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Resumo

Objetivo: Estabelecer intervalos de referéncia de idade gestacional (IG), indices de
pulsatilidade (IP) das artérias umbilical (AU) e média das artérias uterinas (AUT) de
acordo com o grau placentario de Grannum. Esses dados servirdo como base
para estudo em andamento que avalia o impacto do amadurecimento precoce da
placenta nos parametros dopplervelocimétricos acima mencionados e os resultados
perinatais. Sujeitos e métodos: estudo prospectivo longitudinal observacional
realizado em hospital universitario terciario, em que 133 gestagbes de baixo risco
foram avaliadas quinzenalmente pela USG, entre 18 e 41 semanas. A classificacao
placentaria de Grannum et al. (1), IP-AU e IPm-AUT foram obtidos em cada
exame. Os intervalos de referéncia (mediana, 5°, 10°, 90° e 95° percentil) de
IG, IP-AU e IPm-AUT foram estabelecidos para cada grau placentario. Testes
de Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni foram utilizados para comparar
0s parametros acima mencionados entre dois diferentes graus placentarios. O
valor de p bicaudal menor que 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Resultados: A IG aumentou significativamente com a mudancga do
grau placentéario. IP-AU e IP-AUT reduziram significativamente do grau zero

para o um e do grau um para o dois, mas permaneceram estaveis depois disso.
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Conclusoes: Os intervalos de referéncia dos parametros dopplervelocimétricos
que refletem implantagdo normal e funcdo placentaria foram elaborados como um
primeiro passo que permitird comparar e testar nossos dados com as publicagdes
existentes para a predicdo de resultados perinatais em casos de amadurecimento

precoce da placenta em gestagdes de baixo risco.

Palavras-chave: Ultrassonografia, placenta, ultrassonografia Doppler, valores

de referéncia, feto-desenvolvimento.
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Summary

Obijective: To establish reference intervals of gestational age (GA), umbilical artery
(UmbA) and mean uterine artery (mUtA) Doppler pulsatility indexes (PI) according to
placental grade. This will serve as a basis for an ongoing study aimed at
evaluating the impact of early placental ageing and the abovementioned Doppler
parameters on pregnancy outcomes. Materials and Methods: Longitudinal
observational study realized in tertiary university hospital where 133 low-risk
pregnancies were scanned fortnightly from 18 to 41 weeks. Placental classification
according to Grannum et al. (1), UmbA-PI and and mUtA-Pl were obtained in
each scan. Reference intervals (median, 5", 10", 90™ and 95™ centiles) of GA,
UmbA-PI and mUtA-PI were established for each placental grade. Mann-Whitney U
tests with Bonferroni adjustments were used to compare these parameters
between two different placental grades. Two-tailed p-values of less than 0.05
were considered statistically significant. Results: GA significantly increased as
placental grade changed. UmbA-PI and mUtA-PI significantly decreased between
grades zero and one and between grades one and two, but remained stable
between grades two and three. Conclusions: Reference intervals of GA and

Doppler parameters which reflect normal implantation and function of the placenta
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were elaborated as a first step to allow further testing and comparison of our
data with those previously published for the prediction of pregnancy outcomes in

cases of suspicion of an early placental ageing is suspected.

Keywords: Ultrasonography, placenta, doppler ultrasonography, reference value,

Fetal development.
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1. Introducao

A placenta € um 6rgéo vital para o desenvolvimento do concepto. Sua
perfusdo adequada determina que suas fungcbes sejam cumpridas e influencia

diretamente o crescimento e bem-estar fetal (1-3).

Algumas das mudancas histolégicas que se relacionam com o crescimento
e maturagéo placentéria resultam em aumento da eficiéncia de transporte e trocas
de acordo com as necessidades fetais no decorrer da gestacdo. No entanto,
alteracdes na arquitetura placentaria podem causar um decréscimo da sua fungéao,
principalmente se houver comprometimento importante da sua superficie de
trocas. Estas alteracdes incluem, por exemplo, tamanho da placenta, obstrucao
de vasos fetais, deposicao de fibrina na superficie do vilo, nas placas basal e

coridnica, bem como qualquer alteragéo no espaco interviloso (2-5).

A avaliagdo detalhada da placenta é obrigatéria em toda exploracéo
ecografica (6). A sistematizacdo de sua avaliacdo € fundamental e deveria incluir

0s seguintes parametros: localizacao, morfologia (textura da placa basal e
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regiao retroplacentaria), local de insercdo do cordao umbilical, vascularizacao e

grau placentario proposto por Grannum e cols (6,7).

Em 1979, Grannum e cols. propuseram uma classificagdo ecografica da

placenta (7), conforme descrito a seguir:

m Grau zero: textura homogénea, com placa corial lisa e auséncia de

sinais de calcificagao (Figuratl) (7).

