™~ (“IAW(JW//"
BIBLIOTECA (’A/“C’\

Facultida de Crdperas Farmazéuticas
Unzaaidade de 530 Pau™

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pés-Graduagao em Analises Clinicas
Area de Bioquimica Clinica

Proteinas de fase aguda (proteina C reativa e amiléide sérica A) e
citocinas (fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1 beta e
interleucina 8) no corddo umbilical e soro materno no momento
do parto e puerpério

Luciane Marzzullo Cicarelli

Dissertagédo para obtengao do grau de
MESTRE

Orientadora:;
Profa. Dra. Ana Campa

Sao Paulo
2003



RIS B TR IR I o -}
Patortade og Cicnees Fanmacduticas
Unraetselude do 540 Paule

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de P&s-Graduacao em Analises Clinicas
Area de Bioquimica Clinica

Proteinas de fase aguda (proteina C reativa e amildide sérica A) e
citocinas (fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1 beta e
interleucina 8) no cordao umbilical e soro materno no momento
do parto e puerpério

Luciane Marzzullo Cicarelli

Dissertagao para obteng&o do grau de
MESTRE

Orientadora:
Profa. Dra. Ana Campa

Séao Paulo
2003

e



Ficha Catalogrifica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentagdo do Conjunto das Quimicas da USP.

Cicarelli, Luciane Marzzullo

C568p Proteinas de fase aguda (proteina C reativa e amildide
sérica A) e citocinas (fator de necrose tumoral alfa, interleucina
| beta ¢ interleucina 8) no cordao umbilical e soro materno

no momento do parto e puerpério / Luciane Marzzullo
Cicarelli. -- Sio Paulo, 2003.
72p.

Dissertagdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo. Departamento de Andlises Clinicas
e Toxicoldgicas.

Orientador; Campa, Ana

1. Imunologia 2. Gravidez : Aspectos imunolégicos :
Fisiologia humana . T. Il. Campa, Ana, orientador.

615.37 CDD

DEDALUS - Acervo - CQ

. CTTIT




BIBLIOTECA
Facy ‘e Cikncias Farmacéuhcas
niversidade de Séo Paulo

Luciane Marzzullo Cicarelli

Proteinas de fase aguda (proteina C reativa e amildide sérica A) e
citocinas (fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1 beta e
interleucina 8) no cordao umbilical e soro materno no momento
do parto e puerpério

Comisséao Julgadora
da
Tese para obtengao do grau de Mestre

Profa. Dra. Ana Campa
orientadora / presidente

1°. examinador

2°. examinador

Séo Paulo, 19 de margo de 2003.



Pois criaste o meu interior; entreteceste-me
no ventre de minha mae.
Eu te louvo, 6 Deus, porque de um modo
terrivel e maravilhoso fui formada,
maravilhosas sédo as Tuas obras, e a minha
alma o sabe muito bem.

(Salmo 139:13 e 14)






AGRADECIMENTO ESPECIAL

A Adriana Guimaraes Perroni, cujo carinho
e atengéo foram essenciais para a
realizagdo deste empreendimento.

A todas as maméaes que aceitaram
participar, dedicando alguns minutos de
seu descanso para que pudéssemos obter
algumas amostras.



AGRADECIMENTOS

A Prof®. Dr*. Ana Campa, responsavel, desde cedo durante a minha
graduacgéo, pela formagdo de um pensar critico e criativo que muito me

ajudou durante a realizagdo deste sonho.

Ao Departamento de Obstetricia e Ginecologia do Hospital Universitario da
Universidade de Sao Paulo, na pessoa do Prof. Dr. Paulo Basto de
Albuquerque, pela colaboragao na obtengao de amostras para esse trabalho.

A equipe de Enfermagem do Departamento de Obstetricia e Ginecologia do
Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo, obrigada pela atengéo
e colaboragao.

Aos amigos do Servigo de Laboratério Clinico do Hospital Universitario da
Universidade de S&o Paulo, pela importante ajuda na recepgéo, separagéo e
armazenamento das amostras, minha eterna gratidao.

A Prof’. Lacia Pereira Barroso, Prof. Rinaldo Artes, Profa. Elisete C. Q.
Aubin, aluna Daniela Soares Costa, pela aprovagéo para andlise estatistica
do projeto no Centro de Estatistica Aplicada do Instituto de Matematica e

Estatistica da Universidade de S0 Paulo.

A Regina Helena Russo, pelo tratamento estatistico dos resultados obtidos

que muito ajudaram na compreensao da ciéncia Estatistica, muito obrigada.

A Prof®. Dr®. Maria Lucia Lebrdo, superintendente do Hospital Universitario
da Universidade de Sdo Paulo, pelo apoio e oportunidade institucional

fundamentais.



Ao Prof. Dr. Carlos Adalberto de Camargo Sannazzaro, diretor do Servigo de
Laboratério Clinico do Hospital Universitario da Universidade de S&o Paulo,
pelo apoio técnico fundamental.

Aos assistentes do Departamento de Obstetricia e Ginecologia do Hospital
Universitario da Universidade de Sao Paulo, Dr". Maria Aparecida Chiea,
Dr’. Ana Lucia Gaudenci Alves, Dr. Carlos Alberto Maganha, bem como
todos aqueles que ajudaram na realizacdo deste trabalho.

Aos amigos Valdir de A. Santos, Valéria, Vanda, Juliana, Luciana Basso,
Lilian, Silvinha, Ligia, Carolina, Marlene, Silvia Cardoso, Marisa, Lucilene,
Celia, Claudia, Cristiane Furlaneto, Sueli, Maria Rita, Cristiani, Femanda,
Elaine, Sabrina, Patricia, Leila Borracha, Ana Claudia H. Pinto que muito

incentivaram e colaboraram para a realizagcio desta etapa de minha vida.

Aos grandes mestres, Prof°. Dr®. Regina Ayr Florio da Cunha (Reca), Prof*.
Dr®. Adelaide Jose Vaz, Prof°. Dr®. Primavera Borelli Garcia, Prof®. Dr®.Ligia
Ferreira Gomes, Prof. Dr. Antonio Altair Magalhdes Oliveira (Tata) e Prof®.
Dr®. Lacia Helena Melloni-Bruneri (saudades), exemplos de vida que muito

me inspiram.

Aqueles que néo foram citados nominalmente que, conhecendo ou ndo sua

participagdo, contribuiram para esse trabalho.






4. PARTO POR CESAREA.........ccooiiiiteereeeeneese st estssssesesssssn e 23
B, OBUETIVOS. ...ooceieeeeeseeeeeeeviereeeaseseeeesesseaeseeseesesesenesssssssasesessnsasassasssrones 24
6. CASUISTICAE METODOS. ...ttt et eesie s eeeenenn 25
7. RESULTADOS. ...ttt ensseee et eeae s sese e asnns e 27
8. DISCUSSAD. ...ttt s eseeenes s 39
9. CONCLUSOES. ..ottt asas ettt sna s s anens 46
10.REFERENCIA BIBLIOGRAFICA.........ooctetieiisiieteeveivreceesres s 47
ANEXO Lo eeeeestesaststesesaresseeresssesesessstrasssessnrasssstssmsesasnsassssnsseneas 55
ANEXO Il see e s eee st st st s e s am et e s emsasesssesaesesntstensensasseas 56
APENDICE DE TABELAS ......c.ooviteveeeeeeeteeteneeretesetsstsscanesveasas s easesessenanans 57

APENDICE DE FIGURAS......cocviieieeiteeeteeseteeseeeeeaece e ssseeneessessesanssseaes 63






internagdo, MP = momento do parto, 24H = 24 horas apés o parto
e 60H = 60 horas apés o parto), para os grupos de PN (n=12) e
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RESUMO

Neste estudo foram determinadas as concentragbes séricas de
proteinas de fase aguda — proteina C reativa (PCR) e amildide sérica A
(SAA) — e citocinas — fator de necrose tumoral alfa (TNF-«), interleucina 1
beta (IL-1B) e interleucina 8 (IL-8) — em amostras de soro de mulheres
colhidas no momento da intemagéo, momento do parto e apés o parto (24 e
60 horas) e recém-nascidos (sangue do corddo umbilical) no momento do
parto. Tanto PCR como SAA apresentaram comportamentos semelhantes
ao longo do tempo, sendo os niveis maximos atingidos em 24 horas ap6s 0
parto. Para as amostras de corddao umbilical, essas proteinas possuiram
concentragbes menores, quando comparadas com Os niveis seéricos
maternos no momento do parto. As citocinas estudadas nao apresentaram
acentuadas alteragbes temporais, mantendo niveis aproximadamente
constantes, bem como concentra¢des semelhantes entre mae e recém-
nascido no momento do parto. Este estudo ampliou observagbes anteriores
sobre a participagdo de proteinas de fase aguda e citocinas na fisiologia do

parto, oferecendo uma visao integrada entre resposta inflamatéria e o parto.






