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RESUMO

Introducéo: O inicio do trabalho de parto (TP) envolve véarios eventos fisioldgicos,
porém, 0os mecanismos que o desencadeiam ndo sao totalmente compreendidos,
apesar do conhecimento de que sao regulados por fatores enddocrino, nervoso e
imunoldégico.

Objetivo: Comparar os niveis de citocinas inflamatérias no plasma e placenta, o
imunocontetdo da Anexina A1 (ANXA1l) e do FPR2/ALX e o numero de neutrofilos
na placenta de gestantes com TP espontaneo aquelas submetidas a inducdo de
parto por gestacao a termo tardio.

Método: O estudo incluiu gestantes saudaveis admitidas para parto (16 pacientes)
ou inducao de parto (24 gestantes, com falha na inducdo em 4 delas). As amostras
foram avaliadas por ELISA, no plasma e na placenta, para TNF, IL-1j3, IL-6, IL-8 e
IL-10, por Western Blotting para ANXA1 e FPR2/ALX e imunofluorescéncia para o
anticorpo CD15+ (neutréfilo) na placenta. Os dados foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn e correlacdo de Spearman. O valor de p
foi considerado significante quando < 0,05.

Resultados: Observou-se reducdo dos niveis de TNF plasmatico pos inducdo no
grupo em que houve falha de inducéo (p = 0,023). Encontrou-se maior concentracao
de IL-8 na placa amnidtica (p = 0,049) e de TNF (p < 0,001) e IL-10 (p < 0,001) no
trofoblasto das pacientes com TP espontaneo. Também, foi observada maior
densidade de ANXAL1 no trofoblasto daquelas com falha de indugéo (p = 0,041).
Identificou-se correlacdo positiva moderada do tempo de indugédo com a densidade
de ANXA1l no trofoblasto (r=0,580) e com o nivel de IL-6 na placa amniética
(r=0,517) e correlagéo positiva fraca entre o tempo de TP e a densidade de ANXAl
no trofoblasto (r= 0,419). Além disso, foi identificado aumento significativo na
imunomarcacéao de células CD15+ entre os grupos com TP espontaneo comparadas
com o grupo em que houve falha de indugao (p < 0,001).

Conclusado: Pode-se concluir que o processo inflamatério no TP envolve a
participacdo tanto materna quanto fetal. Os resultados encontrados solidificam os
achados de estudos anteriores, contudo outros ensaios Sao necessarios para

determinar os gatilhos ao desencadeamento do TP.



Descritores: Gestacdo. Trabalho de parto. Inflamacéo. Resolucéo da inflamacéao.



ABSTRACT

Introduction: The onset of labor involves several physiological events. However, the
mechanisms that trigger it are not fully understood, despite knowing that endocrine,
nervous and immunological factors regulate them.

Objective: To compare the levels of inflammatory cytokines in plasma and placenta
and the density of Annexin Al (ANXAl) and FPR2/ALX, and the number of
neutrophils in the placenta of pregnant women with spontaneous PT with those
undergoing labor induction by late-term pregnancy.

Method: The study included healthy pregnant women admitted for delivery (16
patients) or induction of labor (24 pregnant women, with induction failure in 4 of
them). Samples were collected from plasma and placenta and evaluated by ELISA
for TNF, IL-183, IL-6, IL-8, and IL-10 and Western Blotting for ANXAL1 and FPR2/ALX
in the placenta and immunofluorescence to CD15+ antibody. The data were analyzed
using the Kruskal-Wallis’s test followed by Dunn method and Spearman correlation.
The p-value was considered significant when < 0.05.

Results: There was a reduction in plasma TNF levels after induction in the group
with induction failure (p = 0.023). A higher concentration of IL-8 was found in the
amniotic plaque (p = 0.049) and of TNF (p < 0.001) and IL-10 (p < 0.001) in the
trophoblast of patients with spontaneous labor. Also, higher ANXAL density in the
trophoblast was observed in those with induction failure (p = 0.041). A moderate
positive correlation of induction time with ANXA1 density in the trophoblast (r=0.580)
and with the IL-6 level in the amniotic plaque (r=0.517) and a weak positive
correlation between labor time and ANXAL density was identified in the trophoblast
(r= 0.419). In addition, a significant increase was identified in CD15+ cell
immunocapturing among the groups with spontaneous labor compared to the group
with induction failure (p < 0.001).

Conclusion: We conclude that the inflammatory process in labor involves both
maternal and fetal participation. Our results solidify the findings of previous studies,

although other tests are needed to determine the triggers for labor development.

Keywords: Pregnancy. Labor. Inflammation. Resolution of inflammation.
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1 INTRODUCAO

Na gestacdo normal, o sistema imune materno entra em contato com
antigenos fetais e desencadeia a tolerancia imunolégica na interface materno-fetal.
A tolerancia imunoldgica ao semienxerto fetal € um mecanismo ativo, no qual os
tecidos fetais ndo séo reconhecidos como estranhos e/ou ndo sao rejeitados pelas
células do sistema imune materno!. O modelo de tolerancia imunoldgica durante a
gravidez tem por base a mudanca da resposta imune materna para um estado pro-
inflamatério modulado?. Assim, componentes das respostas imunes, inata e
adaptativa, tém papel importante na adaptagédo imune materna a gestacao®.

Estatisticamente, 10% das gesta¢cdes duram mais de 41 semanas e 6 dias e,
guando isso ocorre, sdo consideradas e estdo associadas ao aumento no risco de
resultados gestacionais adversos pela deterioracdo progressiva da funcéo
placentaria, determinando prejuizos na fungéo respiratoria do concepto, tendéncia a
hipoxemia fetal e subsequente incremento nas taxas de morbidade e mortalidade
perinatais. Embora algumas condicfes sejam associadas a gestacdo prolongada,
como idade materna avancada e a paridade, a sua etiologia é desconhecida3. Ainda,
apesar da inducdo do parto constituir a principal estratégia empregada para a
finalizacdo da gestacdo, em torno de 15% das pacientes nao respondem a inducdo
(seja com prostaglandinas ou ocitocina) e as causas dessa ma resposta ainda sao
desconhecidas®.

O desencadeamento do trabalho de parto (TP) envolve uma coordenacao
complexa e oportuna de processos fisiologicos, tais como: contragdes uterinas,
apagamento e dilatacdo cervical e ruptura das membranas amnioticas. Contudo, os
mecanismos que ddo inicio a este processo nao sdo completamente
compreendidos®. Sabe-se que sdo regulados por uma variedade de mecanismos e
mediadores dos sistemas enddcrino, nervoso e imunologico e que teorias atuais
sugerem que mudancas nos niveis de estrogénio e progesterona, aumento dos
niveis de ocitocina, prostaglandinas, cortisol e liberacdo de citocinas inflamatérias
estariam associadas ao inicio do TP espontaneo®.

Nesse contexto, as citocinas mais envolvidas na evolucdo do TP séo fator de
necrose tumoral (TNF), Interleucinas (IL) -1B, IL-6 e IL-8, que contribuem para o

recrutamento e ativagdo de leucdcitos adicionais, aumento da producdo de
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prostaglandina, amadurecimento e dilatacdo cervical, ruptura de membrana e
contracdes uterinas’2.

Estudos demonstraram que o TNF, a IL-13 e a IL-6 s&o encontrados em altas
concentragfes na placenta e membranas amnidticas e atuam na biossintese dos
prostanoides, aumentando a producdo de ciclooxigenase-2 (COX-2) e
prostaglandina E2 (PGE2), mediador quimico mais eficaz para contratilidade
miometrial e dilatacdo cervical em varios tecidos durante a gravidez®1°. A IL-1B
também parece inibir a acdo da progesterona no amadurecimento cervical'l. As
concentracfes de IL-6 durante o TP latente sdo significativamente menores do que
as concentracdes associadas ao TP estabelecido'?. Além disso, os niveis séricos de
IL-6 e IL-8 foram positivamente relacionados a dilatacdo cervical'® e a IL-6 foi
significativamente maior com contracées mais fortes e mais frequentes, com maior
probabilidade de ocorrer durante o TP ativo?. A IL-8, uma quimiocina com papel
critico do remodelamento cervical, € produzida por diversos tipos de células
cervicais, incluindo células epiteliais e fibroblastos estromais cervicais, leucécitos e
macréfagost®. As concentracdes de IL-8 também aumentam a medida que o TP
progride’®, sendo sua expressao induzida por TNF, IL-1 B, lipopolissacarideos (LPS)
e ésteres de folato!*. Por outro lado, a concentracdo da IL-10, citocina chave no
inicio da gestacédo por inibir a secrecdo de citocinas inflamatorias, tais como TNF e
IL-6, diminui progressivamente no final da gestacéo, favorecendo o predominio das
citocinas inflamatérias'6:’.