Figura 1 - Grau zero segundo Grannum e cols. (7)

m  Grau I: parénquima placentario com focos ecogénicos esparsos de
2mm — 4mm de diametro e placa coriénica apresentando pequenas

endentages (Figura 2) (7).
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Figura 2 — Grau | segundo Grannum e cols. (7)

m  Grau ll: areas septais direcionadas no sentido da placa basal para a
corial, porém sem alcancar a placa basal; focos ecogénicos aumentam
em numero e tamanho, a camada basal torna-se evidente com

ecogenicidade linear alargada (Figura 3) (7).

Figura 3 — Grau Il segundo Grannum e cols. (7)
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m  Grau lll: septacdes ecogéncias completas, da placa corial até a placa

basal, criando segmentos (Figura 4) (7).

Figura 4 — Grau Ill segundo Grannum e cols. (7)

Na mesma pesquisa, Grannum e cols. relacionaram a graduacao placentaria
com a maturidade pulmonar expressa pela relagao lecitina/ esfingomielina maior
ou igual a dois. Essa relagdo foi encontrada em 100% das placentas grau lll,
em 88% das placentas grau Il, em 68% daquelas com grau | e em nenhuma das
placentas grau zero. Portanto, concluiu-se que havia associacdo entre placentas

grau lll e maturidade pulmonar (7).

Em 1984, Kazzi observou que em gestantes de alto risco a presenca de

placenta grau lll no termo era um confidvel preditor de maturidade pulmonar.
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Porém, no pré-termo, apesar da placenta grau lll, houve a ocorréncia de
doenca da membrana hialina nos neonatos (8). Esse dado colocou em duvida a

associagao proposta por Grannum e cols. (8-11).

A associagao entre calcificagcao placentaria e idade gestacional tem sido
observada desde os primeiros estudos sobre placenta (7,8,12), porém ressalta-
se a importancia do aparecimento de calcificagdes e sonolucéncias na placenta
precocemente, sugerindo que esse achado possa representar disfungcéo e nao
maturacado fisioldégica (13,14). O amadurecimento precoce da placenta é
conceituado de maneiras diferentes na literatura quanto a idade gestacional; no

entanto, o mais utilizado é a presenca de grau lll antes de 36 semanas (15-19).

O amadurecimento precoce da placenta tem sido foco de muitos estudos,
tanto em gestacdes de alto risco (9,10,16,19-26) como em gestacdes de baixo
risco (15,18). Extensa pesquisa envolvendo 2000 gestantes entre 34 e 36
semanas associou o0 aparecimento da placenta grau lll ao tabagismo, a baixa
paridade, a idade materna baixa e a origem caucasiana. Houve maior risco para
complicacdes perinatais nessas mulheres (10). Estudo semelhante foi realizado
por McKenna e cols. envolvendo somente gestantes de baixo risco. Neste caso,
a presenga de placenta grau lll com 36 semanas auxiliou a identificar pacientes
com gestacao “em risco” de desenvolver condicdes patoldgicas, principalmente
pré-eclampsia, e fetos com restricdo de crescimento intrauterino (RCIU). No

entanto, ndo houve associagdo com resultados perinatais ruins (18).
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O estudo de McKenna e cols. tem sido vastamente citado na literatura,
porém, apesar da casuistica ter se baseado em mulheres de baixo risco para
desenvolver morbidades gestacionais, ndo se excluiram as mulheres usuarias de
tabaco e alcool, o que demonstrou ter participacao significativa no aparecimento
precoce do grau lll de Grannum (18). Estudo recente excluiu as mulheres
tabagistas da sua casuistica de gestantes de baixo risco, comparou a idade
gestacional do aparecimento do grau lll placentario com resultados adversos
maternos e fetais, e demonstrou que houve maior incidéncia de intercorréncias
maternas (hemorragia poés-parto, descolamento prematuro da placenta e
necessidade de cuidados intensivos) e perinatais (prematuridade, baixo peso ao
nascer, baixo indice de Apgar e 6bito neonatal) quando a placenta amadureceu
antes de 32 semanas. Naquelas em que este amadurecimento ocorreu entre 32 e
36 semanas, os resultados maternos e perinatais ndo tiveram diferengas significativas

em relacdo as que tiveram a evolucao normal do grau placentario (15).

Em estudos histopatologicos foi observado que o grau placentario
relacionou-se com a maturacdo vilosa; porém, a maturidade vilosa demonstrou ter
maior relacdo com a idade gestacional do que com o aspecto ecografico da
placenta. O estudo em questdo observou 767 placentas cujas alteragdes
ecogréaficas placentarias ndo correspondiam a alteragdes histoldgicas, e o grau I,
de maturidade, quando isolado, ndo se relacionou a riscos perinatais. Estes riscos
foram constatados nos casos em que a placenta era menor e apresentava o

grau lll antes do termo (27).
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Alguns autores descreveram uma relagdo entre o grau de maturidade
placentario proposto por Grannum e cols.(7) e a fungdo da placenta, que
avaliada através da dopplervelocimetria das circulagbes fetoplacentaria e

uteroplacentéria, traz beneficios para a monitorizagdo do bem-estar fetal (17).

