolvida na captacdo de &cidos graxos.
Adaptado de: Megan L Jones et al., 2014,
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Larqué et al (2006), observaram que a suplementacdo de DHA, durante a segunda
metade da gestacdo, resultou em significativa incorporagdo de DHA nos fosfolipidios da
placenta, no momento do parto. Adicionalmente, estes autores detectaram correlacdo positiva
e significativa entre a proporcdo de DHA e EPA (acido graxo eicosapentaenoico) nos
fosfolipidios da placenta e a expressdao do RNAmM (Messenger RNA) das proteinas FATP-1 e
FATP-4. Também foi observado que o contetdo de DHA nos TG da placenta correlacionou-
se positivamente com a expressdo génica de FATP-1, FATP-4, pFABPpm e FAT/CD36 e,
ainda, que a expressdo da FATP-4 apresentou correlacdo significativa negativa com o
percentual de DHA nos fosfolipidios do plasma do corddo umbilical. Além disso, os autores
também demonstraram que elevado percentual de EPA e DHA nos fosfolipidios do plasma
materno produz aumento na regulacdo da expresséo de FATP-1 e FATP-4 pela placenta.

Esses achados corroboram a importancia dessas proteinas na seletividade placentaria.

2.3 Importéancia do transporte de lipidios placentarios para o desenvolvimento fetal

A importancia dos lipidios na nutricdo e desenvolvimento humano é reconhecida
h& muitas décadas. Durante o Gltimo trimestre da gestacdo, o crescimento intrauterino €
acompanhado por grande deposicdo de lipidios nos tecidos fetais (GIL-SANCHEZ et al.,
2011). As necessidades de producdo energética também sdo bem elevadas, uma vez que a
energia, além de ser necessaria para a manutencdo de gradientes eletroquimicos nas
membranas celulares do organismo materno, também é essencial para a sustentacdo das
elevadas taxas de sintese de proteinas, carboidratos complexos e lipidios, que sdo

caracteristicas do crescimento fetal (MULLIS; TONELLA, 2008). Os requerimentos
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nutricionais para todos esses processos metabolicos sdo maiores, desde o do final do segundo
trimestre, até metade do terceiro trimestre, quando a taxa de crescimento do feto é muito mais
elevada (ENZI et al., 1981).

Os AGE (LA, C18:2n-6 e ALA, C18:3 n-3) ndo podem ser sintetizados pelos tecidos
dos mamiferos e devem, necessariamente, ser obtidos a partir da ingestdo dietética (INNIS,
2007). Esses AGE sd@o fundamentais [para nao repetir “essenciais] para 0 crescimento e
desenvolvimento fetal adequado, pois mantém a fluidez, a permeabilidade e a conformacéo
das membranas fosfolipidicas (HAGGARTY, 2002). Além disso, sdo precursores de
eicosanoides e de AGPI-CL com 20 e 22 atomos de carbono, incluindo os AA (C20:4 n-6),
DHA (C22:6 n-3) e 0 EPA (C20:5 n-3) (HAGGARTY, 2002).

A grande importancia dos lipidios para o feto deve-se ao fato de que os AGPI-
CL sdo depositados no cérebro e na retina, em grande quantidade, durante o periodo de rapido
crescimento desses tecidos. Este depésito ocorre no Ultimo trimestre da gestacdo e nos
primeiros meses de vida pos-natal (INNIS, 2007). Os AGPI-CL apresentam papel crucial na
regulacdo de varios processos metabolicos, de transporte e excre¢do e sdo importantes
mediadores intracelulares da expressdo génica de diversas proteinas envolvidas no
desenvolvimento (INNIS, 2007).

Antes do nascimento, todos os AG, n-6 e n-3, acumulados pelo feto, provém da
circulagdo materna por meio da transferéncia placentaria, uma vez que ndo ocorre a
biossintese de AGPI-CL na placenta (HAGGARTY, 2002). Esses AG sdo transportados
através da membrana dos microvilos dos sinciciotrofoblastos da placenta (HERRERA,
2002). VariacOes dietéticas no consumo de AGE, ao longo da gestacdo, podem afetar a
disponibilidade dos AGPI-CL para o feto (HERRERA, 2002). Estratégias tém sido propostas

a fim de garantir o consumo materno suficiente de AGE, tendo em vista que a ingestéo
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dietética adequada de AGPI-CL ou de seus precursores, durante o periodo perinatal, é
essencial para o crescimento fetal e neonatal bem como para o desenvolvimento pés-natal,
estando envolvidos com a manutencdo neural, afetando a fungdo neuroldgica,
comportamental e cognitiva (DUTTAROQY et al., 2002).

Os AGE sao direcionados, inicialmente para a placenta, como TG, transportados pelas
lipoproteinas da circulagdo materna. Os TG ndo atravessam a barreira placentaria, portanto,
a habilidade da placenta em extrair esses AG da circulagdo materna e transferi-los para o feto
é de crucial importancia. A enzima LPL, localizada na por¢do materna da placenta, nos
trofoblastos, promove a hidrolise dos TG, presentes nos quilomicrons e VLDL, para liberar
0s AG, que séo fontes de energia para o feto. Os AG livres podem ser, posteriormente,
esterificados ou oxidados, podendo ser transferidos para o feto pelas proteinas de ligacao de
AG, por difusédo simples ou por difuséo facilitada (TABANO et al., 2006; BILDIRICI; ROH

et al., 2003).

2.4 Crescimento intrauterino restrito

Nas ultimas décadas, inimeros avancos cientificos, relacionados aos mais distintos
procedimentos e cuidados obstétricos, concorreram para a redugdo da mortalidade e
morbidade perinatal. Entretanto, questbes relacionadas aos determinantes do CIUR
permanecem constituindo tema que exige investigacdo (REGEYV et al., 2003, PEREIRA et
al., 2014). Esta condicdo fetal representa uma das ocorréncias mais frequentes na pratica
obstétrica, constituindo a segunda causa mais prevalente de mortalidade perinatal

(MOREIRA NETO; CORDOBA; PERACOLI, 2011).
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Fetos com CIUR tém menores valores de Apgar, maior risco de asfixia perinatal,
comprometimentos neuroldgicos, hipotermia, hipocalcemia, hemorragias pulmonares e
diminuicdo das defesas imunoldgicas. Por estas razdes, apresentam maiores taxas de
morbidade e mortalidade perinatal, quando comparados aos fetos com crescimento adequado.
O baixo peso ao nascer e 0 CIUR sdo um dos principais determinantes da doenca

cardiovascular e intolerancia a glicose na vida adulta (ZOHDI et al., 2012).

A literatura tem apontado fatores ambientais e maternos como preditores da
ocorréncia de CIUR, indicando maior incidéncia em paises subdesenvolvidos.
(GOLDENBERG; CLIVER, 1997; MOREIRA NETO; CORDOBA; PERACOLI, 2011;
PEREIRA et al., 2014).

Estima-se que 3 a 10% dos recém-nascidos apresentem CIUR, mas a incidéncia pode
variar em razéo de diferentes determinantes como, a populacao estudada, os fatores de risco
envolvidos, as técnicas utilizadas para o célculo da idade gestacional (IG) e a curva-padrao
utilizada. No Brasil, o0 CIUR representa problema clinico comum, reconhecido em 10% a
15% das gestacdes (MOREIRA NETO; CORDOBA; PERACOLI, 2011). Corroborando essa
expectativa, dados relativos a clinica obstétrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, durante os anos de 2004 e 2005, apontaram
incidéncia de CIUR em 11% (BORTOLOTTO MRF, 2008 [ver obs descrita na listagem]).
De outro modo, estudo realizado em uma maternidade na cidade do Rio de Janeiro, mostrou
que 44% dos recém-nascidos, com IG entre 32 e 36 semanas, apresentaram CIUR, indicando

frequéncia elevada entre neonatos pré-termo (FONSECA; COUTINHO, 2008).

O adequado crescimento intrauterino € influenciado pelo potencial genético

individual, além de outros diversos fatores, que podem ser ambientais, biologicos, assim
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como o estado de satde e nutricional maternos (BOTERO; LIFSHITZ, 1999). Entretanto, a
insuficiéncia placentéria constitui fator de reconhecida importancia, devendo ser
considerada, na medida em que, usualmente, acarreta suprimento insuficiente de nutrientes
e gases para o feto (MULLIS; TONELLA, 2008). Assim, as complexas interagdes entre o
potencial de crescimento genético, a habilidade do sistema materno-placentario em transferir
nutrientes para o feto bem como o meio enddcrino, determinam se o feto alcancara seu
potencial de crescimento, durante a vida intrauterina (CETIN; MANDO; CALABRESE,
2013). Alguns fatores que interferem no crescimento intrauterino estdo representados no

esquema apresentado na Figura 5.
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CIUR

<

e COMPOSICAO CORPORAL MATERNA

e GENOMA FETAL

e FLUXO SANGUINEO PLACENTARIO
 INGESTAO DIETETICA MATERNA

e TRANSFERENCIA PLACENTARIA

e REGULACAO ENDOCRINA

e DETERMINANTES SOCIAIS

e ESTADO NUTRICIONAL MATERNO

e SAUDE MATERNA

e TABAGISMO, ABUSO DE ALCOOL E DROGAS
e PREDISPOSICAO GENETICA MATERNA

¢ VASCULAR (HAS, DM E PRE-ECLAMPSIA)

e ALTERACOES PATOLOGICAS FETO-PLACENTARIAS

Figura 5. Fatores maternos- fetais que influenciam no CIUR.. CIUR — crescimento restrito
intrauterino; HAS — Hipertenséo Arterial Sistémica; DM — Diabetes Méllitus. Adaptado de:
CETIN; MANDO; CALABRESE, 2013.

Segundo Cetin e Alvino (2009), ndo ha definicéo clinica, aceita internacionalmente,
para CIUR. Apesar de permanecer sendo alvo de criticas, o conceito que considera 0 peso
para a IG ainda é o mais utilizado (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND

GYNECOLOGISTS, ACOG, 2000). Portanto, CIUR ocorre quando a taxa de crescimento
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fetal fica abaixo do que o individuo poderia atingir, considerado seu potencial genético

(CETIN; MANDO; CALABRESE, 2013).

Apesar de aproximadamente 20% dos fetos com restricdo de crescimento ndo serem
identificados antes do nascimento, a combinacdo de métodos clinicos e ultrassonograficos
aumenta a possibilidade de se efetuar este diagndstico (ACOG, 2000). Desta forma, o
procedimento diagnéstico de CIUR mais adequado, seria por meio da avaliacdo de medidas
de crescimento seriadas, realizadas ainda na gestacéo, via ultrassonografias. No entanto, na
pratica clinica, o que se utiliza é a medida isolada do peso ao nascer, comparada ao peso ao
nascer esperado para a IG naquela populacdéo (MARGOTTO, 2002). Assim, alguns autores
consideram fetos com CIUR aqueles com peso estimado abaixo do percentil 10 para a 1G
(ACOG, 2000). Em 1967, Battaglia e Lubchenco classificaram recém-nascidos em
“pequenos para idade gestacional” (PIG), aqueles com peso abaixo do percentil 10,
“adequados para idade gestacional” (AlG), aqueles com peso entre os percentis 10 e 90 e
“grandes para idade gestacional” (GIG), aqueles com peso acima do percentil 90. No entanto
Barker e colaboradores (2002) alertaram ser importante reconhecer que alguns recém-
nascidos PIG, classificados como constitucionalmente pequenos, e que apresentam curva de
crescimento com distribuicdo normal. Desta forma, nem todo recém-nascido com CIUR é
PIG e nem todo PIG é CIUR (LEE, 2003). Esse ultimo autor, define CIUR usando esse
mesmo conceito, porém empregam o0s percentis 5 ou 3 para o diagnéstico, aumentando,
assim, a sensibilidade e fidedignidade do diagndstico.

Considerando que sdo utilizadas diferentes curvas-padrdo de crescimento, cabe
reconhecer a necessidade do estabelecimento de curvas especificas para populages distintas,

na medida em que o crescimento fetal pode ser influenciado por fatores como raga, sexo,
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classe social e até mesmo a altitude (MOREIRA NETO; CORDOBA; PERACOLI, 2011).
Neste sentido, Pedreira e colaboradores (2011) estabeleceram, com base em dados de
aproximadamente oito milhGes de recém-nascidos no Brasil, referéncias para peso ao nascer,
de acordo com a IG, incluindo o periodo compreendido entre a 222 e a 422 semanas de
gestacdo. Desta forma, é possivel o estabelecimento de diagnostico, com base em dados
especificos para a populacao brasileira.