As prostaglandinas também estdo diretamente relacionadas ao
desencadeamento do TP. S&do eicosanoides formados a partir do acido
araquiddnico, que € liberado de fosfolipidios de membrana via fosfolipase A2. O
acido araquidoénico é inicialmente convertido em prostaglandina H2 (PGH2) atraves
das reacGes sequenciais da COX-1 e COX-2%8. As prostaglandinas agem sobre o
miométrio para aumentar sua contratilidade, promovendo o inicio e a progressao de
TP, Especificamente, os niveis de PGE:2 estdo acentuadamente aumentados no
liquido amnidtico e nas membranas fetais durante o TP e em gestacfes a termo, e
sao significativamente mais altos durante 0s nascimentos a termo que em
nascimentos prematuros*1%. A PGE2 desempenha papel fundamental nos processos
inflamatorios que desencadeiam o amadurecimento cervical e o inicio do TP. Esta
resposta inflamatoria € caracterizada pela diferenciacdo de fibroblastos em

miofibroblastos ativados e por regular a sintese de glicosaminoglicanos hidrofilicos e
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aumentar a atividade da elastina, separando e dispersando feixes de colageno?°. A
atividade da fosfolipase, medida em homogenatos de membranas fetais utilizando
substratos sintéticos in vitro, parece estar elevada durante o terceiro trimestre da
gravidez, embora a liberacdo do &cido araquiddnico e producado das prostaglandinas
in vivo sé sejam ativados no parto, sugerindo que um mecanismo inibidor regula a
liberacéo in vivo?!.

Além dos eventos que favorecem a manutencdo e/ou ampliacdo da
inflamacéo, atualmente, tem-se empregado atencdo especial aos eventos de
controle da inflamacdo por mecanismos anti-inflamatorios ou pro-resolutivos, com
grande interesse nos mediadores pro-resolutivos (MPR), uma vez que a resolucéo
da inflamacé&o protege o hospedeiro de uma resposta inflamatéria exacerbada?? e é
necessaria para reestabelecer a homeostasia, limitando o dano tecidual excessivo e
reduzindo o desenvolvimento da inflamacéo cronica®®. Diferentemente do processo
anti-inflamatério, além de reduzir a infiltracdo de neutrofilos para os tecidos
inflamados, as moléculas pré-resolutivas estimulam os macréfagos a realizarem a
retirada e o clearance de células apoptéticas, desempenhando papel ativo e nédo
apenas regulador?*. A relagédo intrincada entre os fendmenos pré-inflamatérios e pro-
resolutivos deve ser ressaltada, uma vez que as mesmas enzimas envolvidas na
sintese dos mediadores pré-inflamatérios, como as COX e a LOX, também estéo
envolvidas na sintese de grande parte dos MPR?.

Dentre os MPR, as anexinas (ANX) atuam na resolucédo da inflamacao por
ativarem mecanismos especificos que promovem o retorno da homeostasia®>26.
Além disso, pelo menos seis membros da familia das ANX foram identificados na
placenta e nas membranas amniéticas, incluindo Anexina A1 (ANXA1)?". A ANXA1
tem participagdo ativa em diferentes fend6menos fisiologicos. Alguns estudos tém
definido as propriedades reguladoras da ANXA1 enddgena em varios aspectos da
resposta inflamatéria, auxiliando a resolucéo fisiolégica do processo imune inato?328,
sendo que a maioria de seus efeitos ocorrem da interacdo com um receptor
acoplado a proteina G transmembrana chamado receptor para peptideos formilados
2 (FPR2/ALX)?,

O papel funcional da ANXA1 em processos fisiopatologicos do aparelho
reprodutor feminino vem sendo investigado, tendo-se evidenciado sua participacao
na modulacdo preparatéria para a gestacdo do endométrio secretor®®. Quanto ao

papel da ANXAL e seu receptor FPR2/ALX na gravidez em humanos, este ainda
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precisa ser melhor elucidado. Niveis elevados de ANXAL foram identificados durante
a gravidez3! com concentragbes reduzidas no amnio e na placenta no TP quando
comparado com cesarianas eletivas®?34. Por outro lado, autoanticorpos contra
ANXA1l foram detectados no plasma de mulheres com pré-eclampsia, mas sua
relevancia na génese da doenca néo é totalmente compreendida3!:3°36,

Diante destes achados, é possivel especular que o aumento da ANXAL nos
estagios finais da gestacdo poderia estar implicado com a falha nos processos de
desencadeamento e evolugdo do TP, sugerindo que este aspecto deva ser
investigado como um potencial alvo terapéutico em mulheres em condi¢cdes de
gravidez prolongada ou cuja inducdo do parto ndo responda aos tratamentos padréo
atuais.

Neste contexto, justifica-se a realizacdo deste estudo ao considerar-se que
uma melhor compreensdo da fisiologia do TP possa auxiliar na identificacdo das
causas da “nao resolugcao” da gestacdo em algumas mulheres, assim como da ma
resposta aos métodos de inducdo do parto. Desta forma, avaliando-se mulheres com
gravidez a termo e termo tardio, comparando-se aquelas com desencadeamento
espontaneo do TP com aquelas que necessitam de inducéo do TP e, posteriormente
entre as diferentes respostas a inducdo do TP, questiona-se sobre possiveis
diferencas entre 0s grupos quanto a concentracdo plasmatica de citocinas
inflamatérias e da ANXA1, além da concentracdo de citocinas inflamatérias, da
expressdo da ANXAL e do receptor FPR2/ALX na placenta e nas placas amnidticas

das pacientes.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

A gravidez bem-sucedida ¢€é resultado de multiplas estratégias
imunoenddcrinas que permitem que a mae e o feto coexistam no final da gestacao.
O inicio e a progresséao do TP constituem um evento reprodutivo complexo e, apesar
de evidéncias experimentais, clinicas e epidemioldgicas, este processo permanece

relativamente mal compreendido®.
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1.1.1 Gestacao atermo

A gestacdo normal dura, em média, 40 semanas (280 dias), desde o inicio da
dltima menstruacdo até a data provavel do parto. Com o intuito de uniformizar as
publicacdes e reduzir as complicacbes neonatais iatrogénicas por interrupcdes
precoces da gestacdo por comodidade, recomenda-se que o periodo considerado
como gestacdo a termo (acima de 37 semanas de gestacao) seja subdividido em

termo inicial, termo completo, termo tardio e pés-termo, conforme o Quadro 1°%7.

Quadro 1 — Classificacdo recomendada para partos a partir de 37 semanas de

gestacéao.

Termo inicial: entre 37%7 semanas e 3857 semanas;
Termo completo: entre 3997 semanas e 4057 semanas;
Termo tardio: entre 41%7 semanas e 4157 semanas;
Pés-termo: além de 4297 semanas.

Fonte: adaptado de ACOG?”.

Estima-se que 10% das gestacdes durem mais de 41 semanas e 6 dias e sé&o
consideradas gestacdes prolongadas ou pds-termo. Esta situacéo esta associada ao
aumento no risco de resultados gestacionais adversos pela deterioracdo progressiva
da funcéo placentéria, determinando prejuizos na fungéo respiratéria do concepto,
tendéncia a hipoxemia fetal e subsequente incremento nas taxas de morbidade e
mortalidade perinatais®. Embora algumas condicdes sejam associadas ao pos-
datismo, como idade materna avancada, obesidade e paridade, a sua etiologia é
desconhecida®%°. Para evitar as consequéncias deletérias da pés-maturidade, tem-

se recomendado a indugdo do TP por volta das 41 semanas de gestacdo®.

1.1.1.1 Inducao do trabalho de parto

A inducdo do TP consiste no desencadeamento artificial do processo de
nascimento por meio de medicamentos ou manobras mecanicas, considerando nao
haver contraindicacdo ao parto vaginal®. Estd indicada em vérias situacdes
obstétricas que requeiram o término da gestacdo, seja por condi¢cbes de risco

aumentado para a gestante ou para o feto, como pré-eclampsia, oligodramnia,
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crescimento fetal intrauterino restrito (CIUR), ruptura prematura das membranas
(RUPREMA) e a gestacéo prolongadas.

