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RESUMO

Introdugdo: A Pré-eclampsia (PE) constitui-se em uma sindrome clinica de alta
incidéncia nos paises em desenvolvimento caracterizada por hipertensao arterial,
proteinuria e em suas formas mais graves, associada a danos hepaticos, renais e
coagulopatia. Seu mecanismo etiopatogénico e suas implicagbes fisiopatologicas
sdo motivos de varios estudos. Permanece incerto o fator etioldgico, ou fatores,
associados a origem da PE. Varias correntes de pesquisas acreditam que a placenta
representa o fator causal mais evidente. A perturbacdo no processo de implantagao,
motivada pela intolerancia materna ao alo-enxerto fetal, torna-a incapaz de promover
0 necessario remodelamento da estrutura musculoelastica das artérias espiraladas
e, assim, estabelecer as conexdes vasculares adequadas materno-fetais. A hipdxia
resultante parece responsavel pelas alteracbes endoteliais, sistémicas e locais
observadas, com énfase ao processo aterosclerético, motivado pelo estresse
oxidativo e inflamatdrio resultante. Estima-se que entre 9 — 10% das mulheres
gravidas do Brasil estejam em risco de desenvolver a sindrome, sobretudo as
primigestas. Objetivos:Mensurar a presenca de marcadores inflamatérios, fator de
necrose tumoral-alfa (FNT-alfa), Interleucina-6 (IL-6) e Proteina C-reativa (PCR), em
mulheres gravidas com diagnodstico de pré-eclampsia e em gravidas sem a
sindrome. Métodos:Foi realizado um estudo transversal e analitico, entre o periodo
de abril a setembro de 2008, incluindo 81 mulheres gravidas atendidas no Hospital
Universitario Lauro Wanderley e Instituto Candida Vargas, na cidade de Jodo
Pessoa — Paraiba, Brasil, que, apés consentimento informado, concordaram em
participar da pesquisa e posteriormente distribuidas em dois grupos. Um composto
por 41 gravidas com pré-eclampsia (grupo-doenca) e outro com 40 mulheres
gravidas normotensas (grupo-controle). Selecionadas para a pesquisa, foi coletado
cerca de 10ml de sangue venoso periférico, centrifugado para obtengdo do soro,
aliquotados em duas amostras e congelados a -30°C. O FNT-alfa e a IL-6 foram
mensurados pela técnica de quimioluminiscéncia e a PCR, através do método de
turbidimetria. Foram mensurados e comparados o0s niveis dos marcadores
inflamatdrios nos dois grupos, quanto a idade materna, paridade e idade gestacional.
Analisada a possivel correlagdo linear entre os marcadores e carateristicas dos
mesmos quanto a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo,
razado de verossimilhanga positiva e negativa e indice de Youden. Os dados foram
plotados nos softwares estatisticos EPIINFO versédo 3.3.2 e MEDCALC versao 10.0
e submetidos a analise de possivel distribuicdo Normal ou ndo e averiguacédo de
significancia admitindo-se um p valor < 0,05. Os testes para analise das médias e
medianas  empregados  foram, respectivamente ANOVA e Mann-
Whitney.Resultados: Nas caracteristicas gerais da amostra ndo houve diferenca
significativa quanto a idade materna e idade gestacional. Quanto a paridade
observou-se diferenga estatistica entre os grupos. Foram encontrados altos valores
de PCR em mulheres pré-eclampticas, mediana de 6,7mg/dl, comparadas com as
mulheres gravidas normais, mediana de 4,2mg/dl, (p=0.000). O FNT-a foi
significativamente elevado em mulheres com pré-eclampsia, mediana de 19,6pc/ml,
em relagdo ao grupo controle, mediana de 13,7pc/ml, (p=0,003). Os niveis de IL-6
foram significativamente altos em mulheres pré-eclampticas, mediana de 6,9pc/ml,
em comparagdo com gravidas normais, mediana de 2,1pc/ml, (p=0,000). Houve
significativa correlagdo de linearidade entre o FNT-a e IL-6 (p<0,001). Ndo se



observou forte correlagcdo de linearidade entre a PCR e o FNT-alfa e a IL-6. Os
testes mostraram diferentes resultados para sensibilidade e especificidade. Para a
PCR a sensibilidade foi de 48,7%, especificidade de 85%, VPP de 76%, VPN de
48%, RV+ de 3,2, RV- de 0,6% indice de Youden de 0,33. Para o FNT-alfa a
sensibilidade foi de 68,27%, especificidade de 70%, VPP de 69%, VPN de 66%, RV+
de 2,2, RV- de 0,4% indice de Youden de 0,4. Para IL-6 a sensibilidade foi de 90%,
especificidade de 80%, VPP de 82%, VPN de 88%, RV+ de 4,5, RV- de 0,1% indice
de Youden de 0,7.Conclusao:Esta pesquisa permitiu a observagdo de nitida
atividade inflamatoria no contexto fisiopatoldgico da sindrome pré-eclampsia. Nao se
encontrou, entretanto, linearidade entre a PCR, marcador inflamatério de baixo
custo, quando relacionada aos demais marcadores de alto custo. Entre eles a
melhor correlagdo se deu entre a IL-6 e o FNT-alfa. Com relagc&o as caracteristicas
dos testes a interleucina-6 mostrou-se como o marcador de melhor sensibilidade e
especificidade. Depreende-se, por fim, a necessidade de se estabelecer um estudo
de coorte longitudinal com controle de variaveis, a fim de se determinar se a
atividade inflamatoria observada é causa ou efeito na dimensdo etiopatogénica e
fisiopatolégica da sindrome em questao.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; Etiopatogenia; Marcadores Inflamatorios



ABSTRACT

Introduction: The preeclampsia (PE) is a clinical syndrome of high incidence in
developing countries, characterized by hypertension, proteinuria and in its most
severe forms, associated with liver damage, kidney and coagulopathy. Your
etiopathogenic mechanism and pathophysiological implications are reasons for
various studies. Remains uncertain etiological factor, or factors associated with the
origin of the PE. Several streams of research believe that the placenta is the most
obvious causal factor. A disturbance in the process of implantation, motivated by
intolerance to maternal fetal allograft makes it unable to promote the necessary
remodeling of spiral arteries structure and thus establish the vascular connections
appropriate maternal-fetal. The resulting hypoxia seems responsible for endothelial
changes, systemic and local observed, with emphasis on the atherosclerotic process,
motived by oxidative stress and inflammation resulting. It is estimated that between 9
to 10% of pregnant women in Brazil are at risk of developing the syndrome,
particularly primipaternity. Objective: Measure the presence of inflammatory
markers, tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), Interleukin-6 (IL-6) and C-reactive
protein (CRP) in pregnant women diagnosed with preeclampsia and in pregnant
women without sindrome. Methods: This was a cross-sectional analytical study,
between the period April to September 2008, including 81 pregnant women treated at
University Hospital and Institute Candida Vargas, at the city of Jodo Pessoa -
Paraiba, Brazil, which, after informed consent, agree to participate and subsequently
divided into two groups, a group of 41 pregnant women with preeclampsia (disease
group) and another with 40 normotensive pregnant women (control group). Selected
for the research, it was collected about 10 ml of peripheral venous blood, centrifuged
to obtain serum, aliquots from two samples and frozen at -30°C. The TNF-alpha and
IL-6 were measured by the technique of chemiluminescent assay and PCR, using the
method of turbidimetry. They were measured and compared the levels of
inflammatory markers in both groups, as maternal age, parity and gestational age. It
was examined the possible linear correlation between the markers and the same
characteristics as sensitivity, specificity, positive and negative predictive value (PPV
and NPV) and positive and negative likelihood ratio (PLR and NLR) and Youden
index. The values were plotted in EPIINFO statistical software version 3.3.2 and
MedCalc version 10.0 and submitted to analysis of possible Normal distribution or not
and the p-value <0,05 was accepted as significant. Statistics tests for analysis of
means and medians were used, respectively ANOVA and Mann-Whitney. Results: In
the general characteristics of the sample, there were no significant difference in
maternal age and gestational age. At about the number of pregnancies was observed
difference between groups. We found high levels of CRP in women with
preeclampsia, median of 6.7 mg / dl, compared with normal pregnant women, median
of 4.2 mg / dl, (p = 0,000). The TNF-alpha was significantly higher in women with
preeclampsia, median of 19.6 pc / ml in the disease group and median of 13.7 pc /
ml, in the control group, (p = 0,003). The levels of IL-6 were significantly higher in
women with preeclampsia, median of 6.9 pc / ml, compared with normal pregnant
women, median of 2.1 pc / ml, (p = 0,000). There was significant correlation of
linearity between IL-6 and TNF-alpha, (p <0,001). There was not strong correlation of
linearity between of PCR and TNF-alpha and IL-6. The tests showed different results
for sensitivity and specificity. For PCR the sensitivity was 48.7%, specificity 85%,



PPV of 76%, NPV of 48%, PLR of 3.2, 0.6% of NLR and Youden index of 0.33. For
the TNF-alpha sensitivity was 68.27%, specificity 70%, PPV of 69%, NPV of 66%,
PLR of 2.2, 0.4% of NLR and Youden index of 0.4. For IL-6 the sensitivity was 90%,
specificity 80%, PPV of 82%, NPV of 88%, PLR of 4.5, 0.1% of NLR and Youden
index of 0.7. Conclusion: This search allowed the observation of evident
inflammatory activity in the pathogenesis of the syndrome. It is not, however,
observed linearity between the PCR, inflammatory marker of low cost, when related
to other markers of high cost. Among them, it was showed the best correlation
between IL-6 and TNF-alpha. In respect to the characteristics of the test, the
interleukin-6 proved to be the best marker of sensitivity and specificity. Finally, there
is the necessity of establish a longitudinal cohort study with control variables in order
to determine whether the observed inflammatory activity is a cause or effect in the
perspective of etiopathogenic and pathophysiology of the syndrome.

Keywords: Preeclampsia; Etiopathogenesis; inflammatory markers
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RESUMO

TiTULO: PRE-ECLAMPSIA: UMA SINDROME CLINICA DE CAUSAS
HETEROGENEAS.

A pré-eclampsia € uma sindrome clinica de etiologia desconhecida. Multiplas teorias
tém sido sugeridas, entretanto, nenhuma delas foi aceita de forma definitiva até o
momento. A auséncia de um conhecimento etiopatogénico claro nao permite
medidas de profilaxia primaria, restando um diagndstico precoce da doenga a
oportunidade de reverter as elevadas taxas de morbimortalidade materna e perinatal
relacionadas a sindrome, particularmente nos paises em desenvolvimento. Esta
revisao literaria sugere novas teorias que apontam para a placenta, e seu processo
de implantag&o, como a possivel origem da doenga determinada pela ma adaptacéo
materna ao aloenxerto fetal. Recentes estudos demonstram a importadncia dos
fendbmenos imunogenéticos envolvidos como as possiveis modificagdes nos genes
para o human leukocyte antigen, na atividade dos linfocitos T e células natural killer,
responsaveis pelo necessario processo de implantacdo. A perturbacdo no sistema
imune resulta em uma placenta hipoxica e consequente resposta inflamatoria
envolvendo um dano endotelial sistémico que tem como substrato o estresse
oxidativo e a liberagdo de citocinas inflamatdrias caracterizando um acelerado e
intenso fendbmeno aterosclerético. No contexto epidemiologico da pré-eclampsia,
notadamente aqueles dos paises em desenvolvimento, cita-se, também, a
importancia das infecgbes: urinarias, cervicais, odontologicas e sistémicas,
provavelmente capazes de interferir ativamente no processo fisiopatolégico que
culmina com uma sindrome de resposta inflamatdria sistémica.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; Etiopatogenia; Fisiopatologia; Atividade Inflamatdria
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ABSTRACT

TITLE: PREECLAMPSIA: A CLINICAL SYNDROME OF HETEROGENEOUS
CAUSES.

Preeclampsia is a clinical syndrome of unknown etiology. Multiple theories have been
suggested, however, none was accepted definitily so far. The absence of a clear
etiopathogenic knowledge does not allow measures of primary prophylaxis, leaving
the early diagnosis of disease the opportunity to reverse the high rates of maternal
and perinatal morbidity related to the syndrome, particularly in developing countries.
This literature review suggests that new theories consider the placenta and its
process of implatation, such as the possible origin of the disease determined by poor
adaptation to the maternal fetal allograft. Recent studies show the importance of the
imunogenetics phenomena as the possible modifications in the genes for human
leukocyte antigen, the activity of T-lymphocytes and natural killer cells, responsible
for the necessary process of nidation. A disturbance of immune system results in a
hypoxic placenta and consequent inflammatory response involving systemic
endothelial damage, that has as substrate the oxidative stress and the release of
inflammatory cytokines, characterizing a fast and intense atherosclerotic
phenomenon. In the epidemiological context of preeclampsia, especially those in
developing countries, it has been also refered the importance of infections: urinary,
cervical, dental and systemic, probably able to interfere actively in the
pathophysiological process that culminates in an inflammatory response syndrome.
Keywords: Preeclampsia; Etiopathogenesis; Pathophysiology; inflammatory activity
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1 ARTIGO DE REVISAO: PRE-ECLAMPSIA: UMA SiINDROME CLINICA DE
CAUSAS HETEROGENEAS

1.1 Introdugao

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome clinica de etiologia desconhecida
caracterizada por hipertensao arterial materna e proteinuria. Nas suas formas mais
severas, esta associada a trombocitopenia, coagulagao intra-vascular disseminada e
danos hepatocelulares 2.

A hipertensao arterial € definida como uma pressao sanguinea sistolica
de 140 mmHg e uma pressao sanguinea diastdlica de 90 mmHg, em geral, surgindo
apos a 22° semana gestacional em mulheres previamente normotensas. A
proteinuria é estabelecida pela a excrecdo de 300 mg ou mais de proteinas em
coleta de 24 horas. Quando a analise da perda protéica urinaria em 24 horas nao é
possivel, a presenca de 1 + (30 mg/dl), ou mais, em amostra isolada de urina é
usualmente utilizada’.