Lin e Santolaya-Forgas (1998) classificaram o CIUR em trés tipos clinicos,
relacionando-os com o periodo de incidéncia dos fatores etioldgicos sobre o desenvolvimento

fetal, conforme descricdo a seguir:

- Tipo 1 ou Simétrico: quando os fatores etioldgicos originam-se de anomalias
congénitas (intrinsecas) ou de infecgdes pré-natais e irradiacGes (extrinsecas). Entre as
infeccbes destacam-se rubéola, citomegalovirus, herpes, influenza, varicela, hepatite,
poliomielite, toxoplasmose, malaria, sifilis e tuberculose, que constituem cerca de 20% dos
casos e sao de pior progndstico, exceto quando se relacionam com fatores constitucionais,
que atuariam na fase de crescimento celular hiperplasico (ou seja, no inicio da gravidez). O
tipo simétrico tem elevada incidéncia de malformacg6es. Os fetos sdo caracteristicamente

pequenos, hipoplasicos, simétricos e harménicos.

- Tipo Intermediério: quando os fatores etioldgicos atuam no segundo trimestre da
gestacdo, tanto na fase de crescimento hiperplésico, quanto na fase de crescimento

hipertréfico.

- Tipo Il ou Assimétrico: neste caso, os fatores etiologicos atuam no Gltimo trimestre

da gestacdo, na fase de crescimento hipertr6fico. As principais causas sdo a hipertensdo
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arterial sisttmica e a desnutricdo materna. As doengas que acarretam redugédo da oxigenacéao
do espaco interviloso, como as cardiopatias cianoticas, anemias graves, diabetes mellitus tipo
1 e 2, também se relacionam com CIUR assimétricos, que apresentam desproporcionalidade
corporal. As doengas maternas e placentarias representam 35% do total, citando-se as
doencas cardiacas e pulmonares maternas, nefropatias, pré-eclampsia, e hipertensdo arterial
cronica. Outros fatores etioldgicos incluem anomalias dos anexos, gravidez mdltipla e
habitos maternos (tabagismo e consumo de &lcool e drogas). Os fatores desconhecidos
constituem o maior grupo, correspondendo a 40% dos casos de CIUR. E o tipo de CIUR mais
frequentemente observado, sendo este grupo de fetos os que apresentam melhor progndstico.
Ocorre desproporcdo entre o tamanho da cabeca em relacdo ao abdome do feto, que é

considerado hipotréfico e assimétrico.

Os fatores etioldgicos responsaveis pela instalagdo do CIUR podem ser classificados

em maternos, fetais e Utero-placentarios.

A Figura 6 apresenta o resumo do detalhamento descrito acerca da classificagio

proposta por Lin e Santolaya-Forgas (1998)

42



Fatores | CTupo1(10-20%) | Grupo 2(5-10%) || Grupo 3(30-35%)
sqe s L ' . - Diabetes com vaseulopatia (classe D ou +
etiologicos Cllomos%muopanm - Desnutricao - Gestagio miltipla : |
- Trissomias 18 e 21 i a0 L
e - Drogas - Placenta Prévia
- Sindrome de Turner ool - DPPNI Crfimico
- Infeccies congenitas - TORCH " leo0 Ilsmﬂ' _ - Envelhecimento placentdrio precoce(?)
- Uso de drogas e exposicioe teratogenos| | - TabagismoCafeina - Sindrome de Anticorpos Antifosfolipidios
- Colagenases
Cresc.
. Hiperplasia Hipertrofico
Celular perp P [
Tipos
clinicos
0 8 16 24 32 40

Figura 6. Fatores etioldgicos, celulares e tipos de CIUR. CIUR — Crescimento restrito
intrauterino; TORCH (T = toxoplasmose, O = outras, R = rubéola, C -
citomegalovirus, H = herpes simples); DPPNI - descolamento prematuro de placenta
normalmente inserida. Fonte: LIN; SANTOLAYA-FORGAS, 1998.

Assim, o feto esta suscetivel a acdo de estimulos ou estresses ambientais

intrauterinos, de diferentes naturezas, capazes de gerar adaptacOes celulares, moleculares e

bioquimicas persistentes. Esse processo pode comprometer vias metabdlicas e processos

fisiolégicos, de modo ndo compativel com o desenvolvimento esperado. Pesquisa, buscando

fornecer subsidios para a compreensdo dos mecanismos moleculares capazes de justificar

estes processos tem sido desenvolvida, Particularmente, o periodo fetal e neonatal, e a

ocorréncia de restricdo do crescimento fetal, tém sido objeto de grande investigacdo nesta

area (BARKER et al., 2002).
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3. Justificativa

As proteinas que transportam os AG estdo envolvidas na captacdo preferencial de
AGPI-CL para o feto. A expressdo génica dessas proteinas relaciona-se com a incorporacao
de AGPI-CL pela placenta e seus teores na circulagdo materna e fetal. N&do encontramos na
literatura referéncias acerca das concentracdes de acidos graxos na placenta e a relacéo destas
com a expressdo das proteinas transportadoras de AG neste tecido, em gestacdes com CIUR.

Maior e melhor compreensao acerca dos mecanismos envolvidos na transferéncia
placentéria de AGPI-CL, como AA e DHA, de neonatos com alterado padréo de crescimento
uterino, pode contribuir para abrir novas perspectivas no tratamento clinico dessa
intercorréncia gestacional, bem como na prevengdo de futuras doencgas, uma vez que

alteragdes no crescimento fetal podem aumentar a morbidade, inclusive na vida adulta.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

Investigar, em placentas de mées adultas com gestacdo normal e com CIUR, os teores
de &cidos graxos e a expressdo de proteinas placentarias envolvidas na transferéncia de acidos

graxos de cadeia longa e essenciais para o feto.

4.2 Obijetivos especificos

1. Caracterizar as gestantes quanto aos aspectos sociodemogréaficos, obstétricos,
antropomeétricos, clinicos e de assisténcia pré-natal e realizar a comparacao entre 0s
grupos;

2. Caracterizar 0s recém-nascidos quanto as condicbes ao nascer (variaveis
antropométricas — peso, comprimento, perimetro cefalico, indice peso/idade
gestacional ao nascer) e intercorréncias no periodo neonatal precoce e realizar a
comparagao entre 0s grupos;

3. Quantificar os acidos graxos nos eritrocitos do sangue do corddo umbilical e materno
e realizar a comparacao entre 0s grupos;

4. Quantificar os acidos graxos nos lipidios totais das placentas e realizar a comparacgéo
entre 0s grupos;

5. Avaliar a expressao dos genes que codificam as proteinas envolvidas na captacéo e/ou
transporte de &cidos graxos de cadeia longa e essenciais na placenta e realizar a

comparagao entre 0s grupos;
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Testar correlagdes entre as concentracfes de AGPI-CL das séries n-3 e n-6 e a
expressdo génica das proteinas investigadas dos grupos estudados;

Testar correlages entre as concentracdes de AGPI-CL das séries n-3 e n-6 e as
caracteristicas socioecondmicas e antropométricas dos grupos estudados;

Testar correlacbes entre a expressdo génica das proteinas investigadas e as

caracteristicas antropomeétricas dos recém-nascidos dos grupos estudados.
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5. Métodos

5.1 Captacdo dos participantes e questdes éticas

Trata-se de estudo analitico transversal (HENNEKENS; BURING, 1987), cujo
planejamento obedeceu aos aspectos éticos, inclusive os principios de beneficéncia e
maleficéncia previstos na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL,
2013). Os procedimentos de coleta de dados e de material biolégico somente foram iniciados
ap6s a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da
Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) (CEP/MEC
CAAE:0014.0.361.000-10, ANEXO A). As gestantes eram abordadas no dia do parto e para
participagdo do estudo foi solicitada sua autorizagdo por escrito, por meio da assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), que continha esclarecimentos acerca dos
objetivos e procedimentos do estudo, garantia de sigilo dos dados e de seu uso restrito para
fins de pesquisa (ANEXO B). Também foi solicitada autorizagdo para a inclusdo de seus

filhos, com registro pelo TCLE.

5.2 Critérios de selecao

A populagdo estudada foi constituida por 23 gestantes adultas: 15 mulheres que
pariram criancas AIG e 8 cujos cujos neonatos apresentavam CIUR, bem como seus

respectivos recém-nascidos.

Os critérios de selecdo foram:
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a) gestantes consideradas saudaveis, ndo fumantes, ndo usuarias de alcool e outras
drogas ilicitas, sem intercorréncias clinicas (diabetes melittus tipo 1 e 2, hipertens&o arterial

sistémica) 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 malformacgdes congénitas. Os recém-
nascidos a termo selecionados foram agrupados conforme a presenca ou auséncia de CIUR,

nos grupos CIUR e controle, respectivamente.

5.3 Informacdes sociodemograficas

Foram avaliados, idade cronoldgica, situacdo marital, escolaridade, condigcdes de
saneamento da moradia, atividade profissional, renda familiar total e nimero de pessoas no
domicilio, cujas dados foram coletados por consulta aos prontuérios e entrevista. As
informacdes obstétricas e da assisténcia pré-natal investigadas foram: idade ginecoldgica;
IG, segundo a data da ultima menstruacao e ultrassonografia; numero de gestacdes, partos e
abortos (tipo); intervalos interpartal e intergestacional; nimero de consultas da assisténcia
pré-natal e de assisténcia nutricional pré-natal; IG na primeira consulta da assisténcia pré-
natal; medicamentos e/ou suplementos nutricionais usados na gestacao; historia reprodutiva
anterior; doenca obstétrica atual; historia familiar; tabagismo e uso de drogas. Foram

excluidas do estudo as gestantes que ndo atenderam aos critérios de inclusao.

5.4 Avaliagdo antropométrica materna

Para avaliacdo do estado antropométrico materno foi obtido o peso pré-gestacional
medido na primeira consulta, caso essa tenha ocorrido ainda no primeiro trimestre gestacional
e a estatura, ambos registrados nos prontuarios. Os dados foram coletados a partir dos
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prontuarios ou do cartdo da gestante. Essas medidas foram utilizadas para calcular o indice
de massa corporal (IMC) pré-gestacional. Foi coletado também o peso pré-parto ou da Gltima
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 classificagfes recomendadas pela OMS (WHO, 1995) e pelo Institute of Medicine (IOM)
(IOM, 2009), validadas, por Padilha e colaboradores (2009), para gestantes brasileiras
atendidas na Maternidade Escola/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 > 25kg/m2 e < 30 kg/m?) e obesidade (IMC > 30 kg/m?). A
adequacdo do ganho de peso gestacional total foi avaliada segundo as recomendacgdes do
IOM (2009), também validada por Padilha e colaboradores (2009) para gestantes brasileiras

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

Em cada grupo de recém-nascidos foram analisados o0s seguintes dados
antropomeétricos, coletados dos prontuarios: peso até 1 hora ap6s 0 nascimento, comprimento,
perimetro cefalico e idade gestacional ao nascimento, segundo a data da ultima menstruacéo.
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 2500 gramas. A adequacéo de peso para idade
gestacional ao nascer foi determinada conforme proposta de Pedreira e colaboradores (2011),
que classifica recem-nascidos em PIG, AIG e GIG, aqueles abaixo do percentil 10, entre o0s
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.
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Os dados coletados, correspondentes aos subitens 5.3, 5.4 e 5.5, foram registrados

no protocolo de pesquisa (ANEXO C).

5.6 Diagnostico do CIUR

O diagnostico de CIUR foi realizado pela equipe médica 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 maternidade escola da UFRJ para CIUR (ANEXO D).

5.7 Coleta e armazenamento de amostras biologicas

No momento do parto, o sangue do corddo umbilical foi coletado pela equipe de
obstetras, por ordenha manual, recolhido em tubos contendo 1g Na2- EDTA/L. No dia

seguinte, com o0 mesmo tipo de tubo contendo EDTA, o0 sangue materno também foi coletado.

Imediatamente ap0s o parto, foram coletadas aliquotas da porc¢éo central das placentas
da face fetal e materna, lavadas com PBS (4°C) para retirada do excesso de sangue,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. As placentas foram separadas de
seus respectivos corddes umbilicais e pesadas em balanca Filisola®. O peso da placenta
também foi avaliado em relacdo ao peso do feto, por meio do indice placentario, dividindo-
se 0 peso da placenta pelo peso do recém-nascido, ambos em gramas (OLIVEIRA; XAVIER;

LANA, 2002).

O sangue materno e do corddo umbilical foi submetido a centrifugagéo (3500 rpm por

15 minutos a 4°C), para a separacdo do plasma e eritrocito. O plasma foi transferido para
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eppendorfs, e adicionou-se 50uL de solugdo de ditionito a cada 1 mL de plasma. A fracdo de

eritrdcitos foi obtida conforme descrito por Ney e colaboradores (2009).