A indugdo do TP ocorre em até 25% de todas as estacbes a termo ao redor
do mundo*® e, apesar da inducdo do parto constituir a principal estratégia
empregada para a finalizacdo da gestacdo, em torno de 15% das pacientes néo
respondem a inducéo®.

O grau de maturagéo do colo uterino tem sido reconhecido como o principal
fator associado ao sucesso da inducdo do TP. Atualmente sabe-se que o
“amadurecimento” do colo uterino que antecede a parturicio € um processo ativo
mediado por mudancas na composi¢cdo nos seus elementos constituintes: colageno,
elastina e tecido conectivo durante o transcorrer da gestagdo*!. Tanto as fibrilas do
coldgeno como as dos glicosaminoglicanos s@o produzidas pelos fibroblastos, que
constituem o principal componente celular do tecido conjuntivo cervical. Préximo ao
termo da gravidez, ocorre um infiltrado inflamatério na cérvice e o estroma torna-se
edemaciado e altamente vascularizado®. A colagenase, responsavel pela lise do
colageno, é produzida tanto pelos fibroblastos como pelos leucécitos e o aumento da
sua atividade é influenciada pelos horménios esteroides e pelas prostaglandinas. A
colagendlise fragmenta as fibras colagenas, que assumem nova remodelacao,
ocorrendo gradativa substituicdo por novo tipo de coldgeno que é rompido com mais
facilidade durante a parturicdo. Estas mudancas diminuem a consisténcia e
promovem o esvaecimento ou apagamento do colo uterino®L.

Para estimar o grau de maturacdo cervical utiliza-se o indice de Bishop, que
avalia através do exame de toque vaginal o grau de dilatagdo do colo uterino, o
apagamento, a posicao e consisténcia do colo uterino e o nivel de descida do feto no
trajeto pélvico. Assim, escores mais elevados estdo correlacionados com TP mais
curto e com menor taxa de falha de inducédo“? (Quadro 2). Do ponto de vista prético,
o Indice de Bishop é utilizado para determinar o protocolo de inducdo a ser
empregado, uma vez que colos uterinos com escores iguais ou superiores a 7 sao
considerados favoraveis e nao requerem maturacdo cervical prévia, podendo-se
iniciar diretamente com a infusdo de ocitocina endovenosa®?.

A ocitocina € um neuropeptideo com efeitos central e periférico®.
Desempenha fungdes neuro-hormonal, como neurotransmissor e neuromodulador, é
sintetizada nos nucleos supraodptico e paraventricular do hipotalamo, armazenada no

nervo terminal da neuro-hipéfise e liberada de forma pulsétil para o plasma apés
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estimulo sensitivo*. As suas principais acdes periféricas compreendem a
estimulacdo da contratilidade do miométrio durante o TP e a ejecdo do leite durante
a lactacdo. Os receptores de ocitocina no miométrio aumentam com a progressao da
gestacdo**. A ocitocina sintética é o farmaco mais usado para a inducdo do TP,
geralmente administrada por via endovenosa através de bomba de infusdo, com
infusdo inicial de 2 mUl/min, com aumento progressivo até desencadeamento do TP
ou dose maxima recomendada de 40 muUI/min*. Apesar de pouco comuns, 0S
principais riscos do uso de ocitocina s&o: taquissistolia uterina, alteragbes da

frequéncia cardiaca fetal e, muito raramente, a rotura uterina*344,

Quadro 2 — indice de Bishop.

Pontuacéo 0 1 2 3
Posicéo do colo Posterior Intermediario Anterior -
Consisténcia do colo Firme Médio Amolecido -
Apagamento (%) 0-30 31-50 51-70 > 80
Dilatag&o (cm) 0 1-2 3-4 25
Plano de DelLee -3 -2 -1/0 +1/+2

Fonte: adaptado de Ivars et al*?.

Nos casos em que ha necessidade de maturagéo cervical (ou seja, indice de
Bishop menor ou igual a 6), utilizam-se métodos farmacol6gicos, como as
prostaglandinas sintéticas, ou métodos mecanicos, como a insercao intrauterina da
sonda de Foley e a amniotomia ou rotura artificial das membranas amnidticas?®.

As prostaglandinas sao sintetizadas a partir do &cido araquidénico e induzem
alteracdes cervicais similares ao apagamento fisiolégico do colo uterino*. Na
atualidade, misoprostol e dinoprostone séo as prostaglandinas sintéticas disponiveis
para uso comercial®.

O misoprostol € um analogo da PGE1 e é comercializado sob a forma de
comprimidos nas doses de 25 ug, 100 ug e 200 pg, podendo ser administrado por
via vaginal, retal, oral e sublingual. Para a maturagéo cervical, habitualmente utiliza-
se a dose de 25ug por via vaginal em intervalos de 3-6 horas, idealmente a cada 4
horas®.

O dinoprostone € um analogo da PGE:2 e tem a vantagem de promover o
amadurecimento cervical e simultaneamente induzir a contratilidade no miométrio.
Pode ser administrado por via vaginal, oral, intravenosa, intracervical e extra-
amniética*. No Brasil, apenas o pessario de dinoprostone é aprovado pela Agéncia

Nacional de Vigilancia em Saude (ANVISA) e comercialmente disponivel para uso
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intra-hospitalar. Este dispositivo de liberacdo lenta contém 10 mg de dinoprostone,
liberando 0,3 mg/hora da substancia ativa, devendo ser colocado no fundo do saco
vaginal. No entanto, apesar da comodidade posolégica, seu custo elevado e
labilidade térmica restringem seu uso®.

As complicacdes mais frequentes as prostaglandinas usadas na indugcédo do
TP sao hipertonia uterina, alteracbes da frequéncia cardiaca fetal e, muito
raramente, a rotura uterina. Desta forma, como a meia vida destes farmacos é longa,
a presenca de cicatriz uterina prévia é contraindicagdo ao seu uso“.

O amadurecimento mecanico do colo do Gtero € uma das formas mais antigas
de inducdo do parto. O mecanismo de maturacdo do colo uterino com uso de uma
sonda de Foley intrauterina é duplo: pressdo direta com estiramento do segmento
uterino inferior e colo e liberagdo local de prostaglandinas®. Para insercéo do cateter,
realiza-se antissepsia da vagina e do colo, seguido pela insercdo da sonda de Foley
na endoceérvice, ultrapassando o orificio cervical interno. Em seguida, o baldo é
insuflado com 30 a 50 ml de soro fisiol6gico estéril e levemente tracionado até o
nivel do o6stio interno, onde permanece por 24 horas ou até a expulsdo
espontanea®®. A maturacdo do colo uterino usando sonda Foley tem como
vantagens a simplicidade, o baixo custo, a rapida reversibilidade e a auséncia de
efeitos colaterais graves. Contudo, sua eficacia € inferior aos métodos
farmacolégicos. Desta forma, seu uso fica restrito a situagcbes em que ha
contraindicacéo ao uso ou indisponibilidade das prostaglandinas sintéticas*64’.

A ruptura artificial de membranas (amniotomia) € um procedimento usado
para romper intencionalmente as membranas amnidticas com o objetivo de induzir
ou intensificar as contracdes no TP. Para romper as membranas, o colo uterino deve
estar dilatado, normalmente com pelo menos 3 cm3. Em um estudo randomizado de
mulheres nuliparas submetidas a inducdo do parto, mulheres randomizadas para
ruptura de membranas a 4 cm tiveram tempo reduzido para o parto sem aumento de
complicagdes infecciosas maternas ou neonatais*®. Quando a amniotomia é usada
para induzir o parto, a combinacdo de amniotomia com ocitocina intravenosa € mais
eficaz do que a amniotomia isolada. Para mulheres com colo uterino favoravel, essa
combinacdo é mais bem-sucedida do que outros agentes em atingir o parto vaginal
em até 24 horas, no entanto, pode haver cenarios clinicos, como a inducdo do TP
em uma multipara com cérvix favoravel, em que a amniotomia sozinha também pode

ser muito eficaz*°.
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1.1.1.2 O trabalho de parto

O TP é um processo coordenado de transicdo do miométrio quiescente para
um estado ativo contratil, ritmico, que exige uma interacdo complexa entre 0s
compartimentos placentario, fetal e materno®°. Acredita-se que o0s mecanismos
precisos associados a iniciagdo do TP envolvam queda fisiol6gica dos niveis de
progesterona, aumento da biodisponibilidade de estrogénio, horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e mediadores neuroenddcrinos e, finalmente, o aumento da
responsividade miometrial as prostaglandinas e a ocitocina®.

