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RESUMO

Objetivo: a utilizacdo repetitiva do corticéide antenatal objetivando acelerar a maturidade
pulmonar fetal tem sido muito empregada no risco de parto prematuro, o que nos motivou a
estudar a dosagem de corticosterona no termo e aspectos morfolégicos das glindulas adrenais
maternas e fetais de ratas albinas submetidas a a¢do da betametasona na segunda metade
da prenhez, para verificar conseqiiéncias dessa terapéutica.

Métodos: utilizamos 30 ratas prenhes, distribuidas em 3 grupos numericamente iguais. As
do Grupo I receberam betametasona nos dias 11, 12, 18 e 19 da prenhez. As do Grupo II
receberam dgua destilada nesses dias (grupo controle), e as do Grupo III ndo receberam
qualquer medicamento, constituindo grupo controle de estresse. Foram todas sacrificadas
no 20 dia de prenhez, quando dosamos a corticosterona no sangue das matrizes e extirpamos
as glandulas adrenais maternas e fetais para exame de microscopia éptica.

Resultados: a dosagem de corticosterona plasmdtica foi significantemente menor no grupo
tratado com betametasona (4,8 ug/dL), quando comparada aos grupos controles (17,7 e 26,8
ug/dL). A microscopia 6ptica observou-se intensa vacuolizagdo citoplasmdtica na zona
fasciculada das adrenais maternas e fetais no grupo que utilizou a betametasona, indicando
intensa supressdao adrenal secunddria ao uso do medicamento.

Conclusoes: o uso repetitivo e prolongado de corticéides, em ratas prenhes, para acelerar a

maturidade pulmonar fetal determina supressdo adrenal materna e fetal.

PALAVRAS-CHAVE: Betametasona. Corticosterona. Supressdo adrenal.

Introducéo

A prematuridade & considerada o mais sé-
rio problema da Obstetricia em nossos dias, sendo
responsavel por elevados indices de morbidade e
mortalidade perinatais.

O parto em idade gestacional precoce deter-
mina o nascimento de uma crianca com varia-
veis graus de imaturidade dos seus 6rgaos e sis-
temas. O desenvolvimento pulmonar incompleto
€, sem duvida, um dos aspectos mais comprome-
tedores do prognéstico neonatal.
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Com o objetivo de promover a aceleracao da
maturidade pulmonar fetal, nas gestantes com
risco de prematuridade, tem sido proposta a
corticoterapia materna.

A investigacao clinica sobre esse uso de
esteroides iniciou-se com os trabalhos de Liggins!,
enquanto estudava aspectos do determinismo da
parturicdo. Posteriormente, Liggins e Howie? rea-
lizaram o primeiro estudo randémico, duplo cego,
em humanos, no qual comprovaram que o uso ma-
terno antenatal da betametasona reduziu
significantemente a incidéncia da sindrome do
desconforto respiratério e a mortalidade neonatal.

A partir dessas observacoes iniciais, diver-
sos trabalhos surgiram na literatura, com o intui-
to de estudar a acdo da corticoterapia materna
antenatal na aceleracdo da maturidade pulmonar
fetal, com destaque para os estudos colaborativos,
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multicéntricos e de metanalises®®.

A publicacao do N.ILH. (“National Institutes
of Health”) dos Estados Unidos da América'®, ela-
borada como consenso, obteve ampla divulgacao;
obtida com base nas evidéncias cientificas, reco-
nheceu os beneficios da administracdao antenatal
de corticosterodides a fetos com risco de parto pre-
maturo, com reducao da sindrome do desconforto
respiratério, da mortalidade neonatal e da hemor-
ragia intraventricular. Definiu a faixa de idade ges-
tacional (24 a 34 semanas) em que o uso do
corticoide deve ser considerado, independente-
mente da disponibilidade de terapia de reposicao
de surfactante exégeno. O tratamento consiste de
duas doses de 12 mg de betametasona por via in-
tramuscular com 24 horas de diferenca ou quatro
doses de 6 mg de dexametasona por via intramus-
cular com 12 horas de diferenca. Deve ser minis-
trado, exceto se o parto imediato for esperado. O
efeito da terapia dura sete dias.