Todo o material bioldgico coletado foi armazenado em freezer -80°C até a ocasido

das andlises.

5.8 Analise de &cidos graxos na placenta, sangue do cordado umbilical e sangue materno

A extracdo de lipidios e saponificacdo dos AG da placenta foram realizadas de acordo
com o0 método proposto por Folch, Lees e Sloane Stanley (1957). A metilacdo dos AG foi
efetuada a frio, diretamente pelo método de transesterificacdo descrito por Lepage e Roy
(1986). Esse mesmo método foi aplicado para a extracdo de lipidios, saponificacdo e

metilacdo dos AG dos compartimentos sanguineos.

Os teores de AG dos lipidios totais das amostras de placentas e de eritrocitos materno
e fetal foram analisados por cromatografia gas-liquido, utilizando equipamento Agilent
Technologies 7890A CG System, provido de detector de ionizacdo de chama, coluna capilar
especifica para separacdo de AG (SP-2560 - (Supelco Inc., Bellefonte, PA) com 100m
X 0,25um x 0,20um de diametro interno e acoplado a um software EZChrom Elite CDS
(Agilent Technologies, Inc., C.A., U.S.A). Um microlitro da amostra foi injetado no
cromatografo, com razéo de diviséo (split) de 1:4. Hz foi utilizado como gas de arraste (0,75
mL/min), N2, como gas make up (25mL/min). Um FID (detector de ionizacdo de chama) foi
utilizado com as seguintes taxas de fluxo: Hz (30mL/min) e ar sintético (400mL/min). As
temperaturas do detector e do injetor foram ajustadas para 250°C, com gradiente de
temperatura da coluna iniciada a 100°C (3°C/min) até 140°C. Posteriormente, 140°C
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(0,5°C/min) até 170°C, seguido de 3,2°C/min até 220°C, permanecendo nessa temperatura
durante 35 minutos, finalizando o processo. O tempo de retencéo relativo dos picos do padréo
de mistura de ésteres metilicos 463 (Nu-Chek Prep. Inc.) foi usado como referéncia para a
identificacdo dos AG e utilizou-se o padrdo interno C13:0 (Sigma-Aldrich®) para sua

quantificacéo.

5.9 Analise da expressao dos genes que codificam as proteinas envolvidas no transporte

de &cidos graxos na placenta

A andlise da expressao dos genes que codificam as proteinas envolvidas na captacédo
ou translocacédo ou transporte de AG na placenta (FATP 1, 2, 3 e 4; CD36; FABP 3, 4 e 5;
FABPmM) bem como da expressao da LPL placentaria, foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Larqué e colaboradores (2006), que envolve etapas iniciais de
extracdo de RNA total e transcricdo reversa. Apos obtencdo do cDNA, a expressao génica
foi determinada mediante amplificacdo, pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction,
reacao em cadeia de polimerase) em tempo real, utilizando-se o kit SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) e seguindo-se as recomendacdes do fabricante. A reacdo foi
efetuada em uma placa de 96 pocos (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (Applied
Biosystems). Em cada poco foram colocados 6,25u L da reacdo de primeira fita de cDNA
diluida quatro vezes, 12,5uL da solugdo mix do kit e 6,25u L de uma mistura dos dois
oligonucleotideos a 3,6uM cada um. Como controle negativo foi conduzida reacdo sem o
molde de primeira fita. O resultado bruto do software do PCR em tempo real foi uma curva
logaritmica da intensidade de fluorescéncia na fase inicial, que se transforma,
gradativamente, num platd de saturagdo. A expressdo relativa foi determinada pelo método

AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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O calculo de AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).baseado na amplificacdo
exponencial da PCR, foi obtido a partir da expresséo QR=2-AACT, em que QR
(quantificacao relativa) representa a expressdo génica comparativa entre um grupo controle
e um grupo experimental (CIUR); CT (Cycle Threshold) representa o ciclo de amplificacéo
limiar, presente na fase exponencial da curva de amplificacdo; ACT se refere a diferenca
entre o CT da amostra amplificada para o gene alvo e 0 CT da mesma amostra amplificada
para o gene constitutivo (GAPDH); e o AACT representa a diferenca entre o ACT de uma
amostra calibradora do grupo controle € o ACT da amostra experimental.

Os oligonucleotideos utilizados na analise de PCR em tempo real foram desenhados
por meio do software Primer Express (Applied Biosystems), conforme descrigéo apresentada

na tabela 1.

53



Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados na analise de PCR em tempo real

Genes Forward (5°-3") Reverse (3-5")

FAT/CD36 GGAAAGTCACTGCGACATGA CCTTGGATGGAAGAACGAATC
FABPpm GGAAGGAAATAGCAACAGTGG TCCTACACGCTCACCATATAAGC
FATP1 AGGTGGTTCAGTACATCGGG AGAACTCCCCGATTTGGC
FATP2 CATCAGCGCATATGGTATGG ATCTGCCTTCAATCCGCTTA
FATP3 GGTGTTGATGAGGGCTGC CAGAGGTCTTCGAGGGCCCTA
FATP4 ATACCCACTGAACCTTTGGC AAGGTCTCTGTGGTGGCCAA
FABP3 TTTTGCTACCAGGCAGGTG TCATCTGCTGTTGTCTCATCG
FABP4 TGGTGGAATGCGTCAT GGTCAACGTCCCTTGGCTTA
FABP5 CAGCAAAGGCTTTGATGAATACA TTTCTGCCATCAGCTGTGGTT
LPL AGGCTTCACTCATCCGTGCCTCC TTATGCTGCTTTAGACTCTTGTC
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA GGAAGATGGTGATGGGATTTC

FABP - proteina de ligacdode &cidos graxos;

FABPpm - proteina de ligacdode acidos graxos de

membrana plasmatica; FATP- proteina transportadora de acido graxo; LPL- lipoproteina lipase; GAPDH -
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

5.10 Andlise estatistica

Para a realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism 5

e o0 nivel de significancia fixado em 5% (p < 0,05). O intervalo de confianca de 95% foi

empregado para comparar as frequéncias entre as variaveis categoricas. Os testes t pareado e

Mann-Whitney foram aplicados para comparar dados de um mesmo grupo, com distribui¢fes

paramétricas e ndo parameétricas, respectivamente.
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Para avaliagdo das correlagdes utilizamos o software SPSS versdo 20 (IBM Corp.
Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
Foi adotado o critério proposto por Dancey e Reidy (2006) que indica para valores de r
superiores a 0,70, forte correlacdo, para valores variando entre 0,30 e 0,70, correlacéo

moderada e, para valores inferiores a 0,30, correlagdo fraca.

A significancia das correlacdes, ao nivel de 5%, foi identificada por meio da
realizacdo do teste de hipoteses, considerada como hipotese nula, a auséncia de correlacédo

linear entre as variaveis.

55



6. Resultados

A amostragem do presente estudo foi composta por 23 gestantes adultas. Quinze
mulheres e seus respectivos neonatos AIG, formaram o grupo controle. O grupo CIUR
incluiu oito mulheres, assim como seus respectivos neonatos, que apresentaram diagnostico

de crescimento intrauterino restrito.

Considerando os dados relativos a escolaridade, 80% das gestantes apresentavam
primeiro grau incompleto. O numero de anos de estudo foi menor no grupo CIUR (4,2 £ 1,0)
comparado ao controle (7,62 £ 3,42) (p=0,015). 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 (grupo CIUR) e R$ 365,20 + 265,42 (grupo controle).
Verificou-se que a idade da menarca foi similar entre os grupos (13,4 + 1,3 e 12,2+1,9 anos

para o grupo controle e CIUR, respectivamente).

Na tabela 2 observa-se que a idade média materna foi similar entre os grupos. Quanto
a paridade, constatou-se diferenca entre as gestantes. O nimero médio de partos realizados
anteriormente a esta gestacdo foi aproximadamente 64% superior no grupo controle quando
comparado ao grupo CIUR, onde verificou-se que a grande maioria das maes com CIUR
eram primiparas. Todas as gestantes realizaram pré-natal. O mesmo nao foi observado com
relacdo as consultas nutricionais no pré-natal. A maioria das gestantes nédo teve acesso a este
acompanhamento, considerando que a média foi de apenas uma consulta. Na tabela 2
observa-se também maior ganho de peso materno durante a gestacdo no grupo controle em

relacdo ao grupo CIUR. Considerando os dados antropométricos de todas as gestantes, tanto
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em relacdo ao IMC pré-gestacional, quanto ao IMC pre-parto, ndo foram verificadas

diferengas significativas .

Tabela 2 - Caracteristicas maternas associadas ao nascimento de recém-nascidos Controle e
CIUR, Maternidade Escola da UFRJ/RJ, 2013.

Variaveis Grupo Controle Grupo CIUR
(n=15) (n=8) [4
) ) 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)] [20-30 (24)]
Numero de partos realizados em 2,25+1,28 1,37 +0,51 0,0475
gestacOes anteriores
[1-3(1)] [1-2(1)]
Numero de consultas no pré- 8,12+2,10 7,25+2,37 0,2240
natal
[6-12 (7,5)] [3-10(7,5)]
Ganho de peso durante a 15,33+2,41 9,76+4,01 0,0022
gestacdo (g)
[14-19 (15)] [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)]

DP= desvio padrdo da médio; [mim-max (med)] -minimo-maximo e media; IMC=indice de massa corporal; 1 -

teste t de stundent
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A tabela 3 apresenta os dados antropométricos dos neonatos. Verificou-se que

quando o peso ao nascer foi classificado segundo a IG, as criangas CIUR apresentaram

menores perimetro cefalico e peso ao nascer (p<0,0001) em relacdo aos neonatos das méaes

controles. Além disso, mdes CIUR apresentaram peso significativamente menor das

placentas em relagdo ao grupo controle (p<0,0001). O média dos indices placentério foi

semelhante em ambos os grupos (controle = 5,1+0,4 e CIUR 5,1 £0,8).

Tabela 3 - Caracterizacdo do estado antropométrico dos recém-nascidos e variaveis do parto,
grupos Controle e CIUR, Maternidade Escola da UFRJ/RJ, 2013..

Variaveis Grupo Controle Grupo CIUR p
valor?
(n=15) (n=8)
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) 3.339,37+403,09 2.397,50+296,53 0,0001
[2790-3900 (3290)]  [2000-2925 (2337)]
Comprimento ao nascer (cm) 47,6246,01 45,56+1,65 0,1828
[33-51,5 (49,2)] [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 (32,7)]
Peso da placenta (g) 645,00+100,78 464,37+39,31 0,0001

[520-830 (645)]

[410-530 (474)]

DP= desvio padrdo da médio; [mim-max (med)] -minimo-maximo e media; IMC=indice de massa corporal; 1 -

teste t de stundent

Os dados relativos aos teores de AG nos eritrécitos do sangue materno e do cordao

umbilical dos grupos controle e CIUR estéo representados na tabela 4.
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Tabela 4 - Conteudo relativo de acidos graxos nos lipidios totais extraidos de eritrocitos do sangue materno e do
corddo umbilical dos grupos Controle e CIUR (mg/100mg), Maternidade Escola da UFRJ/RJ, 2013.