Conforme observado na Figura 1, a parturicdo pode ser subdividida em quatro
fases: durante a primeira fase (fase 0 - quiescente), o Utero € mantido em estado de
repouso através da acdo da progesterona e outros fatores menores, como a
prostaciclina (PGlz), a relaxina, o peptideo relacionado ao horménio paratireoide
(PTHrP), peptideo relacionado a calcitonina, peptideo intestinal vasoativo e o 6xido
nitrico (NO), todos esses agentes atuam mediando concentragfes intracelulares
aumentadas de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) ou monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc), que inibem a liberacdo intracelular de calcio e a
contratilidade miometrial. A segunda fase da parturicdo (fase 1 - ativacdo) esta
associada a ativacdo da funcéo uterina, quando ocorre aumento do estrogénio e do
CRH juntamente com o estiramento uterino mecéanico que leva a regulagdo de um
painel de genes necessarios para 0 inicio das contracfes, entre eles, as
prostaglandinas e os receptores de ocitocina (OXTRS). Na terceira fase da parturicao
(fase 2 - estimulacdo), o utero pode ser estimulado por uterotbnicos, incluindo as
prostaglandinas, a ocitocina e o0 CRH e 0s eventos bioquimicos no utero se
assemelham a uma reacéo inflamatéria, com aumento da sintese de citocinas.
Finalmente, na quarta fase da parturicdo, que ocorre ap0s o nascimento, (fase 3 —
involucéo), observa-se a involugdo uterina que acompanha a liberacdo do feto e da

placenta, efeito atribuido principalmente a acéo da ocitocina®?.
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v" CRH v’ Citocinas

Figura 1 — Fases da parturicdo humana.

Legenda: PGs, prostaglandinas; CRH, horménio de crescimento.
Fonte: adaptado de Vannuccini et al5.

1.1.2 A resposta inflamatéria e o desencadeamento do trabalho de parto

Uma das primeiras mudancas no sangue periférico relacionadas ao termo da
gestacdo é um aumento na contagem de leucdécitos, em particular, neutrofilia®2. Além
disso, ja foi demonstrada a presenca de niveis significativamente aumentados de
leucécitos circulantes e proteina C-reativa em gestantes em TP, quando comparadas
as gestantes fora de TP, sem sinais clinicos de infeccdo!®. Essas alteragcdes no
sangue periférico materno indicam que a gravidez normalmente esta associada a
uma resposta inflamatéria sistémica continua, necessaria tanto para o
estabelecimento como para a finalizacdo da gravidez®?. O acumulo de leucécitos
promove o amadurecimento cervical (dilatacdo e apagamento), participa na atividade
contratil miometrial, levando a expulsdo do bebé e da placenta®3. Esses eventos sédo
precedidos por aumento na concentracdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias produzidas no utero, capazes de ativar leucécitos periféricos maternos
e induzindo sua infiltracdo nos tecidos uterinosé.

Os peptideos proé-inflamatérios mais implicados na progressao do TP sédo
TNF, IL1B3, IL-6 e IL-8, que contribuem para o recrutamento e ativacdo de leucocitos

adicionais, induzem a secrecdo de fatores efetores, como as metaloproteinases de
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matriz (MMP) e as prostaglandinas, que induzem profundas alteracées imunoldgicas
e estruturais nos tecidos maternos e fetais, como amadurecimento e dilatacéo
cervical, ruptura de membrana e contracdes uterinas’8. Estudos demonstraram que
o TNF, a IL-1B e a IL-6 sdo encontradas em altas concentragbes na placenta,
membranas amnidticas e outros tecidos durante a gravidez®. Também, observou-se
que as concentracdes seéricas de TNF, IL-1B, IL-6 e IL-8 sdo significativamente
maiores durante o TP em relacdo aos niveis encontrados antes do inicio do
mesmo®1254, Assim, acredita-se que um feedback positivo da producéo de citocinas
por leucdcitos ativados nos tecidos fetais seja essencial para o inicio e progressao
do TP.

O TNF é uma citocina pré-inflamatéria que desempenha papel central nas
vias efetoras terminais no TP e parto em humanos. E a primeira citocina produzida
pelas membranas fetais em resposta a estimulacdo coriodecidual com LPS, em
estudo experimental®®. E produzido principalmente pela decidua coriénica e possui a
capacidade de diminuir a viabilidade miometrial e induzir apoptose®. O TNF pode
amplificar ou iniciar o processo de parturicdo ao induzir a expressao e secrecao de
citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas, aumentar a expressdo da prostaglandina
sintase 2 (PTGS2), aumentando a producdo de COX-2 e PGE2, reguladores
importantes da contratilidade miometrial”-56:57,

A IL-1 é uma citocina proé-inflamatéria chave envolvida no TP humano, sendo
liberada dos leucdcitos infiltrados no Gtero e miométrio, onde parece facilitar o
metabolismo da progesterona pelos fibroblastos induzindo amadurecimento cervical,
levando a reducdo funcional da progesterona'l. Acredita-se que a IL-1B também
contribua para o inicio do TP estimulando e potenciando as contracdes uterinas ao
induzir a entrada de calcio em células musculares lisas do miométrio, aumentando
diretamente seu potencial contratil®®. A IL-18 também aumenta a producgdo de outras
citocinas pro-inflamatoérias e quimiocinas, promove a producdo de prostaglandinas
via PTGS2, mediadores de contracdes uterinas e MMP, que ativam o
amadurecimento cervical e a ruptura da membrana fetal, eventos que culminam em
TP bem sucedido e nascimento’>7%8,

As concentragbes de IL-6 durante o TP latente sdo significativamente
menores do que as concentracbfes associadas ao TP estabelecido. Sua
concentracdo parece estar indiretamente relacionada ao aumento da expresséo dos

receptores de ocitocina nas células miometriais, que aumentam a responsividade a
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ocitoestimulagdo?!?. Além disso, os niveis séricos de IL-6 e IL-8 foram positivamente
relacionados a dilatacdo cervical, e a IL-6 foi significativamente maior com
contragcdes mais fortes e mais frequentes, com maior probabilidade de ocorrer
durante o TP ativo®?.

A IL-8, uma quimiocina que desempenha um papel critico no remodelamento
cervical na contratilidade miometrial ao promover a infiltracdo e ativacdo dos
neutrofilos, é produzida por variados tipos de células cervicais, incluindo células
epiteliais e fibroblastos estromais cervicais, leucécitos e macréfagosts.
Concentracdes de IL-8 também aumentam a medida que o TP progride!® e sua
expressdo é induzida por TNF, IL-1 B, LPS e ésteres de folato'4.

Em contraste, IL-10, que pertence ao grupo de moduladores imunoldgicos, é
expressa pela interface materno-fetal para limitar a resposta imunoldgica hostil
contra o feto e favorecer a inducdo e manutencéo da tolerancia ao aloenxerto. Sua
expressao durante a gravidez € maximizada na metade da gravidez e declina com o
termo®. Esta citocina anti-inflamatéria é secretada em grande quantidade pelo
amnio e pela decidua coribénica nas membranas fetais humanas e esta envolvida na
resposta a reacdes imunoldgicas e/ou infecgdo®859,

Este efeito parece ser também mediado pela elevacdo dos niveis de
progesterona, uma vez ter sido evidenciado que os niveis de IL-10 se elevam e
estimulam a secrecao de citocinas do tipo Th2 e reduzem a secrecéo de citocinas do
tipo Thl, mantendo assim a gravidez®6!, Além disso, recente estudo in vitro sugeriu
gue na gestacdo a IL-10 e a progesterona possuem multiplos efeitos nas interacées
mondcito-midcito, incluindo inibicdo da contracdo dos mibcitos®2. Importante
ressaltar, em analise in vitro a atividade simultanea entre a progesterona e da IL-10
nos trofoblastos pode ser capaz de suprimir a respostas pro-inflamatorias regulada
entre a placenta e a decidua®:. Desta forma, a concentracdo da IL-10 diminui
progressivamente no final da gestacdo, favorecendo o predominio das citocinas
inflamatdrias, tais como TNF, IL-1 B e IL-616.

