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RESUMO

Objetivo: Avaliar a associacdo dos niveis de leptina no plasma materno, plasma do
corddo umbilical e tecido placentario de gestantes normotensas e com pré-
eclampsia (PE).

Pacientes e métodos: Foram analisados os niveis de leptina no plasma materno,
plasma do corddo umbilical e tecido placentario de 50 gestantes com pré-eclampsia
e 67 gestantes normotensas. A leptina foi mensurada em plasma e placenta
utilizando o Sistema MagPlex'"-C - ensaio de microesferas.

Resultados: Os niveis de leptina foram 40 vezes maiores no plasma materno e 82
vezes maiores no tecido placentario das pacientes pré-eclampticas em comparacao
aos controles. No grupo Pré-eclampsia encontramos as meédias geométricas de
19.59 ng/mL e 163.31 mg/g e nas normotensas 13.96 ng/mL e 89.95 mg/g
respectivamente. A analise do plasma do corddo umbilical ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos. As razdes das meédias encontradas apés ajuste para
idade materna, indice de massa corporal e idade gestacional, foram no plasma
materno (rm=1.40; IC 95%: 1.00 - 1,97, p=0.049), no plasma fetal (rm=1.33; IC 95%:
0.85- 2.09, p=0.216) e na placenta (rm=1.82; IC 95%: 1.11 - 2,98, p=0.019).
Conclusao: Os valores de leptina encontrados nas pacientes com pré-eclampsia
guando comparados ao controle séo significativamente maiores no plasma da mée e
no tecido placentario. Os niveis extremamente elevados na placenta sdo sugestivos

de estudos com desenho especifico para investigacdo de biomarcador.

Descritores: Hipertensdo Induzida pela Gravidez; Citocinas; Placenta.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the association of leptin levels in the maternal plasma,
umbilical cord plasma and placental tissue of normotensive and preeclamptic (PE)
pregnant women.

Patients and methods: Leptin levels were analysed in the maternal plasma, umbilical
cord plasma and placental tissue of 50 women with preeclampsia and 67
normotensive pregnant women. Plasma and placental leptin were measured using
the MagPlexTH-C microspheres system.

Results: Leptin levels were 40 times higher in the maternal plasma and 82 times
higher in the placental tissue of patients with preeclampsia in comparison to the
controls. The geometric means found were 19.59 ng/mL and 163.31 mg/g in the PE
group, and 13.96 ng/mL and 89.95 mg/g in the normotensive group, respectively.
Analysis of the umbilical cord plasma showed no significant difference between the
groups. The mean ratios found after adjustment for maternal age, BMI and
gestational age were: maternal plasma (MR=1.40; 95% CI: 1.00 - 1.97, p=0.049),
fetal plasma (MR=1.33; 95% CI: 0.85- 2.09, p=0.216) and placenta (MR=1.82; 95%
Cl: 1.11 - 2.98, p=0.019).

Conclusion: Leptin values found in patients with preeclampsia are significantly
increased in maternal plasma and placental tissue in comparison to the control. The
extremely high levels in the placenta are believed to have resulted from studies that
specifically aimed to evaluate biomarkers.

Keywords: Hypertension, Pregnancy-Induced; Cytokines; Placenta.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo na gravidez pode ter diferentes apresentacdes clinicas (1,2).
Algumas gestantes ja possuem diagnostico prévio de hipertensédo arterial crénica,
que se agrava durante a gestacdo, outras sdo previamente normotensas e passam a
apresentar pressdo elevada ao longo da gravidez. Além disso, associado ao
aumento da pressdo, podem desenvolver proteindria consolidando uma das
sindromes mais temidas da gestacado: a PE/eclampsia. Estas Doencas Hipertensivas
da Gestacao (DHG), sdo uma das mais importantes complica¢ges do ciclo gravidico-
puerperal, apresentando alto risco de morbimortalidade para o bindbmio mae-filho
(1,3). Entre as complicacbes mais graves da PE estdo: descolamento prematuro de
placenta, coagulacédo intravascular disseminada, hemolise, hemorragia cerebral,
faléncia hepética, edema agudo de pulmao, insuficiéncia renal aguda, crescimento
intrauterino restrito e morte fetal (4).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, dentre as doencas
hipertensivas ligadas a gestacéo, a PE afeta de 2% a 3 % de todas as gestacfes no
mundo, sendo responsavel por 60 mil mortes a cada ano (5,6). Um estudo brasileiro
realizado entre 1991 e 1995 demonstrou uma incidéncia de 7,5% de doencas
hipertensivas ligadas a gestacdo. Dentre elas, diagnosticou-se PE e PES em 2,8%
dos casos. Além disso, 4% das gestantes foram classificadas como hipertensas
cronicas (7).

Apesar dos avancos no entendimento DHG, muita controvérsia existe em
relacdo as suas definicbes e classificagbes, como as propostas pelos grupos:
Canandian Hypertensive Society (CHS) (8). National High Blood Pressure Education
Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy (NHBPEPWGHBPP)
(1), Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (9), International Society for the Study of
Hypertension (ISSH) (10), Australasian Society for the Study of Hypertension (ASSH)
(11), American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) (12) e Diretrizes
Brasileiras de Hipertenséo VI (13).

Nesta dissertacdo, usaremos como base para classificar a DHG o relatério do
NHBPEPWGHBPP e das VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao de 2010, o qual
classifica a DHG em:

Pré-eclampsia/eclampsia: Sindrome especifica da gravidez humana, que

ocorre apos a 202 semana de gestacdo e é caracterizada por hipertensdo e
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proteindria. A hipertenséo é definida como PAS > 140 mmHg e PAD > 90 mmHg em
gestante normotensa antes das 20 semanas de gestacdo. A proteindria é definida
como patolégica quando > 0,3g em 24 horas. Na auséncia de proteindria, a suspeita
diagnoéstica também existe quando o aumento da pressdo esta acompanhado dos
seguintes sintomas: cefaléia, borramento visual, dor abdominal e alteracdes
laboratoriais como baixa contagem de plagquetas e alteracdo de enzimas hepaticas.
A proteindria e a pressao arterial devem voltar ao normal até 12 semanas apos o
parto. A evolucdo para eclampsia caracteriza-se pela presenca de convulsdes
nestas pacientes ndo atribuida a outras causas.

Pré-eclampsia sobreposta a hipertensdo cronica: é o desenvolvimento da
sindrome de PE em paciente com hipertensdo crénica (PES). Em pacientes que
apresentam dano em orgao-alvo o diagndstico é mais facil, do que naqueles sem
conhecimento prévio da sua presséao arterial. O diagndstico de PES é provavel nas
seguintes situacdes: mulheres hipertensas e sem proteindria no inicio da gestacéo
(menos de 20 semanas) que desenvolvem proteindria durante a gestacdo e
mulheres com hipertensdo e proteindria prévias a vigésima semana de gestacao,
mas que desenvolvem aumento sObito de proteindria, pressdo arterial,
transaminases, bem como trombocitopenia (plaquetas abaixo de 100.000/mm?).

Hipertenséo gestacional: A gestante com hipertensdo detectada pela primeira
vez apds a 20% semana de gestacdo sem proteinlria patolégica. O diagndstico final
apenas podera ser confirmado com a normalizacdo da pressao arterial no periodo
de até 12 semanas apos o parto, sendo classificada como hipertensdo transitéria. Se
a pressdo arterial elevada persistir apdés as doze semanas, a paciente sera
considerada como hipertensa cronica.

Hipertenséo cronica: Presenca de hipertenséo arterial prévia a gestacédo, que
continua apos o término da gravidez, ou que aparece anteriormente a vigésima
semana gestacional. Hipertenséo é definida como Presséo Arterial Sistolica (PAS) >
140 mmHg e Pressdo Arterial Diastélica (PAD) > 90 mmHg. A hipertensao
diagnosticada pela primeira vez durante a gestagdo, e que nao resolve apés o parto,
é também classificada como hipertenséo cronica (1).

Assim como existem controvérsias quanto a classificacéo, a fisiopatologia da
doenca hipertensiva gestacional, ainda ndo € bem compreendida (14). Ela também é
conhecida como a “doenga das teorias” pois sua etiologia ainda é desconhecida
(15). Atualmente, alguns aspectos da pré-eclampsia, como isquemia placentaria,
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estresse oxidativo e diminuicdo da capacidade antioxidante, alteracdes hormonais,
adaptacdo imune, disfuncdo endotelial e heranca genética estdo sendo
extensivamente investigados quanto a possibilidade de servirem como marcadores
desta doenca (16; 17, 18).

Mais recentemente, a “excessiva inflamagédo” e o “desbalango angiogénico”,
séo as teorias mais estudadas. A liberacéo de citotoxicos pela placenta é a hipétese
fortemente aceita para explicar a doenca. O trofoblasto penetra apenas o0s
segmentos deciduais mais superficiais das artérias espiraladas, deixando estreitos e
musculares 0s segmentos mais profundos. Na camada média do vaso ocorre
aterose aguda e necrose fibrindide, na intima surge fibrina, macréfagos com lipidios
e células musculares lisas (19). E possivel que a ma formacéo da circulacéo Gtero-
placentaria resulte em hipoxia placentaria, estresse oxidativo e infarto placentéario
subsequente.