Grupo controle (n=15) Grupo CIUR (n=8)
Acidos Graxos Sangue Sangue do Sangue Sangue do cordao
Materno cordao Materno umbilical
umbilical
Saturados
C14:0 0,5+0,09 0,510,1 0,610,08 0,8+0,2
Ci16:0 23,5+1,4 23,9+0,9 23,3+1,9 24,2+2,1
C18:0 17,4+0,8 18,5+0,5 19,0+1,2 19,9+1,2
C22:0 0,8+0,13 0,6+0,09 1,0+0,28 0,9+0,26
Monoinsaturados
C18:1 n-9 cis 12,5+0,3 10,1+1,2" 13,5+1,2 9,1+ 0,5
C18:1 n-9 trans 0,7+0,3 0,4+0,2 0,5+0,3 0,3+0,1
Poli-insaturados essenciais
C18:2 n6 (linoleico) 11,0+1,9 4,2+0,6° 10,4+1,9 4,2+0,6"
C18:3 n3 (linolénico) 0,3+0,1 0,2+0,1 0,5+0,1 0,3+0,08
Poli-insaturados de cadeia
longa

C20:4 n-6* 15,8+1,7 20,0+1,6 12,6%2,1% 16,4+3,5°*
C22:4 n-6 3,8+0,7 4,3+0,6 3,5+0,8 4,0£0,6
C20:5 n-3? 0,7%0,3 0,810,1 0,910,4 0,910,3
C22:6 n-33 5,51,3 6,1+0,9 3,6+0,7* 4,6+0,80"
C22:5n-3* 1,9+0,5 0,5+0,2" 1,6+0,4 0,610,31°
Total de AGS® 41,8+2,7 43,6+1,7 46,043,8 48,0+1,9%
Total de AGM° 13,8+1,4 12,1+1,3 15,6%1,1 12,5+0,9°
Total de AGE® 11,5+1,8 4,4+0,6" 11,0+ 1,9 4,5+0,6"
Total de AGPI-n6’ 33,5+2,4 32,1+1,7 29,7 +3,5 29,2+4,7
Total de AGPI-n3?® 8,5+1,2 7,711 6,7+ 0,9* 6,5+0,5
Total de AGPI-CL® 21,943,3 27,1+1,5" 19,6+1,4% 24,1+3,3"
C20:4n-6/C18:2n-6 1,4+0,7 4,8+0,5" 1,2+0,9 3,9+0,5™
C22:6 n-3/C18:3n-3 18,3+1,9 30,5+2,7" 7,2+0,7 15,3+1,7°*

IAA - &cido graxo araquidénico; 2EPA — acido graxo eicosapentaeoico; 3DHA — acido graxo docosahexaenoico; *DPA — &cido
docosapentaenoico; >AGM: dcidos graxos monoinsaturados —inclui C18:1 9¢, C18:1 11c; ’AGE: 4cidos graxos essenciais - Inclui C18:3
n-3 e C18:2 n-6; "Total AGPI n-6: 4cidos graxos poli-insaturados - Inclui C18:2 n-6, C18:3 n-6, C20:3 n-6, C20:4 n-6 e C22:4 n-6; %Total
AGPI n-3: 4cidos graxos poli-insaturados - Inclui C18:3 n-3, C20:5 n-3, C22:5 n-3 e C22:6 n-3; °Total AGPI-CL: acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa - Inclui EPA, DHA e AA; 10Total AGS : acidos graxos saturados - Inclui C14:0, C16:0, C18:0 e C22:0; Valores
apresentados em média e desvio-padrdo. Médias significativamente diferentes entre os eritrocitos materno e fetal nos grupos CIUR
ou Controle (t ndo pareado): *p<0,05. #Médias significativamente diferentes de eritrécitos materno e do cordao umbilical entre os
grupos (t ndo pareado): #p<0,05.
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Foram encontradas maiores concentracdes de AG saturados totais nos eritrocitos do
corddo umbilical no grupo CIUR em comparacgéo aos do grupo Controle. Considerando 0s
AG monoinsaturados observa-se que o C18:1 n-9 cis esta presente em maior concentracéo
no sangue materno em relacéo ao do corddao umbilical, em ambos os grupos. O grupo CIUR
apresentou menores concentragdes do somatdrio desses AG nos eritrocitos do corddo

umbilical.

Em relacdo aos AGE, tanto o somatodrio desses AG, quanto o LA, foram maiores
nos eritrocitos maternos em relagdo aos do cordao umbilical, em ambos os grupos (p<0,001).
N&o foram observadas diferengas significativas nas concentracbes de ALA entre 0s
compartimentos eritrocitarios sanguineos materno-fetais, tampouco entre os dois grupos

estudados.

Nos eritrécitos do corddo umbilical, observam-se maiores concentraces de AA e
de AGPI-CL totais em relacdo ao sangue materno, em ambos 0s grupos. Teores mais
reduzidos de AA, DHA assim como do somatorio de AGPI-CL, foram verificados nos
eritrocitos do corddo umbilical do grupo CIUR, comparados aos do grupo Controle.
Considerados os eritrécitos maternos, de ambos 0s grupos, observou-se que 0 AA, o DHA e
0 somatorio de AGPI n-3 e de AGPI-CL mostraram valores mais reduzidos no grupo CIUR.
A razdo entre a proporcao de AA e de seu precursor LA (C20:4n-6/C18:2n-6), assim como
entre a propor¢do de DHA e ALA (C22:6 n-3/C18:3n-3), foi mais elevada no sangue do
corddo comparado ao sangue materno, em ambos 0s grupos. No entanto, na comparagéo entre
grupos, o CIUR apresentou relacao significativamente inferior a do Controle. Porém, quando

avaliamos o percentual de conversdo do sangue materno para o corddo umbilical, em cada
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grupo, constatamos que houve aumento significativamente superior para o grupo CIUR

(Figura 7).
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Figura7 - Percentual da diferenca da conversdo de DHA/ALA do sangue
materno para o sangue do corddo dos grupos controle e CIUR
(crescimento intrauterino restrito) (p<0,001).

Na tabela 5 encontram-se descritos os teores de AG nos lipidios totais das amostras
de placentas de gestantes Controle e CIUR. Néao foram verificadas diferencas significativas
entre 0s grupos para quaisquer acidos graxos identificados. No entanto, a razdo entre a
proporcao de DHA e de ALA foi significativamente menor no grupo CIUR em relagdo ao

Controle.

61



Tabela 5 - Conteudo relativo de acidos graxos nos lipidios totais extraidos de placentas dos
grupos Controle e CIUR (mg/100mg), Maternidade Escola da UFRJ/RJ, 2013.

Acidos graxos

Grupo Controle (n=15) Grupo CIUR (n=8)
Saturados
C14:0 0,310,1 0,310,2
C16:0 26,7+4,0 25,8+1,5
C18:0 14,7+1,4 16,7£2,2
C20:0 0,44+0,2 0,63+0,3
Monoinsaturados
C18:1 n-9cis 11,843,8 9,60+1,3
Poli-insaturados essenciais
C18:2 n-6 (linoleico) 8,9+1,5 8,74+1,9
C18:3 n-3 (linolénico) 0,10+0,08 0,210,08
Poli-insaturados de cadeia
longa
C20:4 n-6* 17,6%3,3 16,8+3,8
C22:4 n-6 1,1+0,3 1,1+0,2
C20:5 n-3? 0,39+0,04 0,42+0,1
C22:6 n-33 2,610,5 2,6£0,96
C22:5n-3* 0,56+0,2 0,6210,08
Total de AGM°® 14,2+3,5 11,9+1,8
Total de AGE® 9,1£1,5 9,01+1,9
Total de AGPI-n6’ 29,7+4,1 30,4+4,8
Total de AGPI-n3? 3,4+1,2 3,3+0,9
Total de AGPI-CL° 20,2+3,6 19,8+4,7
Total de AGS™® 42,715,0 43,4137
C20:4 n-6/18:2 n-6 1,97+0,17 1,92+0,14
C22:6 n-3/ C18:3 n-3 26,0+2,4 13,3+1,1"*

AA - 4cido graxo araquiddnico; 2EPA — &cido graxo eicosapentaeoico; 3DHA — &cido graxo
docosahexaenoico; *DPA — acido docosapentaenoico; >AGM: 4cidos graxos monoinsaturados —inclui C18:1
9c¢, C18:1 11c; °AGE: 4cidos graxos essenciais - Inclui C18:3 n-3 e C18:2 n-6; "Total AGPI n-6: cidos graxos
poli-insaturados - Inclui C18:2 n-6, C18:3 n-6, C20:3 n-6, C20:4 n-6 e C22:4 n-6; 8Total AGPI n-3: acidos
graxos poli-insaturados - Inclui C18:3 n-3, C20:5 n-3, C22:5 n-3 e C22:6 n-3; °Total AGPI-CL: &cidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa - Inclui EPA, DHA e AA; 10Total AGS : acidos graxos saturados - Inclui
C14:0, C16:0, C18:0 e C22:0; Valores apresentados em média e desvio-padrao. Médias significativamente
diferentes entre os eritrdcitos materno e fetal nos grupos CIUR ou Controle (t ndo pareado): *p<0,05.
#Médias significativamente diferentes de eritrécitos materno e do corddo umbilical entre os grupos (t ndo
pareado): #p<0,05.
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No que se refere aos resultados relativos as andlises de biologia molecular,
comparamos a expressdo relativa de diferentes proteinas responsaveis pela captacdo e
transporte de AG nas amostras de placentas de gestantes pertencentes aos grupos Controle e
CIUR. A figura 8 mostra expressdo significativamente aumentada das proteinas FATP 1, 2
e 4, nas placentas do grupo CIUR, em comparacdo ao grupo Controle. De outro modo, a

expressao da proteina FATP 3 foi semelhante entre ambos 0s grupos.
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Figura 8 - Expressdo relativa das proteinas FATP 1, 2, 3 e 4, ap6s analise densitométrica e
determinada por RT-PCR, para amostras de tecidos placentarios de gestantes Controle e CIUR. A
quantificacdo foi expressa em unidades arbitrarias e considerou-se significancia estatistica valores
P<0,05.
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Consideradas as proteinas placentarias ligantes de acidos graxos (FABP), observa-se
na figura 9, que o grupo CIUR apresentou aumento significativo na expressdo das proteinas
FABP 3 e 4, em relacdo ao grupo Controle. Ja a expressao da proteina FABP 5 ndo apresentou

diferenca entre os grupos.
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Figura 9 - Expressdo relativa das proteinas FABP 3, 4 e 5, ap0s andlise densitométrica e
determinacdo por RT-PCR, para amostras de tecidos placentarios de gestantes Controle e CIUR. A
quantificacdo foi expressa em unidades arbitrarias e considerou-se significancia estatistica valores
P<0,05.
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A analise da expressdo das proteinas de captacdo de lipidios na placenta, FABPpm e

FAT CD/36, revelou aumento significativo destas proteinas no grupo CIUR em relacdo ao

Controle (figura 10).
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Figura 10 - Expresséo relativa das proteinas FABPpm e FAT CD/36, ap0s anélise densitométrica e
determinacdo por RT-PCR, para amostras de tecidos placentarios de gestantes Controle e CIUR. A
quantificacdo foi expressa em unidades arbitrarias e considerou-se significancia estatistica valores

P<0,05.

Foi constatado significativo aumento na expressao de mRNA - LPL na placenta do

grupo CIUR em relagéo ao Controle.

65



LPL
©  20-
2~
88
e 5 15 p<0,0001
£s
Z ®© .
g g 10
83
n S 54
U
a2
x |;|
w 0 T
o&
&
oé
O

Figura 11 - Expressdo relativa da proteina Lipase
Lipoproteica (LPL), apds analise densitométrica e
determinacdo por RT-PCR, para amostras de tecidos
placentarios de gestantes Controle e CIUR. A
quantificacdo foi expressa em unidades arbitrarias e
considerou-se significancia estatistica valores P<0,05.

Na tabela 6 é possivel identificar os resultados relativos as correlagGes testadas entre
as proteinas transportadoras de AG na placenta e a concentracdo de alguns AG no sangue
materno e do corddo umbilical, assim como na placenta. Correlagéo positiva forte (r > 0,7)
foi verificada entre o contetido de ALA do sangue materno e as proteinas FATP 1, FATP2,
FABPpm e LPL. Correlagdo, também positiva, embora moderada (0,3 > r < 0,69), ocorreu
entre esse mesmo AG e as proteinas transportadoras FATP3, FABP3, CD36. Quando
considerados os teores de ALA na placenta, observamos correlagdo negativa e forte com as
proteinas FATP 1, FABPpm, CD36 e LPL e, também negativa, porém moderada, com as

proteinas FATP 2, FATP 3, FATP 4, FABP 3 e FABP 4.
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Quando a correlagdo foi testada para os AGPI-CL da placenta, foi evidenciada
associacao positiva apenas com a proteina FATP1. Os AGPI-CL do sangue materno
mostraram correlacdo negativa e moderada com as proteinas FATP1 e LPL, enquanto que o
contetdo desses AG no corddo apresentou correlacdo também negativa com as proteinas
FATP2, FATP3, FATBP3, FABP5 e FABPpm. Correlacdo negativa foi verificada entre o
DHA do sangue do corddo e as proteinas FATP3 e FABP3, embora com as proteinas FATPL,
FATP2, FATP4, FABP4, FABP5, FABPpm, CD36 e LPL, também tenha sido identificada
correlacdo negativa. Considerado o sangue do corddo, o conteudo de DHA neste
compartimento mostrou correlacdo negativa, exclusivamente, com a proteina CD36,
enquanto que o de AA apresentou correlagdo negativa e moderada com as proteinas FATP3,
FATBP3, FABP5 e FABPpm. De outro modo, foi identificada correlagcdo positiva e
moderada entre os teores de EPA da placenta e a proteina FATP1 e, negativa e forte, com a
proteina LPL. No sangue materno, o conteldo de EPA apresentou correlacdo negativa e

moderada apenas com a proteina FABP5.
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Tabela 6 - Correlacdo entre os acidos graxos extraidos da placenta e de eritrécitos do cordao
umbilical e materno e as proteinas transportadoras de AG da placenta, de gestantes pertencentes aos
grupos Controle e CIUR.