Apoés a divulgacao desses trabalhos, o uso da
corticoterapia em Obstetricia, com o objetivo de
acelerar a maturacao pulmonar fetal, se intensi-
ficou. A sua utilizacao, sobretudo em gestacoes de
alto risco, ocasionou aumento na utilizacao de ci-
clos repetitivos do medicamento. Isto promoveu o
surgimento de aspectos polémicos, como a real
eficiéncia da repeticao dos ciclos e seus efeitos
colaterais?!.

Alguns trabalhos experimentais foram fei-
tos acerca do uso de corticosterédides, também com
o intuito de observar seus efeitos nos pulmoes dos
conceptos!?!*. Apesar de comprovarem o benefi-
cio, em outros experimentos o uso da dexameta-
sona em animais, na fase tardia da gestacao, nao
mostrou-se inécuo. Determinou menor ganho de
peso da matriz e diminuicdo no peso dos fetos e de
alguns de seus 6rgaos, como coracao, figado, pul-
moes e cérebro!>6,

No campo experimental, também realizamos
ensaio biolégico estudando a acdo da betametasona
na segunda metade da prenhez da rata albinal”.
No grupo tratado com betametasona no 11°, 12°,
18° e 19° dia de prenhez, as matrizes exibiram
ganho de peso significativamente menor quando
comparadas as dos grupos controles. Detectamos,
ainda, reducao significante dos pesos individuais
dos fetos e das placentas no grupo que recebeu o
corticosterodide.

A verdadeira razao dessa interferéncia no
crescimento fetal e de 6rgaos ainda nao esta bem
definida.

Diante desses dados de literatura, conside-
rando a importadncia da alternativa da
corticoterapia na prematuridade, e principalmen-
te preocupados com o aumento progressivo de ges-
tantes com risco de parto prematuro submetidas
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a ciclos repetitivos de corticosterdides exdgenos,
ficamos motivados a continuar os estudos experi-
mentais do uso da betametasona na segunda me-
tade da gestacao de ratas albinas, buscando ava-
liar repercussdes funcionais e morfologicas so-
bre as glandulas adrenais maternas e fetais.

Material e Métodos

Utilizamos ratas albinas (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia Mammalia), da linhagem EPM-
1 Wistar, oriundas do Biotério Central da Univer-
sidade Federal de Sao Paulo - Escola Paulista de
Medicina, adultas, virgens, com aproximadamen-
te 90 dias de idade, pesando entre 200 e 250 gra-
mas, com regime de alimentacdo normal (racdo
Purina-Labina) e agua ad libitum.

Todos os animais foram transportados para
o biotério, onde foram mantidos em gaiolas de
poliuretano medindo 45x30x15 cm, respectivamen-
te, de comprimento, largura e altura, sendo cinco
ratas por gaiola. A temperatura ambiente foi de
aproximadamente 22°C com iluminacao artificial
de lampadas fluorescentes, modelo luz do dia, de
40 watts, sendo o fotoperiodo de 12 horas claro e
12 horas escuro, considerando o periodo de luz das
7:00 as 19:00 horas.

As fémeas foram acasaladas na proporc¢ao de
duas para cada macho, por um periodo de 12 ho-
ras, durante o fotoperiodo escuro. O inicio da pre-
nhez foi determinado pela presenca de
espermatozoides na vagina da rata. Este foi consi-
derado o dia O (zero) da prenhez.

Trinta ratas com teste de prenhez positivo
foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos,
numericamente iguais, a saber:

Grupo I (G I) - ratas que receberam
betametasona, por injecao intramuscular, na dose
de 1 mg/kg de peso corporal em solucao aquosa de
0,5 mL, nos dias 11, 12, 18 e 19 da prenhez. Foi
considerado grupo experimental.

Grupo II (G II) - ratas que receberam 0,5 mL
de agua destilada por injecao intramuscular nos
dias 11, 12, 18 e 19 da prenhez. Foi considerado
grupo controle.

Grupo III (G III) - as ratas deste grupo nao
receberam qualquer farmaco ou veiculo do
farmaco. Foi considerado como grupo controle de
estresse.