1.1. Dopplervelocimetria

Johan Christian Andréas Doppler descreveu o efeito fisico que leva seu
nome. Em ultrassonografia, utilizam-se as mudancas de frequéncia do ultrassom
para estimar velocidades de fluxo sanguineo no interior dos vasos. Desta forma,
diferentes velocidades relacionadas a fases distintas do mesmo ciclo cardiaco
podem ser obtidas e utilizadas para o célculo de indices, que sdo parametros
hemodinamicos obtidos em determinados locais do leito vascular (Figura 5). Os

indices mais utilizados em obstetricia sdo (28-31):

a) Indice de pulsatilidade (IP) - descrito por Gosling et al. em 1975, definido

como a relagédo entre a velocidade sistolica maxima menos a velocidade
diastélica final pela velocidade média (IP = S-D / VM) (29,30,32).

b) indice de resisténcia (IR) - descrito por Pourcelot em 1974, definido

como a relagdo da velocidade sistolica maxima menos a velocidade

diastdlica final pela velocidade sistolica maxima (IR = S-D/ S) (28).

c) Relacéo sistole por diastole - descrita por Stuart et al., em 1990, definida

como a divisao da velocidade sistélica maxima pela velocidade diastélica
final (S/D) (31).
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a
o

indice de Pulsatilidade

IP=S-D
VM
(Gosling & King, 1975)

Velocidade (cm/s)

indice de Resisténcia

IR=SD
S

(Pourcelot, 1974)

Tempo (s)

Relagio Sistole/Diastole

S: velocidade sistélica mdxima S=4

D=B
D: velocidade diastélica final —_
VM: velocidade média (Stuart et al, 1990)

Figura 5 - Indices dopplervelocimétricos mais utilizados em obstetricia.

7

A avaliagdo da circulacao uteroplacentaria é realizada através da
dopplervelocimetria das artérias uterinas (AUT) (Figura 6), que representam a
implantacdo placentaria (1,33). O indice dopplervelocimétrico utilizado para
essa analise € a meédia dos IP das AUT (IPmAUT = (IPAUT direita + IPAUT
esquerda)/2) (34). Sdo considerados normais os valores de IP abaixo do 95°
percentil, de acordo com os intervalos de referéncias existentes (32). Tem sido
demonstrado que IP alterados nestes vasos associam-se com o aparecimento de
pré-eclampsia e restricao de crescimento intrauterino (RCIU) (29,33-39). Palma-
Dias constatou em seu estudo que quanto mais precoce ocorrer a alteracdo dos

indices dopplervelocimétricos das AUT, mais grave é a morbidade maternofetal (40).
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fRt. Uterine Artery)

Figura 6 — Representacéo ultrassonografica da
medida do IP das artérias uterinas.

A circulacao fetoplacentaria pode ser estudada através da
dopplervelocimetria das artérias umbilicais (AU) (Figura 7). Sdo considerados
normais valores de IP abaixo do percentil 95 para a idade gestacional, de
acordo com os intervalos de referéncia existentes (29,32,33). Embora conste na
literatura que o estudo Doppler ndo € considerado um teste direto de funcéo
placentaria, sabe-se que os indices dopplervelocimétricos ao nivel da artéria
umbilical refletem indiretamente a funcdo de conducéo vilosa, e altos indices de
pulsatilidade estao relacionados com a vascularizacao reduzida nos vilos
intermediarios e terminais da placenta, refletindo o que pode acontecer nos

casos de insuficiéncia placentaria (3,17,41-45). Estudos tém demonstrado que
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este aumento da impedancia da AU estd associado com comprometimento
placentario e resultados perinatais desfavoraveis (43,46-47) e aparece quando

mais de 60% do leito placentério ja esta obliterado (33,43).

[Umbilical Artery]
. Y,

PSV -43.3

Figura 4 — Representacao ultrassonografica da
medida do IP da artéria umbilical.

A dopplervelocimetria tem 90% de sensibilidade e 95% de especificidade
para alteragbes das estruturas vasculares uteroplacentarias. Porém, em gestagcdes
normais, o grau de maturidade placentaria precoce nédo tem demonstrado
alteracoes nos indices de pulsatilidade das artérias umbilicais e uterinas (26).
Sabe-se que o Doppler dos fluxos uteroplacentario e fetoplacentario em gestacoes

de baixo risco ndo traz beneficio a mae e ao feto, ao contrario do que acontece
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em gestacées de alto risco, em que a alteracdo dopplervelocimétrica pode
determinar medidas a serem tomadas, reduzindo em até 30% a mortalidade

perinatal, conforme descrito em recente reviséo sistematica (48,49).