O endotélio materno apresenta disfuncdo generalizada (20). O aumento do
volume da célula endotelial e a vacuolizacdo do citoplasma (endoteliose glomerular),
assim como a presenca de depasitos fibrindides sub-endoteliais (21) séo tidos como
patognomoénicos da pré-eclampsia. Ha evidéncias de que alteracdes do fluxo
sanguineo placentario ocasionem dano no endotélio materno por meio de fatores
circulantes liberados pela placenta com hipoxia (22) ou por meio de estresse
oxidativo (16).

Os monacitos e os neutrdéfilos ativados séo fontes de radicais livres altamente
reativos (23,16). Na pré-eclampsia ha excessiva resposta inflamatoria da mae a
gravidez. Ha ativacdo sistémica de elementos da resposta inflamatoria, entre os
quais 0s mondcitos, granulécitos, fator de necrose tumoral-alfa e seus receptores,
fosfolipase A2, e dos sistemas de complemento e coagulacdo. Foi verificado que a
gravidez normal envolve resposta inflamatéria quando se comparam, por citometria
de fluxo, os leucocitos da circulagdo periférica de gestantes com e sem pré-
eclampsia e pacientes com septicemia (24). Na pré-eclampsia a resposta foi
semelhante, em magnitude, & observada na sepse. E possivel que esta resposta
inflamatoria elevada contribua para a disfuncdo endotelial. Além disto, a hipoxia
placentaria pode agravar o quadro, ao induzir a liberagédo de estimulos inflamatorios
na circulagdo. Este modelo indica que esta sindrome é a resposta extremada das

adaptacdes gestacionais.
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Uma das citocinas que estd sendo estudada é a leptina, que € considerada
uma citocina pré- inflamatdria, pertencente a classe das citocinas tipo | e possui
estrutura semelhante a interleucina-6 (25). A leptina é produzida normalmente no
tecido adiposo e mostra correlacdo positiva com massa de gordura e indice de
massa corporal (IMC)(26,27), modula o apetite e estimula gasto energético por
ativacdo do sistema nervoso simpético (28,29). Também interfere no metabolismo
da glicose por aumentar a sensibilidade a insulina. Além disso, esta envolvida no
controle da funcdo reprodutiva incluindo modulacdo do horménio foliculo
estimulante, horménio luteinizante e horménio adreno-corticotréfico no hipotalamo
(30).

Durante a gestacdo os niveis plasmaticos de leptina estédo significativamente
mais elevados em comparacédo a mulheres ndo gestantes. A leptina € produzida pela
placenta e pelo sinciciotrofoblasto, fato comprovado pela comparacao dos niveis de
leptina de mulheres antes e apdés o0 parto que mostrou significativa queda em 24
horas. Estudos longitudinais tém sugerido que os niveis de leptina na gestacéo
atingem um pico no segundo trimestre e se mantém estaveis até o parto (31). Alguns
autores tém mostrado que em mulheres com pré-eclampsia o nivel de leptina é trés
vezes maior em comparacao ao grupo controle — gestantes saudaveis (32). Além
disso, niveis elevados de leptina plasmatica mostraram correlacdo positiva com
média de pressao arterial, pois a leptina tem papel na regulagéo do sistema nervoso
simpatico (33,34).

A dosagem de leptina no tecido placentario em pacientes com PE também se
mostrou aumentada em varios estudos (35,36,37,38,39,40).

O nosso grupo do Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas
Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS) tem estudado pacientes gestantes com e sem
PE e avaliado varios aspectos originais da via L-arginina/oxido nitrico, funcéo
endotelial, polimorfismos genéticos, transporte de membrana celular, aspectos
imunoldgicos, contribuido com produgéo cientifica relevante nesta area. Para a
classificacdo de PE, utilizamos os critérios recomendados pelo NHBPEPWGHBPP.
O termo Sindrome de PE (SPE) também tem sido usado quando n&do é possivel
diferenciar entre PE e PES a hipertensao cronica.

Apesar das evidéncias acima citadas, ainda ha varios aspectos a esclarecer
em relacdo PE e seus marcadores. Neste projeto analisamos os niveis de leptina no

plasma materno, tecido placentario e plasma do corddo umbilical provenientes de
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gestantes com e sem PE. Também correlacionamos o IMC das gestantes, conforme
tabela de correcdo para idade gestacional proposta por Atalah (41) com niveis
plasmaticos de leptina. Foram realizadas associa¢des dos niveis dessa citocina com

as caracteristicas do recém-nascido, dentre outras.
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2 JUSTIFICATIVA

Este projeto esta inserido na linha de pesquisa que estuda os disturbios
hipertensivos da gestacdo do grupo de pesquisas em Nefrologia / Laboratorio de
Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS). O grupo
de pesquisa tem estudado pacientes com e sem pré-eclampsia (PE), avaliando e
publicando em revistas cientificas varios aspectos envolvidos na fisiopatologia desta
doenca. Os dados obtidos com esses estudos sédo importantes no N0sSso meio, pois
permitem investigar uma sindrome gestacional de extrema relevancia médica, por
ser uma das maiores causas de morbidade e mortalidade materno-fetal no mundo, e
ter etiologia ainda desconhecida. Além disso, até 0 momento, ndo existem modelos
experimentais em animais que representem adequadamente a doenca hipertensiva
da gestacdo humana. Nao h& cura conhecida para a PE e o unico “tratamento” é a
interrupcéo da gestacéao.

Os niveis de leptina em gestantes com pré-eclampsia tém se mostrado um

marcador bastante promissor para a patologia.
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3 HIPOTESE

Os niveis de leptina estdo elevados na placenta, plasma materno e cordao

umbilical em gestantes com PE.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacao entre 0s niveis séricos de leptina e a ocorréncia de preé-

eclampsia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em gestantes normotensas e com pré-eclampsia:

- Comparar, em tecido placentario, plasma materno e do corddo umbilical, os
niveis de leptina;

- Correlacionar niveis de leptina com indicadores de gravidade de pré-
eclampsia;

- Correlacionar niveis de leptina com variaveis clinicas maternas e do recém-

nascido.



22

5 PACIENTES E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo observacional caso-controle, foram analisados um grupo de gestantes

com pré-eclampsia e outro sem pré-eclampsia.

5.2 TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho da amostra foi calculado a partir de alfa 0,05 e beta de 0,2, com
magnitude de efeito 0,6, participaram do estudo 50 pacientes com PE e 67 pacientes

no grupo das normotensas.

5.3 AMOSTRA

A amostra incluiu pacientes que receberam assisténcia no Hospital Sdo Lucas
/IPUCRS (HSL/PUCRS). A selecdo é aleatéria, de acordo com a chegada ao
ambulatdrio de obstetricia e centro obstétrico do HSL/PUCRS. Foi preenchido um
protocolo de inclusdo que consta de dados de anamnese, exame fisico e exames

complementares (Anexo A).

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

As mulheres incluidas foram gestantes, com mais de 20 semanas de
gravidez, de feto Unico, com ou sem diagnostico de PE, que estavam hospitalizadas
no HSL/PUCRS com acompanhamento do corpo assistencial.

Foi realizada uma selecdo aleatdria de pré-eclampticas que satisfacam os
critérios de inclusdo. Classificadas pacientes com PE grave aquelas que
apresentaram proteinaria = 2g em 24 horas, PAS = 160mmHg, sindrome HELLP

(Hemodlise, enzimas hepéticas elevadas, baixo numero de plaquetas) e eclampticas.
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5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Gestacdo mudltipla, hepatopatia, nefropatia, tireoideopatia, infeccdo ativa,

sangramento ativo e pacientes que durante o estudo desistirem de participar.

5.6 AFERICAO DA PRESSAO ARTERIAL

A medida da pressao arterial foi realizada conforme as recomendacfes
especificas para gestantes. Foram utilizadas para verificagdo da pressao arterial as
orientacbes do ACOG e NHBPEPWGHBPP com a paciente sentada, manguito
colocado na altura do coracdo, ap6s 20 minutos de repouso e em duas tomadas
separadas, no minimo, por intervalo de 4 a 6 horas. Para a pressao arterial diastolica
€ considerado o quinto som de Korotkoff. Os esfigmomandémetros utilizados sao
submetidos a aferi¢cdes regulares pelo HSL/PUCRS.

5.7 VERIFICACAO DO PESO DAS GESTANTES

No momento da admissdo das pacientes no hospital as gestantes foram
pesadas e foi calculado o indice de massa corporal (IMC). Como o IMC varia muito
na gestacao pois dependende da idade gestacional, foi categorizado o IMC de
acordo com a classificacdo proposta por Atalah (41) e adotada pelo Ministério da
Saude (42), classificando as gestantes em baixo peso, adequado, sobrepeso e
obesidade (Anexo B).

5.8 ANALISE LABORATORIAL

Os exames de laboratorio foram realizados no Laboratério de Analises
Clinicas do Hospital Sdo Lucas da PUC-RS. Todos exames fazem parte da rotina de
internag&o das pacientes.