Proteinas
Acido graxo
FATP1 | FATP2 | FATP3 | FATP4 | FATBP3 | FABP4 | FABPS | FABPPM CD36 LPL
DHA r 0,534 0,124 0,108 0,212 0,108 0,146 -0,079 -0,038 0,195 0,374
placenta p valor 0,073 0,660 0,714 0,532 0,714 0,619 0,789 0,911 0,505 0,232
DHA SC r -0,792" | -0,735" | -0,888" | -0,798" | -0,888" | -0,874" | -0,617" -0,744 -0,668" | -0,648
p valor 0,004 0,003 0,000 0,010 0,000 0,000 0,025 0,009 0,013 0,031
DHA SM r -0,602 | -0,454 | -0,422 | -0,541 | -0,422 | -0,367 | -0,233 -0,584 0,561 | -0,471
p valor 0,050 0,103 0,172 0,133 0,172 0,241 0,444 0,059 0,046 0,144
Linolénico (w3) r -0,809" | -0,569" | -0,672" | -0,695 | -0,672" | -0,542° | -0,298 -0,804" -0,708" | -0,888"
placenta p valor 0,001 0,027 0,008 0,017 0,008 0,045 0,301 0,003 0,005 0,000
r 0,409 0,179 0,309 0,107 0,309 0,013 0,468 0,499 0,166 0,057
Linolénico SC
p valor 0,240 0,578 0,385 0,819 0,385 0,972 0,125 0,172 0,626 0,884
L r 0,711 0,743" 0,644 0,533 0,644’ 0,437 0,404 0,733" 0,669 0,851
Linolénico SM
p valor 0,014 0,002 0,024 0,140 0,024 0,155 0,171 0,010 0,012 0,001
r 0,628 0,248 0,306 0,269 0,306 0,405 0,160 0,092 0,240 0,476
AGCL placenta
p valor 0,029 0,373 0,287 0,423 0,287 0,151 0,584 0,788 0,409 0,117
AGCLSM r -0,658" | -0,429 | -0,392 -0,426 | -0,392 -0,364 | -0,214 -0,575 -0,544 | -0,627
p valor 0,028 0,126 0,208 0,253 0,208 0,245 0,482 0,064 0,055 0,039
AGCLSC r -0,528 | -0,554" | -0,648" | -0,514 | -0,648 | -0,483 | -0,584" -0,636" -0,351 | -0,506
p valor 0,095 0,040 0,023 0,157 0,023 0,112 0,036 0,036 0,240 0,112
r 0,482 0,135 0,213 0,145 0,213 0,316 0,113 -0,159 0,096 0,300
AA placenta
p valor 0,112 0,632 0,464 0,670 0,464 0,272 0,700 0,640 0,743 0,343
AASC r -0,502 | -0,516 | -0,596 | -0,357 | -0,596" | -0,387 | -0,596 -0,604" -0,307 | -0,551
p valor 0,116 0,059 0,041 0,345 0,041 0,213 0,031 0,049 0,307 0,079
AASM r -0,569 | -0,212 | -0,242 | -0,289 | -0,242 | -0,310 0,032 -0,364 -0,407 | -0,560
p valor 0,068 0,467 0,449 0,451 0,449 0,327 0,917 0,271 0,168 0,073
Linoleico (w6) r 0,328 0,108 | -0,121 0,019 -0,121 0,407 -0,122 0,170 0,327 0,413
placenta p valor 0,297 0,702 0,681 0,955 0,681 0,148 0,678 0,617 0,254 0,182
r 0,183 -0,129 | -0,279 | -0,058 | -0,279 | -0,217 | -0,202 0,183 0,148 0,177
Linoleico SC
p valor 0,591 0,661 0,380 0,883 0,380 0,498 0,509 0,590 0,630 0,602
r -0,333 | -0,023 | -0,349 | -0,153 | -0,349 | -0,355 0,012 -0,149 -0,016 | -0,235
Linoleico SM
p valor 0,317 0,939 0,266 0,694 0,266 0,257 0,969 0,661 0,960 0,486
EPA placenta r 0,660°| 0506| 0372 0341| 0372| 0443| 0461 0531| 038 | -0,801"
p valor 0,038 0,078 0,234 0,369 0,234 0,149 0,132 0,114 0,224 0,005
EPA SC r -0,172 | -0,008 0,069 | -0,059 0,069 0,016 0,307 0,012 | -0,225 0,593
p valor 0,612 0,977 0,830 0,880 0,830 0,962 0,308 0,973 0,460 0,054
EPASM r -0,278| -0,284| -0,329| -0,053| -0,329| -0,352| -0,558" -0,407 0,041 0,357
p valor 0,409 0,325 0,296 0,892 0,296 0,262 0,048 0,214 0,895 0,281

SM - sangue materno; SC- sangue do corddo EPA - 4cido graxo eicosapentaenoico; DHA — acido graxo
docosahexaenoico; AA — acido graxo araquidénico; AGCL — acido graxo de cadeia longa. *A correlagdo é significativa ac
nivel de 0,05 (bilateral).
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Dentre as caracteristicas maternas e do recém-nascido (tabela 7), o comprimento do
recém-nascido foi a variavel que apresentou maior nimero de correlagdes significativas com
as proteinas transportadoras de AG na placenta. O peso do recém-nascido, o peso da placenta
e o perimetro cefalico mostraram nimero decrescente de correlagGes significativas com as
proteinas estudadas. As variaveis comprimento e peso do recém-nascido mostraram forte
correlagdo com as proteinas CD36 e LPL. Outras cinco correlagbes foram moderadas com as
proteinas FATP 1, FATP 2, FABP 4, FABP 5 e FABPpm. No que concerne ao peso do recém-
nascido, trés correlacdes foram fortes com as proteinas FATP1, FABPpm e LPL. Outras trés
foram moderadas com as proteinas FATP 2, FABP 4 e CD36. O peso da placenta apresentou
correlacdo significativa, moderada com as proteinas FATP 1 e FABPpm e, forte, com a
proteina LPL. O perimetro cefélico apresentou correlacdo, exclusivamente, com a proteina

LPL.

Tabela 7 - Correlacdo entre caracteristicas da placenta e dos recém-nascidos e as proteinas
transportadoras de acidos graxos da placenta.

e Proteinas
Caracteristicas maternas e do

S IRERE FATP1 | FATP2 | FATP3 | FATP4 | FATBP3 | FABP4 | FABPS | FABP pm | CD36 | LPL
N ) -0,613" | -0,664" | -0,530 | -0,305 | -0,530 | -0,661° | -0,674" | -0,657° | -0,756" | -0,727
EESITEECED o valor 0,034 | 0,007 | 0,051 | 0,362 | 0,051 | 0,010 | 0,008 | 0,028 | 0,002 | 0,007
Perimetro r 0,392 | -0,405 | 0,351 | -0,392 | -0,351 | -0,317 | 0,530 | -0,455 | -0,309 | -0,638"
cefélico p valor 0,208 | 0,134 | 0,219 | 0,233 | 0,219 | 0,269 | 0,051 | 0,160 | 0,282 | 0,025
r -0,692° | -0,430 | -0,422 | -0,470 | -0,422 | -0,501 | -0,424 | -0,681" | -0,460 | -0,754"
Peso da placenta
p valor 0,013 | 0,110 | 0,133 | 0,145 | 0,133 | 0,068 | 0,131 | 0,021 | 0,098 | 0,005
Peso do recém- r -0,813° | -0,668" | -0,462 | -0,371 | -0,462 | -0,645 | 0,502 | -0,704" | -0,661" | -0,888"
nascido p valor 0,001 | 0,006 | 0,096 | 0,262 | 0,09 | 0,013 | 0,067 | 0,016 | 0,010 | 0,000

* A correlagdo é significativa ao nivel de 0,05 (bilateral).
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7. Discussao

O crescimento fetal caracteriza-se por uma sequéncia de processos que incluem
diferenciacdo, crescimento e maturacdo de tecidos e 6rgdos, todos determinados pela
disponibilidade materna e transferéncia placentaria de substratos bem como pelo potencial
genético de crescimento. Apesar de varios fatores estarem envolvidos no crescimento fetal,
ainda ndo sdo bem conhecidos os mecanismos celulares e moleculares associados ao
crescimento inadequado (RUDGE, 2005). Alteracbes no desenvolvimento fetal tém sido
associadas com efeitos adversos a satde do individuo ao longo da vida (LAGER; POWELL,

2012), e consiste em problema obstétrico de grande magnitude.

S&o denominados PIG aqueles que tem o peso estimado abaixo do percentil 10. O
CIUR é a principal causa de PIG e esta associado a elevada taxa de mortalidade fetal e
neonatal (PEREIRA et al., 2014). A Incidéncia de PIG no Brasil se mantém constante nas
duas ultimas decadas, correspondedo a ¥4 do total de recém nascidos (COSTA et al., 2013),
porém, ndo indicam a incidéncia destes RN com estratificacdo pela 1G. Este dado seria
importante pois em nosso estudo tivemos dificuldade em encontar RN a termo com CIUR.
Segundo Kenny e McCowan (2010), 40% dos partos de gestantes diagnosticadas com CIUR
sdo interrompidos antes da 372 semanas de gestacdo, uma vez que o risco de o feto

permanecer no Utero torna-se maior do que o de receber os cuidados na terapia intensiva.

Os AG séo compostos bioldgicos importantes para o desenvolvimento fetal, pois tém
fungbes como componentes estruturais de membranas celulares, energética ou sao

precursores de lipidios bioativos (prostaglandinas, tromboxinos e leucotrienos) (CETIN et
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al., 2002 ndo parece ref adequada). Dentre os AGPI-CL, o DHA tem recebido maior atencédo
na Ultima década, pois tem papel relevante no desenvolvimento fetal. O DHA modula a
mielinizacdo neuronal e a diferenciacdo de células tronco neurais para neurdnios,
promovendo o desenvolvimento do cérebro, nervos, fotorreceptores da retina e do sistema
imune (AHMAD; MORIGUCHI; SALEM, 2002), além de estar intimamente envolvido com

o crescimento fetal (INNIS, 2005; CETIN; ALVINO, 2009).

Considerando o envolvimento dos AGE bem como de seus metabdlitos de cadeia
longa e, especialmente, a importancia do transporte placentario destes nutrientes, nos
processos relacionados ao crescimento fetal, especulamos que as proteinas placentérias,
responsaveis pela hidrolise, captacdo, translocacdo e transporte (intracelular, inclusive)
desses AG para o feto, podem apresentar expressao distinta, na presenca e auséncia de CIUR.
Maior expressao dessas proteinas, nas situacdes de crescimento intrauterino restrito, pode
indicar mecanismo fisiolégico de adaptagdo do 6rgdo, na tentativa de garantir fornecimento
aumentado dos AGE, e seus AGPI-CL correspondentes, ao feto. De modo a testar essa
hipdtese, investigamos o perfil de AG na placenta e nos compartimentos maternos-fetais
eritrocitarios e, também, a expressdo génica de proteinas envolvidas na captacdo e/ou
transporte de AGPI-CL e AGE, de 23 mulheres adultas, que gestaram criancas nascidas a
termo, com (n=8) ou sem (n=15) diagnostico de CIUR (grupo CIUR e grupo controle,

respectivamente).

A OMS ressalta, dentre os fatores capazes de influenciar o desfecho obstétrico, o
numero de gestacOes, a paridade, o intervalo interpartal e a idade materna (WHO, 2012).
Quando observamos a idade materna em nosso estudo, verificamos que nédo foi diferente

entre os grupos. No presente estudo encontramos nas maes CIUR menor prevaléncia de
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paridade, ou seja, com maes com mais de um filho, em relacdo as mées controle, indicando
neste grupo, maior nimero de primigestas. Segundo Silva e colaboradores (2009), em estudo
realizado com 257.740 nascidos vivos no Sul do Brasil, a primiparidade contribui

efetivamente para o aumento das taxas de RN PIG.

As gestantes pertenciam, em sua maioria, a familias de baixa renda, apresentando
renda mensal menor do que um salario minimo per capita, independente do grupo estudado.
Associacdo entre condigcdes socioecondmicas e baixo peso ao nascer tem sido confirmada
por varios autores (FRANCIOTTI; MAYER; CANCELIER, 2010; VETTORE et al., 2010).
Arreola e colaboradores (2005), em estudo caso-controle, envolvendo 154 recém-nascidos
com baixo peso e 474 com peso superior a 2500 gramas, encontraram forte associa¢ao entre
baixo peso ao nascer e estrato socioecondémico, mantida, inclusive, apds o controle de outras
variaveis maternas como estado nutricional, paridade, tabagismo, morbidade durante a
gestacao, acesso aos servicos de salde e cuidados pré-natal. Em contrapartida, Franceschini
e colaboradores (2003), avaliando 77 gestantes, no ultimo trimestre de gestacdo, residentes
em uma favela em sdo Paulo, observou baixa prevaléncia de PIG (2,6%), apesar da alta
exposicao ao fator de risco, de baixo estrato econdmico.