Todas as injecoes foram realizadas entre 9
e 10 horas da manha, e a pesagem dos animais
foi avaliada com balanca de precisdo. Todas as
ratas foram mantidas nas gaiolas nas mesmas
condicoes de biotério.

Todos os animais, entre 9 e 10 horas da
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manha do 20° dia de prenhez, foram decapitados
em guilhotina, e 3 mL de sangue coletados em
tubos de centrifuga contendo citrato trissédico na
concentracado de 23 mM, como anticoagulante. O
tempo decorrido entre a retirada do animal da gaio-
la e a sua decapitacao foi sempre inferior a 30
segundos.

Os tubos foram colocados a 2500 rpm, em
ultracentrifuga refrigerada a 4°C, durante 15 mi-
nutos, ao fim dos quais o plasma foi separado e
estocado a -20°C para ulterior dosagem da concen-
tracdo plasmatica de corticosterona.

De imediato os animais foram submetidos
a laparotomia com incisdo ampla longitudinal
mediana, expondo os 6rgaos internos. Em seqtién-
cia os cornos uterinos foram abertos para extra-
cao dos fetos e das placentas.

Trés conceptos de cada rata foram aleatoria-
mente submetidos a laparotomia, e deles foram
retiradas as glandulas adrenais. As glandulas
adrenais das matrizes também foram imediata-
mente extirpadas.

Esses 6rgaos maternos e dos conceptos fo-
ram rapidamente seccionados de modo a reduzi-
los a pequenos fragmentos, que foram imediata-
mente mergulhados no liquido de Bouin e envia-
dos para preparo da microscopia 6ptica. Essas
amostras permaneceram durante 24 horas no li-
quido de Bouin. Em seguida, o material foi desi-
dratado em etanol, em concentracoes crescentes,
diafanizado em xilol e impregnado em paraplast a
59°C. No paraplast do terceiro banho, as pecas fo-
ram incluidas e os blocos cortados em micrétomo
ajustado para 5 mm. As laminas foram entao co-
radas pela hematoxilina-eosina (HE). Empregamos,
para este estudo, microscopio com ocular de au-
mento de 10 vezes e objetivas cujos aumentos
variaram entre 4 e 100 vezes.

Os exames histolégicos das adrenais mater-
nas e fetais visaram avaliar, em detalhe, o aspec-
to das camadas glomerular e fasciculada.

A concentracao de corticosterona plasmatica
foi determinada por método fluorimétrico, basea-
do na fluorescéncia dos corticosterdides em acido
sulfarico. Fizemos a separacao desse hormoénio dos
demais elementos plasmaticos por extracdo com
diclorometano, hidroxido de s6dio 0,1 N e agua des-
tilada. Em seguida, adicionamos uma mistura de
etanol e acido sulftirico, e sua reacdao com a
corticosterona desenvolveu um composto fluores-
cente cuja leitura foi feita em espectrofotémetro
de fluorescéncia.

A concentracao plasmatica de corticosterona
foi calculada com o auxilio de uma curva padrao e
expressa em microgramas de corticosterona por
decilitro de plasma (ug/dL).

Uso da betametasona

Meétodo estatistico

Para a comparacdo da dosagem de
corticosterona plasmatica entre os grupos estu-
dados, foi utilizada a analise de variancia por pos-
tos de Kruskal-Wallis. Quando mostrou diferenca
significante, esta analise foi complementada pelo
teste de comparacoes multiplas. Fixou-se em 0,05
ou 5% o nivel para a rejeicdo da hipétese de nuli-
dade, assinalando-se com um asterisco os valores
significantes.

Resultados

A Tabela 1 é referente a dosagem de
corticosterona plasmatica no termo da prenhez.
Observamos que o grupo que recebeu a
betametasona antenatal (G I) apresentou niveis
plasmaticos de corticosterona menores que os dos
grupos controles (G II e G III). As médias dos valo-
res sao: 4,8 ug/dL (G1), 17,7 € 26,8 pg/dL nos gru-
pos G II e GIII, respectivamente.