Por sua vez, aléem dos fendmenos que contribuem para a manutencao e/ou
ampliacao da inflamagéo, atualmente, atengéo especial tem sido dada aos eventos
de controle da inflamacé&o por mecanismos anti-inflamatorios ou pro-resolutivos, com
maior interesse nos MPR. A conclusdo ou resolucdo da inflamacéo, antes
considerada um processo passivo, € hoje definida como um processo enddgeno

ativo, que protege o hospedeiro de uma resposta inflamatéria exacerbada?? e é
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necessaria para reestabelecer a homeostasia, limitando o dano tecidual excessivo e
reduzindo o desenvolvimento da inflamacdo crénica?®. Headland e Norling?3, em
artigo de revisao, defendem que a inflamac&o crbnica pode ser entendida, pelo
menos em parte, como decorrente de um processo de resolugdo inadequado. A
resolucdo da inflamacédo € considerada um evento distinto de um processo anti-
inflamatorio. Isso porque, além de reduzir a infiltracdo de neutrofilos para os tecidos
inflamados, as moléculas pro-resolutivas estimulam os macrofagos a realizarem a
retirada e o clearance de células apoptéticas?*, apresentando, portanto, papel ativo e
nao apenas regulador.

Dentre os MPR, as ANX, uma familia de moléculas enddgenas pro-
resolutivas, ndo séo imunossupressoras, mas atuam na resoluc¢ao da inflamacéo por
ativarem mecanismos especificos para o retorno da homeostasia®>?. A relacdo
intrincada entre os fendbmenos pré-inflamatérios e pro-resolutivos deve ser
ressaltada, uma vez que as mesmas enzimas envolvidas na sintese dos mediadores
pré-inflamatérios, como as COX e a LOX, também estdo envolvidas na sintese de
grande parte dos MPR?5,

1.1.2.1 Anexina Al e a gravidez

As ANX sao uma familia de proteinas de ligacéo fosfolipidica dependentes de
calcio presentes em varios tecidos, incluindo pulmdo, medula éssea, intestino,
ovarios e endométrio®?. Além disso, pelo menos seis membros da familia das ANX
foram identificados na placenta e nas membranas amniéticas, incluindo ANX Al e
1127, Estudos biol6gicos demonstraram que a sintese e liberacdo das ANX sé&o
induzidas por glicocorticoides e que as ANX inibem a atividade da fosfolipase-A263,

A principal ANX estudada no envolvimento do processo inflamatério € a
ANXA1, uma proteina calcio-dependente de 37 kDa composta por 346 aminoacidos
gue apresenta um grupamento N-terminal de 49 aminoéacidos, diferenciando-se das
demais ANXs, e um dominio C-terminal com 33 kDa, formado por quatro a oito
repeticdes de uma sequéncia de 70 a 80 amino&cidos altamente conservada®*. Dois
sitios de ligagdo ao calcio sdo expressos na regido convexa de cada repeticdo. Essa
regido faz face a membrana celular, enquanto a regido concava com o dominio N-
terminal permanece livre para interagir com as proteinas citosélicas®*. O dominio N-

terminal possui residuos de tirosina e serina, o que Ihe confere atividades e func¢des
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especificas das ANXs e contém sitios para processos poés-traducionais, tais como
fosforilagédo, glicosilacdo e protedlise da ANXA1, que medeiam sua regulagdo®®.
Estudos experimentais com peptideos-miméticos da regido N-terminal,
principalmente com o peptideo Ac2-26, sugerem que esta regido seja responsavel
pela promocéo da acéo anti-inflamatéria e antiproliferativa da ANXA13?, Na Figura 2
€ representada de forma esquematica a estrutura primaria e o arranjo tridimensional
da ANXAL.
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Figura 2 — Representacdo esquematica da estrutura primaria da ANXAL.

Legenda: a) Destaque da regido N-terminal em arranjo primario (peptideo Ac2-26); b) llustracdo do
arranjo tridimensional da proteina.
Fonte: adaptado de Gavins e Hikey32 e Perretti et al®.

A ANXAL1 é amplamente distribuida no organismo e pode ser encontrada em
diversos tipos celulares, como células endoteliais, células epiteliais dos pulmdes,
intestinos, estdbmago, mama, rins, Utero e placenta®’, e em células estromais como
os fibroblastos®®. No entanto, a expressdo da ANXAl tem sido observada
especialmente em células relacionadas aos processos de defesa como neutrofilos,
mastdcitos, eosindfilos, mondcitos e linfocitos®®. Apresenta-se em diferentes locais
celulares conforme o estagio de atividade da célula em questdo: em neutréfilos e
mastocitos, encontra-se em granulos, enquanto nos macrofagos esta presente em
maiores quantidades no citoplasma’®. Tém-se demostrado que a ANXA1l tem
participacdo ativa em diferentes fendmenos fisioldgicos. Alguns estudos tém definido
as propriedades reguladoras da ANXA1l endbégena em varias facetas da resposta

inflamatéria, promovendo a resolucéo fisiolégica do processo imune inato?328,
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Originalmente, foi descrita como um inibidor da sintese dos mediadores
lipidicos eicosanoides através do blogueio da atividade da enzima fosfolipase
citosolica A2 (cPLA2). Porém, atualmente ja admite-se que este MPR modula muitos
processos biologicos, incluindo a diferenciacdo, apoptose e crescimento celular, a
resposta do sistema nervoso central (SNC) as citocinas, a secrecdo neuroendocrina
e a concentracao tecidual de neutr6filos® 71, A expressdo de ANXA1 por macréfagos
responsaveis pela fagocitose das células em necrose secundaria exerce controle no
processo de recrutamento dos leucécitos e atenua a sintese de citocinas pro-
inflamatérias como o TNF’2, a IL-18 e a IL-6"1, modulando a ativacdo da COX-2% e
da citocina IL-1073.

A maioria dos efeitos moduladores sobre a inflamacéo ocorre através ANXAL
pela interacdo com um receptor acoplado a proteina G transmembrana chamado
FPR2/ALX?°, que interage com varios ligantes organicos e inorganicos envolvidos na
defesa do hospedeiro e na inflamacgéo®’. A ligacdo de diferentes moléculas a este
receptor ocorre com distintas afinidades e em diferentes sitios de ligacao, facilitando
a ativacao de vias de sinalizacdo diversas, dependendo do tipo celular. Assim, 0s
efetores intracelulares, apds a ativacdo desses receptores, podem resultar em
efeitos inibitérios ou estimulatérios, dependendo do tipo e da concentracdo do
ligante, do tipo de ligacdo e das circunstancias®. Além de serem expressos em
células do sistema imune como macréfagos e neutrdéfilos os receptores FPR2/ALX ja
foram descritos em tecidos como baco, pulmdo, trato gastrointestinal e
endométrio®> "4, sendo relacionados com a homeostase dessas células?.

O papel funcional da ANXA1l em processos fisiopatoldégicos do aparelho
reprodutor feminino vem sendo investigado e ja foi demonstrada sua participagéo na
modulacdo preparatéria para a gestacdo do endométrio secretor®®. Também, tem
sua secrecao reduzida na hipofise pelo estradiol, sugerindo participagdo da ANXA1
na resposta estrogénio-induzida de supressdo da adesdo pelos neutréfilos e nas
diferencas entre os géneros, na responsividade ao estresse e susceptibilidade a
doencas autoimunes e inflamatérias conhecidas’®. Além disso, recentemente, nosso
grupo de pesquisa identificou que mulheres com endometriose apresentam menor
densidade de ANXAL no tecido peritoneal em relagédo as mulheres saudaveis’”.