A incidéncia de PE nos Estados Unidos da América (EUA) é de 6% - 8%
em todas as gestagdes. No Brasil as cifras oscilam em torno de 9% — 10% °. Nas
diabéticas acrescenta-se mais 4% de incidéncia e nas primiparas com gestagao
gemelar, mais de 30%. Deve- se considerar, entretanto, que interferéncias de ordem
geografica, social, econbmica e racial sdo responsaveis por uma elevagdo neste
indice, em até trés vezes mais, considerando algumas populacdes especificas *.

Nao menos relevantes sao os coeficientes de mortalidade materna
encontrados nesta sindrome. A analise das causas das mortes maternas em reviséo
sistematica realizada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) demonstrou que
na Africa e Asia a principal razdo de morte foram os quadros hemorrégicos5. Na
América Latina e Caribe o motivo principal dos 6bitos foi a hipertensao arterial®.

O indice de mortalidade materna em nosso pais passou de 51,9 Obitos
por 100 mil nascidos vivos, em 1996, para 64,8 obitos por 100 mil nascidos vivos em
1998. Em 2001, o resultado encontrado foi semelhante ao ano de 1996, com cerca
de 50 mortes para 100 mil nascidos vivos. Entre as causas diretas, a pré- eclampsia
e eclampsia foram as que mais se destacaram em todo o periodo, representando

18,7% das ocorréncias letais” 8.
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A despeito dos recentes progressos nos conhecimentos imunobioldgicos
a pré-eclampsia mantém-se responsavel por cerca de 40% dos partos prematuros®.

Ha décadas inumeras teorias vém sendo propostas para explicar a
génese da pré-eclampisa. Até o momento nenhuma delas foi aceita de forma unica e
definitiva. Tem-se dado énfase a uma excessiva resposta inflamatéria como um dos
possiveis mecanismos nha etiopatogenia da pré-eclampsia, possivelmente,
associados aos fenbmenos imunoldgicos, a ativagado dos leucécitos sanguineos, ao
estresse oxidativo e as infecgdes, convergindo para um quadro de exarcerbacao
inflamatoria, caracteristica de uma disfuncdo endotelial sistémica.

Assim, a PE continua a despertar o interesse das investigagdes médicas
na tentativa de se encontrar os fatores que, isoladamente ou sinergicamente, agem
no desencadear das manifestagdes clinicas, cujo objetivo ultimo dos estudos, € o de
reduzir a morbimortalidade materna e perinatal associadas a esta doenca.

O objetivo desta revisao foi o de rever os principais conceitos envolvidos
na génese da PE. Para isto utilizamos os bancos de dados Medline, BIREME,
LILACS e PubMed, empregando-se palavras-chaves primarias “pré-eclampsia’ e
secundarias, ‘“etiopatogenia”, “marcadores inflamatérios”, “Fator de Necrose
Tumoral-alfa”, “Proteina C reativa”, “Interleucina-6”, correspondendo no idioma inglés
“‘preeclampsia”, “etiopathogeny”, “inflammatory markers”, “Tumor Necrosis Factor-
alpha”, “C-reactive protein”, “Interleukin-6", com o conectivo “e”. Foram selecionados

41 artigos acerca do tema.

1.2 Conhecimento Etiopatogénico da Pré-Eclampsia

Considerando o fato de nao se dispor de um modelo uUnico, claramente
estabelecido, no determinismo da pré-eclampsia, € razoavel supor que, a doenga, no
contexto de suas manifestagdes clinicas, compreende causas basicas diferentes,
com suas proprias caracteristicas, historia natural, e, provavelmente, marcadores
clinicos distintos".

Recentes estudos em relagdo a etiopatogenia e fisiopatologia da PE
apontam para uma sindrome com modificagbes patoldégicas semelhantes a
aterosclerose e sugerem que a doenga pode ser devida a uma inapropriada

adaptacao entre o bindbmio materno-fetal. A sindrome seria causada pela presenca
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da placenta ou seria o resultado de uma resposta materna a placentagao, mediada

por fatores de tolerancia genéticos, imunoldgicos e inflamatdrios'?.

1.2.1 Determinantes imunogenéticos e envolvimento das células natural killer

Grande impacto surgiu no entendimento fisiopatologico da gestagao
humana apds os conhecimentos acerca dos fatores imunogenéticos envolvidos, tais
como: a frequéncia de genes alelos para o human leukocyte antigen (HLA) e as
caracteristicas genéticas homozigéticas maternas e materno-fetal, compartilhadas
entre si e entre os casais’>.

Evidéncias clinicas sugerem que a resposta materna imunoldgica,
controlada localmente na interface materno-fetal, tem uma fundamental importancia
no sucesso da reproducdo humana'®.

Para a evolugdo de uma gravidez normal ha uma modificagcdo na
atividade dos linfécitos T1-helper (atividade pré-inflamatéria) e linfécitos T2-helper
(supresséao inflamatdria) observando-se uma maior atividade dirigida ao fendtipo
supressor. Esta mudanca surge para permitir a tolerancia imunolégica ao feto
(enxerto semi-alogénico) em combinagdo com outros fatores de prote¢do como, por
exemplo, a presenga do HLA-G nao polimérfico de origem trofoblastica e uma down
regulation das células natural killer (NK), todos contribuindo, na interface materno-
fetal, para o sucesso da implantacdo'. O HLA-G é um ligante para ao menos trés
classes de células NK e outras células inibidoras dos receptores para as
superfamilia das imunoglobulinas®.

Embora ndo totalmente esclarecido postula-se que modificagdes na
frequéncia de genes alelos para o HLA-G, ou sua interagdo com outros genes,

possam ser a causa da PE e da restricio de crescimento intra-Gtero™.

1.2.2 Envolvimento dos leucécitos e citocinas pré-inflamatérias

A perturbagcdo do sistema imune € um fator primordial no contexto da

resposta inflamatéria da PE. E necessario salientar que a mobilizacdo leucocitaria



Artigo | — Pré-eclampsia: uma sindrome clinica de causas heterogéneas 23

representa uma forma de resposta inflamatoria “estéril”’, desenvolvida pela prépria
gravidez, e, ndo necessariamente, uma resposta mediada por infeccdo’’.

A génese do processo de inflamagdo é um dramatico aumento na
mobilizacdo e expressdo de moléculas na superficie do tecido endotelial. Este
mecanismo é responsavel por uma cascata de eventos que culmina com a adesao
dos leucdcitos sanguineos ao local da injuria inicial que, a principio local, pode
generalizar-se e envolver completamente o compartimento vascular, como em uma
sepse’®9.

A adesado leucocitaria e a transmigracdo celular sdo reguladas
principalmente pela ligacdo de moléculas de adesao complementares ao leucocito
na superficie endotelial e pelos mediadores quimicos — quimiotoxinas e
determinadas citocinas — que afetam esses processos modulando a expressao
leucocitaria na superficie endotelial ou aumentando a avidez destas moléculas de
ades&o®.

O recrutamento dos leucdcitos para os locais da lesdo e infeccédo € um
processo que contém varias etapas e envolve a ligacédo dos leucécitos circulantes as
células endoteliais e sua migracao através da membrana endotelial. Os eventos que
se seguem incluem a inducdo das moléculas de adesdao por meio de varios
mecanismos. Um dos mecanismos envolvidos € mediado pelos macréfagos
tissulares, mastécitos e células endoteliais que respondem aos agentes lesivos com
a secrecao de citocinas, sendo as principais: o Fator de Necrose Tumoral o e B
(TNF), Interleucina-1 (IL-1) e quimocinas (citocinas quimiotaticas)'®.

As citocinas sdo mensageiros da cascata da inflamagao caracterizada
pela elevacao e atividade sinérgica de varias delas, em especial, FNT-a e as IL-1j3,

IL-6 e IL-8. A elevacdo do FNT-a. e IL-1B é relatada por varios autores®'2

21,22,23,24

e quanto a
presenca da IL-6 e IL-8 os resultados sao conflitantes

A presenga das citocinas no curso da gestacdo pré-eclamptica é
conhecida de longa data, sua origem, no entanto, no esta totalmente esclarecida®'.
Algumas teorias parecem implicar o seu surgimento a partir da analise de placentas
de gravidas acometidas pela sindrome. Estes dados, entretanto, ndo sao totalmente
consistentes, uma vez que, estudos recentes, ndao demonstraram diferengas
significativas na expresséo dos niveis de TNF-a, IL-1B e IL-6 nas placentas destas

mulheres, quando comparadas com controles normais’®>?°.
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A atividade pro-inflamatéria das citocinas podem induzir alteragbes
estruturais e funcionais no endotélio vascular incluindo o dano oxidativo e
modificagcdes no mecanismo de relaxamento/contracdo vascular o que acarreta
alteracdes na integridade da parede dos vasos, no tono e na coagulagdo?’.

Em sinergismo com a elevagao das citocinas pro-inflamatérias ocorre,
também, nas pré-eclampticas, uma ativacado periférica dos leucécitos circulantes,
capazes de desencadear uma resposta inflamatdria excessiva®®. Evidéncias clinicas
demonstram uma ativagdo e aumento nos leucdcitos periféricos durante a gravidez
fisioldgica com marcante elevacdo na expressao dos linfocitos CD11b%°.

Luppi et al (2006) estudaram a possibilidade dos leucécitos (mondécitos)
maternos, nas pré-eclampticas, produzirem citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-183,
IL-6 e IL-8) e relata a sintese aumentada das mesmas durante o curso da doenga.

A apoptose leucocitaria € outro mecanismo possivelmente envolvido na
sindrome etiopatogénica da PE. O fenbmeno € comum na gravidez normal e encontra-
se exaltado nas mulheres com PE e esta provavelmente relacionado a uma condi¢ao
heredo-familiar, pela predisposicdo individual de algumas mulheres, e igualmente
relacionado a modificagdes nos neutrofilos apds sua passagem pelo espago inteviloso
el/ou suas modificagdes relacionadas a interacdes com certas citocinas™.

Permanece incerto, entretanto, qual o gatilho para a ativacdo dos
leucdcitos nas pacientes pré-eclampticas, seja por passagem transplacentaria, seja
pelo fendmeno da apoptose ou pela ativagdo dos mondcitos maternos periféricos®'.

1.2.3 O estresse oxidativo na patogénese da pré-eclampsia

O estresse oxidativo pode ser o ponto para os quais os multiplos fatores
convergem resultando na disfungdo endotelial e consequente manifestagdes clinicas
da PE. Na vigéncia de uma ma placentagdo, determinada por uma intolerancia ao
alo-enxerto, um pobre fluxo placentario se estabelece e este regime de
hipoxia/isquemia placentaria pode ser o motivo para a origem do estresse
oxidativo®.

A PE esta associada com uma forma classica de aterose aguda e esta
alteragao ocorre em regides das artérias espiraladas, miometriais € nos capilares

glomerulares renais, nos quais o fenébmeno do remodelamento estrutural ndo ocorre
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e depositos de lipideos se instalam desencadeando necrose fibrindide na parede
dos vasos, disfuncao do endotélio, agregacao plaquetaria e acumulo de macréfagos
tomados de lipideos®?.

Estudos em mulheres com PE, submetidas a cesareana e mesmo
naquelas submetidas a curetagem uterina no pés-parto imediato, demonstram
significativa deposi¢cao de hidroperoxidos de lipideos, fosfolipideos e colesterol na
decidua basal**.

A presenca destas substancias, notadamente de hidroperdxidos de
lipideos, in vitro sdo responsaveis por interferéncias na via enzimatica da ciclo-
oxigenase e determinam a elevada producdo de tromboxane A2, um potente
vasoconstrictor e agregante plaquetario em detrimento da produg&o de prostaciclina
vasodilatadora'®. Por sua vez, a hipoxia placentaria resulta, também, na producéo do
FNT-a responsavel pelo aumento de acidos graxos livres. A presenca desta citocina
amplifica a injuria endotelial pela mobilizagao/estimulagao mitocondrial e neutrofilica

e pela liberagdo de radicais livres na circulacéo sistémica™.
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FIGURA 1: Efeitos de uma ma placentagao sobre o sistema vascular materno-placentario.
Fonte: Adaptado de Meziani et al. (2007, p. 3).
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1.2.4 A pré-eclampsia e as infecgoes

Em algumas circunstancias a condi¢ao patolégica que determina a morte
materna por PE é uma forma particular de resposta inflamatéria — a reacao de
Shwartzman. Esta condi¢cao esta associada a uma cascata de eventos semelhantes
a sepse e assemelha-se as manifestacbes observadas em animais de
experimentagdo nos quais sdo administrados endotoxinas, caracterizada pelo
surgimento de hipertensao arterial e proteintria®.

Estudos apontam a incidéncia de bacteriuria assintomatica maior em
mulheres pré-eclampticas (19%) quando comparadas aquelas n&o acometidas pela
doenca,®” revelam a incidéncia de infecgdo do trato urinario como um forte fator de
risco para o desenvolvimento da PE e eclampsia® e crescentes evidéncias referem-
se as doengas periodontais como mais associadas a doenga hipertensiva da
gestacédo e resultados adversos perinatais.>® Ha significativa diferenga entre as
mulheres acometidas pela doenca dentaria e a pré-eclampticas quando comparadas
as mulheres saudaveis. Cerca de 82% delas possuiam a doencga periodontal na
forma grave e apenas 37% das mulheres saudaveis estavam acometidas (p =
0,009).%

Dentre os fatores ambientais implicados, deve-se salientar a maior
incidéncia da PE nos paises em desenvolvimento e maior prevaléncia das infeccdes
sub-clinicas nestes paises, possivelmente agindo como gatilhos para o desencadear
da doenga™.

Ndo como hipétese unica, mas associativa, admite-se que a presenca de
infecgdes sub-clinicas crénicas podem elevar os niveis de citocinas inflamatdrias e
afetar a funcéo endotelial vascular*’ .