Para determinacdo da proteindria foram utilizadas a relagéao
proteinuria/creatinindria em amostra e/ou proteindria de 24 horas, quando ambas

estdo disponiveis utilizado o valor mais elevado.
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5.9 COLETA DO MATERIAL

Material: plasma materno e plasma do corddo umbilical.

Foram coletados em média 4 mL de sangue materno em tubo Vacutainer ®
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) de cada paciente, antes do parto.
As amostras foram processadas no Laboratério de Nefrologia/HSL/PUCRS, sendo
centrifugadas a 2.000g por 10 minutos. O plasma foi estocado em microtubo de
centrifugacédo de 0,6 mL inicialmente a -20°C, e apds a -80°C, até o momento da
dosagem. Logo apo6s o parto, foi puncionado 4 mL de sangue da veia do cordédo

umbilical, sendo processado e estocado nas mesmas condi¢cdes do plasma materno

Material: placenta

Imediatamente apds o parto, foram dissecados da face materna da placenta
seis cubos de aproximadamente 1 cm do centro de um cotilédone localizado na
metade da distancia entre o corddo umbilical e a extremidade do O6rgdo. Este
material foi armazenado em microtubo de centrifugacdo de 1,5 mL nas mesmas

condi¢cbes dos plasmas materno e fetais.

As amostras de gestantes sem PE serdo obtidas da mesma forma que das
pré-eclampticas; no entanto, serdo escolhidas gestantes com idade gestacional

semelhante.

5.10 ANALISE DA LEPTINA

5.10.1 Preparacao das Amostras

Foram aliquotadas aproximadamente 0,3g de tecido placentéario, as quais foi
adicionado coquetel de inibidor de protease (Millipore Corporation, Catalogo #20-
201) diluido em RIPA Lysis Buffer 10X, na concentragcdo de 3mL/g de tecido. Em
sequéncia, foi realizada a maceracdo mecanica do tecido placentario em gral e
pistilo de porcelana. Apos, o material foi transferido novamente ao tubo Falcon 15
mL, realizou-se um impulso de giro a 2.000 rpm, por 30seg em centrifuga refrigerada
a 18°C (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Alemanha), e entdo o material foi

desintegrado em sonicador de banho (Aquasonic, Cortland, New York, USA) por 10
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minutos, em banho gelado (através da adicao de gelo). Ap6s a sonicacao, o material
foi transferido para microtubo de centrifugacdo de 1,5 mL e centrifugado a 10.000
rom por 10 minutos, a 4°C (Sanyo, London, United Kingdom). O sobrenadante foi
aliquotado a 200 pul em microtubo de 0,6 mL (2 tubos por amostra), os quais foram
armazenados a -20°C até posterior analise. A concentracdo de proteinas da solugéo
foi mensurada usando Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen Life Technologies,
Carlbad, CA, USA) utilizando microtubos especificos de analise (Qubit Assay tubes,

Eugene, Oregon, USA).

5.10.2 Anélise das Amostras

A dosagem de leptina foi realizada em plasmas e placenta utilizando o
sistema MagPlex'"-C - ensaio com microesferas (MAGPIX, Luminex, Austin, Texas,
USA) e o Software Exponent (XxPONENT 4.2), Kit Milliplex HCVD1MAG-67K-02
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Os ensaios foram conduzidos de acordo

com o protocolo do fabricante (Anexo C).

5.11 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa Statistical
Package for Social Sciences versdo 21.0 (SPSS, 21.0) para Windows. Dados
guantitativos simétricos foram expressos em média e desvio padrdo (DP), enquanto
dados qualitativos expressos em numeros e porcentagem (%). Teste t de Student foi
usado para testar significancia de diferenca entre variaveis quantitativas simétricas.
Teste Qui-quadrado foi empregado para comparar variaveis categoéricas entre 0s
grupos. Para comparar os valores de leptina entre os grupos, inicialmente realizou-
se teste de Mann-Whitney e apos, realizou-se a transformacéo logaritmica dos
valores para Analise de Covariancia (ANCOVA) ajustada para idade materna, idade
gestacional e IMC. Calculadas as médias geométricas, razao das médias (RM) e
intervalos de confianca (IC) de 95%. Foram calculados os coeficientes de correlagao
de Pearson. O valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo em

todas analises realizadas.
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5.12 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo Cientifica do Programa de Pés-
Graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude e pelo Comité de Etica/PUCRS,
oficio-CEP 413.859 (Anexo D).

Os exames realizados nao ofereceram riscos para mae e nem para o feto.
Todas pacientes foram devidamente informadas sobre a pesquisa e incluidas
somente apds a assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa. (Protocolo 368/11) (Anexo E).
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6 RESULTADOS

Dados demograficos, clinicos e perinatais estdo descritos abaixo, na Tabela

Tabela 1 — Dados demograficos, clinicos e perinatais das gestantes normotensas

controle (n=67) e pré-eclampsia (n=50).

Variaveis Pacientes controle Pacientes PE Valor p
Idade (anos) 26,4+5,3 26,4+6,8 0,99
Etnia branca n(%) 34 (52,3) 31 (64,6) 0,25
Tabagismo nao n(%) 55 (82) 44 (88) 0,42
PE prévia nao n(%) 66 (98,5) 38 (76) <0,001
Primigesta n(%) 28 (41,8) 25 (51) 0,35
PEG (kg) 79,9 19,8 83,9+ 14,7 0,21
IMC inicial (kg/m’) 25,8 +5,6 26,9+55 0,30
IMC final (kg/m’) 30,458 32,354 0,08
Delta IMC (kg/m ) 4,40 £ 1,95 5,68 + 2,99 0,01
IGP (semanas) 39,3+1,5 36,1+3,9 <0,001
PAS (mmHg) 118,7 + 10,2 156,7 + 17,3 <0,001
PAD (mmHg) 747+7,7 100,8 + 13,6 <0,001
Proteinuria (gramas) - 0,67 (0,42-2,2) -
Parto vaginal n(%) 45 (67,2) 12 (24,0) <0,001
PRN (gramas) 3393 £ 458 2789 £ 903 <0,001
Sexo RN feminino 31 (46,3) 27 (54,0) 0,41
n(%)

Apgar 1° minuto 8,5+0,8 75+1,8 <0,001
Apgar 5°minuto 9,4+0,6 8,7+12 <0,001
PIG n(%) 3(4,5) 3(6,1) 0,44
PP (gramas) 649 + 142 590 + 179 0,06

Dados representados em médias + desvio padrdo para variaveis continuas e numero absoluto

(porcentagem) para variaveis categoricas. Proteindria em mediana e intervalo interquartil.

PE: pré-eclampsia, PEG: peso gestante parto, IMC: indice de massa corporal, IGP: idade gestacional
parto, PAS: presséo arterial sistdlica, PAD: presséo arterial diastdlica, PRN: peso recém-nascido, IG:
idade gestacional, PIG: pequeno para idade gestacional, PP: peso placenta
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Os grupos nédo foram diferentes com relacdo a idade materna, tipo racial,
tabagismo, paridade e peso da gestante no parto e IMC do inicio da gestacéo e final.
Entretanto quando a variacdo do IMC entre o inicio e final da gestacéo foi calculada,
as pacientes PE apresentaram maior variacdo. Gestantes do grupo PE
apresentaram idade gestacional menor que o grupo controle, sendo a via de parto
vaginal significativamente maior no grupo controle. Ambas, pressdo arterial sistolica
e diastdlica no grupo PE foram significativamente maiores que as controles.

O peso do recém-nascido no grupo PE foi menor, assim como o indice de
Apgar do RN nos primeiro e quinto minuto.

Os resultados da analise de leptina em sangue materno, corddo umbilical e
tecido placentério estédo plotados logo abaixo na Figura 1.

Figura 1 - Graficos de boxplot representando, em escala logaritmica, os valores de
leptina nas gestantes normotensas versus gestantes com pré-eclampsia no plasma
materno (p=0,002), no plasma do feto (p=0,607) e na placenta (p<0,001).
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Os valores de leptina na mae e na placenta do grupo PE quando comparados
ao GN mostraram diferenca significativa, com p=0,002 e p<0,001 respectivamente.
No feto, como mostra a Figura 1, os niveis de leptina ndo foram diferentes. Apos o
ajuste para idade materna, IMC e idade gestacional, as diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos mantiveram-se na mae e na placenta .

As Tabelas 2 e 3 mostram as médias geométricas de leptina encontrados no

nosso estudo, antes e apods ajuste.

Tabela 2 - Médias geométricas dos niveis de leptina no plasma materno, plasma do
corddo umbilical e placenta das pacientes normotensas e pré-eclampticas - néo
ajustadas.

Plasma méae Plasma corddo Placenta

(ng/mL) umbilical (ng/mL) (mg/qg)
PE 21,97 22,53 225,73
Controle 13,10 25,27 73,65

Tabela 3 - Médias geométricas dos niveis de leptina no plasma materno, plasma do
corddo umbilical e placenta das pacientes normotensas e pré- eclampticas - ajustadas
paraidade materna, IMC e idade gestacional.