Quanto ao papel da ANXAl e seu receptor FPR2/ALX na gravidez em
humanos, este ainda precisa ser melhor elucidado. Niveis elevados de ANXA1 foram

identificados durante a gravidez3! com concentra¢ées reduzidas no amnio e na
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placenta no TP quando comparados a cesarianas eletivas®?3*. Por outro lado,
autoanticorpos contra ANXA1 foram detectados no plasma de mulheres com pré-
eclampsia, mas sua relevancia na génese da doenca ndo é totalmente
compreendida31-35:36,

Diante destes achados, é possivel especular que o aumento da ANXAL nos
estagios finais da gestacdo poderia estar implicado com a falha nos processos de
desencadeamento e evolucdo do TP, sugerindo que este aspecto deva ser
investigado como um potencial alvo terapéutico em mulheres em condigbes de
gravidez prolongada ou cuja inducdo do parto ndo responda aos tratamentos-padréo

atuais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil inflamatorio plasmatico e placentario no TP induzido,

comparativamente ao TP espontaneo, em humanos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Descrever o0s aspectos clinico-demograficos e obstétricos das
gestantes estudadas;

o Determinar os niveis plasmaticos maternos das citocinas TNF, IL-1(,
IL-6, IL-8 e IL-10 nos grupos “TP espontaneo”, “Sucesso de Inducao” e
“Falha de Inducéao”;

o Determinar o imunoconteido do mediador ANXA1l, do receptor
FPR2/ALX e a concentracdo das citocinas TNF, IL-18, IL-6, IL-8 e IL-10 na
placenta (placa amniética e trofoblasto), em todos os grupos;

o Determinar o numero de neutréfilos placentarios, em todos 0s grupos.

o Correlacionar os niveis plasmaticos das citocinas TNF, IL-1B, IL-6, IL-8
e IL-10 com o tempo de inducéo e do TP;

o Correlacionar o imunoconteudo placentario da ANXA1l do receptor
FPR2/ALX com o tempo de inducgéo e do TP.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional com delineamento transversal e
desdobramento de um dos bracos para um estudo do tipo coorte, descrito conforme
recomendado pela Iniciativa Strobe’8.

3.2 POPULACAO, LOCAL E AMOSTRA

As amostras de sangue, placenta e membranas fetais foram obtidas de
parturientes atendidas nas maternidades do Hospital Regional de Sdo José — SC,
selecionadas por conveniéncia.

O “grupo de TP espontaneo” foi constituido por gestantes de risco habitual, ou
seja, sem fatores de risco maternos e/ou fetais conhecidos, admitidas em TP franco.
O grupo de parto induzido foi constituido por gestantes com mais de 41 semanas de
gravidez admitidas para inducao do parto. O grupo de parto induzido foi subdividido
em “grupo com boa resposta a indug¢ao do parto” e “grupo nao responsivo”, conforme
sua evolucao (Figura 3). Para fins de determinacdo de ndo resposta a inducéo, a
paciente recebeu oito doses de 25 mcg de misoprostol ou 24 h de cateter
intrauterino seguidos de infusdo de ocitocina em dose maxima (40mUl/min), sem
gue houvesse desencadeamento do TP,

A amostra foi calculada através do software OpenEpi, versédo 3.01, para um
teste de hipdtese para comparacdo de uma média, com intuito de detectar uma
possivel diferenca nos niveis plasméatico e tecidual da ANXA-1 e citocinas e da
expressao tecidual do FPR2/ALX no sangue, placenta e membranas nas pacientes
com parto induzido. Assim, assumindo-se como parametros para um teste bicaudal o
nivel de significancia de 5%, o poder do teste de 80%, o valor da diferenca entre as
médias dos grupos como sendo pelo menos 20%, e com o valor do desvio padréo
como média 20% do valor das médias, obteve-se nimero amostral de 16 gestantes
no grupo de TP espontaneo e 16 no grupo de inducéo, totalizando 32 pacientes, no

minimo. Estes ultimos parametros foram baseados nos resultados publicados por
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Lynch-Salomonn e colaboradores3?® para os niveis de ANXA-1 nas membranas

amnioticas.
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Figura 3 — Representacdo esquematica do delineamento do estudo.

Legenda: Representacdo dos grupos e subgrupos e identificagdo do momento de coleta das
amostras.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram consideradas como sujeitos do estudo gestantes, provenientes dos
municipios da regido metropolitana de Florian6polis/SC, admitidas para parto na
maternidade do HRSJ/SC, possuindo entre 20 e 45 anos, que nao tinham feito uso
de glicocorticoide ou apresentado alguma infeccdo durante a gestacdo e que
concordassem em patrticipar da pesquisa assinando o Termo Consubstanciado Livre
e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).
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3.4 CRITERIO DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo as pacientes com gestacdo complicada por
patologias maternas ou fetais, mulheres submetidas a cesariana por situagéo fetal
nao tranquilizadora, maes de recém-nascidos com quadro de depressédo neonatal ou
evolucdo materna com quadro de infec¢cao puerperal precoce, em ambos os grupos.
Do grupo de inducdo do parto foram excluidas as pacientes encaminhadas para
cesariana fora de TP sem que todo o protocolo de inducao tenha sido empregado.

3.5 COLETA DE DADOS

No momento da internacdo as gestantes que preencheram os critérios de
incluséo foram convidadas a participar do estudo. Apds aceite e assinatura do TCLE,
foi preenchido o instrumento de coletas de dados com as informacdes clinico-
demogréficas da paciente (APENDICE B) e coletados 5 ml de sangue, armazenados
em tubos de ensaio com 0,25 ml de acido etileno diaminotetracético (EDTA) a 1% e
imediatamente centrifugados por 10 minutos a 3000rpm, para a obtencéo de plasma.
O sobrenadante obtido foi transferido para microtubos de 1,5 ml e armazenados em
congelador a -20° C por no maximo 4 h até o transporte ao Laboratério de
Neurociéncias Experimental (LANEX). Nas pacientes do grupo de indugcédo do parto
foi realizada nova coleta de 6 ml de sangue, da mesma forma que detalhado
anteriormente, quando desencadearam o TP ou antes da cesariana. As coletas e
processamento do sangue foram realizadas por um técnico de laboratério
devidamente treinado.

Apoés o0 nascimento, as placentas foram coletadas ao término da dequitacéo.
As amostras de tecido placentario foram seccionadas em forma de triangulo com
auxilio de uma lamina de bisturi, respeitando-se uma margem minima de 2 cm da
insercdo do corddo umbilical e da borda, abrangendo regides representativas da
interface materno-fetal (decidua basal, vilosidades coridnicas e placa amnidtica) e
sucessivamente lavados em solucdo fisiologia estéril para remocédo de sangue’®.
Cada amostra foi subdividida em dois fragmentos. Um fragmento foi armazenado em
formalina 10% a temperatura ambiente e o outro fragmento teve a placa amniética

dissecada do trofoblasto com lamina de bisturi’® (Figura 5) e as por¢des resultantes
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foram transferidas para tubos de Eppendorf e armazenadas em geladeira a 4° C por
no maximo 24 h° até o transporte ao LANEX.

No LANEX, as amostras embebidas em formalina 10% foram fixadas por até
48h, lavadas em &gua corrente por 6h, desidratadas e mantidas em gradiente
alcoolico a temperatura ambiente para analises posteriores; as amostras de plasma
materno, placa amnidtica e trofoblasto foram conservadas em Freezer -80°C até o

momento das analises.

3.5.1 Materiais e equipamentos

Foram utilizados neste estudo 0s seguintes materiais e equipamentos:

a) Equipamentos: Ultra freezer Glacier -86° C (NuAire, Plymouth, MN, EUA);
homogeneizador Ultra-Turrax (IKAT18basic, IKA®, Alemanha); Orbital Shaker (MS
Major Science, CA, EUA); Centrifuga 580R® (Eppendorf do Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil); Eletrotransferidor PowerPac Basic, 300 V 400 mA 75W (BioRad®, Sé&o
Paulo, SP); Kit de quimiluminescéncia (ECL; Thermo Scientific, Rocford, IL, EUA);
Fotodocumentador (ChemiDoc, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA); leitor de
ELISA espectrofotbmetro de placas (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical
Equipment Co, Nanjing, China); microscopio de varredura a lazer (AxioCam MRm,
Carl Zeiss, Jena, Alemanha)

b) Reagentes: Kits de citocinas para TNF (15.6-1000), IL-1B8 (3.9-250), IL-6
(9.4-6000), IL-8 (31.2-2000) e IL-10 (31.2-2000) DuoSet (R&D Systems, Minnesota,
MN, EUA); T-Per (Tissue Protein Extraction Reagent; Thermo Scientific, Rockford,
IL, EUA); padrdo de peso molecular (Precision Plus ProteinTM Standards,
KaleidoscopeTM, BioRad, CA, EUA); anticorpo anti-ANXA1 (1:1000; Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA); anti-FPR2 (Anti-FPRL1/RFP antibody ab63023-
1:250; Abcam pcl., Cambridge, Reino Unido); anti-actina-HRP (1:35000; Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); anticorpo secundario anti-IlgG conjugado com
peroxidase (1:5000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA); Alexa Fluor 555
Rabbit monoclonal para CD15 (1:50; Abcam, Cambridge, Inglaterra); DAPI (Life
Technologies Waltham, MA, EUA.

c) Solugcbes: Tampéo fosfato salino (PBS) [Tween 20 (0,05%), fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), 1 mM, &cido etilenodiaminotetracético, acido acético 10mM

(EDTA), 2 ng/ml de aprotinina e 0,1 mM cloreto de benzetonio (Sigma Chemical
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Company, St. Louis, MO, EUA)]; tampéo de lise [(Na2VO4 100 mM, fluoreto de fenil-
metano-sulfonil (PMSF) 100 mM, coquetel de inibidores de proteases 1% (P8340)
(Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, EUA)]; tampéo de amostra [glicerol 20%,
mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%)]; gel
de separacéo [acrilamida 8%, bis-acrilamida 0,2%, Tris 375 mM, SDS 0,1%, TEMED
0,06% e persulfato de amoénia 0,04%)]; gel de entrada [acrilamida 4%, bisacrilamida
0,09%, Tris 125 mM, SDS 0,1%, TEMED 0,08% e persulfato de aménia 0,03%);
TBS-T (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 20 mM, Tween-20
0,05%)].