Na pratica clinica, atualmente, a maturidade placentaria precoce € motivo
de preocupacdo, como ja descrito (6,15-18,50) . No entanto, a capacidade
funcional da placenta madura € maior do que a da placenta imatura em
gestagcbes de baixo risco, e a correlacdo entre amadurecimento precoce da
placenta nestas mulheres e intercorréncias gravidicas ainda ndo esta bem
estabelecida, visto que ndo ha evidéncias significativas sobre o assunto
(6,16,17). Dentre as gestacbes de alto risco em que se estabelece o grau lll
antes de 36 semanas, foi observada maior incidéncia (quatro vezes maior) de
comprometimento da hemodinamica fetoplacentéria (diastole zero e reversa na
AU) do que em gestagdes de baixo risco, demonstrando que em gestacoes de
alto risco as modificagdes placentarias parecem estar relacionadas com um

processo patolégico e nao fisiolégico (16).

A correlacdo do amadurecimento placentario precoce com resultados
perinatais adversos, evidente em gestacdes de alto risco, e sua analogia a
gestantes de baixo risco, promove a inseguranca do obstetra frente aos
prognosticos materno e fetal. Esse desconhecimento gera um excesso de zelo,
aumentando o numero de consultas no pré-natal, de exames de ultrassonografia,
preocupacao da paciente e, por vezes, a antecipacao iatrogénica do parto (50).

Por haver casos de aparéncia placentaria anormal em gestacdes normais com
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resultados perinatais normais, a classificacao proposta por Grannum e cols.(7)

tem reduzido seu valor em ultrassonografia (2,51).

Diante da caréncia de estudos que correlacionem o grau de maturidade
placentario com sua funcédo expressa pela dopplervelocimetria da circulagao
uteroplacentaria e fetoplacentaria em gestantes de baixo risco, um estudo
longitudinal, comparando esses parametros hemodinamicos em relagao a evolugéo
do grau placentario, poderia ser de grande utilidade na pratica clinica. A analise
utilizando intervalos de referéncia de crescimento fetal e indices dopplervelocimétricos
construidos na mesma populagéo reflete melhor acuracia na interpretacdo e

seguimento de gestantes com amadurecimento precoce da placenta.

Introdugdo 26



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Construir intervalos de referéncia de idade gestacional, indices de
pulsatilidade dos fluxos da artéria umbilical e das artérias uterinas, de acordo com
o grau placentario em gestagdes de baixo risco, avaliadas longitudinalmente, de
18 a 41 semanas no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti,
Centro de Atencado Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP).
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ABSTRACT

Objective: To establish reference intervals of gestational age (GA) as well as
umbilical artery (UmbA) and mean uterine artery (mUtA) Doppler pulsatility indexes
(PI) according to placenta Grannum grade. This will serve as a basis for an
ongoing study aimed at evaluating the impact of early placental ageing and the
abovementioned Doppler parameters on pregnancy outcomes. Design: Longitudinal
observational study. Setting: Tertiary university hospital. Population: One hundred
thirty-three low-risk pregnancies. Methods: Patients were scanned fortnightly from 18
to 41 weeks of gestation. Placental classification according to Grannum et al. (1),
UmbA-PI and and mUtA-PI were obtained in each scan. Main outcome measures:
Reference intervals (median and 5%, 10", 90" and 95™ percentiles) of GA, UmbA-PI
and mUtA-PI were established for each placental grade. Mann-Whitney U tests
with Bonferroni adjustments were used to compare these parameters between two
different placental grades. Two-tailed p-values of less than 0.05 were considered
statistically significant. Results: GA significantly increased as the placental grade
changed. UmbA-Pl and mUtA-PI significantly decreased between grades zero and
one and between grades one and two, but remained stable between grades two and
three. Conclusions: Reference intervals of GA and Doppler parameters, which reflect
normal implantation and function of the placenta were elaborated as a first step to
allow further testing and comparison of our data with those previously published for the
prediction of pregnancy outcomes in cases in which early placental ageing is suspected.
Key words: ultrasound; placenta; Grannum grade; Doppler; umbilical artery blood

flow; uterine artery blood flow; longitudinal reference ranges; fetal growth.
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Introduction

After Grannum et al. (1) first proposed a classification for the sonographic
aspects of the placenta and described its association with fetal lung maturity,
other authors reported a possible relationship between placental features and
adverse pregnancy outcomes, especially in high-risk patients (2-14). However, a
consistent link between placental grading according to Grannum et al. (1) and
gestational complications in low-risk women such as pre-eclampsia (PE),
intrauterine growth restriction (IUGR) and adverse perinatal outcomes, require
better elucidation (5,6,8-10). Despite the paucity of evidence, early placental
ageing frequently leads to unjustifiable excessive fetal surveillance in low-risk
pregnancies, sometimes followed by iatrogenic labor induction. Moreover, the
concept of early placental ageing remains fairly confusing in the literature. On
one hand, McKenna et al. (12) described a higher incidence of late PE in low-
risk patients presenting with a grade three placenta before 37 weeks of
gestation. On the other hand, Chen et al. (13) reported a significant increase in
the risk of IUGR and adverse perinatal outcomes in low-risk women if placental
grade three was diagnosed before 32 weeks of gestation, but not after.