Plasma méae Plasma corddo Placenta

(ng/mL) umbilical (ng/mL) (mg/qg)
PE 19,59 29,38 163,31
Controle 13,96 22,08 89,95

A razdo das médias geométricas entre os grupos PE e controle apos ajuste
para idade materna, idade gestacional e IMC foi no plasma materno (rm=1,40; IC
95%: 1,00 - 1,97, p=0,049), no plasma do cordao umbilical (rm=1,33; IC 95%: 0,85-
2,09, p=0,216) e na placenta (rm=1,82; IC 95%: 1,11 — 2,98, p=0,019) (Figura 2).
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Figura 2 - Gréafico de floresta (Forest Plot) representando a razdo das médias
geométricas e seus respectivos intervalos de confianca para a comparagdo das
gestantes normotensas versus gestantes com pré-eclampsia, para os niveis de leptina
no plasma materno, plasma cordéao umbilical e placenta.

RM IC95% P
placenta - 0 1,82 111a298 0,019
feto - 0o 1,33 0,85a209 0216
mae - i = ' 1,40 1,00a1,97 0,049
L I | | |
0,5 1 1,5 2 3
Razao das médias

RM: razdo das médias geométricas obtida em modelo de analise de covaridncia ajustado para idade
materna, idade gestacional e indice de massa corporal. IC: intervalo de confianga, p: significancia
estatistica.

Quando o grupo PE é categorizado em a termo (= 37 semanas) e pré-termo
(<37 semanas) e os dados sdo comparados com o0 grupo controle, a dosagem de
leptina no tecido placentario mostra-se estatisticamente maior, tanto no grupo a
termo quanto no pré-termo (150,66 mg/g no PE e 84,72 mg/g controle e 251,19 mg/g
no PE e 84,72 mg/g no controle respectivamente, p=0,038).

Quando o grupo PE é dividido em relacdo a PAS ponto de corte 160 mmHg,
observa-se que os valores de leptina no feto estdo aumentados em relacdo ao
controle quando os niveis de PAS estdo inferiores ao ponto de corte (PE 37,07
ng/mL; controle 22,23 ng/mL, p=0,041).

Constatou-se, através de correlacdo de Pearson, que os niveis maternos de
leptina variam com relativa semelhanca as variacdes do IMC no final da gestacéo
(controle r=0,57, p<0,001; PE r=0,45, p=0,002).

Na Figura 3 visualizamos a correlagdo supracitada:
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Figura 3 - Correlagcdo dos niveis maternos de leptina com IMC.
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Os niveis de leptina no corddo umbilical do feto correlacionaram-se
positivamente com peso do RN (controle r=0,405 p=0,002, PE r=0,618 p<0,001). No
feto também foi detectado correlacdo positiva com peso da placenta nos dois grupos
(controle r=0,401, p 0,002; PE r=0,477, p=0,001). No grupo PE foi encontrada
associacao entre niveis de leptina na veia do corddo umbilical e idade gestacional do
parto (r=0,55, p<0,001).

Na placenta houve correlacdo positiva da leptina com niveis maternos no
grupo de normotensas (controle r=0,344, p=0,021; PE r=0,202, p=0,174). Correlacao
inversa significativa foi detectada no grupo PE entre os niveis placentarios de leptina
e 0 peso do RN (r=-0,45, p<0,001) e idade gestacional no parto com leptina (r=-0,44,
p=0,001).

O Anexo F apresenta o artigo submetido para publicacéo e o Anexo G mostra

0 comprovante de submisséo ao periddico.
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7 DISCUSSAO

Niveis muito aumentados de leptina no tecido placentario e plasma materno
de gestantes com pré-eclampsia sdo resultados que podem contribuir para o
entendimento da fisiopatogenia e/ou tratamento desta patologia. Estes resultados
tornam-se ainda mais atraentes quando é constatado que, simultaneamente, no
plasma fetal estes niveis nao diferem entre gestantes acometidas e controles. Neste
sentido, tanto o desenho experimental quanto os resultados, tornam o presente
estudo inédito, contribuindo com dados relevantes para o entendimento da pré-
eclampsia. A dosagem de leptina alterada na pré-eclampsia tém sido descrita, tanto
no plasma materno (43,44,45,31,46,40,47,48), quanto na placenta (35,49,37), assim
como correlacionando com gravidade (50,48,26,51). Foi constatado também que
seus niveis aumentam progressivamente até o final do segundo trimestre,
permanecendo inalterados até o termo (52,53). Na PE o aumento em sua producéo
inicia no primeiro trimestre e permanece em elevacao até o parto (31,43,54). Assim,
hiperleptinemia na pré-eclampsia ndo é uma constatacao recente e Unica, entretanto
sua magnitude no plasma materno e placenta diferem entre os estudos, assim como
dos resultados aqui encontrados. Mise (35), Grosfeld (55) e Lepercq (56) tém
sugerido que a hiperleptinemia na pre-eclampsia resulta da producdo exacerbada
desta citocina inflamatéria corroborando com a teoria da hipdxia-hipoperfuséo
placentaria.

A andlise da gravidade da PE, referenciada pela PAS maior 160mmHg e/ou
proteindria maior 2g realizada em nosso estudo, ndo demonstrou diferenca
estatistica significativa entre os grupos, como sugerido por alguns estudos em que
0s niveis de leptina na PE grave eram significativamente maiores, permitindo aos
autores estabelecer, até mesmo, um ponto de corte para predicdo de gravidade (48,
26,51). Vale referir que a casuistica com pré-eclampsia grave na nossa amostra foi
baixa, podendo interferir nos resultados encontrados.

Na placenta, encontramos niveis de leptina bastante elevados tanto no grupo
PE quanto no controle, sendo que o nivel na PE €& praticamente o dobro do
encontrado na gestante normotensa. Dividindo o grupo PE em a termo e pré-termo,
constata-se que a diferengca entre os grupos PE e controle permanece. Alguns
estudos analisaram a expressdo placentaria de leptina em pré-eclampticas e

observaram que sua expressao esta aumentada bem como seus receptores (37,57).
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Esta elevacdo na expressdo deve ser resultante das alteragbes circulatérias da
placenta e hipdxia que levam a maior producéo de citocinas inflamatérias dentre elas
a leptina. Ja em relacéo aos receptores de leptina que supostamente poderiam estar
hiporregulados, Li e cols em 2004 (37) encontraram um aumento na PE de uma
isoforma sollvel destes receptores que poderia estar envolvida por exemplo na
regulacdo da invasdo trofoblastica, explicando porqué na pré-eclampsia esse
mecanismo de invasdo € alterado e patoldgico (57,58,59). Quanto as correlacdes
realizadas com a leptina placentaria, encontramos associacdo entre 0s niveis de
leptina na mée e placenta em pacientes normotensas, ja nas pré-eclampticas
curiosamente 0 mesmo nao ocorre, provavelmente devido ao aumento exacerbado
de sua expressao e producdo placentaria.

Revisando a literatura poucos sao os trabalhos que quantificam a leptina no
tecido placentario, nosso estudo evidenciou que na placenta, os niveis de leptina
sdo extremamente elevados principalmente na pré-eclampsia, e a relagcdo com os
valores encontrados na gestante e no corddo umbilical indica que a leptina exerca
papel importante na fisiopatologia da doenca, sustentando a proposta de que esta
citocina possa ser um importante biomarcador.

No presente estudo constatou-se correlacdo direta entre IMC e leptina
plasmatica nos dois grupos. Dados concordantes com os descrito na literatura, pois
guanto maior o percentual de gordura corporal na gestante maiores serdo os niveis
de leptina. (26,27,34,60,61). A andlise de leptina fetal pelo sangue do cordao
umbilical ndo foi estatisticamente diferente entre os dois grupos, verificou-se apenas
uma tendéncia de elevacdo na PE sugerindo um estado de protecdo do feto em
relacdo as interacbes materno-placentarias, conforme também proposto por
McCarthy e colaboradores (62). Odegard e cols, no entanto, mostraram aumento
significativo da leptina fetal em pacientes com PE numa amostra de 256 pacientes
pré-eclampticas e 607 controles (63). Achados semelhantes também foram
publicados por Vitoratos em 2001 (44).

Correlacao direta entre os pesos do feto e da placenta e os valores de leptina
do corddo umbilical € um achado comum deste estudo para com os relatos da
literatura (62,64,65,66,67). Tem sido sugerido que a massa de adipocitos fetais e 0
gasto energético basal fetal contribuam consideravelmente com a producdo da

leptina circulante verificada no sangue do corddo. Assim, sugere-se que 0s niveis de
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leptina produzidos pelo feto contribuam para a sinalizacdo de maturidade pulmonar,
que na pré-eclampsia ndo se altera como estratégia de ganho de peso pelo feto.