1. INTRODUGAO

Durante a gravidez, a mulher apresenta alteragdes bioquimicas
e imunolégicas que visam a manutengdo do feto em seu organismo por
determinado periodo de tempo. Essas modificag6es sao fisioldgicas e fazem
parte do ciclo bioldgico da mulher, estando relacionadas com todas as
etapas da gravidez normal, desde a sua manutengdo, desenvolvimento do
feto, parto e lactagdo. A gravidez pode ser considerada exemplo natural de
reagdo imune que ocorre em um organismo e se opde as regras de rejeigdo
do néao préprio. Os componentes genéticos fetais sdo metade proveniente da
méae e a outra metade do pai, sendo mantidos em sitio privilegiado que é o
utero, ndo sé escapando do ataque do sistema imunolégico materno, como
sendo mantido por esse mesmo sistema (VASSILIADIS et al., 1998). Assim
a gestagdo corresponde a um equilibrio do sistema imune materno, que se
mantém tolerante aos antigenos fetais, porém competente para defesa
contra microrganismos (WEETMAN, 1999).

Como nao existe o aparecimento de imunizagao materna, nem
o feto é rejeitado, apesar da intima relagédo entre os dois durante longo
periodo de tempo, a gravidez poderia ser considerada um enigma
imunoldgico. As acentuadas alteragdes maternas poderiam ser, ou
realmente sdo, simplesmente resposta a adaptagdo imunoldgica dos
processos reprodutivos humanos. Em 1953, em trabalho classico, Medawar
sugeriu trés hipoteses para explicar a auséncia da reagdo imunoldgica
materna: (a) imaturidade antigénica fetal; (b) incapacidade materna para
resposta imunoldgica e (c) separagdo imunoldgica entre mae e feto
(DELASCIO & GUARIENTO, 1987a).

A separagdo estabelecida pela placenta, cuja organizagdo
estrutural é importante para a comunicagdo entre mae e feto, além de
funcionar como sitio para troca de nutrientes, também cria condiges para
que as hipéteses acima sejam confirmadas. As células fetais constituintes da

placenta (trofoblastos) nao apresentam expresséo antigénica do complexo



maior de histocompatibilidade classe | (MHC 1) e classe Il (MHC II) durante
todos os estagios da gestagdo, mas uma proteina MHC nao classica (HLA-
G) que favorece a tolerancia materna (BOWEN et al., 2002b; CUNNINGHAM
et al., 2001, WEETMAN, 1999). Durante 95% do periodo gestacional normal,
n&o ocorre resposta aos estimulos naturais, nem as mudangas mecanicas e
quimicas, que poderiam promover o esvaziamento do conteldo uterino
(CUNNINGHAM et al., 2001). Apesar do miométrio ndo ser quiescente em
termos de atividade contratil, durante a gravidez as contragdes sdo isoladas
a pequenas areas do musculo, sendo de longa duragdo e pequena
amplitude. No trabalho de parto ativo, as contragbes tomam-se
sincronizadas através de todo o musculo com curta duragdo e grande
amplitude (OLSON et al., 1995). Os mecanismos bioquimicos e moleculares
envolvidos nesta transigdo nao sao totalmente conhecidos.

A iniciagdo do parto a termo envolve fatores produzidos
locaimente na placenta, membranas fetais e utero, bem como sinais
desconhecidos originados no feto, que atuam de forma complexa mas
coordenada (KEELAN et al.,, 1997). As prostaglandinas funcionam como
importantes estimuladores uterinos, estando relacionadas com a iniciagao e
manutengdo do trabalho de parto, podendo ser encontradas no plasma
materno, urina e liquido amnidtico. Sado produzidas nos tecidos intra-
uterinos, amnio (PGE2) e na decidua (PGF2,), sendo consideradas por
alguns pesquisadores como consequéncia e néo a causa do trabalho de
parto. Prostaglandinas sdo capazes de controlar a produgdo de citocinas,
que por sua vez s&o capazes de promover a sintese de prostaglandinas.
Este sistema de comunicagéo poderia coordenar os eventos do trabalho de
parto, motivando alguns pesquisadores a examinar mediadores nao
tradicionais como as citocinas, na busca de seu possivel papel na regulagao
do parto normal a termo (OLSON et al., 1995). Com base nesta hipétese,
buscamos estudar o comportamento sérico de citocinas pro-inflamatdrias
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B8) e
interleucina 8 (IL-8) durante o trabalho de parto, bem como no recém-

nascido no momento do parto através de sangue do cordao umbilical.



As citocinas pro-inflamatérias, como IL-18 e TNF-a, tém papel
importante no parto, tanto a termo como pré-termo, sendo produzidas em
grandes quantidades (IL-1B) pelas células endoteliais placentarias. TNF-o é
produzido por macréfagos, aumentando apds a rotura de membranas. Essas
citocinas sdo importantes reativos de fase aguda, capazes de aumentar a
biossintese de prostaglandinas ou causar mudangas no miométrio,
produzindo dilatagéo cervical (IL-8), levando ao parto. Alguns pesquisadores
sugerem que o controle do parto seria feito de forma semelhante ao controle
de transdugado de sinal associado a condi¢bes de infecgdo. Por isso,
citocinas pré-inflamatérias produzidas em resposta a invasdo microbiana,
poderiam estimular o parto pré-termo através das mesmas vias
compartilhadas de ativagdo (NESIN & CUNNINGHAM-RUNDLES, 2000).
Mas o proprio processo natural do parto favorece o surgimento de resposta
inflamatéria, quando a dilatagdo cervical expbe as membranas fetais aos
fluidos vaginais (CUNNINGHAM et al., 2001).

Processos inflamatérios, traumas e infecgbes podem
desencadear uma série de modificagées metabdlicas no organismo, que sao
conhecidas como resposta de fase aguda. Citocinas (IL-1 e TNF) podem
atuar a semelhancga de horménios, estimulando essa resposta, aumentando
a concentragdo de proteinas que apresentam baixas concentragées em
condigdes normais (DINARELLO, 1996). Entre as principais proteinas de
fase aguda envolvidas com o parto podemos destacar a proteina C reativa
(PCR) e amil6éide sérica A (SAA). Durante a gestagéo e pos-parto, tem sido
constatado um aumento na concentragdo dessas proteinas, mesmo na
auséncia de infecgéo ou inflamagéo (de VILLIERS et al.,, 1990, WATTS et
al., 1991). Estudos buscam a utilizagdo destas proteinas para o diagndstico
de condig6es patolégicas associadas com a gravidez e parto, como infecgao
de membranas, parto pré-termo, infecgdes no recém-nascido, pré-eclampsia.
NZo se tem conhecimento dos valores normais de referéncia para PCR e
SAA apés parto em condigbes normais, dificultando sua utilizagdo para
detecgdo de patologias no puerpério. Neste estudo, buscamos caracterizar o
comportamento destas proteinas de fase aguda no momento do parto e









apresentam grande gasto de energia, sendo conhecidas como “trabalho de
parto”, onde as contragdes do musculo liso uterino apresentam-se dolorosas,
caracterizando as chamadas “dores do parto” (CUNNINGHAM et al., 2001).

Os processos fisiologicos na gravidez humana que provocam a
iniciacdo do parto ainda néo estdo bem definidos. Na maioria das espécies
de mamiferos, a diminuigdo ou retirada de progesterona pode ocorrer antes
do inicio do parto, 0 que ndo ocorre em humanos. Os niveis de progesterona
no plasma materno aumentam durante a gestagio, diminuindo apenas apés
a liberagdo da placenta. Atualmente, duas teorias tentam explicar a iniciagio
do parto, estando baseadas na (a) hipotese de retirada da manutencgéo da
gravidez e (b) teoria da indugdo do parto por uterotonina'. Alguns
pesquisadores também especulam que a maturidade do feto, de forma ainda
n&o definida, seria um indicio para desencadear o processo do parto. Apesar
desse conceito ter sido proposto por Speigelberg, em 1882, nenhum sinal
fetal foi descoberto até hoje (CUNNINGHAM et al., 2001).