O periodo da gestacdo em que o ganho de peso materno tem maior influéncia sobre o
crescimento fetal ainda é controverso (GODFREY; BARKER, 2001; COSTA; LEONE,
2009). O estado nutricional é determinado, principalmente, pela ingestdo de nutrientes, seja
em termos de macro ou micronutrientes assim como inadequado suprimento energético da
gestante pode acarretar competicdo entre os organismos materno e fetal, limitando a
disponibilidade de nutrientes essenciais para o apropriado crescimento fetal (COSTA et al.,

2013; INNIS, 2014). Na presente investigacdo, o grupo CIUR apresentou ganho de peso
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materno cerca de 35% menor do que o do grupo controle, apesar da observada adequacéo de
peso pré-gestacional (I0M, 2009), bem como do IMC pré-parto (ATALAH et al., 1997), em
ambos os grupos. Cabe ressaltar, no entanto, que o valor mediano, encontrado para o ganho
de peso materno no grupo CIUR (11,5 Kg), atendeu aos limites preconizados para gestantes,
independente do seu estado nutricional, onde o ganho de peso deve ser de 8 a 16 kg

(SAUNDERS et al., 2002).

Segundo o Institute of Medicine (I0M, 2009), o ganho de peso materno deve guardar
relacdo com a situacdo nutricional da gestante. Sdo consideradas quatro categorias (baixo
peso, peso adequado, sobrepeso e obesidade). No caso de gestantes eutréficas, a variacdo de
ganho de peso esperada é entre 11 e 16 kg. Mais uma vez, o valor mediano, encontrado para

a variavel no grupo CIUR, alcancou os limites esperados.

Dada a complexidade da etiologia multifatorial do CIUR, a influéncia de fatores
nutricionais na placentacdo ndo pode ser afastada. E reconhecido que nos dois primeiros
trimestres da gestacdo, AGE e seus metabolitos de cadeia longa, provenientes da dieta
materna, sdo acumulados no tecido adiposo da gestante. A mobilizacdo desses compostos
lipidicos, com expressiva liberacdo para a circulacdo materna, ocorre no ultimo ter¢o do
periodo gestacional (DUTTAROY, 2009; HERRERA; LASUNCION, 2011). Neste
contexto, menores reservas adiposas maternas, acumuladas durante a gestacdo, sugerem
concentragOes de TG e AGPI-CL circulantes mais reduzidas. Menor disponibilidade destes

compostos pode influenciar o desenvolvimento e crescimento fetal (COSTA et al., 2013).

A medida do perimetro cefalico do recém-nascido e 0 acompanhamento da evolugédo

desta variavel constituem métodos réapidos, simples e de baixo custo, que contribuem para
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avaliar o desenvolvimento do sistema nervoso central, capazes de identificar criancas sob
risco de alteragdes futuras de seu neurodesenvolvimento (GARCIA-ALIX et al., 2004). A
avaliacdo do perimetro cefalico dos recém-nascidos investigados no presente estudo mostrou
que, no grupo CIUR, o valor médio desta medida foi cerca de 10% menor do que no controle,
corroborando resultados encontrados por outros autores que também estudaram recém-

nascidos apresentando CIUR. (Costa et al. 2009;Freitas et al., 2012).

Na populacéo estudada, ndo encontramos RN que apresentassem severidade CIUR,
gue esta associada com a proporcionalidade corporal, quanto maior a severidade, maior é a
assimetria. Isto € quanto mais severo o agravo ao feto, maiores serdo as consequéncias no
seu crescimento, afetando, inclusive, de forma ainda mais aguda o comprimento do que o
perimetro cefalico. Ou seja, o feto reagiria a um agravo intrauterino, primeiro com a perda
de peso, depois com prejuizo comprimento e, por fim, com reducdo no crescimento da
cabega. Assim, como em nosso estudo todos os RN com CIUR a termo e do “tipo 117,
representado pelo concepto assimétrico, porém com menor severidade, o perimetro cefalico
poderia ser normal ou pouco menor que o de criancas sem CIUR (LEAO FILHO e LIRA ,

2003).

O crescimento fetal € determinado por diferentes fatores. Adicionalmente aos
genéticos, o ambiente intrauterino constitui elemento essencial capaz de modular processos
bioldgicos, promovendo adaptacdes frente as suas diferentes condi¢fes. Neste contexto, o
desenvolvimento e a capacidade funcional da placenta, destacam-se entre os fatores capazes
de interferir no crescimento do feto (GIANINI; VIEIRA; MOREIRA, 2005). Estudos que
investigaram paradmetros placentarios relacionados a ocorréncia de CIUR apontaram

associacdo entre placentas de menor peso e risco aumentado para o desenvolvimento de
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doencas cronicas ndo transmissiveis, como diabetes mellitus tipo 2 e hipertensao arterial

sistémica, na vida adulta (BARKER et al., 1990; WILLS et al., 1996).

No presente estudo, o grupo CIUR apresentou placentas com massa inferior (cerca de
28%) a do grupo controle. No entanto, a razéo peso placenta/peso fetal foi similar entre os
grupos. Esses achados indicam que, no grupo CIUR, o peso fetal observado foi proporcional

ao da placenta, sugerindo que a funcéo placentaria foi provavelmente preservada.

Os AGPI-CL podem ser sintetizados endégenamente a partir dos AGE, LA e ALA
(RUSSO, 2009). As enzimas delta-5 e delta-6 dessaturases sao limitantes, na cascata de
dessaturacdo-alongamento, para a sintese de AGPI-CL (ABBOTT et al., 2012). Diferentes
publicacdes cientificas corroboram o reconhecimento de que, tanto a placenta, como 0s
tecidos fetais, apresentam baixa atividade de ambas estas enzimas. No entanto, o tema
permanece controverso (CAMPBELL etal., 1996; DUTTARQY, 2000; HAGGARTY, 2002;
BITSANIS et al., 2006; INNIS, 2007; MUTHAYY et al., 2009; KARR; ALEXANDER,;

WINNINGHAM, 2011).

Hé evidéncias de que o feto, incluindo aquele prematuro, é capaz de sintetizar AA e
DHA, a partir de seus respectivos precursores (LA e ALA). Apesar da efetiva quantidade de
AGPI-CL, proveniente desta sintese, ndo ter sido estabelecida (CARNIELLI et al., 1996), j&
foi descrita a presenca das dessaturases, necessarias para a conversao dos AGPI-CL, no feto,
bem como sua atividade, no figado de recém-nascidos (CHAMBAZ et al., 1985; POISSON
et al., 1993; RODRIGUEZ et al., 1998a; RODRIGUEZ et al., 1998b). Recentemente, foi
demonstrado que os teores de AA no sangue do corddao umbilial ttm origem, em grande parte,

na bioconversdo de LA em AA, no organismo fetal. Entretanto, para o DHA, néo foi
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observada bioconversdo expressiva, a partir do ALA (LATTKA et al., 2013). Estes achados
sdo sugestivos de significativa participacdo do metabolismo fetal na sintese de AA, mas ndo
de DHA. A este respeito, em nosso estudo, foi observada maior bioconversdo de ALA em
DHA no grupo CIUR. Este resultado pode constituir indicio da existéncia de ajustes
adaptativos da placenta, destinados a garantir o fornecimento de quantidades mais adequadas

de DHA ao feto com crescimento intrauterino restrito.

No presente estudo, foram observados, em ambos o0s grupos estudados, teores mais
elevados de AA no sangue do corddo, comparativamente ao sangue materno. De outro modo,
o0 contetdo de DHA foi similar nestes dois compartimentos sanguineos, também em ambos
0s grupos. De fato, tem sido sugerido que as concentrag6es de DHA no corddo umbilical
associam-se positivamente com os teores deste AGPI-CL no sangue materno
(HENDRICKSE; STAMMERS; HULL, 1985; DUTTAROQY, 2009) e também sdo
influenciadas pela dieta materna (DUNSTAN et al., 2004; KRAUSS-ETSCHMANN et al.,
2007). Neste sentido, nossos resultados suportam a hipétese de que o fornecimento de DHA
para o feto depende dos teores circulantes maternos tendo em vista que a sintese endégena
deste AG é limitada em recém-nascidos. O suprimento de AA para o feto, entretanto, depende

mais da bioconversdo que ocorre na unidade feto-placentéaria.

Outrossim, na placenta humana, maior seletividade para o transporte de &cidos graxos
especificos tem sido sugerida como mecanismo capaz de justificar propor¢des mais elevadas
de AGPI- CL na circulacao fetal, em relacdo a materna (DUTARROY, 2009), conforme
também observado no presente estudo, quando comparados os teores totais de AGPI-CL, em
ambos 0s grupos investigados. No entanto, aacumulacéo preferencial de AGPI-CL no sangue

fetal, em relacdo ao materno, pode ser resultado da combinacdo de diferentes fatores,
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incluindo-se, ingestdo alimentar materna; estoque destes lipidios, acumulado no tecido
adiposo, ao longo dos dois primeiros tercos da gestacao, e respectiva mobilizagdo no Gltimo
terco do periodo gestacional; taxa de sintese, a partir dos acidos graxos essenciais, no figado
fetal bem como outros processos metabdlicos placentéarios, além da seletividade especifica,
como efetiva captacdo e transporte de AG. A alteragdo de um ou mais de um destes fatores,
potencialmente compromete o suprimento fetal de AGPI-CL (LAKIN et al., 1998;

HAGGARTY, 2002; GIL-SANCHEZ; KOLETZKO; LARQUE, 2012).

E possivel considerar que, primariamente, o fornecimento de AGPI-CL para o feto,
através da placenta, depende da ingestdo alimentar materna (GIL-SANCHEZ; KOLETZKO;
LARQUE, 2012). Reduzida ingestdo dietética de DHA mostrou se associar positivamente
com menor razdo DHA/linolénico nos eritrocitos das maes (LAKIN et al., 1998).
Encontramos, na presente investigacdo, menores concentracdes de AA, DHA bem como da
razdo DHA/linolénico e AA/linoleico, nos eritrocitos do sangue maternos do grupo CIUR,
quando comparados aos do grupo controle, sugerindo diferencas, entre grupos, com relacéo
ao estado nutricional materno de AA e DHA. Néo foram realizados inquéritos dietéticos com
as gestantes participantes de ambos 0s grupos, no entanto, reduzida ingestdo de alimentos
fontes de AGPI-CL, especialmente de DHA, tem sido reportada por diferentes autores, que
investigaram gestantes e/ou lactantes brasileiras, residentes em regifes urbanas (PONTES et
al., 2006; TORRES; TRUGO, 2009; OLIVEIRA et al., 2012). Adicionalmente, os dados
mais recentes sobre a disponibilidade alimentar domiciliar no Brasil, reforcam a hipotese do

consumo inadequado de alimentos que séo fontes de DHA (IBGE, 2011).

A importéancia desses achados reforca a relevancia da assisténcia nutricional no pré-

natal, no sentido de assegurar orientagdo quanto as medidas dietéticas necessarias para
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viabilizar adequado suprimento de AGPI-CL, principalmente DHA, durante a gestacdo. Nas
gestacOes complicadas com CIUR, este aspecto da atencgdo nutricional deve merecer cuidado
mais acentuado, considerando que o déficit de DHA, durante o desenvolvimento perinatal,
pode promover alteragdes no desenvolvimento cerebral, visual e cognitivo das criangas
(INNIS, 2008). Alguns autores recomendam suplementagdo de DHA durante a gestacéo,
principalmente quando a ingestdo dietética materna é inadequada (KOLETZKO et al., 2008;
INNIS, 2008). Além disso, foi recentemente relatado que a suplementacdo de DHA, durante
a gestacdo, pode melhorar o controle da funcdo cardiaca e a cognicdo em fetos humanos

(GUSTAFSON et al., 2013).