Vale lembrar que no presente estudo os valores absolutos das medidas de
leptina foram transformados em logaritmo para normalizar a distribuicdo, uma vez
que o desvio padrdo é muito alto. Deste modo testes paramétricos puderam ser
aplicados. Se a transformacao nao fosse realizada, os valores seriam apresentados
por mediana e comparados por testes ndo-paramétricos e a magnitude da diferenca
seria muito maior, ndo permitindo ajustes para variaveis que pudessem interferir nos
valores encontrados. A transformacdo minimizou diferencas, assim, quando
comparamos nossos resultados com os de outros autores que ndo transformaram
seus resultados, deve-se pensar que as diferencas entre niveis de leptina em
controles e PE sédo maiores ainda, o que por mediana apareceria naturalmente.

O desenho experimental do presente estudo permite que o0s resultados
contribuam significativamente com o entendimento sobre a participacdo da leptina
na pré-eclampsia. A coleta de plasma materno, plasma do corddo umbilical e
placenta de uma mesma gestante confirmam que evidéncias propostas por achados
com amostras isolados possam ser consideradas além do espectro estatistico e, sim
como evidéncia biolégica pois ocorre na mesma gestante. Os dados parecem
confirmar que a placenta € o principal fator desencadeador de hiperleptinemia e o
feto ndo participa dessa interacdo tanto na gestacdo normal quanto na pré-
eclampsia. A leptina, por ser uma citocina inflamatéria, participa da exacerbada
cascata inflamatéria desencadeada na pré-eclampsia. Nossos dados, tomados em
conjunto com a literatura, sugerem que a protecdo do feto das interagdes materno-
placentarias, podem contribuir positivamente para a manutencdo da gestacdo pré-

eclamptica com vistas ao aumento de peso do nascimento.
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8 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

- 0s niveis de leptina estdo mais elevados no plasma materno e placenta de
gestantes com PE quando comparados com os de gestantes normotensas; néo
ocorrendo diferenca entre os niveis no corddo umbilical;

- a gravidade da PE néo esta associada aos niveis de leptina;

- 0s niveis de leptina materno variam proporcionalmente ao IMC; no cordao
umbilical correlacionam-se diretamente com o peso de recém-nascido, peso da
placenta e idade gestacional do parto; na placenta a relacdo da leptina e o peso de

recém-nascido e idade gestacional do parto € inversa.
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Anexo A - Protocolo de Coleta Padronizado— Linha de Pesquisa Hipertens&o na Gestacédo Laboratorio de Nefrologia/lPB —

PUCRS (Ramal 2344)

IDENTIFICACAO ANAMNESE
Nome: Data da Ultima menstruacao: Certeza: Sim N&ao
Endereco: Idade gestacional: DUM= ECO=
Cidade: N° de gestacoes:
Fone: N° de partos:
Data da avaliagéo: N° de abortos: Provocados Espontaneos
Registro HSL: HISTORIA MEDICA PREGRESSA
N° do Lab: Infeccao urinaria: Nao Sim: Infancia Fase adulta
Raca: branca mista negra HAS: Nao Sim: Idade ou IG no diagnéstico:
Data de nascimento: PE prévia: Nao Sim
Idade: DM: Né&o Sim

HISTORIA FAMILIAR

Outras doencas:

N (NN NORIORINRFRIORIOR(ARPRIWORINRPIPRIOR(IO|O | N[O | MW |IN|F

HAS: Néo Sim : Parentesco: Drogas em uso:

EXAME LABORATORIAL EXAMES FiSICO
Data: Data:
IG: semanas dias IG: semanas dias
Hematdcrito: % PAS: mmHg
Hemoglobina: g/dL PAD: mmHg
Leucdcitos totais: uL Peso: kg
Bastonados: % uL Altura: cm
Segmentados: % uL DADOS DO PARTO
Basofilos: % uL Data:

N (NN NORIORINRFPIORIOR(ARPRIWORINRPIPRIORIO|O | N[O | MW |IN|F
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3 3
i Eosindfilos: % uL Hora: i
g Mondécitos: % uL Tipo de parto: Normal Cesario Por qué? g
¢ | Linfocitos: % uL DADOS DO RECEM-NASCIDO 2
3 Plaquetas: mil Sexo: Masculino Feminino 3
2 |Creatinina: mg/100mL Acido Urico: 10 0 i 2
8 |mg/dL Apgar:1° min 5° min 8
3 Proteindria de amostra: mg/dL IGO: semanas 3
8 Creatininuria de amostra: mg/dL Classificagao: AIG GIG PIG 8
3 o . . 3
1 | Proteindria de 24h: mg/24h Peso: g 1
3 Relagéo prot/creat: Peso da placenta: g 3
g Glicemia de jejum: mg/dL CLASSIFICACAO DA GESTANTE g
s Exame qualitativo de urina: pH= dens= prot= Controle Hipertensa gestacional Hipertensa .
4 |hem= + leuc= olc hem= olc Céls= cronica Pré-eclampsia pura sobreposta Eclampsia |,
HELLP
p/c
3 Leptina: Plasma materno: Plasma cord&o umbilical: Placenta: |Observacao: 3




Anexo B — Grafico de Acompanhamento Nutricional da Gestante
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Anexo C

Ensaio

Antes de comecgar:

Deixar os reagentes em temperatura ambiente (20-25C) antes de iniciar o ensaio

Programar a placa por escrito: padrées [ 0; 0.13; 0.64; 3.2; 16; 80; 400, e 2000 pg/mL], controles 1 e 2; amostras

Padrdes e controles em duplicata

Colocar a placa de filtro numa estante durante a dispensacéo e a incubacdo de reagentes, de modo que a parte inferior da placa néo toque em qualquer
superficie

Iniciando: Resumo

1. adicionar 200 mcl de 1X tampé&o de lavagem em cada pogo. Vedar e agitar no agitador 200mcl tampéo de lavagem (1X) p/ pogo e agitar p/ 10 min
de placa por 10 minutos a 20-25°C em agitador de placa

2. Remova o tampéo de lavagem usando vacuo -néo inverter a placa-. Retire 0 excesso Remover o tamp&o a vacuo, secar 0 excesso com papel
de tampéo de lavagem do fundo da placa com papel toalha toalha

3. Sonicar o tubo com esferas por 30 segundos, e ap6s vortex por 1 minuto. Adicionar 25

mcl do mixer ou premixer de esferas em cada poco. (nota: Durante a adi¢cdo das esferas, Adicionar 25 mcl da sol de esferas em cada pogo

agite o tubo intermitentemente para evitar a sedimentacao.

4. Remova o liquido usando vacuo -néo inverter a placa-. Retire 0 excesso de tampé&o de | Remover o liquido a vacuo, secar 0 excesso com papel
lavagem do fundo da placa com papel toalha toalha

5. Adicionar 50 mcl de cada padréo e controle nos poc¢os apropriados. O tampé&o de ensaio

deve ser usado para 0 0 pg/mL (branco) Adicionar 50 mcl de padrdo ou controle nos pocinhos

Adicionar 50 mcl de tampé&o de ensaio no branco e pocos

6. Adicionar 50 mcl do tampéo de ensaio nos pocos das amostras
das amostras

7. Adicionar 50mcl da solu¢do matriz/ou sol para tecido?? no pog¢os branco, padréao e
controle. Ao fazer ensaio de soro ou plasma, usar o0 soro matriz que vem no kit. Quando Adicionar 50mcl sol matriz no branco, padrdes e controles
fizer ensaio com tecido verificar qual sol devera ser utilizada???




8. Adicionar 50 mcl de amostra nos po¢os apropriados. Antes de adicionar aos poc¢os, as
amostras devem ser centrifugadas para remover qualquer precipitado ou proteinas
desnaturadas que se formam durante o0 armazenamento e manuseio

46

Adicionar 50mcl de amostra nos poc¢os apropriados

9. Selar a placa com o papel selador, e com a tampa. Enrolar a faixa de borracha ao redor
do segurador da placa, placa e tampa e encubar no agitador de placa por 16 a 18h a 4°C.

Incubar por 16-18h a 4°C agitando

10. Remova o fluido usando vacuo -néo inverter a placa-.

Vacuo

11. Lavar a placa 2X com 200 mcl /poco de tampéao de lavagem. Remover o tamp&o com
vacum entre cada lavagem. Retire o excesso de tampéo de lavagem do fundo da placa
com papel toalha

lavar 2x com 200mcl de tampéo de lavagem + Vacuo

12. Adicionar 50 mcl de anticorpo de detecgéo por pogo (obs: deixe o anticorpo de
detecc¢do aqueatingir a temperatura ambiente antes da adi¢éo)

50 mcl de anticorpo de deteccéo p/ poco

13. Selar, cobrir com a tampa, e incubar na placa de agitacédo p/ 1 hora a 20-25°C. Nao
fazer o vacum apos a incubacéo.

Incubar p/ 1 hora a temperatura ambiente (NAO FAZER
VACUM)

14. Adicionar 50 mcl de estreptavidina p/ pogo

50 mcl de estreptavidina

15. Selar, cobrir com a tampa e incubar em placa de agitagéo p/ 30 minutos a 20-25°C

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente

16. Remova o fluido usando vacuo -néo inverter a placa-.

Vacuo

17. Lavar a placa 2X com 200 mcl /pogo de tamp&o de lavagem. Remover o tamp&o com
vacum entre cada lavagem. Retire o excesso de tampéo de lavagem do fundo da placa

lavar 2x com 200 mcl de tampéo de lavagem

18. Adicionar 100 mcl de bloqueador em cada pocinho. Ressuspender as esferas no
agitador de placas por 5 minutos.

100 mcl de bloqueador p/ poco

19. Leitura da placa no luminex 100 TM, 200TM, ou HTS

Ler a placa no luminex (50mcl, 50 esferas por conjunto)

20. Salvar e analisar os dados de intensidade média de fluorescencia (MFI) usando o
weighted 5-parameter logistic ou método de spline curve-fitting para o calculo da
concentracdo de citocinas.