Admite-se que dentro dos multiplos fatores determinantes que convergem
para um dano endotelial sistémico, estejam, as infec¢des, na gestagdo humana,
implicadas como gatilhos que favorecem o excessivo desequilibrio inflamatdrio,

como visto nas sindromes de respostas inflamatorias.
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ARTIGO 1I - ASSQCIAC}AO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS E PRE-
ECLAMPSIA
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RESUMO

TiTU‘I‘_O: ASSOCIAGAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS E PRE-
ECLAMPSIA

OBJETIVO: Mensurar os marcadores inflamatérios como o fator de necrose tumoral-
alfa (FNT-a), Interleucina-6 (IL-6) e proteina C-reativa (PCR) presentes em mulheres
com pré-eclampsia (grupo doenga), mulheres gravidas saudaveis (grupo-controle) e
analisar as caracteristicas dos testes. METODOS: Foram incluidas 41 mulheres no
grupo doencga e 40 mulheres gravidas normotensas. A PCR foi mensurada por um
ensaio imunoturbidimétrico e o FNT-a sérico e a IL-6, foram mensurados por um
ensaio quimioluminescente. O teste ANOVA e o teste Mann-Whitney (analise n&o
paramétrica de variancias) foram wusados para analises estatisticas. Foram
analisados os valores da média, mediana e caracteristicas especificas dos testes.
RESULTADOS: Foram encontrados altos valores de PCR em mulheres pré-
eclampticas, mediana de 6,7mg/dl, comparadas com as mulheres gravidas normais,
mediana de 4,2mg/dl (p=0.000). O FNT-a foi significativamente elevado em
mulheres com pré-eclampsia, mediana de 19,6pc/ml, em relagdo ao grupo controle,
mediana de 13,7pc/ml (p=0,003). Os niveis de IL-6 foram significativamente altos em
mulheres pré-eclampticas, mediana de 6,9pc/ml, em comparagdo com gravidas
normais, mediana de 2,1pc/ml (p=0,000). Houve significativa correlacdo de
linearidade entre o FNT-a e IL-6 (p<0,001). Foi criada uma curva de normalidade
para cada grupo especifico em questdo. Os testes mostraram diferentes resultados
para sensibilidade e especificidade Para a PCR a sensibilidade foi de 48,7%,
especificidade de 85%, VPP de 76%, VPN de 48%, RV+ de 3,2, RV- de 0,6% indice
de Youden de 0,33. Para o FNT-a a sensibilidade foi de 68,27%, especificidade de
70%, VPP de 69%, VPN de 66%, RV+ de 2,2, RV- de 0,4% indice de Youden de 0,4.
Para IL-6 a sensibilidade foi de 90%, especificidade de 80%, VPP de 82%, VPN de
88%, RV+ de 4,5, RV- de 0,1% indice de Youden de 0,7.CONCLUSAO: Fica claro
que, neste estudo de corte transversal, houve significante presenga de atividade
inflamatdria sem, entretanto, ser possivel afirmar se €, como se imagina, causa ou
consequéncia do fendmeno. Sugere-se um estudo longitudinal e prospectivo para
reforcar os resultados desta pesquisa.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; Etiopatogenia; Fisiopatologia; Marcadores
Inflamatérios
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ABSTRACT

TITLE: ASSOCIATION AMONG INFLAMMATORY MARKERS AND
PREECLAMPSIA.

OBJECTIVE: measure the inflammatory markers as tumor necrosis factor-alpha
(TNF-alpha), Interleukin-6 (IL-6) and C-reactive protein (CRP) in women with pre-
eclampsia (disease group), and pregnant women healthy (control group) and analyze
the characteristics of tests. METHODS: It has included 41 women in the disease
group and 40 normotensive pregnant women in the control group. The CRP was
measured by immunoturbidimetry assay and IL-6 and serum TNF-alpha by
chemiluminescent assay. The ANOVA and Mann-Whitney test (non-parametric
analysis of variance) were used for statistical analysis. We analyzed the values of
mean, median and characteristics of the tests. RESULTS: We found high levels of
CRP in women pre-eclampsia, median of 6.7 mg / dl, as compared with normal
pregnant, median of 6.7 mg / dl (p = 0,000). TNF-alpha was significantly higher in
women with pre-eclampsia, median of 19.6 pc / ml and in the control group, median
of 13.7 pc / ml (p = 0,003). The levels of IL-6 were significantly higher in women pre-
eclampticas, median of 6.9 pc / ml, as compared with normal pregnant women,
median of 2.1 pc / ml, (p = 0,000). There was significant correlation of linearity
between the FNT-alpha and IL-6 (p <0,001). There was not strong correlation of
linearity between of PCR and TNF-alpha and IL-6. It has been created a curve of
normality for each specific groups in question. The tests showed different results for
sensitivity and specificity. For PCR the sensitivity was 48.7%, specificity 85%, PPV of
76%, NPV of 48%, PLR of 3.2, 0.6% of NLR and Youden index of 0.33. For the TNF-
alpha sensitivity was 68.27%, specificity 70%, PPV of 69%, NPV of 66%, PLR of 2.2,
0.4% of NLR and Youden index of 0.4. For IL-6 the sensitivity was 90%, specificity
80%, PPV of 82%, NPV of 88%, PLR of 4.5, 0.1% of NLR and Youden index of 0.7.
CONCLUSION: It is clear that in this cross-sectional study there was significant
presence of inflammatory activity without, however, be possible to state whether it is
as we imagine, cause or consequence of the phenomenon. It has been suggested
that a prospective longitudinal study to reinforce the results of this search.

Keywords: Preeclampsia; Etiology, Pathophysiology, inflammatory markers
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2 ARTIGO ORIGINAL: ASSOCIAGAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS
E PRE-ECLAMPSIA

2.1 Introducgao

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome clinica de etiologia desconhecida
caracterizada por hipertensao arterial materna e proteinuria. Nas suas formas mais
severas, esta associada a trombocitopenia, coagulagao intra-vascular disseminada e
danos hepatocelulares 2.

A hipertensao arterial € definida como uma pressao sanguinea sistolica
de 140 mmHg ou uma pressdo sanguinea diastdlica de 90 mmHg, em geral,
surgindo apds a 22% semana gestacional em mulheres previamente normotensas. A
proteinuria é estabelecida pela a excregdo de 300 mg ou mais de proteinas em 24
horas de observagédo. Quando a analise da perda protéica urinaria em 24 horas nao
€ possivel a presenga de 1 + (30 mg/dl), ou mais, em amostra isolada de urina é
usualmente utilizada’.

A incidéncia de PE nos Estados Unidos da América (EUA) é de 6 - 8% em
todas as gestacdes. Em nosso meio, as cifras oscilam em torno de 9 — 10% °. Nas
diabéticas acrescenta-se mais 4% de incidéncia e nas primiparas com gestagao
gemelar, acréscimo de 30%. Deve- se considerar, entretanto, que interferéncias de
ordem geografica, social, econbmica e racial sdo responsaveis por uma elevagao
neste indice em até trés vezes mais considerando algumas populacdes especificas”.

Nao menos relevantes sao os coeficientes de mortalidade materna
encontrados nesta sindrome. A analise das causas das mortes maternas em reviséo
sistematica realizada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) demonstrou que
na Africa e Asia a principal razdo de morte foram os quadros hemorrégicos5. Na
América Latina e Caribe o motivo principal dos 6bitos foi a hipertensao arterial®.

No Brasil o indice de mortalidade materna passou de 51,9 em 1996 para
64,8 6bitos por 100 mil nascidos vivos em 1998. Em 2001, o resultado encontrado foi
semelhante ao ano de 1996, com cerca de 50 mortes para 100 mil nascidos vivos.
Sendo que entre as causas diretas, a pré- eclampsia e eclampsia foram as que mais
se destacaram em todo o periodo, representando 18,7% das ocorréncias letais’®. A

despeito dos recentes progressos nos conhecimentos imunobiolégicos a pré-
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eclampsia também, mantém-se responsavel por cerca de 40% dos partos
prematuros®.

Ha décadas inumeras teorias vém sendo propostas para explicar a
génese da pré-eclampisa. Até o momento nenhuma delas foi aceita de forma
definitiva. Tem-se dado énfase a uma excessiva resposta inflamatéria a fim de
caracterizar um dos possiveis mecanismos na etiopatogenia da pré-eclampsia, em
geral, associados aos fendmenos imunoldgicos, a ativacdo do sistema de
complemento e dos leucdcitos sanguineos, culminando com um quadro de

exarcerbagao inflamatdria caracteristica de uma disfungdo endotelial sistémica'.

Exposicdo ao HLA-C

paterno Outros fatores

Mal-adaptacao imunologica

do casal

Disturbio entre células NK e
HLA- C,G,E do alo-enxerto

Falha no remodelamento
das artérias espirais

Estresse Oxidativo
Citocinas
Apoptose

Disfungéo Endotelial
” Determinacao Génica
Trombofilias

Sindrome Mietabélica ) Hipoxia placentaria
Infecgbes

Sindrome

Sindrome Fetal

Materna

FIGURA 2: Esquema hipotético da etiopatogénico da pré-eclampsia.
Fonte: Adaptado de Sibai (2005, p. 788).
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Grande parte destes achados patolégicos também sdo descritos na
chamada sindrome da resposta inflamatdria sistémica, semelhante aquela
encontrada na reacdo de Shwartzman, uma forma particular de resposta inflamatéria
a endotoxinas bem caracterizada, desde longa data, nos quadros sépticos e em
animais de experimentacado’’.

A perturbagcdo do sistema imune é um fator primordial no contexto da
resposta inflamatéria da PE. E necessaério salientar que a mobilizag&do leucocitaria
representa uma forma de resposta inflamatoria “estéril”, desenvolvida pela prépria
gravidez, e, ndo necessariamente, uma resposta mediada por infeccao™. A génese
do processo de inflamacgao € um dramatico aumento na mobilizagdo e expressao de
moléculas na superficie do tecido endotelial. Este mecanismo é responsavel por uma
cascata de eventos que culmina com a adesao dos leucdcitos sanguineos ao local
da injuria inicial que, a principio local, pode generalizar-se e envolver completamente

1516 Um dos mecanismos

o compartimento vascular, como em uma sepse
envolvidos é mediado pelos macrofagos tissulares, mastécitos e células endoteliais
que respondem aos agentes lesivos com a secregdo de citocinas, sendo as
principais: o Fator de Necrose Tumoral o e B (TNF), Interleucina-1 (IL-1), entre
outras, como IL-6 e IL-8 e quimocinas (citocinas quimiotaticas)'.

O comportamento da proteina C-reativa (PCR) na gestagdo apresenta
poucos estudos. Situagbes clinicas agudas, tais como as infecgdes, processos
inflamatérios ou destruicdo tecidual permitem sua rapida elevacado sérica. As
tentativas de associagéo entre a pré-eclampsia e as dosagens séricas de PCR séo
ainda incipientes e conflitantes®’. Como marcador da inflamac&o sistémica admite-se
que a PCR encontre-se elevada na pré-eclampsia®®2°3%31,

O presente trabalho tem por objetivo mensurar os marcadores
inflamatorios (PCR, FNT-a e IL-6) em mulheres acometidas pela sindrome pré-
eclamptica e gestantes normotensas e avaliar o nivel de significancia estatistica
entre os grupos.

A amostra de estudo selecionada foi uma populacdo de mulheres

gravidas do municipio de Jodo Pessoa-Paraiba-Brasil.
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2.2 Método

Trata-se de um estudo quantitativo, de campo, prospectivo, analitico e de
corte transversal com analise das caracteristicas dos testes diagndsticos.

A populagao de estudo foi composta por mulheres gravidas alocadas em
dois grupos, sendo um deles composto por 41 mulheres gravidas com diagnostico
clinico-laboratorial de pré-eclampsia (grupo-doenga), considerado o padrao ouro de
analise e outras 40 mulheres gravidas saudaveis consideradas controles (grupo-
controle). O calculo do tamanho amostral fundamentou-se na analise da diferenca
de médias dos marcadores inflamatérios entre dois grupos, obtidos através de
estudos prévios em outras populagbes, conforme as pesquisas de Sharma, A,
Satyam, Q.A; Sharma, J. Leptin, IL-10 and Inflammatory Markers (TNF-a., IL-6 and II-
8) in Pré-eclamptic, Normotensive Pregnant and Healthy Non-pregnant Women. Am.
J. Reprod Immunol. 2007; v. 58, p. 21-30. e Cabral, A. C.; Lazaro, J. F.; Vitral, Z. N.
R. Concentragao Sérica Materna da Proteina C Reativa em Gestagdes Complicadas
pela Pré-eclampsia. RBGO. 2002; n. 24, v.1, p. 9-13. As diferengcas das médias dos
marcadores FNT-q, IL-6 e PCR, foram aplicados no programa estatistico OPENEPI-
2005, admitindo-se um intervalo de confianga de 95% e um power de 80% para
obtencao do n amostral.

O grupo-doenga, mulheres com diagnodstico da PE, foi estabelecido
conforme recomendacdées do National High Blood Pressure Education Program
Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy, 2000 (NHBP, 2000), sendo
este o critério basico de inclusdo na amostra de estudo. Para tal considerou-se a PE
como sendo o surgimento de hipertensdo arterial materna apos a 22% semana
gestacional de no minimo 140mmHg na pressao sistélica ou 90mmHg na pressao
diastélica, em mulheres previamente normotensas e a presenca de proteinuria maior
que 0,3g/24h ou a presenga de 1 + (30mg/dl) ou mais — proteinuria de fita - em
amostra isolada de urina. O grupo controle foi composto por mulheres gravidas
normotensas, selecionadas na perspectiva da mesma idade gestacional do grupo-
doencga, por ocasido da inclusdo. Os critérios de exclusdo foram a presenca de
doengas clinicas inflamatoérias agudas ou crénicas, malformagdes fetais e fumantes.
A selecéao dos sujeitos se deu por conveniéncia no momento em que todas tiveram o
diagndstico firmado pelo préprio pesquisador, seja de normalidade ou de doencga. A

pesquisa desenvolveu-se entre os meses de abril a agosto de 2008, envolvendo
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duas instituicbes hospitalares do sistema unico de saude (SUS) referéncias para alto
e baixo risco gestacional e foi submetida a aprovagao pelo comité de ética em
pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba.
Apds obtido o consentimento informado foi feita a devida sele¢do dos sujeitos. Das
mulheres selecionadas coletou-se cerca de 10ml de sangue periférico, todas no
periodo pré-natal, as amostras foram centrifugadas e aliquotadas em duplicata a -
30°. Ao final da coleta foram submetidas a medigbes dos marcadores inflamatorios
relacionados, através de um ensaio imunométrico em fase solida
quimioluminescente (FNT-a e IL-6) e imunoturbidimetria (PCR).