21. FASES DO PARTO: (CUNNINGHAM et al., 2001)

O parto corresponde a todas as etapas do processo fisiolégico
envolvidas com 0 nascimento do feto; incluindo o inicio, a preparagéo, o
préprio parto, bem como a recuperacdo da paciente apds o nascimento da
crianga. Existe uma divisdo arbitraria do parto em quatro fases (FIGURA 1),
que correspondem as principais transi¢des fisioldgicas do utero e do canal

cervical durante a gestag3o.

! Uterotoninas: substancias que provocam a contragdo do musculo uterino como, por
exemplo, ocitocina, prostagiandinas, fator ativador de plaquetas (PAF) e enc!otellna-t

Uterotropinas: s8o agentes responséveis pelo “despertar do tero®, que atuam no
miométrio e canal cervical preparando os tecidos uterinos para o trabalho de parto, por
exemplo, receptores para ocitocina e proteinas das “gap junctions” (DIZON-TOWNSON &
KENNETH, 1997).



// Fase O Fase 1 Fase 2 Fase 3
Preparagao: pr, =
i ] para o mdo 30 | Recuperagio
Gestagao e Preludio do Parto Trabalho de! Trabalh da
rabathe | puérpera
Parto de Parto
’/ +
Concepgao Iniclo do Iniciode Nascimento  Fertilidade
Parto Trabalho  do Feto Restaurada
de Parto
{Dores)

FIGURA 1: Divisdo arbitraria do parto em quatro fases: gestagdo, inicio do parto, trabalho
de parto e recuperagéo da puérpera (adaptado de CUNNINGHAM et al., 2001).

2.1.1. FASE 0: GESTAGAO E PRELUDIO DO PARTO:

Essa fase é caracterizada pela tranqlilidade uterina, com
manutengéo da integridade estrutural do canal cervical, onde varios sistemas
moleculares (endécrinos, paracrinos e autdcrinos) relacionados através de
multiplo processo de sinalizag&o, mantém o utero quiescente. Perto do final
da gravidez, o miométrio precisa ser “acordado” (ativado) desta prolongada

pausa, a fim de ser preparado para o trabalho de parto.

2.1.2. FASE 1: PREPARAGCAO PARA O TRABALHO DE PARTO:

Nesta fase, a tranquilidade uterina & suspensa, ocorrendo
mudangas morfolégicas e funcionais que preparam o miométrio e canal
cervical para o trabalho de parto. Entre as principais modificagdes uterinas
destacam-se; (a) aumento de receptores para ocitocina; (b) aumento das
“gap junctions” (em nimero e &rea superficial) entre as células; (c)
surgimento de irritabilidade uterina; (d) surgimento de resposta a
uterotoninas; (e) aumento na frequéncia de contragbes dolorosas; e (f)
amolecimento ou amadurecimento cervical.

O processo de amolecimento (esvaecimento) cervical €
caracterizado por intenso remodelamento do tecido conectivo, matriz
extracelular (colageno) e substancia basal (glicosaminoglicano, sulfato de
dermatan e acido hialurénico). Ocorre diminuicdo na quantidade relativa de




sulfato de dermatan, aumento na concentragdo de acido hialurdnico
associado com retengdo de agua no tecido conectivo. O amadurecimento
cervical é seguido pelo processo de dilatagdo cervical, caracterizado pela
diminuigdo do conteudo de colageno através da atuagdo de colagenases
originarias de neutréfilos polimorfonucleares (OSMERS et al., 1995).

Prostaglandinas E; (PGE2) e Fa, (PGF2,;) podem modular as
contragbes do miometrio e as mudangas bioquimicas envolvidas com o
canal cervical que resultam no trabalho de parto (KNISS & IAMS, 1998),
podendo ser consideradas fatores criticos para a iniciagcdo do trabalho de
parto (BOWEN et al, 2002a). Sao relacionadas com modificagdes de
colageno e nas concentragbes de glicosaminoglicanos, sendo usadas
clinicamente para efetivagdo do amolecimento cervical, através da aplicagdo
de supositdrios intravaginais que facilitam a indugéo do trabalho de parto. A
atuagao dessas substancias ocorre através de receptores especificos, sendo
dependente de multiplos fatores. Algumas evidéncias sugerem que as
prostaglandinas sdo conseqléncia e nédo causa do trabalho de parto em
humanos, sendo que os principais aumentos sdo vistos no liquido amnidtico
e plasma materno, apés o trabalho de parto ter sido iniciado (OLSON et al.,
1995).

2.1.3. FASE 2: PROCESSO DO TRABALHO DE PARTO:

Nesta fase as contragfes uterinas promovem a dilatagéo
cervical progressiva e nascimento do feto, sendo o trabalho de parto ativo

dividido em trés estagios:

2.1.3.1. ESTAGIO DE ESVAECIMENTO E DILATACAO:

Durante esse periodo, as contragdes uterinas apresentam
frequéncia, intensidade e duragdo suficientes para favorecer o
amadurecimento cervical, terminando quando a dilatagao atinge cerca de
10cm, permitindo a passagem da cabega do feto. Para isso, as modificagbes
do colageno e tecido conjuntivo sdo acentuadas, sendo no final deste

periodo formado o canal do parto, constituido pelo segmento inferior do
- B'BLIOTECA
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para a involugdo do Utero e restauragdo da ovulagdo, mas este periodo
podera depender do tempo de amamentagéo.
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3.1. PROTEINAS DE FASE AGUDA E PARTO:

Infecgbes, trauma, processos inflamatdrios e algumas doengas
malignas provocam uma série de alteragbes no organismo, conhecidas
comumente como resposta de fase aguda (DINARELLO, 1996). O papel
desta reagéo é isolar, neutralizar e prevenir futuras entradas de patégenos,
diminuindo a lesédo tecidual e promovendo processos de reparo, assim
permitindo que os mecanismos homeostaticos rapidamente restabelecam a
fungéo fisiolégica normal. A resposta de fase aguda envolve a indugdo de
uma cascata de mediadores inflamatdrios, que exercem efeitos vasculares
locais e sistémicos em multiplos érgéos (UHLAR & WHITEHEAD, 1999). O
trabalho de parto apresenta alteragbes locais pronunciadas, como a
dilatagao cervical e rotura de membranas, que podem ser refletidas de forma
sistémica, uma vez que todo o organismo € preparado para esse momento.
A presenga de proteinas de fase aguda poderia indicar a busca por protegéo
durante uma situagao fisiolégica extrema como o processo do parto.

A resposta de fase aguda esta associada com mudangas
metabdlicas na sintese de proteinas hepaticas, que podem ser observadas
dentro de algumas horas ou dias apés o inicio da infecgdo ou injdria. O
figado aumenta de cerca de 1000 vezes a sintese de proteinas, que sao
normalmente encontradas em baixas concentragbes, como PCR e SAA
(DINARELLO, 1996). Em 1990, de VILLIERS e colaboradores confirmaram a
presen¢a de uma resposta de fase aguda no momento do parto e pos-parto,
caracterizando uma reacdo fisiologica. Neste estudo néo foram verificadas
possiveis correlagdes entre PCR e SAA, bem como correlagdes entre méae e
recém-nascido. Também ndo foram estudados outros componentes
envolvidos com a iniciagio da resposta de fase aguda como as citocinas
inflamatdrias (de VILLIERS et al., 1990), que podem ser produzidas através
de estimulos como produtos bacterianos e mediadores inflamatérios
(DINARELLOQ, 1996),
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3.1.1. PROTEINA C REATIVA (PCR):

No homem e em outras espécies animais, a PCR é a principal
proteina de fase aguda plasmatica. Ela apresenta rapido e pronunciado
aumento sérico em condi¢des de infeccdo ou lesdo tecidual. Foi descoberta
na década de 30, sendo assim chamada devido a reatividade com residuos
de fosfocolina do polissacarideo C, o acido teicéico, do Streptococcus
pneumoniae (VOLANAKIS, 2001). Tendo sido a primeira proteina de fase
aguda descrita, apresenta grande importancia clinica como marcador para
doengas (DINARELLO, 1996), servindo para o acompanhamento de
infeccdo e sua recuperagdo. A utilizagdo de valores seriados de PCR tem
recebido constante interesse para o diagndstico e acompanhamento de
alteragbes neonatais (DU CLOS & MOLD, 2001).