Apart from a lack of consensus on the definition of early placental ageing,
no study has combined the placental grade according to the Grannum et al. (1)
classification with other sonographic parameters related to its implantation and
function for the prediction of adverse pregnancy outcomes in low-risk women.
Such an approach could optimize the suspicion of pregnancy complications in
this group or minimize the importance of the B-mode placental scanning for

pregnancy monitoring.
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These uncertainties led us to establish a longitudinal study involving low-
risk women with the main purpose of evaluating the impact of an early placental
ageing together with umbilical artery (UmbA) and mean uterine artery (mUtA)
pulsatility indexes (Pl) on pregnancy outcomes. However, as a first step to
achieve this main goal and as the objective of the present study, we aimed at
establishing reference intervals for GA, UmbA-Pl and mUtA-Pl according to

placental grade.

Materials and Methods

This is part of an ongoing longitudinal study at the Professor Jose
Aristodemo Pinotti Hospital, Center for Integral Assistance to Women’s Health.
The data acquired during the first 15 months (between February 2011 and April
2012) were used in this analysis. The ethics committee of the State University of
Campinas Medical School approved this protocol. All patients who agreed to
participate signed an informed consent form.

The following eligibility criteria were used for recruitment of patients: 1)
singleton pregnancy; 2) GA between 18 and 20 weeks, defined based on the
known date of the last menstrual period or the measurement of embryonic/fetal
crown-rump length during the first trimester (15); 3) normal fetal anatomy during
obstetric scans performed before inclusion in the study; 4) no placental alterations,
such as placenta previa, circumvallate placenta, or suspicion of placenta accreta,
chorioangioma or mesenchymal dysplasia; 5) no umbilical cord abnormalities,
such as an unusual number of vessels, knots, tumors or villamentous insertions

into the placenta; and 6) no maternal diseases or conditions associated with
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alterations in fetal growth, such as hypertensive disorders, diabetes or tobacco use.
The following exclusion criteria were used: 1) any malformation or chromosomal
abnormality detected in the fetus during follow-up scans or in the neonate; 2)
any placental or umbilical cord alteration detected before or after birth; 3)
maternal disease diagnosed after study inclusion; 4) nonattendance of more
than two consecutive follow-up scans; 5) unexplained fetal or neonatal death; 6)
development of fetal growth restriction associated with oligohydramnios and
increased Pl or absent end-diastolic flow in the umbilical artery Doppler; and 7)
delivery at another institution.

For the calculation of the GA, when there was an 8% or greater difference
between the estimations using the last menstrual period date and embryonic/fetal
crown-rump length, the first recorded method was discarded (16). If this discrepancy
was equal to or less than 8%, the date of the last menstrual period was used.

The inclusion of patients was non-consecutive and depended on the
schedules of the two fetal medicine specialists (SGF and NMC, 5 and 12 years of
experience, respectively) responsible for all of the scans performed in this study.
The enrollment of patients respected the chronological sequence in which they
were referred from the low-risk antenatal care unit for a routine anomaly scan.

Ultrasound examinations were performed transabdominally, every two
weeks, with a Medison Accuvix V10 scanner, equipped with a C2 - 6 probe
(Medison, South Korea). In every scan, fetal anatomy and biometry, placental
position and classification according to Grannum et al. (1), the amount of amniotic

fluid and the umbilical and uterine artery Dopplers were evaluated.
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Fetal biometry [biparietal diameter (BPD), head circumference (HC),
abdominal circumference (AC) and femur diaphysis length (FDL)] was performed
following standardized and universally used methods (15). Fetal weight was
calculated according to the following formula Logio EFW = 1.335 — 0.0034(AC x
FDL) + 0.0316(BPD) + 0.0457(AC) + 0.1623(FDL) (17).

The placenta was classified according to Grannum et al. (1) as grade zero
(homogeneous placental body; even chorionic plate), grade one (placental body
with a few echogenic densities measuring 2 - 4 mm in diameter; chorionic plate
showing small indentations), grade two (marked indentations in the chorionic
plate, with comma-like densities extending into the placental substance but not
reaching the basal plate; the echogenic densities within the placenta increase in
size and number; the basal layer becomes punctuated with enlarged linear
echoes that are parallel to the basal layer) or grade three (complete indentations
of the chorionic plate to the basilar plate creating segments).

All Doppler measurements were performed with the mother in a
semirecumbent position. Color mapping of the vessels was initially used to optimize
the positioning of the pulsed-wave Doppler gate. The insonation angle was kept
bellow 20°, the sample volume was adjusted to cover the entire vessel, the high
pass filter was set at low, and the thermal index was kept below 1,5. For each
measurement, at least five consecutive uniform waveforms were obtained to
calculate the Pl using the following formula: maximum velocity — minimum
velocity/mean velocity. The UmbA was assessed during fetal quiescence, as

close as possible to its insertion in the chorionic plate of the placenta. For UtA
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Doppler, the pulsed-wave gate was positioned less than 2 cm from where it
crossed the external iliac vessels. The mUtA-PI was used for analysis.