Os dados foram plotados nos softwares estatistico EPI INFO versao 3.3.2 e
MEDCALC versao 10.0 e submetidos a analise de possivel distribuicdo Normal ou
nao e averiguagcdo de significAncia entre os grupos. Os testes para analise das

médias e medianas empregados foram, respectivamente ANOVA e Mann-Whitney .

2.3 Resultados

A idade média no grupo PE foi de 23,0 anos (+5,8) e no grupo-controle a
média foi de 25,4 anos (+6,6) com um p valor n&o significativo. A idade materna
minima no grupo doenca foi de 13,0 anos e a maxima 38,0 anos. Para o grupo
controle a idade materna minima foi de 13,0 anos e a maxima de 38,0anos. A idade
gestacional por ocasido da selegédo foi de 31,7 semanas (+4,3) no grupo PE e de
31,2 semanas (+3,7) no grupo-controle. Para esta variavel também nao se observou
significancia estatistica e a idade gestacional minima no grupo doencga foi de 22,0
semanas e a maxima de 40,6 semanas. No grupo controle a idade gestacional
minima foi de 25,0 semanas e a maxima 38,0. A variavel gesta foi analisada a partir
dos valores medianos uma vez que mostrou-se com signifcancia estatistica e o valor
no grupo doenga foi de 1,0 gestagdo e no grupo controle foi de 2,0 gestagdes. Os
valores minimos e maximo no grupo PE foi, respectivamente, 1,0 e 7,0 € no grupo
controle de 1,0 e 6,0 gestagdes. O emparelhamento entre os grupos mostrou-se
homogéneo para as caracteristicas idade e semanas gestacionais. Estes dados

podem ser conferidos na tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais no grupo com PE e no Grupo Controle

PE (n=41) GC (n=40) p valor
IDADE MATERNA (anos)
Média / DP 23,0/ 5,8 25,4/ 6,6 0,065
Valor minimo / maximo 13,0/38,0 13,0/38,0
Percentil 25 / Percentil 75 19,0/26,0 21,0/30,5
IDADE GESTACIONAL
(semanas)
Média / DP 31,5/ 4,3 31,2/ 3,7 0,669
Valor minimo / maximo 22,0/40,6 25,0/38,0
Percentil 25 / Percentil 75 28,3/34,0 28,3/33,6
GESTA
Mediana 1,0 2,0 0,021
Valor minimo / maximo 1,0/7,0 1,0/6,0
Percentil 25 / Percentil 75 1,0/2,0 1,0/3,5

FONTE: Pesquisa direta.
PE = Pré-eclampsia, GC = Grupo Controle, DP = Desvio Padrao

Os valores isolados da média e mediana foram submetidos a analise de
significancia estatistica entre os grupos observando-se um padrao de varidncia néo
homogénea, optando-se desta forma pelo teste de avaliagcdo ndo paramétrica de
Mann-Whitney (Kruskal-Wallis). Os valores das medianas, os valores maximos e
minimos encontrados, assim como, os percentis 25 e 75, sdo descritos a seguir e
demonstrados na tabela 2.

Para a variavel PCR no grupo doencga obteve-se uma mediana de 6,7 com
um valor minimo de 0,30 e maximo de 76,2mg/dl. O percentil 25 foi de 4,4 e 75 de
12,5mg/dl. No grupo controle a mediana situou-se em 4,2 com um valor minimo de
0,20 e um maximo de 13,3mg/dIl. O percentil 25 foi de 2,4 e 0 75 de 6,2. O valor de p
foi significativo e menor que 0,05. O FNT-a comportou-se no grupo PE com uma
mediana de 19,6pg/mL, valor minimo e maximo de 6,6pg/mL e 126,0pg/mL,
respectivamente. O valor no percentil 25 foi de 15,8pg/mL e no percentil 75 foi de
27,1pg/mL. O valor mediano no grupo controle foi de 13,7pg/mL, valor minimo de
6,5pg/mL e maximo de 36,9pg/mL. Obteve-se no percentil 25 um valor de 9,1pg/mL
e no 75 um valor de 18,3pg/mL. Os grupos comportaram-se com significancia
estatistica observando-se um p valor de 0,000. A IL-6 mostrou-se significativamente

diferente entre os grupos com um valor de p= 0,000. A mediana no grupo doenca foi
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de 6,9pg/mL, enquanto no grupo controle foi de 2,1pg/mL. Os valores minimos e
maximos foram nos grupos, respectivamente: 2,8pg/mL e 40,6pg/mL e 2,0pg/mL e
31,8pg/mL. O percentil 25 e 75 obteve no grupo PE os valores de 4,6pg/mL e

10,1pg/mL, e no grupo normotensas os valores de 2,0pg/mL e 2,9pg/mL.

Tabela 2. Valores de PCR, FNT-& e IL-6 nos grupos: PE e Grupo Controle

PE (n=41) GC (n= 40) p valor
PCR (mg/dl)
Mediana 6,7 4,2 0,003
Valor minimo / maximo 0,30/76,2 0,20/13,3
Percentil 25 / Percentil 75 4,40/12,5 2,40/ 6,2
FNT-a (pg/mL)
Mediana 19,60 13,70 0,000
Valor minimo / maximo 6,60/126,00 6,50/36,90
Percentil 25 / Percentil 75 15,80/ 27,10 9,10/18,30
IL-6 (pg/mL)
Mediana 6,90 2.1 0,000
Valor minimo / maximo 2,80/40,60 2,00/31,80
Percentil 25 / Percentil 75 4,60/10,10 2,00/ 2,90

FONTE: Pesquisa direta.
PE = Pré-eclampsia, GC=Grupo Controle, PCR=Proteina C-reativa, FNT-a=Fator de Necrose Tumoral-alfa,
IL-6 = Interleucina-6

Um modelo de regressao linear foi utilizado a fim de verificar a correlagao
de linearidade entre os marcadores, com énfase a analise entre aqueles de alto
custo (FNT-a e IL-6) e de baixo custo (PCR). Foram aplicados métodos de
transformacao logaritmica para o calculo da melhor equagao que representasse esta
correlagdo. Os modelos acham-se demonstrados nos graficos 1, 2 e 3, abaixo.

Depreende-se dos resultados que apesar da associagao significante nao
houve correlagao de linearidade entre a PCR e os demais marcadores, ambos com
pobre correlagao, cerca de apenas 2% entre a PCR e o FNT-a e cerca de 11% entre
a PCR e a IL-6. Melhor tendéncia de linearidade foi observada entre o FNT-a e IL-6,

cuja correlagao foi de aproximadamente 26%.
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GRAFICO 2: Modelo de regressao linear entre a PCR e IL-6
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GRAFICO 3: Modelo de regressao linear entre a IL-6 e FNT-a.

Para analise das caracteristicas dos testes optou-se por utilizar pontos de
corte a partir dos valores da receiver operator characteristic curve (ROC), curva
ROC, obtidos pelo indice de Youden, que estipulou os seguintes valores: para a
PCR: 7,0mg/dl, para FNT-a: 16,3pc/mL e 3,4pc/mL especificado para a IL-6.
Tomando-se por base os valores obtidos em nossa amostra de estudo e
considerando como padrao-ouro a existéncia de doengca no momento observado
foram observadas as caracteristicas dos testes quanto a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e negativo e razdo de verossimilhanga positiva
e negativa. A caracteristica do exame, quanto a sua capacidade diagndstica e
utilidade clinica, foi estabelecida pelo indice de Youden®. Estes dados podem ser

conferidos na figura 2 e tabela 3.
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FIGURA 2: Representagéo grafica da curva ROC, suas areas e intervalos de confianga.

TABELA 2: Caracteristicas dos testes diagnosticos.

Sensibilidade Especificidade VPP

VPN RV+ RV- Y

IL-6 90,0% 80,0% 82,0%
FNT-a 68,2% 70,0% 69,0%
PCR 48,7% 85,0% 76,0%

88,0% 4,5 0,1 0,70
66,0% 2,2 0,4 0,40

48,0% 3.2 0,6 0,33

FONTE: Pesquisa direta.

VPP = Valor Preditivo Positivo, VPN = Valor Preditivo Negativo, PCR = Proteina C-reativa, FNT-& = Fator de
Necrose Tumoral-alfa, IL-6 = Interleucina-6, RV+ = Razdo de Verossimilhanga Positivo, RV- = Razdo de

Verossimilhanga negativo. 1Y = indice de Youden
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2.4 Discussao

Entre os fatores envolvidos no surgimento da PE, os mecanismos
inflamatérios, sdo o centro do entendimento do fendmeno que vai da placentacao
adequada, as modificacbes sistémicas, notadamente as hemodinamicas, que
caracterizam a gravidez'".

Considerando o mecanismo inflamatério como uma excessiva resposta
inflamatdria sistémica, responsavel pelas manifestagdes clinicas observadas na PE,
procurou-se analisar os niveis dos marcadores inflamatérios (PCR, FNT-a e IL-6) de
modo observacional nesta populacdo especifica. Os grupos foram compostos de
forma homogénea, de tal forma, que nao apresentaram diferenca estatistica,
especialmente no que diz respeito a idade gestacional, no momento em que foram
avaliadas.

Partindo da hipétese da existéncia de uma atividade inflamatéria
exarcerbada os dados obtidos em nosso estudo demonstram nitida elevagao dos
marcadores inflamatérios nestas amostras populacionais especificas.

Estes achados de atividade imune-inflamatéria s&o consistentes com
varios outros citados na literatura, tais como os de Greer et al (1994)*, Vince et al.
(1995)*, Kupferminc et al. (1996)'®, Teran et al. (2001)?°, Cabral et al. (2002)*" e
Sharma et al. (2007)°.

Cabral et al (2002)*’ fez referéncias importantes com relacdo & PCR como
um marcador inflamatoério na PE. Seus resultados demonstraram uma média de PCR
em torno de 18,9(+4,9mg/L), com relevante nivel de significancia entre os grupos
estudados. Da mesma forma relata Teran et al (2001)*® em sua pesquisa. Garcia et
al (2007)*', Qiu et al (2004)* e Savvidou et al. (2002)? faz, entretanto, outras
observacgdes importantes quanto a PCR. Os estudos de Garcia e Qiu analisaram a
presenca do marcador antes do surgimento da PE e concluem que a PCR esteve
elevada de forma prévia a doenca e, portanto, provavelmente possa ser preditiva
para a doenga. Para Savvidou ndo houve diferenca estatistica de relevancia entre os
grupos estudados.

A PCR é um sensivel marcador da inflamacao sistémica e o unico dos
marcadores séricos que parece nao sofrer alteragdo em sua concentragao seja pela
presenca de hormdnios ou agentes anti-inflamatérios®’. Esta pesquisa demonstra

que as concentragdes da PCR estiveram elevadas de forma significante no grupo de
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mulheres pré-eclampticas, quando comparadas ao grupo de normotensas. Sua
distribuicdo na curva de norma diagndstica (ROC), criada a partir do nosso banco de
dados, permite inferir que os valores considerados como parametros de referéncia
na literatura diferem, provavelmente por nao se tratar de uma populacao especifica,
e devem, portanto, ser valorizados de forma diferente em decisdes diagndsticas.

Observou-se também, uma associacao de correlacdo linear do seu
comportamento frente a Interleucina-6, porém, com baixo coeficiente de linearidade
e muito menos relevante foi sua correlacdo frente ao comportamento do fator de
necrose tumoral alfa. Sabe-se que a interleucina-6 é reguladora primaria da PCR e
este fato pode justificar nossa observacgao.

Quanto as caracteristicas do teste pode-se inferir, a partir destes dados
que, embora, o indice de Youden tenha se mostrado sofrivel, enquanto
probabilidade pds-teste, dependente da prevaléncia de uma determinada doenca, as
concentragcbes do marcador parecem elevadas antes mesmo do diagndstico em
pauta e isto correlaciona-se com dados da literatura que afirmam a elevacéo da PCR
ainda no primeiro trimestre da gestacao e, portanto, preditora da doenga, conforme
relatam Qiu et al. (2004)** e Garcia et (2007)*". Esta informagao obtida é precisa e
de relevancia clinica, pressupondo a existéncia de doencas infecciosas sub-clinicas
prévias.

Quanto ao FNT-a parece que este responde pela orquestracdo das
respostas inflamatdrias. E responsavel por sinais procedentes de células vivas ou
mortas (apoptose) como um modulador multifuncional da resposta imune. Interfere
na necessaria invasao placentaria, danifica o endotélio, dando origem ao estresse
oxidativo, estimula a produgado de IL-6. A presenga do FNT-a deve ser interpretada
com cautela, uma vez que, esta citocina acha-se presente mesmo em mulheres
gravidas saudaveis, especialmente no terceiro trimestre, embora notadamente
elevado em pré-eclampticas, Teran et al. (2001)%.

Analisado em nossa pesquisa o FNT-a esteve elevado de forma clara no
grupo de mulheres com pré-eclampsia. Os estudos de Sharma et al. (2007)9,
Peracoli et al. (2007)?° e Teran et al. (2001)*® demonstraram-se consistentes com os
dados da presente pesquisa. A populacdo de estudo, no trabalho de Afshari
(2005)*, entretanto, ndo demonstrou diferenga significativa quanto a este marcador.
Importante salientar que seus valores meédios foram mais elevados que

demonstrados neste trabalho e naqueles encontrados por Teran et al. (2001)%°.
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Ressalta-se que, dos valores obtidos, houve uma significativa diferenca
em relacdo aqueles descritos na bula dos exames diagnésticos. Da mesma forma
observou-se que em todos os trabalhos citados ha também divergéncias quanto aos
valores meédios encontrados para ambos o0s grupos. Esta particularidade
provavelmente esta relacionada aos diferentes graus de resposta imunoldgica, seja
de forma particular, ou no contexto de uma populagao especifica de estudo.