Tabela 1 - Ratas dos grupos estudados (Gl, Gll e GlII), segundo a dosagem de
corticosterona plasmatica (pg/dL) no termo.

Corticosterona plasmatica (ug/dL)

Gl Gll Glil
4,5 1,7 1,7
45 9,9 35,1
3,6 14,4 26,1
4,5 6,3 22,5
3,6 72 55,8
3,6 9,9 27,0
54 36,0 243
6,3 14,4 26,1
6,3 24,3 12,6
6,3 43,2 27,0
Média 48 17,7 26,8
Desvio padrdo 1,1 12,7 12,3
Andlise de varidncia por postos de Kruskal-Wallis
(Gl x Gl x Glll)
H calculado = 20,35* H critico = 5,99
Teste de Comparagdes Multiplas
Gl < GllegGlll

Gl - grupo experimental (inje¢do de betametasona)
GlI - grupo controle (injecdo de agua destilada)
GlIl - grupo controle de estresse (sem medicamentos)

Nas figuras mostramos os achados micros-
copicos das glandulas adrenais maternas e fetais
(microscopia 6ptica). Verifica-se que as adrenais
maternas e fetais do grupo experimental — sub-
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metido & acdo da betametasona durante a segun-
da metade da prenhez - (Figuras 1b e 2b, respecti-
vamente) apresentam-se nitidamente distintas
daquelas do grupo controle (Figuras la e 2a, res-
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pectivamente). O citoplasma das células da zona
fasciculada sofreu extensa vacuolizacdo, denun-
ciando estado de supressao da adrenal.

Figura 1(A) - Fotomicrografia de parte da adrenal de rata no 20° dia de prenhez (grupo controle). Observar o citoplasma das células da zona fasciculada, corado em roseo (HE 550X).
(B) - Fotomicrografia de parte da adrenal de rata no 20° dia de prenhez submetida a corticoterapia (grupo experimental). Notar o citoplasma das células da zona fasciculada,

vacuolizados (HE 550X).

Figura 2(A) - Fotomicrografia de parte da adrenal de feto de rata no 20° dia de prenhez (grupo controle). Observar o citoplasma das células da zona fasciculada, corado em réseo (HE
550X). (B) — Fotomicrografia de parte da adrenal de feto de rata no 20° dia de prenhez submetida a corticoterapia (grupo experimental). Notar o citoplasma das células da zona

fasciculada, vacuolizados (HE 550X).

Discussao

Ha cerca de trinta anos, a corticoterapia
materna tem sido utilizada com o objetivo de pro-
mover aceleracdo da maturidade pulmonar fetal.
A sua aplicacao tem sido cada vez mais frequen-
te, principalmente nas gestacdes de risco para
prematuridade e na antecipacao eletiva do parto
pré-termo, para salvaguardar a vida do feto.

A terapia esterdide antenatal é capaz de
modificar multiplos aspectos da fisiopatologia da

sindrome do desconforto respiratério. Talvez a pro-
ducao de surfactante pelo pneumécito do tipo II
seja o principal aspecto desse beneficio.

Com o objetivo de tentar reproduzir ao ma-
ximo a exposicao prolongada e ciclica da gestante
e seu feto ao corticéide, como ocorre em gesta-
coes de alto risco, nas quais por vezes a
betametasona é utilizada semanalmente de 24 a
34 semanas de gestacao, utilizamos a medicacao
experimentalmente durante toda a segunda me-
tade da gestacado da rata. A nossa opg¢édo de dose (1
mg/kg de peso corporal por dia) também buscou
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esse objetivo, pois conseguimos realizar apenas
dois ciclos de corticéide na rata, mantendo-se o
intervalo de sete dias.

Fizemos adaptacdes inerentes ao trabalho
experimental, mas sempre buscando, com os seus
resultados, obter ilacoes clinicas pertinentes.

Analisamos trés grupos de ratas e as res-
pectivas ninhadas. O Grupo I foi submetido a
corticoterapia, o II apenas a injecdo do veiculo
(agua destilada) e o III constituido com o objetivo
de observar se as possiveis modificacoes apura-
das poderiam ser decorrentes exclusivamente do
estresse da manipulacdo e da injecao intramus-
cular.