Maternal and perinatal data, including clinical characteristics of the
newborn (weight and Apgar scores) were collected from the mother’s hospital
files. All neonates were weighed immediately after birth in the delivery room on
the same precision electronic Filizola Baby scale (Filizola SA, Weighing and

Automation, Campo Grande, MS, Brazil).

Statistical analysis

Demographic characteristics of the mothers and perinatal data were
described with the use of medians for quantitative variables, and the absolute
and relative frequencies for qualitative data.

Reference intervals (median and 5", 10", 90" and 95" percentiles) of GA,
UmbA-PI and mUtA-PI were established for each placental grade. Mann-Whitney U
tests with Bonferroni adjustments were used to compare the abovementioned
parameters between two different placental grades. As three comparisons,
between grades zero and one, one and two, and two and three, were concomitantly
performed for each parameter, differences were considered statistically significant
when the adjusted p value was less than 0.017 (0.05/3) (18).

The data were analyzed using the statistical software packages SPSS 20.0
(Chicago, Il, USA) and Excel for Windows 2007 (Microsoft Corp., Redmond, WA,

USA). Two-tailed p-values less than 0.05 were considered statistically significant.
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Results

A total of 186 patients were invited to participate in the study and signed
the informed consent form before enrollment. Among them, 53 (28.5%) were
excluded as they failed to attend more than two consecutive follow-up scans
(45/53 = 84.9%), developed pre-eclampsia (4/53 = 7.5%) or presented with an
intrauterine growth restriction with oligohydramnios and UmbA Doppler
alterations (4/53 = 7.5%).

In the remaining 133 (133/186 = 71.5%) women who completed the study,
1084 scans were performed from a median GA at inclusion of 20 weeks (range: 18.0
—21.1 weeks) to a median GA at the last examination of 37.6 weeks (range: 32.0 —
40.7 weeks). The median maternal and gestational ages at delivery were 24 years
(range: 14 — 39 years) and 39.0 weeks (range: 35.6 — 41.4 weeks), respectively. The
median number of scans per patient was 8 (range: 5 — 11 scans).

Reference intervals for GA, UmbA-PI and mUtA-PI according to placental
grade are presented in Tables 1 and 2 and Figures 1 and 2. GA significantly
increased as the placental grade changed. UmbA-PI and mUtA-PI significantly
decreased between grades zero and one and between grades one and two, but
remained stable between grades two and three.

All patients reached placental grade one at a certain stage of the
pregnancy. However, 117 (117/133 = 88.0%) women reached grade two and

only 32 (32/133 = 24,0%) patients reached grade three by the end of gestation.
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Discussion

This study has established reference intervals of GA, UmbA-Pl and
mUtA-PI according to placental grade. It was demonstrated that GA significantly
increased as the placental grade changed, and the UmbA-Pl and mUtA-PI
significantly decreased from grades zero to two, remaining stable thereafter.

Several authors have demonstrated an association between the sonographic
appearance of the placenta and adverse perinatal outcomes in low- and high-risk
pregnancies (2-14,19). There are two main studies showing this relationship in low-
risk women. McKenna et al. (12) verified a five-fold increase in the risk of
development of late PE in low-risk patients when grade three placentas were
diagnosed before 37 weeks of gestation. However, no direct or indirect assessment
of placental function was performed, and 53% of their patients were smokers.
Another study demonstrated, in low-risk nonsmoking patients, that grade three
placentas before 32 weeks of gestation were associated with increased risks of
IUGR and adverse perinatal outcomes, which were not observed when grade three
placentas were diagnosed between 32 and 36 weeks of gestation (13). Similarly to
McKenna'’s study, no direct or indirect evaluation of placental function was performed.

Currently, the assessment of feto-placental (UmbA-PI) and materno-
placental (mUtA-PI) circulation has been practically incorporated into routine
ultrasound examinations. The UmbA-Pl could be considered as an indirect
parameter for the evaluation of placental function, as it is closely related to the
vascular development of the villi throughout pregnancy (20-26). Alterations in
UmbA-Pl are well known to be associated with the degree of placental

compromise and to unfavorable pregnancy outcomes (20-24,27,28). The UtA-PI
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has been mainly used as an adjunct factor in the screening for PE and IUGR, as
it changes with vascular modifications of the uteroplacental vascular bed (spiral
arteries) during placental implantation (25,29,30).