Parece oportuno estabelecer, desta forma, os valores de cut off
particulares a partir da distribuicdo dos mesmos na curva ROC especifica. Para este
marcador nao foi observado correlagao de linearidade com a PCR, por outro lado,
nitida correlagao foi determinada quando comparado a IL-6.

Suas caracteristicas enquanto teste diagnodstico demonstra boa
capacidade de discernimento entre verdadeiros positivos e negativos,
respectivamente. Os valores preditivos sdo, entretanto, de dificil interpretacao
considerando a presenga do marcador em situagdes de normalidade, conforme
descreve Teran em seu trabalho, comparando a medida do mesmo entre mulheres
nao gravidas, gravidas saudaveis e gravidas acometidas pela sindrome. Enfatiza o
autor sua extraordinaria elevagao nas pré-eclampticas, conforme seus resultados e
que sao semelhantes aos aqui encontrados. As razdes de verossimilhanca apontam,
também, como mais discriminatério o cut off da curva ROC estabelecida.
Depreende-se, portanto, que sua elevacdo esta, em tese, condicionada a uma
alteragcdo endotelial como hipoteticamente aventado na base etiopatogénica e
fisiopatoldgica da pré-eclampsia.

Também como modulador multifuncional da resposta imune a IL-6 €&
responsabilizada por bruscas mudancas na estrutura das células endoteliais,
notadamente em sua permeabilidade. Pode ainda ser responsavel pela diminuicdo
na sintese de prostaciclinas por inibicdo da ciclo-oxigenase, elevando de forma
indireta a relagdo tromboxane A2 / prostaciclina; pode estimular o fator de
crescimento derivado da plaqueta e induzir a formagao de radicais livre de oxigénio a
partir das células endoteliais, apanagios classicos da mulher pré-eclamptica.

Mais uma vez, os trabalhos de Teran et al. (2001)°, Afshari et al. (2005)*
e Sharma et al. (2007)° também demonstraram nitida elevacdo desta citocina entre
no grupo de mulheres com PE. Nesta pesquisa este marcador teve especial
importancia. Foi nitidamente mais elevado no grupo doenga. Sua correlagdo de

linearidade com o FNT-a& foi também expressiva, observando-se elevada
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sensibilidade e especificidade como teste diagndstico, valor preditivo positivo e

negativo, também elevados, mostrando-se, entre todos, o mais util na identificagcao

da atividade inflamatdria induzida pela resposta endotelial, ratificado pela elevada

razao de verossimilhanga positiva quando comparado a verossimilhanga negativa,

fato ratificado pelo indice de Youden que entre todos mostrou-se como bom

indicador diagnostico.
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2.6 Consideracgoes Finais

A pré-eclampsia instiga e continuara instigando os pesquisadores. Pelo
seu desconhecimento etiolégico e suas mais variadas manifestagdes clinicas,
permanece desafiando os protocolos de assisténcia a populacao.

De fato, parece muito razoavel admitir, que multiplos fatores
desencadeantes acham-se envolvidos na PE. Muito provavelmente sua origem deva
ser atribuida ao bindbmio materno-fetal, de onde se espera uma perfeita tolerancia,
mediada pelo determinismo genético, imunoldgico e inflamatério, necessarios e
essenciais a boa evolugao gestacional.

A intolerdncia observada €, em hipoOtese, e assegurada em varias
evidéncias cientificas, a impossibilidade de adaptacido materna ao feto, em especial,
a placenta. Desta nao adaptacdo resulta inumeros efeitos adversos, locais e
sistémicos, que caracterizam a PE, seja nas suas formas mais leves, seja nas suas
formas mais graves; ora com complicagdes potenciais para a mulher, ora para o
concepto. A multiplicidade de teorias etiopatogénicas e formas clinicas é o que
podemos chamar de fatores heterogéneos constituintes de uma Unica forma: a
sindrome pré-eclampsia.

O provado é que, em varios estudos, além da hipertensdo arterial e
proteinuria, uma disfungdo endotelial culmina com uma resposta inflamatoria
excessiva sistémica. Esta base etiopatogénica e fisiopatoldégica explica as
representacoes clinicas, semelhantes a reagdo Shwartzman, observada nas formas
graves da doenga onde o comprometimento da economia materna € difuso e grave.

N&o basta pensar apenas em fundamentos teéricos. E preciso enxergar a
PE também como uma doenca social. Se é verdade que a resposta inflamatéria é
exarcebada na PE, porque nao imaginar que fatores ambientais improprios, comuns
aos paises em desenvolvimento, ndo participem como facilitadores desta sindrome
de constituintes heterogéneos?

Estudos tem demonstrado uma maior incidéncia da doenca exatamente
onde incide com maior forca as infecgdes sub-clinicas e partindo desta premissa é
possivel e aceitavel hipotetizar que estas infecgdes dao origem ou precipitam as

alteracgdes fisiopatoldgicas vistas na PE.
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Assim sendo, foi objetivo deste estudo observacional, quantificar
marcadores inflamatérios em grupos distintos de pacientes gravidas e foi possivel
perceber com clareza uma nitida elevagédo desta atividade inflamatoria no grupo de
mulheres afetadas pela sindrome, mais ainda, estimar o quanto estes marcadores
podem ser uteis no entendimento etiopatogénico e fisiopatoldgico da doenca. De um
modo geral depreende-se que os marcadores parecem sensiveis na detecgao do
fendmeno, particularmente a interleucina-6. As capacidades de predi¢cao positiva da
doenca sdo melhores avaliadas pelas medidas da PCR e Interleucina-6 e que
particularmente, valores de referéncia, devem ser construidos em populacdes
especificas e particulares, para melhor considerar as possibilidades de validacao
interna e externas dos dados.

Diante das hipdteses langadas, ha significativa presenga de atividade
inflamatdria, sem, no entanto, ser possivel afirmar se constituem, como se imagina,
causa ou consequéncia para o fendbmeno. A critério de investigacdo cientifica
propde-se um estudo de coorte com o controle de variaveis confundidoras e
mensuragdes seriadas dos marcadores nos trés trimestres gestacionais para

melhores esclarecimentos dos fatos.
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Apéndice A - PROJETO DE PESQUISA

ASSOCIAGAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS E PRE-
ECLAMPSIA
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1 INTRODUGCAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome clinica de etiologia desconhecida
caracterizada por hipertensao arterial materna e proteinuria. Nas suas formas mais
severas, esta associada a trombocitopenia, coagulagao intra-vascular disseminada e
danos hepatocelulares 2.

A hipertensdo arterial € definida como uma pressao sanguinea sistolica
de 140 mmHg ou uma pressdo sanguinea diastolica de 90 mmHg, em geral,
surgindo apds a 22 semana gestacional em mulheres previamente normotensas. A
proteinuria € estabelecida pela a excrecdo de 300 mg ou mais de proteinas em 24
horas de observacdo. Quando a analise da perda protéica urinaria em 24 horas nao
€, possivel a presenca de 1 + (30 mg/dl), ou mais, em amostra isolada de urina é
usualmente utilizada’.

A incidéncia de PE nos Estados Unidos da América (EUA) é de 6 - 8% em
todas as gestacdes. Em nosso meio, as cifras oscilam em torno de 9-10% 3. Nas
diabéticas acrescenta-se mais 4% de incidéncia e nas primiparas com gestagéo
gemelar, acréscimo de 30%. Deve- se considerar, entretanto, que interferéncias de
ordem geografica, social, econdmica e racial sdo responsaveis por uma elevagao
neste indice em até trés vezes mais considerando algumas populagdes especificas 4

Ndo menos relevantes sdo os coeficientes de mortalidade materna
encontrados nesta sindrome. A analise das causas das mortes maternas em reviséao
sistematica realizada pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) demonstrou que
na Africa e Asia a principal razdo de morte foram os quadros hemorragicos®. Na
América Latina e Caribe o motivo lider dos 6bitos foi a hipertensao arterial®.

No Brasil o indice de mortalidade materna passou de 51,9 em 1996 para
64,8 6bitos por 100 mil nascidos vivos em 1998. Em 2001, o resultado encontrado foi
semelhante ao ano de 1996, com cerca de 50 mortes para 100 mil nascidos vivos.
Sendo que entre as causas diretas, a pré- eclampsia e eclampsia foram as que mais
se destacaram em todo o periodo, representando 18,7% das ocorréncias letais”®. A
despeito dos recentes progressos nos conhecimentos imunobiolégicos a pre-
eclampsia também, mantém-se responsavel por cerca de 40% dos partos
prematuros®

Ha décadas inumeras teorias vém sendo propostas para explicar a

génese da pré-eclampisa. Até o momento nenhuma delas foi aceita de forma
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definitiva. Tem-se dado énfase a uma excessiva resposta inflamatéria a fim de
caracterizar um dos possiveis mecanismos na etiopatogenia da pré-eclampsia, em
geral, associados aos fendmenos imunologicos, a ativagdo do sistema de
complemento e dos leucdcitos sanguineos, culminando com um quadro de
exarcerbacdo inflamatéria caracteristica de uma disfungdo endotelial sistémica™.
Grande parte destes achados patoldgicos também sao descritos na chamada
sindrome da resposta inflamatdria sistémica, semelhante aquela encontrada na
reacao de Shwartzman, uma forma particular de resposta inflamatoéria a endotoxinas
bem caracterizada, desde longa data, nos quadros sépticos e em animais de
experimentagao’”.

Assim sendo, continua a despertar o interesse das investigagdes médicas
na tentativa de se encontrar os fatores que, isoladamente ou sinergicamente, agem
no desencadear das manifestagdes clinicas, cujo objetivo ultimo dos estudos, é o de

reduzir a morbimortalidade materna e perinatal associadas a esta doenca.

1.1 Conhecimento etiopatogénico da pré-eclampsia

Como doenga de saude publica sua importancia reside no fato de que a
etiologia da PE permanece desconhecida.

O fato de nao se dispor de um modelo unico, claramente estabelecido, no
determinismo da pré-eclampsia, € razoavel supor que, a sindrome, no contexto de
suas manifestacdes clinicas, compreende causas basicas diferentes, com suas
proprias caracteristicas, histéria natural, e, provavelmente, marcadores clinicos
distintos'?

Recentes estudos em relagdo a etiopatogenia e fisiopatologia da PE
apontam para uma sindrome com modificagdes patoldégicas semelhantes a
aterosclerose e sugerem que a doenga pode ser devida a uma inapropriada
adaptacao entre o binbmio materno-fetal. A sindrome seria causada pela presenca
da placenta ou seria o resultado de uma resposta materna a placentacdo, mediada
por fatores de tolerancia genéticos, imunoldgicos e inflamatdrios™ .

Quanto a placentacdo ocorreria uma falha no citotrofoblasto tornando-o

incapaz de invadir normalmente a decidua e o miométrio adjacente resultando em
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pouco ou nenhum remodelamento das arteriolas espiraladas miometriais com
conseqiiente hipoxia placentaria’. O pobre fluxo Utero-placentario parece ativar
local e/ou sistemicamente os leucécitos, naturalmente mobilizados, desencadeando
uma resposta inflamatéria materna excessiva marcada pela estimulagao de citocinas
pro-inflamatorias caracteristicas de uma disfungdo endotelial'*''®. Varios outros
fatores, entretanto, parecem envolvidos na etiopatogenia da PE como o estresse
oxidativo caracterizado pela presengca de acidos graxos livres'” , lipoproteinas,
lipoproteinas oxidadas ou perdxidos de lipideos'®, entre outros produtos como: fator
de necrose tumoral-alfa (FTN-a)'®, produtos de degradacdo da fibronectina® e
deportagdo de fragmentos do sinciciotrofoblasto?’ sdo relatados como participantes
da sindrome.

A disfuncdo do endotélio e a resposta inflamatoria, como co-fatores
etiopatogénicos, ndo estédo totalmente determinados, mas evidéncias apontam para
sua presencga a partir de uma origem placentaria™.

Sob este prisma as hipoteses se confundem em uma so, visto que podem
ser compreendidas como processos complementares, onde a primeira — hipoxia
placentaria / estresse oxidativo — é capaz de desencadear a segunda situagao
clinica — disfuncao endotelial e resposta inflamatoéria exarcerbada.

Presume-se que a hipoOxia tissular placentaria determine a producgao
aumentada de peroxido lipidico no tecido trofoblastico e elevagcédo desta substancia
na circulacéo feto-placentaria e materna®. O ponto de convergéncia entre as teorias
se estabelece na instalacdo de uma ma perfusao placentaria, provavelmente devida
a uma ma adaptacdo ao enxerto semi-alogénico, mediada imunologicamente,
ocasionando uma hipdxia tissular placentaria, que por sua vez, secreta substancias
nocivas — peroxido lipidico — que em contato com o endotélio sistémico, desencadeia
uma exarcerbada resposta inflamatéria ja presente de forma “estéril” e
Iatente9'14’15'16'23’24.

Postula-se, ainda, que o envolvimento sistémico do endotélio possa ser o
resultado de uma ruptura da membrana placentaria com deportacdo de moléculas
trofoblasticas e fetais. Dentre estas moléculas destaca-se a presenga marcante do
RNA-mensageiro do FNT-a, expressao biomolecular encontrada nas placentas pré-
eclampticas e estimulador da disfuncado endotelial de carater inflamatério; inexistente

em gestagdes normais, e a presenca de células fetais na circulagdo materna,
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particularmente leucécitos fetais, observados em gestacbes acometidas pela
sindrome desde 16-18 semanas’>.