Analisar os dados pegistrados no Luminex
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Anexo E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — versao 2012

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — VERSAO 2012

LINHA DE PESQUISA EM NEFROLOGIA:

ENFOQUE NA GESTACAO E PRESSAO ARTERIAL
TCLE aprovado pelo CEP em 31/05/2005 (OF N° 440/05)-CEP e aprovado pelo CONEP registro 11972

Pesquisadores Responsaveis: Bartira Ercila Pinheiro da Costa, Carlos
Eduardo Poli de Figueiredo, Domingos Otavio L d’Avila, Ivan Carlos Ferreira
Antonello, Jodo Piffero Steibel.

Entrevistador da Equipe de Pesquisa:

Nome da paciente:

SOBRE_A PESQUISA: A presente linha de pesquisa avalia aspectos da gravidez,
como pressdo sanguinea e pressdo alta na busca do aumento do conhecimento,
alivio do sofrimento e melhora da saude de mulheres e criangas. Esta Linha de
Pesquisa é parte do Programa de Pos-graduacdo em Medicina e Ciéncias da Saude
da Faculdade de Medicina e do Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas
Biomédicas da PUCRS.

Nos estudos serdo avaliados diversos aspectos que podem influenciar na doenga,
tais como: marcadores presentes no sangue, na urina, na placenta ou em tecidos;
funcdo dos vasos sanguineos; funcéo das células; funcdo de 6rgdos, como 0s rins;
sensibilidade gustativa ao sal; e fatores genéticos.

A idéia é estudar fatores que possam ser importantes para a ocorréncia da doencga
pré-eclampsia, que é a elevacao da pressao arterial na gestacdo com perda de
proteina na urina. Estes testes poderdo ajudar a diagnosticar as pessoas em risco
ou com esta condigdo, ou eventualmente auxiliar na formulagdo de novos
tratamentos.

O QUE SERA FEITO: Vocé sera convidada para uma entrevista com um dos
membros da equipe de pesquisa. O pesquisador Ihe dir4 de que se trata a linha de
pesquisa e 0 estudo que estad sendo oferecido. Entdo serd perguntado se deseja
participar da pesquisa.

Caso concorde, ap0s assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
serdo perguntados dados de sua histéria médica, coletado um volume de sangue
venoso e/ou urina antes e depois do parto, além das coletas dos exames de rotina.
Alguns dos estudos desta linha de pesquisa avaliam outros aspectos e também
podera ser coletado amostra de sangue do corddo umbilical apés o parto e amostra
da placenta, e/ou avaliacdo da funcdo dos vasos por ecografia, e/ou medida da
sensibilidade gustativa ao sal. Em alguns estudos, sdo avaliados a presenca de
marcadores genéticos. Os genes a serem estudados sao extraidos do sangue ou da
placenta, tentando identificar especificamente o0s possiveis causadores desta
doenca. Apés o parto vocé podera ser convidada a realizar acompanhamento clinico
com o grupo no ambulatério Nefrologia. Este grupo atende e acompanha pacientes
com hipertenséo arterial sistémica, doenca hipertensiva da gestacéo (entre elas pré-
eclampsia). As mulheres que desenvolvem complicacdo durante a gestacdo, tém um
maior risco de doencas vasculares no futuro. A idéia do grupo é de acompanhar
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estas mulheres, a longo prazo, com a finalidade de observar a evolucéo, detectar
fatores de risco ou sinais de doenga, encaminhando a prevencdo e/ou tratamento
destes. Meses apds o parto, poderd ser solicitado um exame de cintilografia renal
gue visa detectar a presenca de cicatrizes no rim de mulheres em risco (cicatrizes
sdo mais comuns em mulheres que desenvolveram hipertensdo na gestacao). Estas
avaliagGes nao interferirdo nas suas avaliagdes e cuidados rotineiros.

O material biolégico da pesquisa sera coletado e congelado até a andlise pelos
colaboradores do Laboratério de Nefrologia da PUCRS. Os resultados seréo
publicados em revistas de circulacdo no meio médico e em congressos.

Para que os estudos possam ser realizados, é necessério que vocé faca a opgao
autorizando ou ndo a coleta dos diferentes materiais ou realiza¢cdo dos exames:

Acompanhamento ambulatorial: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou
NAO).

Urina: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Placenta: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Sangue: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Sangue do Cordao Umbilical: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou
NAO).

Ecografia dos vasos: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Andlise genética: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Cintilografia renal: ___N&o solicitado__ AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Sensibilidade Gustativa ao Sal: _ Nao solicitado  AUTORIZO (Favor escrever
SIM ou NAO).

*OBS.: Nem todos os testes acima serao necessariamente realizados.

CONFIDENCIALIDADE: Os registros serdao mantidos em segredo.

MATERIAL EM ESTUDO E ARMAZENAMENTO: O material podera ser utilizado
apenas para esta pesquisa, ou também ser armazenado para emprego em futuros
estudos. E necessario que vocé faca a op¢éo autorizando ou ndo o armazenamento
para emprego futuro: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Se houver possibilidade de fazermos novas analises com o material coletado, sera
novamente solicitada a aprovacdo das Comissdes de Etica em Pesquisa para
realizar a avaliagdo adicional. Os estudos s@o desenvolvidos de forma andnima. Os
resultados da pesquisa estardo disponiveis a vocé em qualquer momento por
gualquer motivo. Questionamos se vocé gostaria de ser comunicada sobre o
resultado do estudo. E necessario que vocé faca a opcéo escrevendo SIM ou NAO:
QUERO SABER DO RESULTADO DA PESQUISA.

RISCOS E BENEFICIOS: Os riscos ou desconfortos dessa pesquisa S&0
considerados minimos. Este estudo nado Ihe trard nenhum tipo de discriminacéo
individual ou coletiva. A presente pesquisa se propde a colaborar com o
conhecimento sobre a gestacdo e suas doencgas relacionadas com o controle da
pressao arterial, ndo trazendo beneficios diretos para as pacientes participantes.

LIBERDADE: A sua participagdo na pesquisa € totalmente voluntéria e vocé pode
desistir a qualquer momento, sem prejuizo do tratamento e sem a necessidade de
explicar o motivo.

Eu, fui informada
pelo(a) dos objetivos e
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justificativas dessa pesquisa de forma bem clara e detalhada. Recebi informacdes
sobre cada passo que estarei envolvida. Todas as minhas duvidas foram
respondidas com clareza, e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a
gualquer momento. Estou ciente que as informac¢des por mim fornecidas seréo
mantidas em segredo e usadas somente conforme opc¢éo acima. Fui informada que
se existirem danos a minha saude, causados diretamente pela pesquisa, terei direito
a tratamento médico e indenizacéo, conforme estabelece a lei. Também sei que nao
terei nenhum custo que seja relacionado a pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre este trabalho, posso chamar os pesquisadores
pelos seguintes telefones (051) 33367700, 33369599, ou 3320 3000 - Ramais 3174,
2344 ou 3345 (Comité de Etica em Pesquisa) para qualquer davida como
participante deste estudo.

Esta pesquisa tem aprovacgéo do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS. Sob as
condi¢Bes acima mencionadas, concordo em participar do presente estudo. Declaro
gue recebi copia do presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
aprovando-o e assinando-o apoés |é-lo com todo o cuidado possivel.

Porto Alegre, de de
Paciente ou Responséavel Investigador
Cl CI/CRM

*EQUIPE PARTICIPANTE: Bartira Costa, Carlos E Poli de Figueiredo, Domingos
d’Avila, lvan Antonello, Jodo Steibel, Giovani Gadonski, Marta Hentschke, Adriana
Comparsi.
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(HSL/PUCRS), Brazil.
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MagPlexTH-C microspheres system.

Results: Leptin levels were 40 times higher in the maternal plasma and 82 times higher
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0.83- 2.09, p=0.216) and placenta (MR=1.82; 95% CI: 1.11 - 2.98, p=0.019).
Conclusions: Leptin values found in patients with preeclampsia are significantly
increased in maternal plasma and placental tissue in comparison to the control. The
extremely high levels in the placenta are believed to have resulted from studies that
specifically aimed to evaluate biomarkers.
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Abstract

Context: Preeclampsia is a pregnancy hypertensive syndrome. Leptin
participates in gestational metabolism.

Objective: To evaluate the association of leptin levels in the maternal plasma,
umbilical cord plasma and placental tissue of normotensive and preeclamptic
(PE) pregnant women.