As both placental gray scale and, more consistently, Doppler ultrasound
parameters, which assess placental implantation and function, have been related to
perinatal outcomes, we aimed at studying their association in a cohort of low-risk
pregnancies followed-up longitudinally. The main intention was to elaborate
reference intervals for GA, UmbA-Pl and mUtA-PI as placental grade modified
throughout pregnancy. Despite the evident observation that GA increased as the
placental grade changed, establishing reference intervals could serve as a basis
for a more objective definition of early placental ageing. Instead of an arbitrary
cut-off by GA below which a placental grade of three is considered abnormal, one
could use the lower percentiles (2.5", 5™ or 10™) of GA for each placental grade as a
means of defining early placental ageing. It is not known whether just the early
appearance of a grade three placenta influences pregnancy outcomes, or if these
could also depend on the early development of grades one or two.

The observation that both Doppler parameters (UmbA-PI and mUtA-PI)
significantly decreased from placental grade zero to two and remained stable
thereafter was expected and in agreement with the trends reported for all
reference intervals of UmbA-PI and UtA-PI according to GA. Our reference intervals
according to the placental grade could reassure physicians and patients in
cases where the suspicion of early placental ageing is raised, especially when
these events are not associated with other conditions known to increase the risk

of pregnancy complications. In fact, the inverse correlation of placental grade
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modifications and Doppler indexes reinforces the normal implantation and
function of the organ.

As mentioned before, this is the first part of an ongoing larger study aimed at
testing and comparing not only GA but also Doppler parameter reference intervals
according to placental grades with previously published data for the prediction of

pregnancy outcomes in cases in which early placental ageing is suspected.
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Figure 1. Scatterplot of gestational age according to placental grade. Numbers

between the distributions are p values obtained using Mann-Whitney U tests.
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Figure 2. Scatterplot of umbilical artery and mean uterine artery pulsatility
indexes according to placental grade. Numbers between the distributions are p

values obtained using Mann-Whitney U tests.
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Table 1. Percentiles of gestational age according to placental grade (Grannum).

Grannum n 5 10" 50" oo™ o5™
0 442 18.7 19.4 22.9 27.5 29.0
1 354 25.0 26.0 30.5 34.4 35.6
2 240 30.2 32.0 35.7 38.4 39.3
3 48 32.7 34.5 37.0 39.6 39.9

n = number of ultrasound examinations
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Table 2. Percentiles of umbilical artery and mean uterine artery pulsatility indexes according to placental grade (Grannum)

Umbilical artery pulsatility index

Mean uterine artery pulsatility index

Grannum n 5" 10" 50" oo™ 95" 5™ 10" 50™ oo™ o5™
0 442 0.75 0.83 1.10 1.36 1.46 0.54 0.61 0.86 1.32 1.57
1 354 0.61 0.69 0.96 1.19 1.29 0.50 0.56 0.78 1.17 1.26
2 240 0.57 0.62 0.81 1.07 1.13 0.48 0.53 0.71 1.02 1.13
3 48 0.55 0.60 0.79 1.00 1.10 0.44 0.54 0.70 1.00 1.40

n = number of ultrasound examinations
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4. Conclusoes

Este estudo permitiu concluir que apo6s estabelecidos os intervalos de
referéncia de idade gestacional, indices de pulsatilidade dos fluxos nas artérias
umbilicais e uterinas, foi observado que: a idade gestacional aumentou
significativamente com o grau placentario; os indices de pulsatilidade das artérias
umbilical e uterinas reduziram de forma significativa até o grau placentéario dois,
mantendo-se estaveis depois, 0 que denota a adequada implantagéo e fungéo

placentaria.
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6. Anexos

6.1. Anexo 1 — Parecer da Comissao de Pesquisa do DTG/CAISM/UNICAMP

2,

>
HRICAME Comissdo de Pesquisa do DTG / CAISM

B,

\

Campinas, 16 de fevereiro de 2011.

Protocolo n°: 003/2011

O protocolo de pesquisa “Dopplervelocimetria feto-placentaria e Gtero-placentaria em
relagdo ao grau placentario em gestagbes normais”, da pesquisadora Dra. Sabrina
Girotto Ferreira, orientada pelo Dr. Cleisson Fabio Andrioli Peralta, foi aprovado pela
Comissao de Pesquisa do DTG/CAISM em 15/02/2011.

Atenciosamente,

~

PROFA. DRA.'MARY ANGELA PARPINELLI

Presidente em Exercicio da Comissao de Pesquisa do DTG/CAISM
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6.2. Anexo 2 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fcm.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 22/03/11
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 150/2011 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0107.0.146.000-11

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “DOPPLERVELOCIMETRIA FETO-PLACENTARIA E UTERO-
PLACENTARIA EM RELACAO AO GRAU PLACENTARIO EM GESTACOES
NORMAIS”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sabrina Girotto Ferreira

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 10/03/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/03/12 (O formulério encontra-se no site acima).

II - OBJETIVOS.

Avaliar a relagdo entre o grau placentdrio e a idade gestacional, as caracteristicas
hemodindmicas feto-placentérias e materno-placentérias em pacientes de baixo risco entre a 18a
e a 41a semanas de gravidez.

III - SUMARIO.