A principal fungdo biolégica da PCR é determinada por sua
capacidade de reconhecer patdgenos e células lesadas do organismo,
mediando sua eliminagdo pela ativagdo da via classica do sistema
complemento e da resposta de células fagociticas. A propriedade de
opsonina da PCR tem sido demonstrada para macréfagos e neutréfilos,
sendo a fagocitose mediada por receptores Fc, ou pela ligagdo de PCR a
fragmentos opsonizantes do complemento. Esta proteina exerce importante
papel na eliminagdo de células apoptéticas e necréticas, contribuindo para
restauragao da estrutura e fungdo normal de tecidos lesados (VOLANAKIS,
2001; ISMAIL et al., 1985).

Alguns trabalhos buscam a utilizagdo de PCR como marcador
de infecgdes maternas subclinicas, processos inflamatérios ou como
prognostico de sepse neonatal, sendo verificadas limitagbes em sua
utilizagéo (DE MEEUS et al., 1998; WATTS et al., 1991; de VILLIERS, et al,,
1990; ISMAIL et al.,, 1985; ROMEN & ARTAL, 1985). A fim de ser possivel
relacionar valores de PCR com processos patolégicos na gestagdo, valores
normais de referéncias precisam ser melhor estabelecidos, pois um aumento
de PCR durante a gravidez, bem como no pds-parto sdo conhecidos.

As causas para o aumento de PCR durante a gestagdo néo

estdo totalmente estabelecidas, podendo ser relacionadas com o aumento
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de prostaglandinas e estrégenos, bem como envelhecimento placentéario (DE
MEEUS et al., 1998; de VILLIERS et al., 1980). Os niveis de PCR podem ser
correlacionados com a idade gestacional (ROMEN & ARTAL, 1985), sendo
os valores obtidos em mulheres gravidas maiores que em mulheres néo
gravidas (WATTS et al., 1991). O trabalho de parto na auséncia de infecgdo
clinica ou inflamagéo, com comprovagéo histolégica, poderia contribuir para
o0 aumento de PCR, através das contragGes uterinas isoladas (WATTS et al.,
1991). O parto (normal ou por cesarea) tem sido associado com significante
produgdo de PCR, sendo verificado um pico de elevagao em 24 horas apos
o parto em gestagbes normais, com concentragbes significantemente
maiores que os valores obtidos imediatamente apds o parto (de VILLIERS,
et al.,, 1990; ROMEN & ARTAL, 1985).

Mudangas imunolégicas especificas durante a gestagéo
poderiam interferir na sintese de PCR, especialmente aquelas relacionadas
com as citocinas (DE MEEUS et al. 1998), uma vez que IL-1, TNF e IL-6
podem induzir a expressdo de PCR (BAUMANN & GAUDIE, 1994). Varias
publicagdes relacionam a presenga de citocinas a condigbes fisiolégicas e
patolégicas da gestagio e do parto, nao se tem conhecimento de estudos
tentando relacionar citocinas com proteinas de fase aguda como PCR e
SAA

3.1.2. AMILOIDE SERICA A (SAA):

A familia da amildéide sérica A (SAA) foi originalmente
considerada como um Unico precursor circulante, a proteina amiléide A,
principal componente de depésitos em grandes érgéos desenvolvidos na
amiloidose secundéria, uma doenga inflamatdria cronica. Atualmente s&o
conhecidas varias proteinas expressas diferentemente desta familia, sendo
sintetizadas primariamente pelo figado. Podem ter sua concentragéo
plasmatica aumentada mais de 1000 vezes em resposta a lesdes, infecgGes,
inflamagdo aguda ou neoplasia maligna, indicando um importante e benéfico
papel na defesa do hospedeiro (URIELI-SHOVAL et al., 2000; UHLAR &

WHITEHEAD, 1999; PATEL et al., 1998; DINARELLO, 1996; DUBOIS &
U!UL’OTELA
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MALMENDIER, 1988). Durante a inflamagdo, SAA associa-se
predominantemente com HDLs (terceira fragdo da lipoproteina de alta
densidade) deslocando a apolipoproteina A-1 (apo A-1) (UHLAR &
WHITEHEAD, 1999; DUBOIS & MALMENDIER, 1988).

O papel fisioldgico da SAA ainda nao foi esclarecido, mas
varias fun¢des e efeitos tém sido propostos. Entre eles podem ser incluidos
o envolvimento com metabolismo e transporte de colesterol; modulagdo da
resposta inflamatéria com atividades anti e pro-inflamatérias; indugdo de
adesao, migracéo e infiltragao tecidual de monécitos, neutréfilos, linfocitos e
mastocitos; indugdo de metaioproteinases de matriz (URIELI-SHOVAL,
2000). Alguns estudos sugerem que SAA poderia inibir o “burst” respiratério,
prevenindo o dano tecidual oxidativo durante a inflamagao, com efeito dose
dependente (UHLAR & WHITEHEAD, 1999). A indugdac de adesZo e
quimiotaxia de monécitos e PMN humanos in vitro e in vivo poderia ser
reduzida pela associa¢do de SAA com HDL, indicando possivel participagéo
na modulagao da reposta inflamatéria (PATEL et al., 1998; XU et al., 1995;
BADOLATO et al.,, 1994). SAA poderia também participar da quebra de
tecido conectivo em sitios inflamatérios, estimulando a sintese de
colagenase em fibroblastos humanos (BRINCKERHOFF, 1989). Ela tem sido
associada com a indugao de enzimas que degradam a matriz extracelular,
indicando importante papel nos processos de reparo apés a les&o tecidual
(UHLAR & WHITEHEAD, 1999).

Em situagdes de infecgao bacteriana ou viral, as concentragdes
de SAA sdo cerca de 10 vezes maiores que da PCR, tendendo a diminuir
mais rapidamente (NAKAYAMA et al., 1993). Durante o periodo periparto, os
valores de SAA acompanham o aumento de PCR (de VILLIERS et al., 1990),
entretanto, pouco se sabe sobre o comportamento da SAA na gestagao e
parto, existindo alguns estudos feitos em mulheres gravidas com doencas
reumaticas. Valores alterados de SAA sao freqlentemente detectados em
associagdo com valores normais de PCR, e apesar de haverem poucas
informages sobre SAA em recém-nascidos, tem crescido o interesse em
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sua utilizagdo como marcador mais especifico e sensivel para detec¢do de
infecgbes neonatais (ARNON et al., 2002; PIZZINI et al., 2000).

Além destas situagbes, trabalhos do nosso grupo
demonstraram que SAA pode estimular a liberagao de IL-1B, TNF-a e IL-8
por PMN humanos em cultura, sendo esse efeito inibido pela associagio de
SAA com HDL (FURLANETO & CAMPA, 2000). Um efeito modulador
poderia ser proposto, uma vez que citocinas como IL-1B, TNF-o e IL-6
também poderiam induzir a transcricdo de genes para SAA (UHLAR &
WHITEHEAD, 1999; PATEL et al, 1998; BAUMANN & GAUDIE, 1994),
indicando importante papel fisiologico desta proteina de fase aguda. O parto
fornece uma oportunidade de estudo in vivo, da possivel interagdo de
proteinas de fase aguda, citocinas e neutréfilos em uma condigéo fisiolégica

onde se tem conhecimento da participagao de uma resposta de fase aguda.

3.2 CITOCINAS E PARTO

Primariamente, o papel das citocinas pode ser autdcrino,
modulando propriedades da célula produtora; ou paracrino, onde a
pequenas distancias podem afetar outras células do sistema imune.
Entretanto, em alguns aspectos, as citocinas sdo semelhantes a hormodnios,
atuando como mediadores distantes para células que nao pertencem ao
sistema imunolégico. A medida que tentamos entender as fungbes das
citocinas, uma importante questdo surge sobre a complexidade e inter-
regulagdo entre papéis protetores e potencialmente danosos destas
substancias (NESIN & CUNNINGHAM-RUNDLES, 2000).