Pudemos comprovar que no Grupo I ocorre-
ram mudancas significativas nas maes e nos fe-
tos. Essas alteracdes nao foram detectadas nas
ratas dos Grupos II e III. Portanto, ao que tudo in-
dica, foram induzidas pelo uso da medicacao
(betametasona), e ndo decorrentes da manipula-
cao e estresse dos animais.

Em nosso trabalho, apuramos que a dosagem
plasmatica de corticosterona materna nas ratas
do grupo submetido a betametasona encontrou-se
significativamente menor que a dos demais gru-
pos, constatando-se o estado de supressao funcio-
nal das adrenais nesse grupo. Lembramos que a
corticosterona € o corticéide mais importante na
rata. Destacamos ainda que tivemos a preocupa-
cao de realizar a decapitacao de forma rapida, com
o intuito de nao estressar o animal e coletamos
imediatamente o sangue para o devido processa-
mento.

Outros autores, em estudos com humanos,
apuraram diminuicdo proviséria dos niveis de
cortisol materno durante a terapéutica com
corticosteréide, com retorno a normalidade em
poucos dias?37:181° Esses estudos, entretanto, fo-
ram realizados com ciclos simples de corticoterapia
antenatal. A supressao adrenal materna e fetal,
decorrente do uso repetitivo e prolongado, ainda é
pouco estudada. Nao ha dados suficientes na lite-
ratura reveladores das suas consequiéncias, a cur-
to e longo prazo, para a mae e seu concepto. O nos-
so trabalho buscou observar os resultados com a
repeticdo dos ciclos, acreditando que essa supres-
sdo adrenal seja mais grave e duradoura nessas
pacientes.

Em nossa analise, com o intuito de aprimo-
rar o estudo das adrenais maternas e fetais, rea-
lizamos microscopia oOptica e eletronica dessas
glandulas. As adrenais das ratas maes e dos fetos
do Grupo I revelaram-se distintas das dos demais
grupos. Apuramos extensa vacuolizacado do
citoplasma das células das camadas glomerulosa
e fasciculada do coértex, caracterizando acumulo
de colesterol devido ao estado de supressao adrenal
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pelo uso do corticoide exégeno. Destacamos que
todas as ratas maes desse grupo exibiam essas
alteracodes, detectadas também em todas as glan-
dulas adrenais dos seus conceptos analisados.

Nossos resultados podem ser comparados aos
de outro experimento também envolvendo ratas,
em que os autores concluiram que mesmo uma
Unica dose de dexametasona (1,5 mg por kg de
peso), no periodo antenatal critico de desenvolvi-
mento do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, promo-
veu mudancas na estrutura e funcao das adrenais
fetais, também parcialmente detectadas durante
o periodo neonatal. Apuraram diminuicdo signifi-
cativa no peso das adrenais e no volume das zo-
nas capsular, glomerulosa e reticular dos
conceptos. Essas alteracdes seriam decorrentes
da diminuicdo do numero de células, além de are-
as de necrose e infiltracdes por macrofagos, célu-
las gigantes e linfocitos. No 14° dia de vida, o grau
dessas mudancas atréficas no cortex adrenal dos
conceptos ja era de menor gravidade®.

Estamos cientes de que os nossos resulta-
dos sao frutos de trabalho experimental, ndo po-
dendo ser extrapolados integralmente para a es-
pécie humana. Nosso objetivo &€ colaborar nesta
linha de pesquisa buscando compreender melhor
os riscos da terapéutica corticéide prolongada du-
rante a gestacao, realizada com objetivos de ace-
lerar a maturidade pulmonar fetal. Outrossim,
reavaliacoes de doses e reversibilidade das lesoes
organicas e funcionais constituem objetivos de
futuras publicacdes nossas.

Entendemos, ainda, que o tema possui ou-
tros aspectos nao devidamente avaliados, como o
desenvolvimento intra-titero do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal e, principalmente, as alteracoes
no seu funcionamento no periodo perinatal.

Esses dados comprovam a necessidade de
estudarmos melhor as reacdes dos conceptos cujas
maes receberam o corticoide de forma repetitiva,
durante a segunda metade da gestacao, por perio-
do prolongado ap6s o nascimento.