3.5.2 Anélise das amostras

As amostras congeladas foram armazenadas e analisadas no LANEX, da
Universidade do Sul de Santa Catarina, Bloco 12, Unidade Pedra Branca, Palhoca,
por meio de teste de Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) e Western
Blotting (WB). As amostras de placenta mantidas em &lcool a temperatura ambiente
foram embebidas em parafina, cortadas em se¢des de micréotomo (5 ym), montadas
em laminas de vidro e transportadas ao Williams Harvey Research Institute (WHRI)

em Londres para andlise por imunofluorescéncia.

3.5.2.1 Ensaio de Imunoabsorcéo Enzimatica (ELISA)

O teste de ELISA foi utilizado para a determinacdo dos niveis plasméticos e
placentarios das citocinas TNF, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10. Para este fim, foram
utilizadas amostras de 100 pL de plasma e homogenatos das amostras placentarias.
As amostras de placenta congeladas foram pulverizadas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em solucdo contendo inibidores de protease. Os homogenatos
foram transferidos para tubos Eppendorf de 1,5 mL, centrifugados em 12000 rpm por
20 min a 4° C, e o sobrenadante utilizado para a determinacéo das proteinas totais
através do método de Bradford®.

As andlises das concentracbes plasmaticas destes marcadores foram
realizadas utilizando kits Duo Set para a mensuracao das citocinas de acordo com
as instrucdes do fabricante. Os valores obtidos foram estimados por interpolacdo a

partir de uma curva padréo por colorimetria (comprimento de onda de corre¢cao 540
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nm) em leitor de ELISA. Os resultados das amostras de plasma e placenta foram

expressos em pg/ml e pg/mg de proteina, respectivamente.

3.5.2.2 Western Blotting (WB)

A andlise por WB para pesquisa do imunoconteudo das proteinas do
mediador ANXA1 e do receptor FPR2/ALX foi realizada nas amostras placentarias
congeladas, conforme descrito em estudo prévio®®. Apdés a pulverizacdo de cada
tecido em nitrogénio liquido, foi adicionado o tampao de lise em T-PER e as
amostras foram homogeneizadas por sonificacdo (60 W, 5 min). Os homogenatos
foram centrifugados a 10.000 g por 20 min a 4° C. Aliquotas do sobrenadante obtido
foram separadas para a dosagem de proteina em cada amostra, conforme
determinado pelo método de Bradford®. Ao restante do sobrenadante foi adicionado
o tampao de amostra na proporcdo de 1:6. As amostras foram fervidas (95° C; 5
min) e permaneceram armazenadas a -80° C até o momento da eletroforese.

Para separacdo das proteinas por eletroforese foi utilizado um gel de
separacgao e um gel de entrada. As amostras (30 pg/pogo para ANXA1 e 60 ug/poco
para FPR2/ALX) e o padrdo de peso molecular foram aplicadas nos géis e a
eletroforese foi realizada a 90 V, por aproximadamente 3 h, utilizando-se tampéo de
corrida. Apés a eletroforese, foi realizada a transferéncia das proteinas para uma
membrana de PVDF (90 V, 90 min, 4° C). Em seguida, as membranas foram
coradas (vermelho de Ponceau 0,2%, acido tricloroacético 3%) para visualizacéo das
proteinas.

Apos lavagens em TBS-T para a retirada do excesso do corante, iniciou-se o
blogueio da membrana com TBS-T contendo albumina sérica bovina 3% por 1 hora
em temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram incubadas durante a
noite a 4° C com anticorpos especificos anti-ANXA1 (1:1000), anti-FPR2 (1:250) ou
anti-actina-HRP (1:35000). Ao término do periodo de incubacdo as membranas
foram lavadas durante 30 min com TBS-T e, em seguida, incubadas com o anticorpo
secundario anti-lgG conjugado com peroxidase (exceto para anti-actina-HRP) por 1
h em temperatura ambiente. Apds esse periodo, uma nova lavagem de 30 min com
TBS-T foi realizada seguida pela exposicao das membranas durante 1 min ao kit de
guimiluminescéncia e revelacao através de um fotodocumentador. A quantificacédo

das bandas de proteina foi realizada por densitometria utilizando o software de
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analise iBright Imaging System (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

EUA). Os resultados foram descritos em unidades arbitrarias.

3.5.2.3 Imunofluorescencia

Para a analise de imunofluorescéncia, a desparafinizacdo dos cortes foi
realizada em estufa a 60°C por 30 minutos seguido por 1 banho de 10 minutos em
xilol 100%. Os cortes foram reidratados através de banhos sucessivos (10 minutos)
em graduacdes decrescentes de etanol (etanol 100%, etanol 85%, etanol 70% e
etanol 50%) até a 4gua destilada. A recuperacao antigénica foi feita por calor umido
com imersdo em tampéo de Citrato de Sodio (0,01M) pH 6.0, durante 20 minutos a
97° C. Em seguida, as laminas foram lavadas em wash buffer, solugdo comercial
(Zytomed Systems Wash Buffer, ZYTOMED SYSTEMS, Berlim, Alemanha) por 5
minutos e incubadas em solucéo de bloqueio de proteinas inespecificas (PBS) por 5
minutos (esse processo foi repetido 3 vezes).

Para a imunomarcagdo dos neutréfilos, os cortes receberam o anticorpo
CD15 conjugado ao Alexa Fluor 555 (diluicdo 1:50; Alexa Fluor 555 Rabbit
monoclonal to CD15, Abcam, Cambridge, Inglaterra). Os cortes permaneceram com
0 conjugado por 30 minuto em camara umida, sob temperatura ambiente e no
escuro para a formacdo do imunocomplexo. A seguir, as laminas foram lavadas em
tampdo trizma base com cloreto de célcio com pH 7,5 por dois periodos de 10
minuto.

Para a montagem das laminas, os tecidos receberam uma gota de solucéo
contendo 1 ml de meio de montagem Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, UA) para 1 pl de DAPI (Life Technologies Waltham, MA, EUA) (4’,6 diamidino-2-
pheylindole), e laminula. A marcacbes foram analisadas e registradas
fotograficamente ao microscépio de varredura a lazer, em um aumento de 40x com a
camera AxioCam MRc (Zeiss, Alemanha). O Alexa Fluor 555 emite fluorescéncia
amarela (excitacdo com 553-568 nm) e o DAPI marca o nudcleo celular em azul
(excitagdo com 320 -400nm).

As fotos foram transferidas para um computador e analisadas com o
programa ImageJ (National Institutes of Health, BethesdaMD, EUA), a fim de se

determinar o nimero de células imunomarcadas por 1mm?,



3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 3 — Variaveis de estudo.
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Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacdo
Qualltgtlva Espontaneo/Induzido
TP Independente nominal x
L Em proporcéao
dicotdmica
Qualitativa .
Resposta a indugdo do TP Independente nominal SEL:T(]:esr(s)obtaIgg
dicotdmica propore
. ~ Quantitativa Horas
Tempo de indugdo Independente Continua Média e desvio padréo
Quantitativa Horas
Tempo de TP Independente Continua Média e desvio padréo
Concentragao plasmética e Dependente Quantitativa Pg/ml ou pg/mg de proteina
tecidual de TNF P continua Mediana e intervalo interquartil
Concentragao plasmética e Dependente Quantitativa Pg/ml ou pg/mg de proteina
tecidual de IL-18 P Continua Mediana e intervalo interquartil
Concentragédo plasmatica e Dependente Quantitativa Pg/ml ou pg/mg de proteina
tecidual de IL- 6 P Continua Mediana e intervalo interquartil
Concentragéo plasmética e Dependente Quantitativa Pg/ml ou pg/mg de proteina
tecidual de IL-8 P Continua Mediana e intervalo interquartil
Concentragédo plasmatica e Dependente Quantitativa Pg/ml ou pg/mg de proteina
tecidual de IL-10 P Continua Mediana e intervalo interquartil
Densidade da proteina ANXA1 Dependente Quant_ltauva . Unlda_des arbltr_anas .
continua Mediana e intervalo interquartil
Densidade do receptor Dependente Quantitativa Unidades arbitrarias
FPR2/ALX P continua Mediana e intervalo interquartil
Numero de neutréfilos (CD15+) Dependente Quant_ltatlva . .Numero . .
continua Mediana e intervalo interquartil

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

As informagdes obtidas foram inseridas em um banco de dados e analisadas

no software IBM SPSS statistics 24.0 (©copyright IBM corporations and its licensors

1989, 2016).