As citocinas ligam-se a receptores especificos na membrana
celular, estimulando vias de transdugéo de sinal que alteram a expressdo
génica das células-alvo. S&o mediadores extremamente potentes,
necessitando apenas de concentragdes picomolares para exercer seus
efeitos bioldgicos (GOLDSBY et al., 2000b; SHEERAN & HALL, 1997).
Varias citocinas sdo chamadas de interleucinas, pois sao secretadas e
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O aumento de TNF-a no liquido amnidtico sugere a
participagéo fisiolégica desta citocina durante o parto, uma vez que a sua
concentragdo média, em mulheres em trabalho de parto a termo, é
significativamente maior que naquelas fora de trabalho de parto. Este papel
fisiolégico poderia estar relacionado com o estimulo para produgdo de
prostaglandinas, indugao de apoptose e estimulo para degradagdo da matriz
extracelular, promovendo a rotura de membranas e a dilatagdo cervical
(MAYMON et al.,, 1999). A concentragdo de citocinas inflamatdrias em
secregdes cervico-vaginais aumenta durante o trabalho de parto a termo,
apresentando pico quando a dilatagdo cervical & completada. Os niveis de
TNF-oo na secregdo cervico-vaginal aumentam acentuadamente apds a
rotura de membranas (BOWEN et al., 2002a). Pouco se conhece sobre os
efeitos sistémicos destas alteragdes localizadas durante o trabalho de parto.

A expressdo de mRNA para TNF-a em amostras de sangue
total ndo sofre grandes alteragdes durante a gestagdo, sendo maiores que
em mulheres néo gravidas. Varios estudos indicam a participagdo de TNF
em mecanismos do parto associados a infecgao (ROMERO et al., 1992),
sendo esta citocina relacionada com condigdes patoldgicas de parto pré-
termo ou abortos recorrentes. Poucos trabalhos avaliam a variagdo sérica
materna desta citocina no momento do parto, em busca de um marcador

para alteragdes perinatais.

3.2.2. INTERLEUCINA 1 BETA (IL-1B):

Em resposta a alteragdes infecciosas e imunologicas, ocorre
rapida produgdo de IL-1B, que atua em varias células promovendo a sintese
de outras citocinas (TNF-a, IL-6, IL-8) e mediadores de inflamacao. A IL-18
pode estar relacionada com a proliferacdo, ativagdo e migragédo de
leucécitos; estimular modificagbes nas proteinas da matriz extracelular;
provocar efeitos mitogénicos e citotdxicos; causar febre e ativar a resposta
de fase aguda; promover a formagéo de prostaglandinas no miométrio,
decidua e membranas fetais. Antes do inicio do trabalho de parto, na
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presenca de membranas intactas, ndo se detecta IL-1p no fiuido amnidtico.
Durante o trabalho de parto espontaneo a termo, sua presen¢a pode ser
constatada em amostras coletadas através de amniocentese trans-
abdominal ou trans-uterina, com concentragbes variando de 100 a
5000pg/mL. A produgdo de IL-1f pode ser relacionada a fagdcitos
mononucleares ou neutréfilos ativados e recrutados para o liquido amniético,
ap6s o inicio do trabalho de parto, quando ocorre a dilatagdo cervical e
formagdo da bolsa amnidtica, expondo as células deciduais na regido
vaginal (CUNNINGHAM et al., 2001). Assim o aumento das concentragbes
de IL-1B (bem como de TNF-a) no liquido amnidtico poderia variar e estar
correlacionado com a infiltragao de granulécitos na placenta (BOWEN et al.,
2002a).

3.2.3. INTERLEUCINA 8 (IL-8):

A IL-8 é uma citocina com fungé@o quimiotatica, que atua como
estimulo migratério para neutrofilos, linfécitos e fibroblastos, podendo ser
produzida principalmente por mondcitos e macréfagos, e sua sintese pode
ser estimulada por IL-1 e TNF-a (BOWEN et al.,, 2002a; CUNNINGHAM et
al., 2001; SENTURK et al., 2001; BARCLAY et al., 1993). Além do
recrutamento de neutrdfilos, a IL-8 atua ativando essas células, servindo
como importante estimulo para o rearranjo da matriz extracelular (KELLY,
1996; LAHAM et al., 1997), ativando a degranulagéo de granulos especificos
que contém colagenase e elastase (BARCLAY et al., 1993, OSMERS et al.,
1995). Estudos indicam uma possivel agéo de IL-8 no amadurecimento
cervical mediado por neutréfilos, pois concentragées aumentadas podem ser
encontradas no segmento uterino inferior de mulheres em trabaiho de parto
a termo (SENTURK et al., 2001).

O amadurecimento do canal cervical & um pré-requisito para o
inicio e progresso normal do trabatho de parto. Esse processo poderia ser
semelhante aqueles envolvidos na rotura de membranas, que incluem
mudangas na composigdo da matriz extracelular, invasdo de neutrdfilos e
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conectivo cervical, obtidos durante a gravidez, tém a capacidade de produzir
IL-8 em grandes quantidades, assim como outros tipos celulares do utero e
placenta (OSMERS et al., 1995; BARCLAY et al.,, 1993). Além disso, a
colagenase encontrada no canal cervical tem sido identificada como
proveniente de neutréfilos, que pode estar presente em granulos especificos,
degranulados por indugdo de varias citocinas, incluindo IL-8. Essa
duplicidade de agdes da IL-8, recrutamento e ativagdo de neutréfilos,
tornam-na um potente agente na iniciagdo do rearranjo da matriz extracelular
(KELLY, 1996). Os neutrofilos poderiam ser considerados como ceélulas
centrais dos eventos relacionados com o trabalho de parto. Sendo as
primeiras recrutadas para o local, atuam produzindo citocinas que ativam e
atraem outros leucocitos, bem como liberam enzimas responsaveis pela
alteragdo do tecido conectivo. Além disso, s&o importantes para a defesa do
organismo contra agentes invasores, durante uma condi¢do fisiclégica

extrema como o trabalho de parto.






24

5. OBJETIVOS

O evento do parto oferece oportunidade uUnica para se
correlacionar in vivo a presenga de citocinas (TNF-«, IL-1p e IL-8) com uma
resposta de fase aguda (PCR e SAA), e com conhecida presenga de
neutréfilos no processo. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram:

= Determinar e comparar em soro materno a concentra¢ao de TNF-, IL-
1B, IL-8, PCR e SAA, durante o parto em quatro instantes de tempo:

momento da internagao (MIl), momento do parto (MP), 24 horas apés o
parto (24H) e 60 horas apds o parto (60H).

= Determinar e comparar em soro de recém nascido, obtido através da
veia de corddo umbilical, a concentragdo de TNF—-, IL-1B, IL-8, PCR e
SAA no momento do parto (MP).
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As determinagbes de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-8) e
proteinas de fase aguda (PCR e SAA) foram feitas através de reagentes
comerciais para metodologia de ELISA, sendo para:

= TNF-a, IL-18, IL-8 e PCR: dtilizados reagentes da marca DPC Medlab
para equipamento automatizado IMMULITE® System;

= SAA: utilizados reagentes da marca Tridelta Phase™ para técnica
manual.

Os resultados obtidos foram avaliados no Centro de Estatistica
Aplicada — CEA-USP, através de analise estatistica descritiva (média,
mediana e desvio-padrao); anadlise grafica (“boxplot®, perfil e diagrama de
dispersdo); analise de inferéncias (ANOVA - anadlise de variancia com
medidas repetidas, método de Bonferroni — comparagdes multiplas);
comparacgdo de médias (teste t) e comrelagbes (Pearson). As concentragoes
médias de PCR, SAA, TNF-a, IL-1B e IL-8 foram comparadas durante os
quatros momentos de coleta, verificando-se o comportamento ao longo do
tempo para as amostras maternas. Além disso, foram verificadas possiveis
correlagbes entre as amostras maternas e de corddo umbilical, no MP,

buscando a presenga ou ndo de diferengas entre PN e PC.
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grupos estéo acima destes valores deste o M, indicando a necessidade de
valores especificos para mulheres na gestagdo e em trabalho de parto.
Apesar do grupo PC apresentar maior aumento aparente, esse nio é
estatisticamente diferente quando comparado com PN (p = 0,144).
Observando-se os valores individuais de cada mae ao longo do
tempo (Figura 1 e 2 do APENDICE DE FIGURAS), verifica-se que o conjunto
de resultados para PN apresenta menor dispersdo quando comparado com
o0 grupo de PC. As variagbes do PC sdo maiores, com comportamentos
variados entre 24 e 60 horas apds o parto, alguns valores permaneceram

constantes, outros diminuiram ou aumentaram em 60 horas.