Seria razoavel supor que a origem da PE ndo esteja diretamente
relacionada apenas aos fatores basais, geneticamente determinados e
caracterizados pelos mecanismos de intolerancia ao alo-enxerto fetal, mas, também,
as relevantes contribuicbes dos fatores ambientais, sociais e demograficos que
interferem de forma positiva no desenvolvimento da patologia e acrescentam cifras
de maior incidéncia especialmente nos paises em desenvolvimento.

Dentre os fatores ambientais deve-se salientar a prevaléncia de infecgoes
agindo como gatilhos para o desencadear da doenga. Evidéncias associam a
presenca de infeccdes com o desenvolvimento da pré-eclampsia e assim sendo e
nao como hipétese uUnica, mas associativa, admite-se que a presencga de infeccdes
sub-clinicas crénicas podem elevar os niveis de citocinas inflamatodrias e afetar a
fungdo endotelial vascular® .

Enfatizando este dado relata a literatura que a incidéncia de bacteriuria
assintomatica € maior em mulheres pré-eclampticas (19%) quando comparadas
aquelas ndo acometidas pela doenca®® e que a incidéncia de infeccdo do trato
urinario mostrou-se com um forte fator de risco para o desenvolvimento da PE e

eclampsia®’ .

1.2 Correlagao entre a disfuncao endotelial e a resposta inflamatéria sistémica

O mecanismo que envolve a disfuncdo endotelial é variado e parece
relacionado com a severidade da doenga. Em algumas circunstancias a resposta
esta condicionada a prépria estrutura do endotélio, seja pela mudanga no
comportamento dos seus receptores, seja pela diminuigdo na produgdo do o6xido
nitrico ou produgédo excessiva de prostanodides vasoconstrictores e/ou devido ao
estresse oxidativo e mais recentemente foi sugerido que a presencga de citocinas
pré-inflmatérias podem modificar o tono fisiolégico do endotélio 2°.

A singular disposicdo anatdémica das células endoteliais, situadas na
interface entre o sangue circulante e os tecidos, tem a habil capacidade de

percepcao das alteracbes homeostaticas e podem localmente ou, sistemicamente,
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responder a tais alteragdes e produzirem um certo numero de fatores biologicamente
ativos'®.

A génese do processo de inflamagdo é um dramatico aumento na
mobilizacdo e expressdo de moléculas na superficie do tecido endotelial. Esse
mecanismo é responsavel por uma cascata de eventos que culminam com a adesao
dos leucdcitos sanguineos ao local da injuria inicial que, a principio local, pode
generalizar-se e envolver completamente o compartimento vascular, como em uma
sepse’"%,

A adesado leucocitaria e a transmigracdo celular sdo reguladas
principalmente pela ligacdo de moléculas de adesao complementares no leucocito
na superficie endotelial e pelos mediadores quimicos — quimiotoxinas e
determinadas citocinas — que afetam esses processos modulando a expressao na

superficie endotelial ou aumentado a avidez destas moléculas de adesdo?.

1.2.1 O recrutamento e ativagao dos Leucécitos

O recrutamento dos leucdcitos para os locais da lesdo e infeccdo € um
processo que contém varias etapas envolvendo a ligagdo dos leucécitos circulantes
as células endoteliais e sua migracédo através da membrana endotelial. Os eventos
gue se seguem incluem a indugao das moléculas de adesao, nas células endoteliais,
por meio de varios mecanismos.

Um dos mecanismos envolvidos é mediado pelos macrofagos tissulares,
mastocitos e células endoteliais que respondem aos agentes lesivos com a secregao
de citocinas, sendo as principais: o Fator de Necrose Tumoral o e B (TNF),
Interleucina-1 (IL-1) e quimocinas - citocinas quimiotaticas —2.

O TNF-a e a IL-1 atuam nas células endoteliais das vénulas pds-capilares
e induzem a expressao de varias moléculas de adesao, principalmente o VCAM-1
(ligante para a integrina VLA-4) e ICAM-1 (ligante para as integrinas LFA-1 e Mac-1).
Estas quimocinas agem nos leucocitos que estdo rolando, ativando-os. Uma das
consequéncias dessa ativagdo é a conversao das integrinas VLA-4 e LFA-1 dos
leucdcitos para um estado de alta afinidade com firme adesdo dos leucdcitos ao

endotélio®
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Estes agentes inflamatérios podem ser secretados por estimulos de
endotoxinas, complexos imunes, agentes microbianos e lesdes fisicas. Suas agoes
mais relevantes estdo no endotélio, nos leucdcitos, nos fibroblastos e na inducéo de
reacdes sistémicas na fase aguda do processo inflamatorio. Especificamente sob o
endotélio induzem um espectro variado de alteragdes — a maioria regulada em nivel

da transcrigdo genética - caracterizando a chamada ativacédo endotelial®®.

1.2.2 A ativagao endotelial e as citocinas

A ativacdo endotelial inclui a sintese de moléculas de adesao, mediadores
quimicos citocinas), fatores de crescimento e aumento no potencial trombogénico da
superficie endotelial.

As citocinas, definidas molecularmente, sdo chamadas de interleucinas o
que significa que elas estabelecem comunicagdes entre os leucécitos. A maioria das
citocinas possui uma ampla gama de efeitos e algumas s&o produzidas por
diferentes tipos de células?.

Entre as principais citocinas, cujas func¢des estdo bem definidas, citam-se:

e Interleucina-1, TNF-a e Interferons do tipo | e Il : citocinas que

medeiam a imunidade inata (natural) promovendo o recrutamento dos
leucdcitos e as respostas inflamatérias agudas.

¢ Interleucina-12 e o Interferon-y : estdo envolvidas tanto na imunidade

inata quanto na imunidade adaptativa.

¢ Interleucina-2, Interleucina-4, Interleucina-12, Interleucina-15 e o Fator

Transformador de Crescimento-B (TGF-B) : estdo envolvidas na
regulagcédo do crescimento, ativagéo e diferenciacdo dos linfocitos.

¢ |Interleucina-6 : citocina multifuncional que participa da resposta imune

na fase aguda e hematopoese.

¢ |Interleucina-5 : envolvida na regulacao dos eosindfilos.

e Quimiocinas C-X-C (produzidas essencialmente pelos macrofagos

ativados e células endoteliais) e C-C (produzidas por células T) : sao
citocinas envolvidas na movimentacéo de leucdcitos.

e GM-CSF e G-CSF : citocinas que estimulam a hematopoese.
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As citocinas podem induzir a alteragcdes funcionais e estruturais, incluindo
danos oxidativos ou interferir com o mecanismo de relaxamento/contracdo vascular
ocasionando modificagbes na integridade e tono vascular, além do acometimento do
sistema de coagulacdo Sdo responsaveis pela regulagcéo da cascata da inflamagéao
mediada através da agao sinérgica de seus representantes, como o FNT-a e IL1-B,
IL-6 e IL-8%" .

A elevacao nos niveis plasmaticos do TNF-a e IL-1B nas gravidas pré-
eclampticas é relatada por varios autores®#33343%3637.38 parg estes mesmos autores
os niveis das IL-6 e IL-8 s&o incertos.

Varias evidéncias suportam a hipétese de envolvimento do TNF-a no
mecanismo inflamatoério, como: (1) o TNF plasmatico tem contato direto com as
células endoteliais in vivo; (2) a concentragao plasmatica elevada do TNF tem sido
observada em mulheres com pré-eclampsia quando comparadas com aquelas
normotensas; (3) a infusdo cronica de TNF em ratas resultou em um significativo
aumento da presséo arterial e resisténcia vascular renal e (4), finalmente, o FNT
esta envolvido na regulagao e expressao de numerosas moléculas, tais como, o fator
de crescimento derivado das plaquetas, moléculas de adesao endotelial, endotelina-
1 e inibidores da ativacdo do plasminogénio. Estas moléculas tém efetivo efeito
danoso na vasculatura sistémica®®.

A origem dos niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias na circulagao
das mulheres pré-eclampticas nado esta claramente definida. Algumas teorias
parecem implicar o seu surgimento a partir de placentas de gravidas acometidas
pela sindrome. Estes dados, entretanto, ndo sao totalmente consistentes, uma vez
que, estudos recentes, ndo demonstraram diferengas significativas na expressao dos
niveis de TNF-a, IL-13 e IL-6 nas placentas destas mulheres quando comparadas
com controles normais'>%>3°,

Em sinergismo com a elevagao das citocinas pro-inflamatérias ocorre,
também, nas pré-eclampticas uma ativagao periférica dos leucdcitos circulantes,
capazes de desencadear uma resposta inflamatéria excessiva®.

Existem evidéncias que demonstram uma ativagdo e aumento nos

leucécitos periféricos durante a gravidez fisiolégica com elevagcao na expressao dos
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linfécitos CD11b, nos niveis de espécies reativas de oxigénio intracelular (estresse
oxidativo) e nas concentracdes da elastase plasmatica'®.

Luppi (2006) estudou a possibilidade dos leucocitos (mondcitos)
maternos, nas pré-eclampticas, produzirem citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1(3,
IL-6 e IL-8) e relata a sintese aumentada das citocinas durante o curso da doenca®'.

Permanece incerto, entretanto, qual o gatilho para a ativagcdo dos
monocitos nas pacientes pré-eclampticas, seja por passagem trans-placentaria
(mondcitos fetais) ou uma ativagdo dos mondcitos maternos periféricos'**° .

Em uma gestacdo normal, a gravidez, estd acompanhada por um
mecanismo inflamatério, com a presenga de leucocitose, particularmente os
monadcitos, e uma maior atividade fagocitaria, associada a uma maior producao de
citocinas pré-inflamatérias como TNF-q, IL-6 e IL-12 918.19.20.2123.24

Estas modificagdes representam uma forma de resposta inflamatoria
estéril desenvolvida pela propria gravidez, e, ndo necessariamente, uma resposta
mediada por infecgao® .

Outro fator relevante da sindrome da resposta inflamatéria exarcerbada,
também verificada na faléncia hepatica e no estresse respiratério do adulto,
intercorréncias comuns a pré-eclampsia, € o retardo na apoptose dos neutréfilos
sanguineos periféricos*'.

Embora de dificil conclusdo, postula-se que o atraso na apoptose
verificada na pré-eclampsia, € devido a ruptura do espaco interviloso da placenta
pré-eclamptica e passagem das células fetais leucocitarias para o compartimento
materno ou como resultado de modificacbes vasculares determinadas por citocinas
liberadas na disfuncéo endotelial'® .

O envolvimento inflamatério pode também ser mediado pelas células
natural killer (NK) e seria, entdo, o resultado de debris do sinciciotrofoblasto
presentes no compartimento vascular materno. Cogita-se que as células NK, e ndo
as células T, sdo as desencadeadoras da resposta imunolégica em ambos os
sentidos; pré e anti-inflamatorias**°.

Na pré-eclampsia, uma excessiva migragao destas microparticulas, pela
ruptura da membrana placentaria, permitiria a estimulagédo, em altos niveis, da IL-18,
que, por sua vez, estimularia a producao de interferon- y (IFN-y) a partir das células

NK, resultando em intensa resposta inflamatéria sistémica*?.
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Ainda considerando a atividade inflamatéria, como participante do
mecanismo fisiopatoldgico da PE, a observacdo do comportamento da proteina C-
reativa (PCR) na gestacdo apresenta poucos estudos. Situagdes clinicas agudas,
tais como nas infecgdes, processos inflamatorios ou de destruigao tecidual permitem
sua rapida elevacgao sérica. As tentativas de associacido entre a pré-eclampsia e as
dosagens séricas de PCR sao ainda incipientes e conflitantes °.

A PCR é um marcador da inflamagao sistémica e admite-se que se
encontre elevada na pré-eclampsia**4>4647:,

Pesquisas apontam que a PCR ja se encontra elevada desde o primeiro
trimestre da gravidez possivelmente predizendo aquelas que desenvolverao a
doenga em sua magnitude®®.

Rebelo at al ja haviam referido que o marcador acha-se aumentado cerca
de duas a trés vezes durante o terceiro trimestre em gestagcbes complicadas pela
pré-eclampsia®® .

Qiu (2004) refere que a concentracdo da PCR na circulagdo periférica
esta associada ao indice de massa corpdrea e a outros marcadores de adiposidade
e pode ter valor preditivo positivo para a PE quando seus valores acham-se
elevados no primeiro trimestre gestacional, particularmente nas mulheres obesas®

Pesquisa clinica realizada, mostrou que a PCR esteve associada ao
agravamento da doencga hipertensiva e excrecdo aumentada de proteinas nas pré-
eclampticas e que, niveis superiores a 6mg/dl, poderiam servir de valor diagndstico e
prognostico para a referida moléstia'®

Sua elevagao precoce também tem sido amplamente valorizada nas
doencas cardiovasculares por se acreditar que possa ser estimulada pelas lesdes

endoteliais*’ .
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Mensurar os marcadores inflamatérios (TNF-a, IL-6 e PCR) presentes nos
grupos de mulheres pré-eclampticas (grupo-doenca) e nas gravidas normotensas

(grupo-controle)

2.2 Objetivos especificos

o Estabelecer as caracteristicas gerais na populagao de estudo.

e Mensurar e comparar os marcadores inflamatérios (TNF-o, IL-6 e
PCR) em gestantes com diagndstico clinico-laboratorial de pré-
eclampsia e no grupo gravidas normotensas.

e Determinar a correlagao de significancia dos niveis destes marcadores
inflamatérios (TNF-a, IL-6 e PCR) entre as pré-eclampticas (grupo-
doenca) e as gravidas normotensas (grupo-controle).

e Estabelecer um ponto de corte através da receiver operator
characteristic curve, (curva ROC), para as variaveis a partir dos grupos
criados.

e Analisar as caracteristicas especificas dos testes laboratoriais entre os

grupos.
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3 HIPOTESE

Considerando os mecanismos envolvidos da fisiopatologia da preé-
eclampsia postula-se a hipétese de sua associacdo com uma atividade inflamatdria
exarcerbada, particularmente nas suas formas clinicas graves, caracterizada por
elevacdes séricas de marcadores inflamatérios como o FNT-a, IL-6 e PCR, entre
outros. Langamos a hipotese da utilizacdo destes marcadores como pertencentes a
etiopatogenia da PE e como possiveis critérios diagnodsticos para a sindrome

materna.
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4 METODO

4.1 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido em duas unidades hospitalares da cidade de
Jo&o Pessoa.

e Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB): Entidade publica vinculada ao Sistema
Unico de Saude (SUS) caracterizada como referéncia para o
atendimento de pacientes com gestacao de risco elevado no estado
da Paraiba.