Cabe destacar, no entanto, que em situac6es de gestacdes com CIUR, a atividade das
dessaturases pode estar comprometida, mesmo entre mulheres com estado nutricional
supostamente adequado, em razdo da insuficiéncia placentaria e/ou de perturbactes
metabolicas, que acometem neonatos com CIUR, como hipoglicemia, hipoinsulinemia,
concentragdes circulantes elevadas de adrenalina e glicocorticoides (FELTON et al., 1994).
Em modelos animais de CIUR, a insuficiéncia placentaria esta associada a anormalidades no
metabolismo lipidico hepatico e do mdusculo esquelético fetal (LANE et al., 2003;
HANEBUTT et al., 2008). Adicionalmente, ja foi demonstrada menor conversdo enzimatica
de DPA (&cido docosapentaendico) em DHA e comprometimento do suprimento de AGPI-
CL entre recém-nascidos que apresentavam CIUR (LLANOS et al., 2005). Desta forma, é
possivel supor o envolvimento destes processos, justificando os teores mais reduzidos de AA
e DHA, no sangue do corddo umbilical dos neonatos com CIUR, comparados ao grupo

controle, observados no presente estudo.
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Os mecanismos moleculares e regulatorios responsaveis pela concentracdo seletiva
de AGPI-CL no sangue fetal, em relacdo ao sangue materno, nao estdo esclarecidos. Ja foi
descrito que a maior expressao de FATP4 se correlaciona positivamente com os teores de
DHA do sangue do corddo umbilical, podendo constituir importante mecanismo para manter
a captacio de DHA (LARQUE et al., 2006). Adicionalmente, a expressdo dos genes FATP-
1 e FAT/CD36 sofre modulacdo por varios fatores, entre eles, AG dietéticos, hormdnios,
como a insulina, bem como proteinas nucleares denominadas PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma)

(CUNNINGHAM; MCDERMOTT, 2009; ANDERSON; STAHL, 2013).

FATPs sdo expressas em placentas humanas (LARQUE et al., 2006) e reconhecidas
como proteinas de captacdo e transporte de AG. Maior expressdo destas proteinas eleva a
taxa de internalizacdo de AG, especialmente quando estes lipideos estdo presentes em
concentragcOes reduzidas, uma vez que, nesta condi¢do, 0 mecanismo de transporte por
difusdo passiva ndo é suficiente para a sua assimilacdo (DUTTAROQY, 2000; 2009).
Considerando nossos resultados relativos ao conteudo total de AGPI nos eritrécitos maternos,
mais reduzido no grupo CIUR, comparado ao grupo controle, ponderamos a hipétese de que
a expressdo das FATP, em placentas do grupo CIUR, poderia estar favorecida, indicando
mecanismo compensatério. Além disso, ja foi sugerido que FATP agem em conjunto com a
ACS enzima que favorece a esterificagdo dos AG, por meio da conversdo destas moléculas
em ésteres de acylCoA. Este processo impede a saida destes compostos lipidicos da placenta,

favorecendo, assim, a retencdo de AG neste tecido (DUTTAROQY, 2009; ZHAN et al., 2012).

A comparacao das concentracdes dos diferentes acidos graxos nas placentas de ambos

0s grupos estudados ndo revelou diferencas significativas, inclusive em termos de AGPI-CL.
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Ja foi descrita a existéncia de respostas adaptativas, envolvendo a transferéncia placentaria
de AG (CETIN; ALVINO, 2009). A placenta funciona como “sensor nutricional”, capaz de
responder as modificacdes decorrentes da ingestdo alimentar materna ou do fluxo sanguineo
placentario, alterando a atividade e/ou expressdao dos transportadores de nutrientes e,
portanto, modulando seu proprio suprimento de AG, dependendo da demanda fetal

(HANEBUTT et al., 2008; GACCIOLI et al., 2013).

Utilizamos RT-PCR para avaliar a expressdo dos genes de diferentes proteinas
envolvidas no metabolismo de AG em homogenatos de tecido placentario dos grupos
controle e CIUR. Maior expressdao de mRNA das proteinas transportadoras, FATP (1, 2 e
4), da proteina de translocacdo, CD36, e das proteinas ligantes de AG, FABP (3 e 4), bem
como da enzima LPL placentaria, foi observada no grupo CIUR, embora ndo tenham sido
identificadas diferencas nas concentracdes de AGE e de AGPI-CL, nos lipidios totais das
placentas de ambos os grupos. Adicionalmente, encontramos concentra¢Ges mais reduzidas
de AA e de DHA nos eritrdcitos do sangue do corddo do grupo CIUR, em comparacao ao

grupo controle.

Estes achados sustentam a hipotese de que, nas gestacGes complicadas com CIUR,
ocorrem adaptacGes em mecanismos moleculares capazes de favorecer maior expressao das
proteinas de membrana FATP 1, 2 e 4, envolvidas na captacdo e transporte de AG para o
interior dos trofoblastos da placenta e, associada a essas alteracdes, FABP 3 e 4, citosolicas,
essenciais para o efetivo transporte e metabolismo dos AG na placenta, também passam a
apresentar maior expresséo. E plausivel supor que, 0 aumento da expressio dessas proteinas,

ndo configura adaptagéo suficiente capaz de resultar em teores mais elevados de AGE e
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AGPI-CL na circulacéo fetal do grupo CIUR, que permanecem inferiores, comparados aos

do grupo controle.

Cetin e colaboradores (2002) encontraram menor propor¢do de AA e DHA, em
relacdo aos seus respectivos precursores, LA e ALA, no plasma do corddo umbilical de
neonatos, comparado ao materno, cuja idade gestacional ao nascimento variou entre 19 e 34

semanas, diagnosticados com CIUR.

Estudos envolvendo RT-PCR para proteinas transportadoras de AG em placentas de
gestacbes que evoluiram com CIUR sdo escassos. Magnusson e colaboradores (2004)
quantificaram, por Western Blotting (WB), as proteinas citosélicas placentarias FABP 1 e
FABP, a partir de homogenatos do tecido placentario, obtidos de gestacdes que evoluiram
com CIUR e de um grupo controle. Os autores ndo observaram diferencas significativas entre
os grupos. E reconhecida a similaridade da estrutura molecular dos membros pertencentes a
familia das FABP (STORCH; MCDERMOTT, 2009), de modo que é possivel que a
inespecificidade dos anticorpos empregados tenha permitido a quantificacdo de varios tipos
de FABP como sugerido por Duttaroy (2009). No entanto, com a técnica de RT-PCR foi
possivel a utilizacdo de primers especificos para as FABP 3, 4 e 5, que nos permitiram a
obtencdo de resultados fidedignos acerca da expressdo dos trancritos destas proteinas nas

placentas dos grupos controle e CIUR.

Foi recentemente demonstrado que a placenta humana expressa varias enzimas
envolvidas no metabolismo lipidico como a extracelular Lipase lipoproteica (LPL) e as
intracelulares, a lipase endotelial (EL) e a lipase hormonio sensivel (HSL) (BARRET et al.,

2014). Os AG, provenientes da circulagdo materna, estdo presentes como AGL ligados a
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albumina ou incorporados em lipoproteinas, principalmente VLDL. A a¢do da LPL
placentaria promove a dissociacdo destes AG das lipoproteinas, permitindo sua captacdo
placentéria (GIL-SANCHEZ et al., 2011) e portanto, atua na etapa inicial da transferéncia
dos AG para a placenta (HANEBUTT et al., 2008). A EL por sua vez, atua principalmente
na ligacdo sn-1 dos fosfolipideos liberando acidos graxos e lisofosfolipideos enriquecidos

com AGPI-CL.

Em nosso estudo, nds avaliamos somente a expressao da LPL e encontramos maior
expressao dessa enzima no tecido placentario do grupo CIUR. Biale (1985) reportou aumento
da atividade da LPL, paralelamente ao decréscimo na atividade da lipase intracelular em
placentas de gestaces com CIUR ou severa pré-eclampsia, em comparagdo aquele cujo
desfecho resultou em neonatos adequados em crescimento. Tabano e colaboradores (2006)
também descreveram maior expressdo da LPL placentaria, entretanto, somente nos casos
graves de CIUR, com fluxo sanguineo anormal no corddo umbilical. Magnusson e
colaboradores (2004) demonstraram em estudos anteriores reducdo na atividade da LPL nos
microvilos da membrana das placentas em CIUR prematuros em comparagdo com controles
pre-termo. E provavel que o aumento da expressdo da LPL observado em nosso estudo
poderia representar um mecanismo compensatdrio na placenta para a menor atividade da LPL
em gestagdes com CIUR, como ja previamente apontado por Tabano e colaboradores (2006).
No entanto, investigagdo complementar da atividade enzimatica da LPL placentaria faz-se

necessario no presente estudo para comprovar essa hipotese.

Buscamos testar a existéncia, ou ndo, de relacdo entre as variaveis antropométricas
dos neonatos e a expressdo das proteinas placentérias, transportadoras de AG e a enzima

LPL, de ambos os grupos investigados. Verificamos, para 0 peso e comprimento ao nascer,
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correlagBes negativas com as proteinas FATP1 e 2, FABP4 e FABPpm, CD36 e a LPL. A
FABP5 também mostrou correlacdo negativa com o peso ao nascer. Estes resultados sdo
sugestivos de que, quanto menores sdo as dimensdes do recém-nascido, maior € o esforco no
sentido de aumentar as chances do suprimento mais efetivo de AG, buscando desfecho
gestacional mais favoravel. Ndo encontramos correlac@es significativas entre o perimetro
cefalico e a expressdo das proteinas investigadas, exceto para a LPL, que também foi

negativa.

Considerando o aumento significativo da expressao das proteinas FATP 1, 2 e 4,
FABP3 e 4, FABPpm e CD36 e da LPL, no grupo CIUR. Considerando, ademais, que as
placentas de menor massa também pertenciam a este grupo, e ainda, que o peso fetal foi
proporcional ao peso da placenta, em ambos os grupos, conforme anteriormente referido
nessa secdo, € possivel especular a ocorréncia de esforco no grupo CIUR para manter a
funcdo placentaria. Neste sentido, verificamos a existéncia de correlagdo negativa entre o
peso da placenta e as proteinas FATP1 e FABPpm e a LPL, indicando que, quanto menor o
peso da placenta, maior a expressao destas proteinas envolvidas no transporte e metabolismo
de compostos lipidicos de fundamental importdncia para o adequado crescimento e

desenvolvimento fetal.

Adicionalmente, testamos correlacdes entre os teores de DHA, ALA, AGPI-CL, AA,
LA e EPA quantificados na placenta e eritrocitos maternos e do neonato, e a expressao das

proteinas placentarias FATP 1, 2, 3 e 4; FABP 3, 4 e 5; FABPpm; CD 36 e LPL.

O contetdo de DHA nos eritrocitos do sangue do corddo apresentou correlagao

negativa com a totalidade das proteinas estudadas. Na placenta, o precursor desse AGPI-CL,
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ALA, se comportou de forma semelhante, exceto que para a FABP 5, ndo foi identificada
correlagdo significativa. Enquanto que, este mesmo AG, nos eritrocitos maternos, se
correlacionou positivamente com a expressao de todas as proteinas, exceto a FATP 4, FABP

4eb5,

Em conjunto, esses resultados nos permitem supor que, quanto mais elevadas as
concentracfes de ALA no sangue materno, maior o estimulo para a expressao de proteinas
placentérias envolvidas no transporte de AG. Entretanto, se ainda assim, o transporte deste
AG, do sangue materno para a placenta, ndo for suficiente, resultando em concentracoes
reduzidas neste tecido, ocorre estimulo local para a expressdo das proteinas transportadoras.
A essencialidade da presenca do precursor para a formacdo de DHA, e consequente
suprimento fetal, deve justificar estes achados Quando observamos o comportamento
referente as correlacdes entre 0 LA e a expressdo dessas mesmas proteinas, nenhum resultado
significativo pode ser identificado, em nenhum dos tecidos analisados. Neste caso, apesar do
LA ser o precursor do AA, a sintese enddgena deste AGPI-CL é mais eficiente do que a

atribuida para a conversdo de ALA em DHA (LATTKA et al., 2013).

Também verificamos correlagcbes negativas entre a concentracdo de AA nos
eritrocitos do cordao e a expressdo de todas as proteinas investigadas, embora significativas,
apenas para a FATP 3, FABP 3 e 5 e FABP pm. E possivel que a competicdo do AA e EPA
pelas FABP justifique estes achados. Larqué e colaboradores (2006) mostraram que, mesmo
com concentragdes reduzidas de AA no sangue materno, ocorre maior expressao das

proteinas.
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A andlise global dos resultados encontrados na presente investigacdo, fortalece e
reforca 0 reconhecimento da essencialidade do DHA para o adequado crescimento fetal.
Reduzidas concentracdes deste AGPI-CL, especialmente no sangue do feto, conforme
verificado nesse estudo, se correlacionam fortemente com o aumento da expressdo do mRNA
de proteinas placentarias envolvidas na sua captacao e transporte, possivelmente em razdo da
necessidade de aumentar a disponibilidade deste AG para o feto. Contudo, no grupo CIUR,
encontramos menores concentracbes de DHA nos eritrécitos, tanto maternos, quanto do
sangue do corddo. Diferentes fatores podem estar envolvidos nesta resposta, incluindo
inadequagdo dietética materna. Ainda que ndo foram realizados inquéritos dietéticos com
essa populagdo estudada, no entanto, a menor ingestédo de alimentos fontes de AGPI-CL,
principalmente DHA, foi recentemente reportado por Oliveira e colaboradores (2012); em
outros estudos brasileiros em regifes urbanas com mulheres gestantes e/ou lactantes
(PONTES et al., 2006; TORRES; TRUGO, 2009). Neste sentido, cabe reflexdo acerca da
propriedade do estabelecimento de recomendacdes especificas para a suplementacdo de
DHA, durante gestacdes com diagndstico de CIUR, cujas doses, e periodo de administracéo,

exigem estudos adicionais.