Gostariamos de assinalar que nao apuramos
morte materna ou fetal na realizacao do nosso tra-
balho, bem como malformacdes maiores
detectaveis ao exame macroscopico cuidadoso.
Trabalhos futuros devem ser realizados com o ob-
jetivo de avaliar minuciosamente os o6rgaos dos
animais. Alguns estudos envolvendo a dexameta-
sona (corticéide muito semelhante ao utilizado por
nos), ministrada tardiamente na prenhez (geral-
mente apos o 17° dia), em doses comparaveis a do
nosso experimento, apuraram que essa exposicao
prematura a altos niveis de esterdide exégeno tem
efeito adverso no desenvolvimento celular, parti-
cularmente no sistema nervoso central'>!¢. Esses
autores admitem a possibilidade de o corticoide
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exogeno agir como um inibidor do desenvolvimen-
to neural, diminuindo a replicacao celular, acele-
rando a morte celular e dificultando as adaptacoes
comportamentais.

Consideramos importante salientar que o
nosso trabalho partiu do principio que o Departa-
mento de Obstetricia da Universidade Federal de
Sao Paulo tem incentivado o uso da betametasona
como medida de destaque para a obtencao de me-
lhor prognéstico neonatal em partos prematuros.
Nossa Escola tem sido ardua defensora dessa te-
rapéutica e a tem utilizado de forma criteriosa
mas ampla no atendimento a gestacao de alto ris-
co para a prematuridade planejada ou néo.

Entendemos que os seus beneficios sdo evi-
dentes, na pratica diaria, no trato da gestante em
trabalho de parto prematuro submetida a tocélise,
nas hipertensas, diabéticas, gemeligestas, naque-
las com insuficiéncia istmo-cervical e rotura pre-
matura de membranas, entre outras.

Esses dados recomendam o uso cauteloso,
em casos individualizados, do corticoide antenatal
com o objetivo de promover a aceleracdao da matu-
ridade pulmonar fetal. Continuamos, porém, de-
fensores dessa terapéutica diante do risco de pre-
maturidade. Os ciclos repetitivos devem ser evi-
tados. Nosso posicionamento atual € limitar a, no
maximo, dois ciclos de corticoterapia.

Temos, principalmente, nos esforcado no
apuro do risco do trabalho de parto pré-termo, como
forma de evitar a ministracao prolongada da
betametasona. Entendemos que pesquisas expe-
rimentais e clinicas devam prosseguir, particu-
larmente com o objetivo de apurar se ocorrem efei-
tos maternos e fetais a curto e/ou a longo prazo
quando utilizados ciclos tanto isolados quanto
repetitivos de betametasona.

SUMMARY

Purpose: the repetitive use of antenatal corticosteroid therapy
for acceleration of fetal lung maturation has been common
in cases at risk of preterm delivery. We studied the
corticosterone levels at term and the morphologic aspects in
the maternal and fetal adrenal glands submitted to the effect
of betamethasone in the second half of rat pregnancy in order
to verify its consequences.

Methods: thirty female pregnant rats were divided into three
groups of ten animals each. Group I received betamethasone
on the 11th, 12th, 18th and 19th day of pregnancy. Group II
received distilled water on the same days (control group).
Group 111 did not receive any drug (stress control group). All
rats were sacrificed on the 20th day of pregnancy when
plasma corticosterone levels of dams were assessed and the
maternal and fetal adrenal glands were studied by light
microscopy.
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Results: plasma corticosterone level of dams was lower in
the group treated with betamethasone (4.8 [g/dL) when
compared with the control groups (17.7 and 26.8 Ug/dL).
The light microscopy study revealed cytoplasmatic
vacuolation in the fasciculate zone in the maternal and fetal
adrenal glands, which indicates adrenal suppression.

Conclusions: the antenatal repetitive and prolonged use of
corticosteroids in pregnant rats for acceleration of lung fetal
maturation causes maternal and fetal adrenal suppression.

KEY WORDS: Betamethasone. Corticosterone. Adrenal
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