As concentragbes médias de SAA (ug/mL) em soro materno
(FIGURA 4), ao longo dos periodos de coleta, acompanharam o
comportamento da PCR para os dois tipos de parto (PN e PC). Também
foram encontrados valores maximos em 24 horas apés o parto, sendo
maiores os resultados obtidos para o PC, quando comparado com o PN.
Néo houve diferenga significante entre o conjunto de resultados para os dois
tipos de parto. As determinagdes feitas no Ml e MP foram estatisticamente
diferentes dos periodos de coleta de 24 e 60 horas apés o parto (p < 0,01).
No MI para o grupo de PC, ocorreu maior erro-padrao determinado por uma
amostra (paciente numero 9) com valores acentuadamente elevados em
relagdo aos demais, comportamento que ndo foi mantido no MP (Figura 5 do
APENDICE DE FIGURAS).
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Observando-se o conjunto de resultados obtidos, podemos
verificar grandes amplitudes para algumas determinagdes. Essa situagao
pode refletir a presenga de muitas variaveis que podem atuar em estudos
clinicos, pois cada individuo possui um conjunto genético todo particular que
responde aos estimulos das mais variadas formas. Foi possivel encontrar
resultados com concentragbes extremas, que sao refletidas na média e seu
respectivo desvio-padrdao de cada grupo de determinagdes; o que nao foi
evidenciado pelos valores de medianas (TABELA 1).

Durante as determinagdes realizadas foi observado um caso
particular que ndo acompanhou os resultados obtidos, devido a presenga de
valores acentuadamente aumentados de IL-1p e IL-8 na amostra de soro de
cordao. Esse fato foi relacionado com situagao de sofrimento fetal intraparto
e diagnéstico no MP de alteragbes no recém-nascido. Nao foi possivel
reproduzir essa condigdo com amostras obtidas de recém-nascido em
condigbes semelhantes & deste caso (Tabela 15 e 16 do APENDICE DE
TABELAS). As concentragdes de proteinas de fase aguda no soro materno
foram aumentadas desde o MP, alcangando maiores elevagbes em 24 e 60
horas apés o parto (FIGURA 11), quando comparadas com os valores
médios das figuras anteriormente apresentadas (FIGURAS 3, 4 e 5). Para as
concentragbes de TNFa e IL-1p3 ndo foram encontradas vanagdes ao longo
dos periodos de coleta, o que ndo ocorreu para IL-8, que apresentou
aumentos no MP e 60 horas apds o parto (FIGURA 11), também quando
comparado com as figuras anteriormente apresentadas (FIGURAS 6, 7 e 8).
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8. DISCUSSAO

Considerando a evidéncia de que um processo inflamatério
pode estar envolvido com os mecanismos de iniciagdo do parto, o objetivo
deste estudo foi avaliar o comportamento conjunto de proteinas de fase
aguda (PCR e SAA) e de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e IL-8) no
soro de mulheres durante a admissdo para o trabalho de parto (MI), no
momento do parto (MP) e no pds-parto (24 e 60 horas apds o parto).
Também se buscou avaliar a presenga destas proteinas e citocinas em
amostras de soro de corddo umbilical, a fim de estabelecer as
concentragdes destas substancias no recém-nascido durante o MP.

Existem mais de 30 proteinas envolvidas com a resposta de
fase aguda, sendo algumas utilizadas como importantes marcadores da
presenca e extensdo do processo inflamatério, como a PCR (DU CLOS &
MOLD, 2001; SHEERAN & HALL, 1997). Foram encontrados aumentos
acentuados das proteinas de fase aguda (FIGURA 3, 4 e 5) apés o trabalho
de parto, podendo demonstrar semelhangas entre o processo inflamatério e
0 parto, uma vez que esse processo pode estar relacionado com mudangas
fisiolégicas que lembram inflamagdo (KELLY, 1996). Alguns estudos
sugerem que o inicio da resposta de fase aguda durante o parto poderia
coincidir com a prépria iniciagao do parto (KELLY, 1996), o que poderia estar
sendo confirmado pelo aumento de PCR e SAA nos periodos de 24 e 60
horas apds o parto. Esse aumento evidenciaria os traumas dos mecanismos
do trabalho de parto, vistos no PN, bem como no PC. Os resultados obtidos
no momento da internagéo e do parto apresentaram um pequeno aumento,
em relagdo aos valores de referéncia que sdo adotados clinicamente,
sugerindo a participagdo destas proteinas em eventos sinalizadores para o
inicio do parto. As diferengas entre PN e PC podem ser atribuidas aos
diferentes graus de lesdo tecidual (DE MEEUS et al, 1998, ROMEN &
ARTAL, 1985), o que foi claramente visto pelo maior aumento de PCR e

SAA no grupo de PC.
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poderiam ainda indicar o possivel papel protetor das proteinas de fase
aguda durante os eventos relacionados com o parto.

Existem alguns trabalhos relacionando a presenga de citocinas
na gestagdo e parto, sendo a boa parte destes estudos feitos em amostras
de liquido amniético relacionadas com parto pré-termo (ROMERO et al.,
1992; ARNTZEN et al., 1998) e infecgdo (ROMERO et al., 1989), ou amostra
de secre¢do cervico-vaginal. Existe caréncia de estudos que buscam
determinar os valores de referéncia destes mediadores na fisiologia da
gestacao e parto, bem como em amostras de soro materno obtidas durante
o trabalho de parto e pés-parto. Um fator importante a ser levado em
consideragdo é a grande variagdo individual obtida nas determinagbes
séricas destas citocinas (TABELA 1), também comprovada em outros
estudos.

Neste trabalho buscamos avaliar as alteragbes séricas das
citocinas pré-inflamatérias durante a gestagéo e parto, uma vez que nao sio
descritas ou estudadas as associagfes destas com proteinas de fase aguda
(VASSILIADIS et al., 1998, LAHAM et al., 1994; OPSJLN et al., 1993).
Nossos resultados apresentaram grandes dispersbes para as concentragdes
séricas de TNF—, IL-1B e IL-8, ocorrendo valores extremos para todas elas.
Verificou-se ndo haver coincidéncia de individuos, bem como a associagao
com alguma evolugéo clinica particularmente diferente.

Os niveis séricos de TNF-a e IL-1B apresentaram-se
constantes ao longo do tempo, sendo os resultados obtidos para TNF-a
compativeis com trabalhos anteriores. Por exemplo, a expressdo de mRNA
para TNF-a, em preparagdes de sangue total, ndo apresentou alteragbes
significativas durante a gestagdo e apdés o parto, apesar de levemente
aumentada em relagdo a mulheres ndo gravidas (KRUSE et al., 2000).
Estudos também demonstraram que nao ocorre diferenga na concentragao
de TNF-a entre tipos de parto, normal ou cesarea. Na auséncia de infecgéo,
o trabalho de parto parece nao influenciar os niveis de TNF-o no sangue
materno ou liquido amnidtico (BUONOCORE et al., 1995), o que também foi
observado em nossos resultados. Nao houve aumento de IL-18 durante o
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parto, sendo obtido um padrdo homogéneo semelhante aquele observado
para TNF-a.

Em condigdes de infecgdo, as mudangas nas concentragbes
das citocinas sdo semelhantes as encontradas no trabalho de parto, sendo
encontrado aumento de IL-1 no liquido amnidtico e sangue materno da
placenta (STALLMACH et al., 1995). Alguns trabalhos indicam uma variagéo
de O a 50pg/mL de IL-1 observada em amostras de sangue de adultos
saudaveis (sem gravidez), também indicam que concentragées de IL-1 ndo
podem ser detectadas em amostras de sangue periférico materno ou fetal
(venoso ou arterial).