Neste contexto, cabe considerar algumas limitagdes do presente estudo. Ainda que a
utilizacdo do conteudo de AG em eritrécitos constitua biomarcador capaz de refletir a
ingestdo de lipidios em médio prazo, a associagdo destes resultados com a avaliagdo do
consumo de fontes dietéticas de AGE e AGPI-CL, por meio da realizacdo de inquérito
dietético, permitiria maior acuracia frente as inferéncias apontadas. Cabe ressaltar, ainda, o
fato de que as analises relativas a expressdo das proteinas transportadoras de AG bem como

da LPL foram realizadas em homogenatos placentarios. E possivel que os resultados
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encontrados ndo representem condicGes especificas na membrana plasméatica do
sinciciotrofoblasto. Adicionalmente, as alteracdes verificadas na expressdo dos genes das
proteinas avaliadas, podem constituir reflexo da menor/maior quantidade ou atividade destas

proteinas, exigindo analises complementares.
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8. Conclusao

Investigamos em puérperas, e seus recém-nascidos, com e sem CIUR (grupos CIUR
e controle, respectivamente), o perfil de AG na placenta e nos compartimentos materno-fetais
eritrocitarios assim como a expressao génica de proteinas placentarias (FATPs 1,2,3 e 4;
FABPs 3, 4 e 5; FABPpm, CD 36 e LPL) envolvidas na captacdo e/ou transporte de AGE e
AGPI-CL.

Os resultados obtidos mostraram maior expressao de todas as proteinas estudadas em
placentas do grupo CIUR, comparativamente as do grupo controle, no entanto, esta elevada
expressao nao resultou em concentracdo aumentada de AGE e de AGPI-CL nos lipidios totais
das placentas deste grupo.

Considerados ambos os grupos, foi identificada correlacdo negativa entre o conteido
de DHA do sangue do corddo e a expressdo de todas as proteinas investigadas, sugerindo
mecanismo de ajuste fisioldgico do tecido placentario, na tentativa de garantir o fornecimento
dos AGE e AGPI-CL ao feto.

No entanto, a disponibilidade de AGPI-CL para a circulacédo fetal se mostrou menos
eficiente no grupo CIUR, uma vez que 0s eritrocitos deste grupo, tanto maternos, quanto
fetais, apresentaram menores concentracdes de AA, DHA e darazdo DHA/ALA, comparados
aos do grupo controle.

Esses achados, no seu conjunto, contribuem para 0 avango da compreensdo dos
processos moleculares placentéarios, relacionados ao metabolismo de &cidos graxos, que

parecem ocorrer, de forma distinta, nas gestacoes que resultam em CIUR.
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E possivel elencar diferentes fatores capazes de justificar a, aparentemente,
insuficiente incorporacdo de AGPI-CL nos eritrocitos do corddo de neonatos com CIUR,
incluindo, (1) ingestdo alimentar materna inadequada; (2) reduzido armazenamento destes
AG no tecido adiposo acumulado nos dois primeiros tercos da gestacdo; (3) alteracbes
metabdlicas placentarias; (4) diminuida bioconversdo, a partir dos AGE, nos tecidos
placentarios e fetais e (5) reduzida captacdo e transporte placentério, incluindo alteracdo na
expressao e/ou quantidade dos transportadores. A exploracéo destes processos, bem como da

relacdo entre eles, exige investigagdes futuras.
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ANEXO A

Parecer de aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da Maternidade

Escola da [HERE
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10 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
Resolugdo CNS n°® 196/96 e, devidamente registrado na Comissdao Nacional de Etica em
Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a documentac@o 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 placentarias e dcidos graxos
de cadeia longa na determina¢do do Crescimento Intrauterino Restrito (CIUR): estudo
biomolecular”.

Classificagao no Fluxograma: Grupo III

Pesquisador Responsavel: Maria das Gragas Tavares do Carmo

Instituicdes onde o trabalho de campo se realizara: Maternidade Escola da UFRJ e
Instituto de Nutri¢do Josué de Castro / CCS - UFRIJ

Data de recebimento no CEP/ME-UFRJ: 21/07/2010

Data da apreciacao: 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 periodo de 12
meses a contar da data de sua aprovagdo (item VII.13.d., da resolu¢gao CNS/MS N° 196/96).

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

ol .

Dr. Ivo Basilio da Costa Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Maternidade-Escola da UFRJ

\/" CRM: 52.50381-1 SIAPE: 1186327

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

Termo de consentimento livre e esclarecido

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este documento Ihe dara informaces e pedira o seu consentimento para participar de
uma pesquisa que esta sendo desenvolvida pelo no laboratério de Bioquimica 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
mée para 0 bebé durante a gestacdo e o impacto nas condigdes 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 satde das mulheres e dos seus filhos.

Os procedimentos da pesquisa incluem a coleta no momento do parto do sangue do
corddo umbilical e 5g da por¢éo central de placentas, apds a separacdo do corddo umbilical.
Este procedimento é totalmente indolor para vocé ou seu filho. Além disso, ap6s o término
do parto sera coletado uma pequena amostra do seu sangue por técnico competente,
diminuindo assim, os incomodos que poderiam ser causados por essa atividade.

Seré 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 gestagdo. Esclarecemos que o risco
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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 avaliagdo feita na
sua dieta, faremos uma orientacdo direcionada as suas necessidades. Informamos ainda que
ndo ha remuneracdo ou recompensa decorrente da sua participacao do estudo.

As informac0Oes que serdo coletadas serdo mantidas em sigilo, ndo sendo divulgadas
em qualquer hipdtese. 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 participagdo a qualquer momento, sem que isso lhe traga
qualquer prejuizo na assisténcia na Unidade.

Declaro estar ciente das informagdes 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, laborat6rio 21. Universidade

Federal do Rio de Janeiro. Ilha do Fundao. RJ.
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ANEXO C

Protocolo de Pesquisa

Data: / / Data do parto: / /

N° Prontuario:

Nome:

Telefone:

Endereco:

DADOS PESSOAIS E SOCIODEMOGRAFICOS DA GESTANTE

e Qual a sua idade?

e Qual a data de nascimento? / /

e Qual o seu estado civil? ( )solteira ( )casada ( )separada ( ) vitva ( ) vive com
0 companheiro

e Como classifica sua cor de pele?

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

e Qual a sua escolaridade?

e Qual a sua profissao?

e Qual o seu tipo de moradia? ( ) Prépria ( ) Alugada ( ) Outros:
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e Tem condic¢des de saneamento na moradia? () Sim () N&o

e Quantas pessoas moram na casa?

e Qual a renda familiar total? (escrever NS quando ndo souber

informar)

AVALIACAO OBSTETRICA E DE ASSISTENCIA PRE-NATAL

e |dade ginecoldgica: anos
e Idade gestacional na 12 consulta (DUM/USG)

e DUM: / /

e ldade gestacional atual:
e Gestacdo de feto tnico? Sim () Né@o ( )
e E asua primeira gestacio?
( )Sim
() Néo (Seguir para a pergunta Intercorréncias maternas atual)

. Quantas gestacOes anteriores?

o Qual o intervalo das gestagdes?

o Quantos partos realizados?

o Qual o intervalo entre os partos?

Dados coletados dos prontuarios:
e  Historico de gestacdes anteriores:

() abortos espontaneos () abortos provocados () natimortos ( ) neomortos

105



e Intercorréncias maternas atual:

( ) Diabetes ( )Hipertensao/DHEG ( )HIV positiva ( )sem intercorréncias ( )outros

e Intercorréncias fetais da gestacao atual:

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

e  Qual o numero de consultas da assisténcia pré-natal?

e Qual o numero de consultas de assisténcia nutricional pré-natal?

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

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

e  Faz uso de algum tipo de suplemento nutricional? () Sim, quais?

() Nao
e Vocé fuma? ( )Sim ( ) N&o

e Tem o habito de consumir bebida alcodlica ou de fazer uso de outro tipo de droga?

~

) Sim () Nao

DADOS ANTROPOMETRICOS DA GESTANTE

e  Peso pré gestacional: Kg
o Estatura: cm
e IMC pré-gestacional: Kg/m?

Classificacao do estado nutricional pré-gestacional:

106



Peso pré-parto: Kg
IMC atual: Kg/m?
Ganho de peso gestacional total: Kg

Classificacdo do estado nutricional atual:

DADOS ANTROPOMETRICOS DO RECEM-NASCIDO

Data de nascimento: / /

Sexo: ( )Feminino ( )Masculino

Tipo de parto: ( ) cesariana ( )normal ( )férceps

Idade gestacional ao nascimento: semanas

Peso da placenta: g

Peso ao nascer (até 1 hora ap6s 0 nascimento): g
Comprimento: cm

Perimetro cefalico: cm

P/I:
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ANEXO D

Rotinas assistenciais da maternidade escola da UFRJ - CIUR
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OBSTETRICIA

CRESCIMENTO INTRA-UTERINO
RESTRITO (CIUR)

Rotfinas Assistenciais da Matemidade-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
saudaveis. Pode estar associado ou ndo a varias efiologias. Demanda diagnéstico correto, visando

estabelecer rotina para o acompanhamento pré-natal e durante o parto.

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

intrattero.

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

Primeira Fase

Até 16 semanas

| Hiperplasia celular |

» Segunda Fase

De 16 a 32 semanas

hipertrofia celular

Hiperplasia e

Figura 1 - Caracteristicas das fases do crescimento fetal

CLASSIFICACAO & ETIOLOGIA
E estabelecida conforme Figura 2.

»| Terceira Fase

Infeccies
Cromossomopatias Insuficiéncia
Malformagbes placentaria

NN

| Apds 32 semanas |

| Hipertrofia celular |

Primeira Fase

Segunda Fase

Terceira Fase

Figura 2 - Classificagéo do CIUR em fungdo da sua efiologia & da €poca em que acomete o crescimento fetal

N N

CIUR simétrico CIUR
ou assimétrico ou
precoce tardio

CIUR misto
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DIAGNOSTICO - Figura 3.

e |dentificar fatores de risco.

Atentar para o correto diagnéstico da idade gestacional.

Rastrear doencas proprias e intercorrentes na gestagio.

Avaliar o ganho ponderal materno

Avaliar a medida do fundo uterino e acompanhar seu crescimento.

« Ultrassonografia
= Predicdo 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 placentaria.

[ I R W ¥ ]

» Procedimentos complementares — dependem da histéria clinica e dos achados sonogréaficos
Ultrassonografia morfologica (para excluir anomalia fetal)

Caridtipo fetal

Sorologia Materna e PCR no LA para pesquisa de infecgio.

Diagnostico preditivo e precoce de pré-ecldmpsia (Doppler de artérias uterinas).
Diagnéstico das trombofilias.

Diagnéstico da insuficiéncia placentaria (Doppler de arténa umbilical)

[ T R R I ¥ R ¥

CONDUTA NA GESTACAO

Repouso relativo e controle dietéfico.

Desestimular fumo, alcool e drogas ilicitas.

Tratar as doencas de base, se existentes.

Ultrassonografia nivel Il para estudo morfolagico do conceplo.
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 infecgdo fetal (Liquido amniotico: PCR; sangue de cordéo: IgM, IgG)
» 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.

» Avaliar a vitabilidade fetal (ver rotina especifica).

« Interromper a gestacdo caso haja indicagdo materna ou sofrimento fetal.

CONDUTA NO PERIPARTO

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

O manejo das gestaciies complicadas por CIUR de devera ser baseado na realizagéo do Doppler e
Perfil Biofisico Fetal - Figura 4.
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Resultado do teste diagnastico Tipo de CIUR
CA < 10° percentil
h
Uttrassonografia morfologica - Fetal
WA Malfﬂrrﬁ?:;:;al ou Aneuploidias
Caritipo po Sindromes genéticas
PCR-LA Malformagdes estruturais
Ecocardiografia fetal Infecgéo
Mormal ou
oligodramnia
v Al anormal,
Doppler. Diastole zero / reversa Placentario
Artéria umbiical (AU) Centralizagdo Insuficiéncia
Artéria cerebral média (ACM) Placentania
normal
v normal
Repetir exames em 14 dias »| Constitucional

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