Design: Observational case-control study.

Setting: Pregnants were selected at the Obstetrics Outpatient Clinic and
Obstetrics Center of the Hospital Sdo Lucas, Pontifical Catholic University of Rio
Grande do Sul (HSL/PUCRS), Brazil.

Patients: 67 normal pregnant and 50 preeclamptic women.

Main outcome measures: Leptin levels were analysed in the maternal plasma,
umbilical cord plasma and placental tissue of 50 women with preeclampsia and
67 normotensive pregnant women. Plasma and placental leptin were measured
using the MagPlexTH-C microspheres system.

Results: Leptin levels were 40 times higher in the maternal plasma and 82 times
higher in the placental tissue of patients with preeclampsia in comparison to the
controls. The geometric means found were 19.59 ng/mL and 163.31 mg/g in the
PE group, and 13.96 ng/mL and 89.95 mg/g in the normotensive group,
respectively. Analysis of the umbilical cord plasma showed no significant
difference between the groups. The mean ratios found after adjustment for
maternal age, BMI and gestational age were: maternal plasma (MR=1.40; 95% CI:
1.00 - 1.97, p=0.049), fetal plasma (MR=1.33; 95% CI: 0.85- 2.09, p=0.216) and

placenta (MR=1.82; 95% CI: 1.11 - 2.98, p=0.019).
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Conclusions: Leptin values found in patients with preeclampsia are significantly
increased in maternal plasma and placental tissue in comparison to the control.
The extremely high levels in the placenta are believed to have resulted from

studies that specifically aimed to evaluate biomarkers.
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Introduction

Preeclampsia (PE) is a syndrome specific to pregnancy characterized by
hypertension (systolic blood pressure (SBP) = 140 mmHg and/or diastolic blood
pressure (DBP) 2 90 mmHg) and proteinuria (300 mg or more of protein in a 24-
hour urine sample) developing from 20 weeks gestation (1). It is the leading
cause of maternal and fetal morbidity and mortality worldwide, especially in
developing countries, affecting 3% to 5% of pregnancies (2,3).

The etiology and pathogenesis of preeclampsia is still not fully
understood, despite numerous studies. Some aspects such as placental ischemia,
insulin resistance, oxidative stress, decreased antioxidant capacity, hormonal
alterations, poor immune adaptation, endothelial dysfunction and genetic load
have all been investigated (4, 5).

Inflammatory cytokines have been a target of major investigation as it has
been suggested that the hypoxic placenta releases factors that activate maternal
endothelial dysfunction (6), among which, leptin seems to participate (7, 8).

Leptin, discovered in 1994 by Zhang et al. (9), is a hormone expressed by
the ob gene, particularly in adipose tissue. It is considered a proinflammatory
cytokine belonging to the class I cytokine family and has a similar structure to
interleukin-6 (10). Its main function is to promote metabolic homeostasis,
namely, the balance between energy consumption and generation, in addition to
exerting a role in neuroendocrine regulation and the reproductive system (11,
12). Circulating leptin is also directly related to total body fat (13, 14).

Studies have demonstrated that 95% of placental production of leptin is
released into the maternal circulation and 5% into fetal circulation; the same has

also been observed in cases of PE (8, 15, 16) suggesting leptin as a possible

59



80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

biomarker for PE severity, or even implying its involvement in disease
pathogenesis.

In the present study, leptin levels were analyzed in the maternal plasma,
umbilical cord plasma and placental tissue of normotensive pregnant women
and those with PE, comparing the clinical and laboratory characteristics

involved.

Materials and methods
Sample

An observational case-control study was conducted involving 67 normal
pregnant and 50 preeclamptic women, suggested by statistical calculation
assuming an « error of 0.05 and an 80% statistical power. The participants were
selected at the Obstetrics Outpatient Clinic and Obstetrics Center of the Hospital
Sdo Lucas, Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (HSL/PUCRS),
Brazil. The inclusion criteria were: women more than 20 weeks pregnant, single
fetus, with or without a PE diagnosis, no history of hepatopathy, nephropathy,
thyroidopathy, active infections, multiple pregnancy and/or a lack of database
information. Normotensive pregnant women with proteinuria = 1+ for urinalysis
did not participate in the research. The project was approved by the Research
Ethics Committee of the HSL/PUCRS (document # 413.859) and all patients
agreed to participate in the study by signing an informed consent form.

The operational definition of PE was based on criteria suggested by the
NHBPEPWG (1) and the VI Brazilian Hypertension Guidelines 2010 (17),

defining a diagnosis of PE as being hypertension (SBP = 140 and/or DBP = 90
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mmHg) accompanied by proteinuria (= 300 mg/24h and/or a protein: creatinine
ratio = 0.3 in a sample) after twenty weeks gestation.

PE was classitied as severe with a SBP =160 mmHg and/or DBP
2110mmHg, associated with proteinuria levels =2g. Pregnant women with
eclampsia and HELLP (hemolysis, elevated liver enzymes and low platelet count)
syndrome were included in the study. Body Mass Index (BMI) was calculated for
the pregnant women and their results classified according to the gestational age
correction table of Atalah (18).

Collections

An average of 4 mL maternal blood was collected from each patient
before giving birth, using a Vacutainer® tube containing
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The samples were processed in the
Nephrology Laboratory, HSL/PUCRS and were centrifuged at 2000g for 10
minutes. The plasma was initially stored in a centrifuge 0.6 mL microtube at -
20°C and subsequently at -80°C until the moment of measurement. Soon after
delivery, 4 mL of blood was punctured from the umbilical vein and processed
and stored under the same conditions as the maternal plasma. Likewise, six
cubes of approximately 1cm were dissected immediately after delivery from the
maternal surface of the placenta. The procedure was performed at the center of
one cotyledon, located half way between the umbilical cord and the extremity of
the placenta. This material was stored in a 1.5 mL microtube under the same
conditions as the maternal and fetal plasmas.

A protease inhibitor cocktail (Millipore Corporation, Catalogue #20-201)
diluted in RIPA Lysis Buffer 10X was added to an aliquot part of approximately

0.3g of placental tissue, at a concentration of 3mL/g of tissue. Subsequently,
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mechanical maceration of the placental tissue took place using a porcelain
mortar and pestle. The material was then transferred again to the 15 mL Falcon
tube and a rotation of 2000 rpm for 30s was conducted in a centrifuge
refrigerated at 18°C (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany). The material
was next disintegrated in a bath sonicator (Aquasonic, Cortland, New York, USA)
for 10 minutes, in a bath cooled through the addition of ice. After sonication, the
material was transferred to a 1.5mL microtube and centrifuged at 10,000 rpm
for 10 minutes at 4°C (Sanyo, London, United Kingdom). The supernatant was
then aliquoted into 200 pl in a 0.6mL microtube (2 tubes per sample) and stored
at -20°C until further analysis. The protein concentration of the solution was
measured using a Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbhad, CA, USA) with specific analysis microtubes (Qubit Assay tubes, Eugene,
Oregon, USA).

Plasma and placenta leptin measurements were conducted using the
MagPlexTH-C system testing with microspheres (MAGPIX, Luminex, Austin, Texas,
USA) and Exponent software (xPONENT 4.2), Kit Milliplex HCVD1MAG-67K-02
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Testing was conducted in accordance
with manufacturer protocol.

Statistical analysis

Statistical analysis of the data was performed using the Windows
software Statistical Package for Social Sciences, version 21.0 (SPSS, 21.0).
Symmetric quantitative data were expressed as mean and standard deviation
(SD), whilst qualitative data were expressed as numbers and percentages (%).
Student's t-test was used to test the significant difference between the

symmetric quantitative variables and a chi-square test was used to compare
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categorical variables between groups. The Mann-Whitney test was initially
carried out to compare the leptin values between groups, followed by
logarithmic transformation of the wvalues for the Analysis of Covariance
(ANCOVA), adjusted for maternal and gestational age, and BMI. The geometric
mean, mean ratios (MR) and 95% confidence intervals were calculated, as well
as the Pearson correlation coefficients. A p value <0.05 was considered

statistically significant for all the performed analyses.

Results

Demographic, clinical and perinatal data are described in Table 1. The
groups did not differ with respect to maternal age and race, smoking, parity and
weight of the pregnant women at delivery, as well as in respect to BMI at the
beginning or at the end of pregnancy. However, when the BMI variation between
the beginning and end of pregnancy was calculated, the PE patients presented
greater variation. The pregnant women in the PE group presented a lower
gestational age than those in the control group, with vaginal deliveries being
significantly higher in the latter. Both systolic and diastolic blood pressures in
the PE group were significantly higher than in the control group. The newborn
weight in the PE group was lower, as well as the Apgar score in the first and fifth
minutes. Placental weight was greater in the control group but did not reach
statistical significance.

The analysis results for leptin in the maternal plasma, umbilical cord
plasma and placental tissue are plotted in Figure 1. Leptin values in the mothers
and in the placentas of the PE group showed a significant difference when

compared with the values obtained from the normal pregnant women, with
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p=0.002 and p<0.001, respectively. In the fetus (Figure 1), the leptin levels were
not significantly different (p=0.607).