¢ |Instituto Candida Vargas (ICV) da Secretaria de Saude do Municipio
(SMS) de Jodo Pessoa: Instituicdo publica vinculada ao Sistema Unico
de Saude (SUS) caracterizada pelo atendimento de gestantes de

baixo e alto risco no municipio de Jodo Pessoa.

4.2 Desenho do estudo

O presente estudo obedeceu as regras de um estudo quantitativo, de
campo e de corte transversal com analise das caracteristicas dos testes

diagnosticos.

4.3 Populagao do estudo

Pacientes internadas no HULW/UFPB e ICV/SMS com diagnéstico clinico
e laboratorial de pré-eclampsia, representando o grupo-doenga e pacientes
matriculadas nos servicos de pré-natal de baixo risco, de ambas entidades,

representando o grupo-controle.
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4.4 Tamanho amostral

Para calculo do n amostral, fundamentou-se a pesquisa, em dados
bibliograficos extraidos do artigo: Sharma, A; Satyam, QA; Sharma, J. Leptin, IL-10
and Inflammatory Markers (TNF-a , IL-6 and 1I-8) in Pré-eclamptic, Normotensive
Pregnant and Healthy Non-pregnant Women. Am. J. Reprod Immunol 2007; 58:21-
30 e; Cabral, A.C; Lazaro, J.F; Vitral, Z.N.R. Concentracdo Sérica Materna da
Proteina C Reativa em Gestacbes Complicadas pela Pré-eclampsia. RBGO 2002;
24(1):9-13.

Tomou-se como parametro a diferenga entre duas médias posteriormente
aplicadas no software openepi- epidemiologic calculators e formagéo dos grupos de
estudo, admitindo-se um erro tipo 1 de 5 % (intervalo de confianga de 95% -

bicaudal) e power de 80%.

Tabela 1 — Calculo do tamanho amostral

Intervalo de Confianga (bi-caudal) 95%
Power 80%
Razao entre os tamanhos amostrais (grupo 1 : grupo 2) 1
Grupo 1 Grupo 2
Tamanho amostral do grupo 1 40 -
Tamanho amostral do grupo 2 - 40
Tamanho amostral total - 80

Fonte: Openepi-epidemiologic Calculators, versao 3.2.2
Estatisticos: Kevin M. Sullivan, Emory University
Interface: Andrew G. Dean e Roger A. Mir, Epienformatics.com.

4.5 Selecao da amostra

As pacientes do grupo-doenga, envolvidas no estudo, foram aquelas
admitidas nas enfermarias de gravidez de alto-risco dos Servigos de Obstetricia do
HULW (UFPB) e ICV (SMS). Optou-se por selecionar as pacientes, definitivamente
internadas e com diagndstico de PE e, assim sendo, foram acompanhadas pelo
pesquisador em visitas clinicas diarias onde foram realizados os exames

complementares previstos para o caso. A assisténcia médica obedeceu os
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protocolos clinicos definidos pelos referidos servigos. A todas foi lido e fornecido o

termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 14.1).

As pacientes do grupo-controle foram aquelas matriculadas nos servigos

de pré-natal das referidas institui¢des.

4.6 Critérios de inclusao

Ter um diagndstico clinico e laboratorial de pré-eclampsia, conforme
os critérios do National High Blood Pressure Education Program
Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy, 2000
(NHBP,2000), caracterizando o grupo-doenca.

Pacientes do grupo-controle foram as mulheres gravidas normotensas
matriculadas nos servigos de pré-natal do HULW (UFPB) e ICV (SMS).

4.7 Critérios de Exclusao

Presenga de outras doencgas clinicas inflamatorias agudas ou crénicas
pregressas, rastreadas por anamnese dirigida e exame fisico
MiNuCioso.

Presenca de mal-formacgdes fetais.

Pacientes fumantes

4.8 Variaveis analisadas

4.8.1 Variavel independente

A variavel independente foi a existéncia de gestagdo humana dividida em

dois grupos:

Grupo — doencga: Pacientes com diagndstico especifico de pré-eclampsia
(gold standart), conforme o NHBP, 2000.
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Grupo - controle: Gestantes normotensas, sem outras intercorréncias
clinicas.

A pré-eclampsia (grupo-doencga) foi definida como a elevagao da presséo
arterial apds a 22° semana gestacional, em paciente previamente normotensa, cujos
valores mensurados no antebrago direito, acima da prega cubital e em posi¢ao
sentada, atingem as medidas de 140mmHg na pressao sistolica e 90mmHg na
pressao diastolica, utilizando-se para este ultimo o V ruido de Korotkoff. Esta
medida devera se repetir em nova mensuracao cerca de seis horas apés a primeira,
com a paciente em posi¢cao de decubito, preferencialmente, lateral esquerdo. A
elevacdo dos niveis tensionais deverao estar associados a proteinuria, definida

como aquela superior a 300mg/L/24h ou em pesquisa de fita com 1 ou mais + .

4.8.2 Variaveis dependentes

Consideram-se variaveis dependentes aquelas continuas, expressas em

seus respectivos valores obtidos através dos testes diagndsticos.

4.9 Procedimentos e Técnicas

As amostras sanguineas venosas foram coletadas no periodo antenatal
com seringas a vacuo pelo préprio pesquisador nos ambientes de enfermarias e

ambulatdrios das instituicdes participantes.

e Para determinagdo dos niveis pressoéricos, expressos em mmHg, foi
utilizado um aparelho de esfignomanémetro com coluna vertical de
mercurio O critério de hipertensao foi aquele padronizado pelo NHBP,
2000.

e Para determinagcdo dos niveis de proteinuria, cujos valores foram
expressos em mg/L/24h, foi obtida a diurese espontanea da paciente,
em 24h de coleta, acondicionada em recipiente proprio e
posteriormente encaminhada para analise no laboratério das

instituicbes envolvidas na pesquisa (HULW / ICV). Para aquelas com
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quadro clinico instavel e grave foi utilizado o kit de analise de
proteinuria fornecido pelo laboratério Bayer Diagnésticos com analise
subjetiva de urina em duas amostras. O grau de proteinuria em cruzes
(+) foi assim estabelecido: 1+: 30mg/dl; 2+: 100mg/dl; 3+: 300mg/dl e
4+: 2000mg/dl.

Para mensurar os niveis de PCR foi obtido cerca de 5ml de sangue
venoso em tubo sem anticoagulante em sujeitos durante o periodo
pré-natal. A técnica para dosagem foi quantitativa por
imunoturbidimetria, empregando-se 0,5ml de soro monoclonal. As
medi¢cdes foram realizadas no laboratério de analises clinicas do
Hospital Universitario Lauro Wanderley (UFPB). Os resultados foram
expressos em mg/L.

O Fator de Necrose Tumoral (TNF-d&) foi determinado no periodo
antenatal através da coleta de sangue venoso, sem necessidade de
jejum prévio. Trata-se de um ensaio imunométrico sequencial em fase
sélida quimioluminescente. A medicao foi executada por profissionais
bioquimicos especializados do laboratério de anadlises clinicas do
Hospital Universitario Alcides Carneiro (HUAC) — Universidade Federal
de Campina Grande (UFCG) e Pronto-Analise (instituicdo privada do
municipio de Campina Grande-Pb), através de Kkits especificos
fabricados pela EURO/DPC Ltd. (EURO, Glyn Rhonwy, United
Kingdom e DPC, Los Angeles, Estados Unidos da América) e
processados pelo aparelho IMMULITE 1000 de acordo com o sistema
de qualidade registrado segundo a norma ISO 13485:2003. Os
resultados foram expressos em pg/mL.

A Interleucina-6 (IL-6) foi determinada no periodo antenatal através da
coleta de sangue venoso, sem necessidade de jejum prévio. Trata-se
de um ensaio imunométrico sequencial em fase sdélida
quimioluminescente. A medicdo foi executada por profissionais
bioquimicos especializados do laboratério de analises clinicas do
HUAC (UFCG) e Pronto-Analise (instituigdo privada do municipio de
Campina Grande-Pb), através de kits especificos fabricados pela
EURO/DPC Ltd. (EURO, Glyn Rhonwy, United Kingdom e DPC, Los

Angeles, Estados Unidos da Ameérica) e processados pelo aparelho
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IMMULITE 1000 de acordo com o sistema de qualidade registrado
segundo a norma ISO 13485:2003. Os resultados foram expressos em

pg/mL.

4.10 Acompanhamento dos sujeitos

As pacientes do grupo-doenga foram acompanhadas pelo proprio
pesquisador desde a sua admissao nas unidades hospitalares até a resolugdo da
gravidez. Neste momento o diagnostico clinico- obstétrico e de pré-eclampsia foi
ratificado e estabelecido

e Avaliagdo do estado geral da paciente e realizagdo dos exames

bioquimicos preconizados.

e O acompanhamento clinico foi executado pelo proprio pesquisador

valendo-se dos protocolos de conduta das instituigcdes referidas.

As pacientes do grupo-controle foram avaliadas em nivel ambulatorial e
foi oferecido naquele momento uma avaliagdo clinica obstétrica especializada,
contemplando a realizagao de:

e Avaliagcdo do estado geral da paciente e realizacdo dos exames

bioquimicos preconizados.

4.11 Critérios de descontinuagao

A descontinuacao do sujeito dentro do contexto geral da pesquisa estava
vinculada:

e a decisao espontanea de evasao da unidade de internagdo antes de
definitivamente resolvida a patologia em questao.

e ao extravio dos resultados laboratoriais.

e Interrupcdo temporaria da pesquisa em fungdo de eventual
paralisacdo de funcionarios das instituicbes referidas ou danos nos
aparelhos de medicdo que possam interferir no cronograma pré-

estabelecido.
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4.12 Instrumento para coleta dos dados

Foi elaborada uma ficha clinica que continha dados soécio-demograficos,
clinicos obstétricos e exames laboratoriais especificos, preenchida pelo préprio

pesquisador (ver Apéndice B).

4.13 Coleta dos dados

Os sujeitos do estudo foram as pacientes admitidas nas enfermarias do
HULW (UFPB) e ICV (SMS) que compunham o grupo-doenga. As pacientes do
grupo-controle foram aquelas inscritas nas unidades de pré-natal de baixo risco das
referidas instituicdes.

Os dados foram coletados pelo pesquisador em uma ficha clinica pré-
estabelecida. As amostras sanguineas também foram colhidas pelo pesquisador nas
pacientes internadas e naquelas acompanhadas em nivel ambulatorial,
armazenadas conforme preconizado e encaminhadas imediatamente para o
laboratério de analise.

Foram colhidas amostras contendo sangue venoso periférico em torno de
10ml, ndo heparinizadas e sem necessidade de jejum prévio. As amostras foram
centrifugadas, aliquicotadas e congeladas a -30° C. As medigdes aconteceram em
um momento Unico nos referidos laboratérios. Os dados gerais foram compilados
pelo pesquisador e transferidos para um banco de dados criado em plataforma

eletrénica.
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5 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados colhidos através das fichas clinicas foram incluidos em planilha
eletrénica do software Epi Info versao 3.2.2, revisadas quanto ao seu inteiro e
correto preenchimento. Este passo foi executado pelo pesquisador e em seguida
pelo auxiliar da pesquisa a fim de assegurar a confiabilidade dos dados na formagao
da tabelacio bruta.

A analise estatistica dos dados foi executada usando software especifico
(Epi-Info 3.2.2 e MEDCALC verséao 10.0).

Trata-se de um estudo observacional onde n&o se espera uma
intervencdo do pesquisador. Nao ha determinacédo do sujeito exposto ou nao, pelo
contrario, analisa-se a hipotese em funcao das circunstancias criadas pela propria
“natureza”, onde o pesquisador apenas observa e cataloga os expostos e nao
expostos ao fenébmeno.

Nos estudos transversais (“cross sectional studies”) ndo se tem uma idéia,
no tempo, sobre a antecedéncia do fenbmeno em relagcdo ao aparecimento da
doenca. Ha um levantamento da populagdo de estudo, assinalando-se
simultaneamente a auséncia ou presenca do fenbmeno.

Tratou-se de uma comparacao entre duas médias ou duas medianas, de
carater independente, onde a alocacédo dos pacientes nos grupos de estudo foram
organizadas na forma de blocos aleatérios, considerando a posssibilidade de
emparelhamento das variaveis (idade materna, idade gestacional e paridade). Foram
aplicados os testes estatisticos ANOVA e Mann-Whitney para comparagao de dois
grupos independentes admitindo-se a possibilidade de distribuicdo Normal ou néo,
adotando-se o erro tipo | em 5% e o valor de p < 0,05 para rejeigéo da hipétese nula
de igualdade das médias ou medianas nos dois grupos.