Propde-se um estudo longitudinal e prospectivo, no qual serdo avaliadas 100 gestantes de
baixo risco, entre 18 e 41 semanas. A avaliagdo do grau placentario, as medidas dos indices
dopplervelocimétricos e a biometria fetal serdio realizadas a cada duas semanas. Para analise
estatistica sera realizado o teste de Shapiro-Wilks, para avaliar a normalidade dos dados por grau
placentario. Os indices de pulsatilidade e resisténcia das artérias uterinas e umbilicais seréo
comparados com os diferentes graus placentdrios por meio dos testes T pareados com ajuste de
Bonferroni. Sera avaliada também a reprodutibilidade do grau placentério, com a avaliagéo
interobservador; a concorddncia entre essas avaliagdes por diferentes observadores serd
calculada pelo coeficiente Kappa.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES.

O projeto apresenta-se bem redigido, com metodologia adequada. Os critérios de
inclusdo, exclusdo e descontinuagiio dos sujeitos estdo bem definidos; célculo do tamanho
amostral e anélise estatistica muito bem embasados por célculos estatisticos. Os aspectos €ticos
estio bem discutidos no corpo do projeto e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ¢
claro e adequado as recomendagdes. O orgamento é detalhado e prevé ressarcimento de custos
com alimentagfio e transporte para as voluntérias.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.bt/fem/pesquisa

V - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restricdes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusbes aqui apresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfo representam a opinifo da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigiléncia Sanitéria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.e).

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acorde com 0s prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO.
Homologado na IT Reunifio Ordindria de CEP/FCM, em 22 de margo de 2011.

%‘z,wvua ,
Prof. Dr. Car o8 Eduardo Steiner

PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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6.3. Anexo 3 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do projeto: Dopplervelocimetria feto-placentaria e Utero-placentaria em relagéo
ao grau placentario em gestagdes normais.

Pesquisadores responsaveis pelo projeto: Dra Sabrina Girotto Ferreira.

Orientador: Dr. Cleisson Fabio A. Peralta, co-orientador: Dr. Ricardo Barini.

Nome: RG:
ldade anos.
Telefones:
Endereco: N©
Bairro: Cidade: UF:
Eu, fui

convidada para participar de uma pesquisa que realizara ultrassom no meu bebé e
avaliara o fluxo sanguineo do bebé e da placenta a cada duas semanas. A placenta € um
orgao vital para o bebé dentro do Utero, é através dela que se fazem as trocas entre mae e
feto, além de outras funcdes. Sabe-se que a placenta apresenta modificacbes em sua
aparéncia com o evoluir da gestacao; estas modificacbes estdo relacionadas com
calcificages na placenta e sdo classificadas como grau zero, |, Il ou Ill. Neste estudo
vamos avaliar o fluxo sanguineo do Utero e placenta através do ultrassom com Doppler. Este
exame sera realizado logo ap6s um ultrassom normal, € ndo causa nenhum prejuizo a mae
nem ao bebé. Com esta pesquisa, vamos avaliar se existem alteragdes do fluxo
sanguineo do Uutero e placenta conforme a placenta muda seu grau em gestantes
normais. Isso poderd orientar e tranquilizar gestantes e obstetras quanto a relagdo entre
o grau de maturidade placentério e a funcao placentaria em gesta¢cdes normais.

Para participar desse estudo, fui informada e devo saber:

1) Minha participagédo é voluntadria e uma recusa nao trard prejuizo para o meu

atendimento.

2) Somente participardo do estudo, gestantes normais com bebés normais, e sem vicios. No
decorrer da gestagao, caso eu apresente alguma alteracdo ou meu bebé, terei que sair do
estudo, mas posso continuar sendo atendida na rotina normal do pré-natal.
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3) Para participar deverei vir a cada duas semanas realizar o exame. Nao receberei
ressarcimento de transporte e alimentagédo, quando exceder o nimero de vezes que

virei para a rotina pré-natal.

4) A pesquisa serd feita de forma confidencial, ou seja, as informacdes sobre minha
pessoa nao serao identificadas.

5) As informagdes sobre meu exame poderao ser utilizadas em trabalhos cientificos.

6) A utilizagao do ultrassom com Doppler ndo apresenta riscos previsiveis ao meu bebé

na literatura, e nao causa danos a minha saude.

7) Eu sou livre para desistir da participacao no trabalho a qualquer momento, sem isso
prejudicar no meu atendimento no hospital.

8) Caso queira entrar em contato com a pesquisadora Dr2. Sabrina Girotto Ferreira, posso
ligar no nimero (19) 3521-9500 nos dias uteis das 8 as 17 horas.

9) Caso tenha alguma duvida sobre como a pesquisa esté sendo realizada, posso entrar em
contato direto com o Comité de Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP, através do
telefone (19) 35218936.

Li, entendi e aceito participar deste estudo. Eu recebi uma cépia deste termo.

Assinatura da paciente ou responsavel legal:

Data: / [/

Assinatura do pesquisador:
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