STALLMACH et al., 1995 demonstraram que IL-8 sé pode ser
detectada em baixas concentragbes no sangue materno e fetal durante a
gestagao normal, o que pdde ser confirmado também através de nosso
estudo. As baixas concentragoes séricas de IL-8 podem ser uma evidéncia
de que a resposta inflamatéria localizada n&o estd sendo refletida de forma
sistémica, uma vez que altas concentragdes de IL-8 podem ser encontradas
em amostras de liquido amnidtico (média de 1500pg/mL). A concentragdo
materna na placenta de IL-8 é cerca de 50 vezes maior que no sangue
periférico, sendo encontrado aumento de citocinas no liquido amnidtico
durante o trabalho de parto. A IL-8 tem sido a citocina mais freqientemente
associada com infecgdo amnidtica, sendo discutida a presenca deste fator
quimiotatico na gravidez, bem como o significado de sua elevagc&o neste
periodo. Alguns estudos indicam que, mesmo na preseng¢a de infecgéo, a
concentragio de IL-8 no sangue periférico materno pode permanecer muito
baixa (STALLMACH et al., 1995).

Nao se conhece como as citocinas intra-uterinas exercem seu
papel no inicio do trabalho de parto ou mesmo se a produgédo de citocinas &
uma consequéncia do processo do trabalho de parto e nascimento. Varios
estudos tém documentado a infiltragdo do canal cervical e segmento inferior
do utero com neutrofios e macréfagos antes do trabalho de parto,
possivelmente em resposta a agentes quimiotaticos como a IL-8, sugerindo
que alguma forma de ativagéo inflamatodria poderia estar envolvida com os



mecanismos do parto normal, bem como poderia haver envolvimento de
citocinas com esses mecanismos (KEELAN et al., 1999). As concentragdes
de citocinas em tecidos de mulheres que apresentaram parto pré-termo s3o
maiores que as observadas apds o trabalho de parto a termo, indicando que
a inflamagéo observada, além de ser uma resposta natural ao parto, poderia
ser parte da patogénese do trabalho de parto pré-termo. Varios trabalhos,
incluindo aqueles baseados nas determinagbes de citocinas em liquido
amnidtico, tém sugerido que a infecgao subclinica é uma importante causa,
se nao a principal causa, de trabalho de parto pré-termo e nascimento
(KEELAN et al., 1999). O organismo aproveita mecanismos de defesa para
iniciagdo do trabalho de parto, na presenga de infecgdes, buscando uma
forma de protegdo para a mae. E interessante o fato de um mesmo
mecanismo ser usado para beneficio e efetivagdo do parto no momento
adequado, bem como no parto pré-termo. Acredita-se que um delicado e
complexo equilibrio entre varias citocinas € necessario para o
estabelecimento e manutengdo de uma gravidez bem sucedida. A quebra
deste equilibrio, durante uma infecgao intra-uterina, por exemplo, pode levar
a complicagdes da gravidez e tem sido relacionada com a patogénese de
varias doengas gestacionais importantes (BOWEN et al., 2000b).

Quando comparamos os niveis séricos maternos com as
amostras dos recém-nascidos, colhidas de sangue do cordao umbilical, das
proteinas de fase aguda verifica-se claramente que ndo ocorre transferéncia
transplacentaria de PCR e SAA, sendo as concentragées dos recém-
nascidos estatisticamente mais baixas (FIGURA 9). Esse fato poderia ser um
forte indicio da utilidade destas proteinas como marcadores de condigbes
patolégicas para o recém-nascido. A SAA poderia ser mais especifica e
sensivel para a detecgdo de alteragbes neonatais, apesar de haverem
poucas informagbes sobre sua aplicacdo nestas condigdes, uma vez que
valores alterados podem ser frequentemente encontrados em associagéo
com valores normais de PCR (ARNON et al., 2002; PIZZINI et al., 2000).

Os resultados das comparagdes entre mae e recém-nascido

podem indicar uma possivel independéncia da produgdo fetal para as
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citocinas (TNF-o, IL-18 e IL-8), apesar dos niveis séricos materno e fetal
serem proximos, foram verificadas algumas diferengas estatisticas entre as
concentragdes séricas maternas e fetais. Estudos indicam que criangas
expostas a liquido amniético com altas concentragdes de TNF-a apresentam
alta taxa de alteragdes neonatais, com casos de natimorto e morte neonatal,
bem como alteragées multi-sistémicas importantes (HITTI et al., 2001).
Durante a vida fetal, citocinas podem regular a hematopoiese, modulando a
defesa do organismo contra infecgbes, protegendo o feto contra a rejeigao
materna e atuando como fatores de crescimento extra-hematopoiéticos. Os
recém-nascidos dependem da imunidade natural (inata), que inclui
fagocitose (mondcitos, macréfagos teciduais e neutrdfilos), células “natural
killer' (NK) e mediadores humorais (PCR, complemento e anticorpos
maternos adquiridos através da passagem placentdria) durante seus
primeiros dias de vida (NESIN & CUNNINGHAM-RUNDLES, 2000).
Finalmente, durante as determinagdes deste estudo houve um
Unico caso de sofrimento fetal, onde foram observadas alteragdes nas
concentragdes séricas maternas e fetais de PCR, SAA, TNF—, IL-1B e IL-8
(FIGURA 11). Houve um acentuado aumentc de IL-8 (TABELA 15 do
APENDICE DE TABELAS), que poderia estar representando a gravidade
das condigbes fetais durante o trabalho de parto, uma vez que as citocinas
podem ser relacionadas com condigbes patologicas. Com certeza poucas
conclusées podem ser obtidas de um Unico caso, mas isto s6 nos traz &
memoria o quanto os processos do parto e inflamag&o ainda precisam ser

melhor compreendidos.
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9. CONCLUSOES

Foram encontrados aumentos de proteinas de fase aguda durante o
periodo pés-parto, confirmando a presenga de uma resposta
inflamatéria no parto.

Nao houve diferenga entre parto normal e parto por ceséarea.

N&o houve correlagdo entre as concentragbes séricas de proteinas de
fase aguda e citocinas.

As concentragdes de citocinas permaneceram constantes ao longo
dos periodos de coleta, indicando que a possivel participagdo
localizada em eventos no miométrio ndo poderia ser vista de forma
sistémica.

As diferengas entre as concentragdes maternas e fetais podem ser
indicios de que nao ocorre transferéncia placentaria de proteinas de
fase aguda e de que ocorre produgéo fetal de citocinas.

Proteinas de fase aguda nac sdoc bons marcadores de alteragdes

maternas pds-parto, podendo ser para alteragGes neonatais.
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ANEXO |

S&o Paulo, de de20__ .

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMAGCAO

Eu,
RG n® , declaro que apds
convenientemente esclarecido e tendo entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do protocolo de pesquisa
“Amiloide sérica A, proteina C reativa e citocinas em gestantes
¢ parturientes”. Tendo sido devidamente esclarecido que tal
participagdo nfo apresenta dano a saide e podendo retirar o
consentimento a qualquer momento, sem que isto traga prejuizo
a continuidade de assisténcia.

Assinatura da Paciente ou Responsavel Legal

Luciane Marzzullo Cicarelli
Farmacéutica do Servigo de Laboratério Clinico
Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo
Telefone: 3818-7770 (das 13 as 19 horas)



56

ANEXO I

IDENTIFICACAO DAS PACIENTES DO PROJETO DE
PESQUISA: Amiléide Sérica A, Proteina C Reativa e Citocinas em
Gestantes e Parturientes (TRABALHO DE CITOCINAS)

NOME:

Enderego: Telefone:
Atendimento HU n2; Cor: Data de Nasc:

Estado civil: ( ) casada ( ) solteira { )viiva ( )amasiada
Exame fisico: Peso: Altura: Pressio arterial: Freq. cardiaca:
Alteragoes:

Antecedentes pessoais:
Hipertens3o Arterial Sistémica: sim nio - tempo/medicagio:

Diabetes Mellitus: sim nio - tempo/medicagdo:
Cardiopatia sim ndo - tempo/medicagdo:
Tabagismo: nunca fumou parou fuma - tempo:

Outras patologias:

Dados laboratoriais:

Paridade: G P A

DUM: 12USG: IG: IG DEF:
Horas em TP: Duragio da RPMO:

Tipo de Parto: ( ) normal ( ) forcipe ( ) cesaria/indicagdo:
Analgesia do Parto:

Intercorréncias Clinicas:

Intercorréncias Obstétricas:

Sinais de Sofrimento Fetal Intra-Parto;

Dados do Recém-Nascido: Sexo: ( )M( }JF  Peso: Altura:
Apgar: Capurro:
Intercorréncias Neonatais:
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Tabela 4: Dados clinicos dos recém-nascidos do grupo parto normal:

Sexo Peso {(gramas}) Apgar Capurro
13 Feminino 2995 9 10 10 40 "sem
14 Feminino 3440 89 10 39 V'sem
15 Masculino 3390 g 10 10 38 “"sem
18 Masculino 3530 6 9 10 40 T'sem
17 Feminino 3155 8§99 38 "sem
18 Feminino 3300 989 38 “sem
19 Masculino 2865 9 10 10 38sem
20 Feminino 3590 889 38sem
21 Masculino 3220 9 10 10 40 “"sem
22 Feminino 3145 99 10 37 “sem
23 Masculino 3145 g9 10 10 40 ¥'sem
24 Feminino 2810 588 39 “sem

S6Im. semanas

Tabela 5: Resultados de proteinas de fase aguda e citocinas, para parto
cesarea, no momento da internacao:

SAA (ug/mL) | PCR (mg/dL) | TNF-« (pg/mL) | IL-1p (pg/mL) | IL-8 (pg/mL)
1 6 1,06 0,89 056 3
2 31,3 425 4 1.4 58
3 3,61 0,274 5 0,31 3.1
4 5,15 0,406 26 0,74 25
5 9,47 258 25 1 8,1
3 451 0,208 46 0,44 28
7 3,87 0,282 53 0,56 45
8 382 854 24 0,37 38
9 2,22 11 46 0,68 38
10 457 0,599 11 0,72 27
1 59 1,92 57 0,86 14
12 718 0,277 29 0,78 7.8

Tabela 6: Resultados de proteinas de fase aguda e citocinas, para parto
normal, no momento da internagao:

SAA (ug/mL) | PCR (mg/dL) | TNF- (pg/mL) | IL-1B (pg/mL) | IL-8 (pg/mL)
13 75 0,788 11,9 5,3 4,1
14 9.26 0,648 005 12 57
15 6,27 0,526 65 0,57 54,9
16 5,95 0,95 15 17 2,1
17 5,31 0,674 3,1 0,7 38
18 457 0,274 0,52 0,76 1,1
19 515 0,528 | Inferior a 4,00 2,1 31
20 355 0,221 1,5 1 6
21 20,4 1,65 7.2 14 65
22 515 0,098 5 0,65 42
23 6,38 1,03 35 0,33 2,1
24 531 0,202 4 0,31 2,9







Tabela 10: Resultados de proteinas de fase
normal, 24 horas apdés o parto:

60

aguda e citocinas, para parto

SAA (ug/mL) | PCR (mg/dL) | TNF-x {pa/mL) | IL-1B (pg/mL) | IL-8 (pg/mL)
13 222 3,95 11,9 43 14,3
14 299 11,4 35 05 54
16 235 2,89 26 0,44 37.7
16 233 56 2,6 18 34,3
17 261 6,96 35 0,81 39
18 255 2,87 38 0,73 39
19 190 24 7 0,74 63
20 191 332 49 0,88 23,8
21 198 12,1 14,4 15 21
22 208 2,23 6 0.74 57
23 235 6,35 6,1 0,34 36
24 235 9,69 54 0,27 28,4

Tabela 11: Resultados de proteinas de fase
cesarea, 60 horas apods o parto:

aguda e citocinas, para parto

SAA (ug/mL) | PCR (mg/dL) | TNF-a (pg/mL) | IL-1B (pg/mL) | IL-8 (pg/mL)

1 298 8,77 | Inferior a 4,00 0,52 3.1
2 499 121 4,6 0,79 21
3 326 528 27 0,09 44
4 324 7,27 55 0,65 18,4
5 229 9,74 11 1.1 9.1
6 229 8,17 34 0,46 4.4
7 186 515 56 0,3 15,4
8 190 1,34 1.1 0,44 4,2
8 444 20,8 4 1.t 4.7
10 334 11,6 07 0,4 46
11 339 12 21 0,52 31
12 505 11,2 4.4 0,48 52

Tabela 12: Resultados de proteinas de fase aguda e citocinas, para parto
normal, 60 horas apds o parto:

SAA (ug/mL) | PCR (mg/dL) | TNF-a (pg/mL) | IL-18 (pg/mL) | IL-8 (pg/mL)
13 216 2,11 9,4 38 6.5
14 203 2,79 36 0,35 42
15 235 12 41 0,32 29,1
16 245 6,13 12 14 3,1
17 327 4,05 26 1 2,6
18 239 2,68 0,24 0,47 4
19 170 1,14 4,2 0,05 7.9
20 178 2,81 2 0.93 48
21 264 376 9,1 0,98 7.4
22 191 0535 8,4 0,52 8.4
23 201 2,86 5,1 0,23 3
24 213 3,77 33 0,63 209
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Tabela 13: Resultados de proteinas de fase aguda e citocinas, para recém-

nascidos em

arto cesarea, no momento do parto:

SAA (ug/mL) | PCR (mg/dL) | TNF-a (pg/mL) | IL-1B (pg/mL) | IL-8 (pg/mL)
1 0,148 0,065 6,7 0,31 11,8
2 0,75 0,122 5.1 18 142
3 0,092 0,059 7 0,35 171
4 0,135 0,066 53 0,19 6.4
5 0,188 0,076 48 0,62 26,4
6 0,084 0,004 8.4 0,29 37
7 0,226 0,006 75 0,65 175
8 0,146 0,013 10 0,39 1,3
9 0,243 0,009 6,5 0,21 38
10 0,203 0,004 7,8 0,32 89
1 0,064 0,006 69 0,21 7.3
12 0,552 0,153 8,1 43 asg

Tabela 14: Resultados de proteinas de fase aguda e citocinas, para recém-
nascidos em parto normal, no momento do parto:

SAA (ug/mL) | PCR {mg/dL) | TNF-a (pg/mL) | IL-1B (pg/mL) | IL-8 {pg/mL)
13 0,187 0,064 21,5 92 6.4
14 0,337 0,064 63 0,21 6,8
15 0,13 0,059 6.3 0,03 53,8
16 0,135 0,063 24,1 37 13,5
17 0,129 0,061 75 0,62 17.4
18 0,137 0,058 5,9 0,03 35
19 0,248 0,058 51 0,05 12,8
20 0,112 0,062 6,6 0,35 27
21 0,102 0,007 75 02 10,2
22 0,146 0,003 7.9 0,28 6.7
23 0,441 0,005 48 0,64 32
24 0,243 0,027 10,8 1,1 23
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Tabela 15: Resultados de um caso Gnico de PC indicado por sofrimento
fe-tal, cujos resultados encontrados para proteinas de fase aguda e citocinas
Nao apresentaram o mesmo padrio obtido nas demais determinacdes:

SAA (ng/mb) PCR {mg/dL) | TNF= (pg/mL) | IL-1g (pg/mL} | IL-8 (pg/mL)
Mi 18,5 2,56 46 11 7.4
MP mie Superior a 100 763 49 31 30
RN 0,480 1,43 12,1 64,1 6.067

24H 430 32,6 89 0,89 13,0
80H 282 20,3 54 14 97.6

MI: momento de internagao

MP: momenio do parlo
60 H: 80 horas apds o parlo

RN: recém-nascido

24 H: 24 horas apds o parto

DADOS CLINICOS:
Idade materna: 25 anos Idade gestacional definitiva: 39 ¥’ semanas
Horas em trabalho de parto: 12 horas e 25 minutos

Rotura de membranas: 3 horas Paridade: 2G 1P 0A

Indicagédo de cesarea: distocia funcional
Sexo do recém-nascido: masculino

Apgar:3 8 9

Peso do recém-nascido: 3545¢g

Capurro: 39 ¥ semanas

Tabela 16: Resultados de amostras de soro de cord&do umbilical para alguns
casos semelhantes ao caso dnico de PC indicado por sofrimento fetal, cujos
resultados encontrados para proteinas de fase aguda e citocinas
apresentaram o mesmo padrio obtido nas demais determinagdes:

SAA (ug/mL) | PCR (mg/dL) | TNF-a {(pg/mL) | IL-1B (pg/mi) | IL-8 (pg/mL)
1 0,102 0,005 9,0 0,43 46
2 0,146 0,018 7.0 12 271
3 0,120 0,006 69 038 9,6
4 0,090 0,008 93 0,37 10,4
5 0,074 0,002 23 0,71 36,7




