Figure 2 presents the geometric mean ratios and 95% CI between the PE
and control groups after adjustment for maternal age, gestational age and BM], in
maternal plasma (MR=1.40; 95% CI: 1.00 - 1.97, p=0.049), umbilical cord plasma
(MR=1.33; 95% CI: 0.85- 2.09, p=0.216) and in the placenta (MR=1.82; 95% CI:
1.11 - 2.98, p=0.019). When categorizing the PE group into term (= 37 weeks)
and preterm (<37 weeks) and comparing data with the control group, the
measure of leptin in the placental tissue shows itself to be statistically higher
both in the term and preterm groups (150.66 pg/g in the PE and 84.72ug/g
control and 251.19ug/g in the PE and 84.72 pg/g control, respectively, p=0.038).
When the PE group is divided in relation to the SBP cutoff point of 160 mmHg,
the values of leptin in the fetus are higher in relation to the control if the SBP is
below this point (PE 37.07 ng/mL; control 22.23 ng/mlL, p=0.041).

The Pearson correlation verified that maternal leptin levels vary with
relative similarity to changes in BMI in late pregnancy (control r=0.57 p<0.001;
PE r=0.45, p=0.002). Leptin levels in the fetal umbilical cord showed a positive
correlation with NB weight (control r=0.405 p=0.002, PE r=0.618 p<0.001). A
positive correlation was also detected between the fetus with placental weight in
the two groups (control r=0.401, p 0.002; PE r=0.477, p=0.001). In the PE group,
an association was found between the umbilical cord vein leptin levels and
gestational age at delivery (r=0.55, p<0.001).

There was a positive correlation in the placenta for leptin with maternal
levels in the normotensive group (control r=0.344, p=0.021; PE r=0.202,

p=0.174). A significant inverse correlation was detected in the PE group between
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placental leptin levels and NB weight (r=-0.45, p<0.001) and between gestational

age at delivery with leptin (r=-0.44, p=0.001).

Discussion

Greatly increased levels of leptin in the placental tissue and maternal
plasma of the pregnant women with preeclampsia are results that can contribute
to the understanding of the pathogenesis and/or treatment of this condition.
These results become all the more compelling when it is noted that,
simultaneously, these levels in the fetal plasma did not differ between the
affected and control women. In this sense, both the experimental design and the
results make the present study unique, contributing relevant data to the
understanding of preeclampsia. Altered leptin levels in preeclampsia have been
reported both in maternal plasma (19 - 24) and in the placenta (7, 25, 26), as
well as correlating with severity (24, 27, 28). It has also been noted that leptin
levels increase progressively until the end of the second trimester, remaining
unaltered until full-term (8). The increase in its production in PE begins in the
first trimester and remains elevated until parturition (21, 29). Therefore,
hyperleptinemia in preeclampsia is not a new or unique finding, however, its
magnitude in the maternal plasma and placenta differ between studies, just as
the results encountered here. Mise (7), Grosfeld (30) and Lepercq (31) have
suggested that hyperleptinemia in preeclampsia results from the overproduction
of this inflammatory cytokine, corroborating the theory of placental
hypoperfusion and hypoxia.

The analysis of PE severity, defined in this study as SBP >160mmHg

and/or proteinuria >2g, showed no statistically significant difference between
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the groups, unlike some studies in which leptin levels in severe PE were
significantly higher, allowing the authors to even establish a cutoff point for
prediction of severity (24, 27, 28). It is worth noting that the number of cases of
severe preeclampsia in our sample was low, which may have affected our
findings.

Quite high leptin levels were found in the placentas for both the PE and
control groups, of which the level in PE was almost twice that found in normal
pregnant women. Dividing the PE group into term and preterm, it can be seen
that the difference between the PE and control group remains. Some studies
have analyzed the expression of placental leptin in preeclamptic women and
observed that its expression, as well as its receptors, increased (26, 32). This
increase in expression must be the result of circulatory alterations of the
placenta and hypoxia leading to increased production of inflammatory cytokines,
among them, leptin. In relation to the leptin receptors that supposedly could be
hyporegulators, Li et al. in 2004 found an increase in a soluble isoform of these
receptors in PE that could be involved, for example, in regulating trophoblastic
invasion. This might explain why this mechanism of invasion is altered and
pathologic in PE (26, 32, 33). In respect to the correlations carried out with
placental leptin, an association was found between maternal and placental leptin
levels in normotensive patients. Curiously the same did not occur in
preeclamptic women, probably due to the exacerbated increase in its expression
and placental production.

A review of the literature found that few studies quantify leptin in
placental tissue. Our study showed that leptin levels in the placenta are

extremely high, particularly in preeclampsia, and the relationship with values
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found in the pregnant women and umbilical cord indicate that leptin plays an
important role in the pathophysiology of the disease, supporting the proposal
that this cytokine may be an important biomarker.

A direct correlation between BMI and plasma leptin was found in the
present study for both groups. This data is in agreement with that described in
the literature whereby the higher the percentage of body fat in pregnant women,
the greater the leptin levels (13, 15, 27, 34). Analysis of the fetal leptin in the
umbilical cord blood was not statistically different between the two groups with
only an upward trend found in PE, suggesting a form of protection for the fetus
in relation to the maternal-placental interactions, also proposed by McCarthy et
al. (35). Odegard et al., however, showed a significant increase in fetal leptin in
patients with PE in a sample of 256 preeclamptic patients and 607 controls (36).
Similar findings were also published by Vitoratos in 2001 (19).

Direct correlation between the weights of the fetus and the placenta and
the values of leptin of the umbilical cord found in this study is in accordance with
the scientific literature (35, 37-40). It has been proposed that fetus adipose
tissue mass and its basal energy cost contribute considerably to the production
of circulating leptin verified in the blood of the umbilical cord. Thus, it is
suggested that leptin levels produced by the fetus can add to the signaling of
pulmonary maturation.

The experimental design of this study enables the results to significantly
contribute to an understanding of the participation of leptin in preeclampsia. The
collection of maternal plasma, umbilical cord plasma, and placenta all from the
same pregnant woman confirms that evidences based on isolated samples can be

considered beyond statistical approaches and can be seen as biological evidences
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since they occur in the same pregnant woman. The data appears to confirm that
the placenta is the primary triggering factor of hyperleptinemia and the fetus
does not participate in this interaction, in both normal and preeclamptic
pregnancy. Leptin, being an inflammatory cytokine, participates in an
exacerbated inflammatory cascade triggered in preeclampsia. Our data, taken in
conjunction with the scientific literature, suggests that protecting the fetus from
maternal-placental interactions can positively contribute to the maintenance of

preeclamptic pregnancy with a view to increasing birth weight.
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Legend
Figure 1 - Box plots on a logarithmic scale representing leptin values of
normotensive pregnant women versus women with preeclampsia, in the

maternal plasma (p = 0.002), fetal plasma (p = 0.607) and placenta (p<0.001).

Figure 2 - Forest Plot representing geometric mean ratios and their respective
confidence intervals for the comparison of normotensive pregnant women versus
those with preeclampsia, for leptin levels in maternal plasma, umbilical cord
plasma and the placenta.

* MR: geometric mean ratios obtained in an analysis of covariance model,
adjusted for maternal age, gestational age and body mass index.

Cl: confidence interval, p: statistical significance.
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Table 1 - Demographic, clinical and perinatal characteristics of controls and
preeclamptic patients.

Variables NG (n=67) PE (n=50) p
Maternal age, years 26.4+5.3 26.4+6.8 0.99
White race, n(%) 34 (52.3) 31 (64.6) 0.25
Non-smokers, n(%) 55 (82) 44 (88) 0.42
Previous PE, n(%) 1(1.5) 12 (24) <0.001
Primigesta, n(%) 28 (41.8) 25 (51) 0.35
Maternal weight, kg 79.9+19.8 83.9+14.7 0.21
Inicial BMI, kg/mz 25.8+5.6 26.9+55 0.30
Final BMI, kg/m2 30.4+£5.8 32354 0.08
Delta 8MI, kg/m- 4.40£1.95 5.682.99 0.01
GA, wk 39.3%+15 36.1+3.9 <0.001
SBP, mmHg 118.7+10.2 156.7 + 17.3 <0.001
DBP, mmHg 74.7+7.7 100.8+13.6 <0.001
Vaginal delivery, n(%) 45 (67.2) 12 (24.0) <0.001
Birth weight, g 3393 +£458 2789 + 903 <0.001
Female NB, n(%) 31 (46.3) 27 (54.0) 0.41
Apgar 1" minute 85108 7.5+18 <0.001
Apgar 5™ minute 9.41+0.6 8.7t1.2 <0.001
SGA, n(%) 3(4.5) 3(6.1) 0.44
Placental weight, g 649 + 142 590+ 179 0.06

Data are presented as median for continuous variables and as number (percentage) for
categorical variables.

NG: normotensive gestation, PE: preeclampsia, BMI: body mass index, GA: gestacional age at
delivery, SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood pressure, NB: newborn, SGA:
small for gestacional age infants.
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