Andlise de regresséo linear, teste de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo, razdo de verossimilhanga positivo e negativo foram
calculados com intervalo de confianca de 95%, a fim de se estabelecer as

caracteristicas dos testes apds a confecgcado da curva ROC.
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6 RESULTADOS

6.1 Modelos de tabelas

Tabela 2. Caracteristicas gerais no grupo com PE e no Grupo Controle

PE(n=41)  GC (n= 40) p valor

IDADE MATERNA (anos)
Média / DP

Valor minimo / maximo
Percentil 25 / Percentil 75

IDADE GESTACIONAL
(semanas)

Média / DP

Valor minimo / maximo

Percentil 25 / Percentil 75

GESTA

Mediana

Valor minimo / maximo
Percentil 25 / Percentil 75

FONTE: Pesquisa direta.
PE = Pré-eclampsia, GC = Grupo Controle, DP = Desvio Padrao

Tabela 3. Valores de PCR, FNT-& e IL-6 nos grupos: PE e Grupo Controle

PE (n= 41) GC (n= 40) p valor

PCR (mg/dl)

Mediana

Valor minimo / maximo
Percentil 25 / Percentil 75

FNT-a (pg/mL)

Mediana

Valor minimo / maximo
Percentil 25 / Percentil 75

IL-6 (pg/mL)

Mediana

Valor minimo / maximo
Percentil 25 / Percentil 75

FONTE: Pesquisa direta.
PE = Pré-eclampsia, GC=Grupo Controle, PCR=Proteina C-reativa, FNT-a=Fator de Necrose Tumoral-alfa,
IL-6 = Interleucina-6
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6.2 Modelos de regressao linear

6.2.1 Grafico 1a. modelo de regressao linear entre a PCR e FNT-a

PCR

FNT-a

6.2.2 Grafico 1b. modelo de regressao linear entre a PCR e IL-6

PCR

4

v

IL-6

6.2.3 Grafico 1c. modelo de regressao linear entre a IL-6 e FNT-a

IL-6

FNT-a
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6.3 Caracteristicas dos testes

TABELA 4: Caracteristicas dos testes diagndsticos.

Sensibilidade Especificidade VPP VPN RV+ RV- Y

IL-6
FNT-a
PCR

FONTE: Pesquisa direta.
VPP = Valor Preditivo Positivo, VPN = Valor Preditivo Negativo, PCR = Proteina C-reativa, FNT-& = Fator de
Necrose Tumoral-alfa, IL-6 = Interleucina-6, RV+ = Razdo de Verossimilhanga Positivo, RV- = Razdo de

Verossimilhanca negativo. 1Y = indice de Youden
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7 DISCUSSAO
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8 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa atendeu aos postulados da declaracdo de Helsinque,
Edimburgo, em Outubro de 2000 e seguiu os termos preconizados pelo Cdodigo de
Nuremberg e pelo Conselho Nacional de Saude (resolugdo 196/1996), para
pesquisa em seres humanos.

Para tanto sera submetida ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba.

Todas as pacientes foram devidamente informadas sobre os objetivos e os métodos
do estudo e s6 foram incluidas caso concordassem em participar, assinando o termo
de consentimento livre e esclarecido (ver Apéndice C).

Ficou claramente resguardado o direito de qualquer paciente se recusar a
participar do estudo.

O pesquisador se comprometera a publicar o estudo, independente dos

resultados obtidos.
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ASSOCIACAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS
E PRE-ECLAMPSIA

Ficha Clinica / Protocolo de Pesquisa:

Desenho do Estudo: Corte transversal clinico-analitico .
1. DADOS GERAIS:

1.1 Nome:

1.2 Numero de Ordem:

1.3 Registro Hospitalar:

1.4 Idade: anos

2. DADOS OBSTETRICOS:
2.1 Paridade: Gesta / Para (‘eutdcico / cerarea)

2.2 Idade gestacional:

2.3 Tempo de amenorréia (DUM: / / - DPP: / / )
semanas/dias

2.4 Idade gestacional ecografica: Primeiro trimestre: (data:  / /- sem/dias

2.5 Idade gestacional ecografica: Segundo trimestre: (data:  / /- sem/dias

2.6 Idade gestacional ecografica: Terceiro trimestre: (data:  / /- sem/dias

2.7 Diagnostico Clinico/Obstétrico:

(1) Pré-eclampsia leve

(2) Pré-eclampsia grave

(3) Gravida normotensa

(4)Proteinuria de fita: cruzes
(5)Proteinuria de 24h: mg/1/24h

(6)Outras doencas agudas e/ou cronicas
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3. DADOS DE DOSAGENS BIOQUIMICAS MATERNAS:

3.1 Valor de PCR mg
3.2 Valor de FNT- alfa: pg/ml

3.3 Valor da Interleucina-6 pg/ml

Jodo Pessoa / /

Pesquisador:
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ASSOCIACAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS

E PRE-ECLAMPSIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Leitura prévia do Termo de Consentimento:

Moisés Diogo de Lima, médico desta Maternidade, estd realizando uma pesquisa com as
pacientes portadoras de pressdo alta na gravidez e alteragdes em algumas substancias no
sangue da mae; como por exemplo: elevacdo dos niveis de tres substdncias, uma chamada de
fator de necrose tumoral, outra chamada, proteina C reativa e outra chamada, interleucina-6.
Parece que quando eles estao elevados no sangue a forma da doenca ¢ mais grave, tanto para a
senhora como para o bebe. Desta forma, esta pesquisa procura medir estas substancias no seu
sangue e para isso ¢ preciso tirar cerca de 10ml de sangue da sua veia do braco e mandar para
o laboratorio. Talvez uma pequena mancha fique no local da pun¢do. Mesmo que a senhora
ndo aceite em participar o seu atendimento serd o mesmo. A senhora aceita participar desta
pesquisa?

Estas informagdes ficardo no seu prontudrio.

Se possivel leia tudo isso que lhe falei e assine este documento confirmando que ouviu tudo o
que lhe falei e dando o seu consentimento.

Obrigado.

Eu,

Paciente internada no Hospital Universitario Lauro Wanderley — UPFB / ICV -, nesta data, li
e ouvi tudo o que me foi dito e escrito e aceito participar desta pesquisa de livre e espontanea
vontade e dela posso me ausentar a qualquer momento que julgar necessario.

Jodo Pessoa / /

assinatura polegar direito
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Tabela 3. Relacao entre o PCR ¢ a PE

PE - GNT - TOTAL
M=41) (M =40)
PCR elevado 20 06 26
PCR normal 21 34 55
Total 41 40 81
PE: pré-eclampsia , GNT: Gravidas normotensas , PCR (Proteina C Reativa)
x2: 9,1/ p=0,003 OR: 5,39 (IC95%: 1,8-15,6)
Tabela 4. Relacao entre o TNF-& ¢ a PE
PE - GNT - TOTAL
M=41) (M =40)
TNF-4 elevado 27 12 39
TNF-6& normal 14 28 42
Total 41 40 81
PE: pré-eclampsia , GNT: Gravidas normotensas , TNF-a (fator de necrose tumoral alfa)
%2: 9,0 / p=0,003 OR: 4,5/ 1C95%: 1,7- 11,4
Tabela 5. Relacao entre o IL-6 ¢ a PE
PE - GNT - TOTAL
M=41) (N =40)
IL-6 elevado 37 08 45
IL-6 normal 04 32 36
Total 41 40 81

PE: pré-eclampsia , GNT: Gravidas normotensas , IL-6 (Interleucina — 6)

v2: 37,6 / p=0,000 OR: 37/ 1C95%: (10,1-134,4)
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Anexo A

Cépia da Aprovagcao no Comité em Pesquisa com Seres Humanos
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%

% UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
% HOSPITAL UNIVERSITARIO LAURO WANDERLEY
%

>

A

%212'&. COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS

B

- RS-

CERTIDAO

Com base na Resolucdo n® 196/96 do CNS/MS que regulamenta a
ética da pesquisa em seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitdrio Lauro Wanderley da Universidade Federal da
Paraiba, em sua sessdo realizada dia 27/11/07 andlise do parecer do relator,
resolveu considerar APROVADO o projeto de pesquisa intitulado:
ASSOCIACAO ENTRE OS MARCADORES INFLAMATORIOS ( FATOR
DE NECROSE TUMORAL-alfa, Interleucina-6 e proteina E C Reativa) e
a pré-eclampsia) Protocolo n® 132/07 do Pesquisador MOLSES DIOGO DE
LIMA

Solicitamos enviar ao CEP/HULW, um resumo sucinto dos resultados,

no final da pesquisa.

Jodo Pessoa 25 de novembro de 2008

laponira Cortez Costa t?g'U'fwer'ra
Coordenador:

a do Comité de Etica
em Pesquisa - CEP/HULW

Iaponira Cortez Costa de Oliveira
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-HULW

Hospital Universitirio Lauro Wanderley-HULW- 4° andar
Campus [ — Cidade Universitaria. Bairro: Castelo Branco — Joiio Pessoa-PB.
CEP: 58059-900  Fone (83) 32167302 CNPJ: 24098477/0007-5
E-mail - cephulw@hotmail.com
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Fuvwe

FACULDADE DE
UNIVERSIDADE CIENCIAS MEDICAS:

DE PERNAMBUCO

ROTEIRO PARA APRESENTAGAO DA DISSERTAGAO/TESE NOS
PROGRAMAS DE POS-GRADUAGAO EM TOCOGINECOLOGIA DA FCM/UPE

O objetivo desta proposta € normatizar a forma de apresentacédo da
dissertagdo/tese no programa de tocoginecologia da FCM/UPE, segundo as
tendéncias dos Programas de Pds-graduacgao nacionais. Considerando que a forma
de divulgagédo de maior visibilidade pela comunidade cientifica é o artigo e visando
alavancar a producgao cientifica dos cursos, decidiu-se que a apresentacdo das
dissertagdes/teses passem a ser sob a forma de 2 artigos sendo um deles sob a
forma de revisdo do tema/objeto da investigagdo e o(s) outro(s) referente aos
resultados obtidos no desenvolvimento da pesquisa.

Na montagem do documento apresentado a banca como requisito final para

obtengao do grau de mestre deve ser seguida a seguinte normatizagao:

CAPA
E a protecdo externa do trabalho, inclui: autoria, o titulo, local e ano (da

defesa).

« titulo da dissertacao/tese deve contemplar o trabalho como um todo, ndo deve
ser uma simples repetigdo do titulo de um dos artigos. Desejavel ter em torno

de quinze palavras, expressando o objetivo geral da pesquisa realizada.

FOLHA DE ROSTO

As informacdes constantes na capa adicionar: as informagées relativas ao
trabalho (dissertacado/tese apresentada ao Curso de Mestrado em Tocoginecologia
da FCM/UPE, orientada pelo Prof.......... , como requisito parcial para obtencao do

grau de mestre).

FOLHA DA INSTITUIGAO
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Listar todos os titulares que exercem diferentes cargos na administragao da
Universidade, ligados a pos-graduacéao, durante o periodo que o aluno permaneceu
no curso (Reitor, Vice Reitor, Pro Reitor da Pos Graduacéo, Diretor da faculdade,
Coordenador de Pds Graduagao da UPE, Coordenador da Pés Graduacédo da FCM,

Coordenador do Programa de Tocoginecologia).

DEDICATORIA (opcional)

AGRADECIMENTOS (opcional)

EPIGRAFE (opcional)

RESUMO

E o RESUMO geral do documento (somatério dos resumos dos artigos),

apresentado sob a forma estruturada, até 500 palavras.

ABSTRACT

Versao do RESUMO em inglés.

SUMARIO

Enumeracido das secdes principais do documento, na ordem que aparece no

texto. Utilizar numeragao progressiva.

INTRODUGAO/CONSIDERAGOES INICIAIS

1. Esse topico refere-se a introdugao da dissertacdo. Em duas ou trés folhas,
devem constar respostas a questdes basicas: de onde partiu a idéia central da
pesquisa. Como surgiu a motivagao (relacionando ao tema/objeto de estudo)?
Esta relacionado a linha de pesquisa do curso? E uma parte de um projeto de

pesquisa maior? Como se deu a estruturacdo do problema? Qual a
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hipotese/pergunta condutora da pesquisa? Quais os objetivos (somatoério dos
objetivos dos artigos)?

2. Informacgdes sobre os artigos: relacionando com os objetivos (qual o artigo
corresponde a tal objetivo), periddico que serd/ foi submetido.

3. Neste capitulo se foi citado referéncias da literatura seguir as normas de
citagdo da ABNT (NBR 6023/2000). .

ARTIGOS

Artigo de revisao: Elaborado coma estrutura propria para a publicagao, ou
seja, conter resumo e abstract e o texto propriamente dito. Esse artigo deve
responder a uma pergunte condutora prépria, que por sua vez esta em concordancia
com o artigo original para que, assim, o artigo de revisdo seja o referencial teérico
para o artigo original. Em suma, esse artigo passa a ocupar a posigao da antiga
introdugdo do modelo tradicional de dissertagbes e teses, continuando a embasar o
leitor para compreender a importancia do experimento e como o problema se insere
no campo atual do conhecimento cientifico.

Formatados de acordo com as normas do periédico que foi/sera submetido. As
normas de publicacdo devem constar na secao de anexos da dissertacdo, constando
uma chamada no artigo acerca disso. Se ja tiver sido aceito para publicagao,
acrescentar copias do original enviado e da carta de aceitagédo (no anexo). O
primeiro artigo deve ser apresentado a banca de qualificagdo, cujo exame sera
realizado apdés 15 meses do inicio do curso. Se ja tiver sido publicado, o trabalho

deve constar na forma de publicagdo no periédico.

Artigo original:

Também sera elaborado com a estrutura propria de um artigo para
publicagdo, ou seja, conter resumo e abstract, introducdo, casuistica e métodos,
resultados e discussao/conclusao, ou seja, segue a estrutura do modelo tradicional
de dissertacdes e teses apenas de uma forma resumida.

Poderao ser seguidas como referéncia de formagao, as normas de publicagéo
de periddico pretendido para esse fim. As normas de publicagdes devem constar na

segao anexos da dissertagao constando uma chamada no artigo acerca disso.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Abordar conclusdes retiradas da dissertagdo como um documento completo. A
conclusdao ndo € uma repeticdo dos resultados, mas sim uma boa sintese deles.
Constitui-se de respostas as indagag¢des enunciadas na introducdo e detalhada nos
objetivos. Nas consideracgdes finais o autor se posiciona frente ao problema
estudado e podera incluir recomendagdes. Podem ser incluidas sugestbes de

natureza clinica/ pratica a metodoldgicas.

ANEXOS
« Copia da aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos.
e Copia do Projeto de Pesquisa (com a data em que foi aprovado pelo
colegiado do curso).
e Outras informacbes importantes para o entendimento da pesquisa
desenvolvida e que n&o constam nos artigos.

« Normas de publicagdes (Periddico) escolhidas para esse fim
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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