As variaveis numéricas foram representadas em graficos de distribuicdo

amostral, mediana e intervalo interquarti. Em todos os processos de inferéncia

estatistica o valor de p foi considerado significante quando < 0,05.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e como

se mostraram ndo paramétricos as diferencas de média entre os grupos foram

analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis e ajuste de significancia pelo Método de

Dunn. Para determinacdo de correlacdo entre as variaveis, foi adotado o teste de

correlagdo Spearman.
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3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Pesquisa (CEP) da
UNISUL em 20 de dezembro de 2018 sob o CAAE n. 99567618.0.0000.5369
(ANEXO A), fundamentado nos principios éticos da Resolugcédo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude. Foram respeitados o0s principios éticos da privacidade,
confidencialidade, beneficéncia, ndo maleficéncia, justica e autonomia dos
pacientes.

Todas as pacientes envolvidas no estudo foram informadas dos detalhes do
procedimento, ficando claro que podiam optar por ndo participar do estudo e tiveram
a oportunidade de esclarecer suas duvidas, bem como dispor do tempo que lhes
fosse adequado para a tomada de uma decisdo autdbnoma. Aguelas que
concordaram em patrticipar, assinaram o TCLE.

Os dados obtidos através da pesquisa sdo de acesso exclusivo dos
pesquisadores, durante todas as fases da pesquisa, mesmo apés o término dela.
Apés a andlise de dados, todas as informacdes foram arquivadas por um periodo
minimo de cinco anos.

Estima-se que o risco as participantes foi minimo, podendo incluir leve
desconforto na coleta do sangue pela picada da agulha e ocorréncia de equimose
apos a puncao, minimizados com a aplicacdo de gelo local, quando necesséario.
Além disso, a resposta ao questionario poderia incorrer em exposicdo de dados
confidenciais e as pacientes poderiam estar em TP, desta forma, a entrevista foi
realizada em ambiente reservado e tanto os questionamentos quanto as coletas
foram feitas no intervalo das contragdes.

Acredita-se que o0 beneficio foi indireto, com aperfeicoamento do
conhecimento dos mecanismos envolvidos no desencadeamento do TP fisiologico e
possivel desenvolvimento de tratamento alternativo tanto para a gestagédo
prolongada quanto para partos prematuros.

N&o existem conflitos de interesses entre os pesquisadores e 0s sujeitos da

pesquisa.
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4. MANUSCRITO

A seguir esta inserido o artigo cientifico fruto dessa tese de Doutorado, que
sera submetido para a revista cientifica Placenta com fator de impacto de 3,117
(2019-2020), Qualis Capes (Med II) A2.

CONTRIBUTION OF PLASMA, PLACENTAL, INFLAMMATORY AND PRO-
RESOLVING MEDIATORS IN LABOR INDUCTION

Lia Karina Volpato, Suchita Nadkani, Veronica Vargas Horevicz, Nathalia Donatello,

Anna Paula Piovezan

Resumo

Objetivo: Comparar os niveis de citocinas inflamatérias no plasma e placenta, o
imunocontetdo da Anexina A1 (ANXA1) e do FPR2/ALX e o numero de neutrofilos
na placenta de gestantes com TP espontédneo aquelas submetidas a inducdo de
parto por gestacao a termo tardio.

Método: O estudo incluiu gestantes saudaveis admitidas para parto (16 pacientes)
ou inducao de parto (24 gestantes, com falha na inducdo em 4 delas). As amostras
foram avaliadas por ELISA, no plasma e na placenta, para TNF, IL-1j3, IL-6, IL-8 e
IL-10, por Western Blotting para ANXAl1 e FPR2/ALX e imunofluorescéncia para o
anticorpo CD15+ (neutroéfilo) na placenta. Os dados foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn e correlacdo de Spearman. O valor de p
foi considerado significante quando < 0,05.

Resultados: Observou-se redugédo dos niveis de TNF plasmatico pos indugdo no
grupo em que houve falha de inducéo (p = 0,023). Encontrou-se maior concentracao
de IL-8 na placa amnidtica (p = 0,049) e de TNF (p < 0,001) e IL-10 (p < 0,001) no
trofoblasto das pacientes com TP espontaneo. Também, foi observada maior
densidade de ANXA1l no trofoblasto daquelas com falha de inducédo (p = 0,041).
Identificou-se correlacdo positiva moderada do tempo de inducédo com a densidade

de ANXA1l no trofoblasto (r=0,580) e com o nivel de IL-6 na placa amnidtica
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(r=0,517) e correlacéo positiva fraca entre o tempo de TP e a densidade de ANXAl
no trofoblasto (r= 0,419). Além disso, foi identificado aumento significativo na
imunomarcacao de células CD15+ entre os grupos com TP espontaneo comparadas
com o grupo em que houve falha de inducgéo (p < 0,001).

Conclusao: Pode-se concluir que o processo inflamatério no TP envolve a
participacdo tanto materna quanto fetal. Os resultados encontrados solidificam os
achados de estudos anteriores, contudo outros ensaios S80 necessarios para
determinar os gatilhos ao desencadeamento do TP.

Descritores: Gestacdo. Trabalho de parto. Inflamacédo. Resolucéo da inflamacéo

Abstract

Objective: To compare the levels of inflammatory cytokines in plasma and placenta
and the density of Annexin Al (ANXAl) and FPR2/ALX, and the number of
neutrophils in the placenta of pregnant women with spontaneous labor with those
undergoing labor induction in late-term pregnancy.

Method: This study included healthy pregnant women admitted for delivery (16
patients) or labor induction (24 pregnant women, with induction failure in 4 of them).
TNF, IL-1B, IL-6, IL-8, and IL-10 were quantified by ELISA in plasmatic and placental
samples and ANXA1l and FPR2/ALX in the placenta by Western Blotting, and
immunofluorescence to CD15+ antibody. The data were analyzed using the Kruskal-
Wallis’s test followed by Dunn method and Spearman correlation. The p-value was
significant when < 0.05.

Results: There was a reduction in plasma TNF levels following induction in the group
with induction failure (p=0.023); higher concentrations of IL-8 was found in the
amniotic plaque (p=0.049) and of TNF (p<0.001) and IL-10 (p<0.001) in the
trophoblast of patients with spontaneous labor. Greater ANXA1l density in the
trophoblast was also observed in those with induction failure. There was a moderate
positive correlation of induction time with ANXAL density in trophoblast (r=0.580) and
with the IL-6 level in amniotic plaque (r=0.517), and a weak positive correlation
between labor time and density of ANXAL was identified in the trophoblast (r= 0.419).
In addition, a significant increase was identified in CD15+ cell immunocapturing
among the groups with spontaneous labor compared to the group with induction
failure (p < 0.001).
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Conclusion: We concluded that the inflammatory process in labor involves both
maternal and fetal participation. The results reinforce the findings of previous studies;
however, other tests are required to determine the triggers for inducing labor.

Keywords: Pregnancy; Labor; Inflammation; Resolution of inflammation.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Como limitacbes deste estudo, pode-se destacar a impossibilidade de
avaliacado plasmaética prévia ao inicio do TP espontaneo e no periodo puerperal, a
incapacidade de estratificar os achados conforme a idade gestacional destas pela
limitacdo amostral, além do pequeno nimero de casos com falha de inducao. Desta
forma, o desenho deste estudo nao foi suficiente para discriminar entre causa ou
consequéncia no que diz respeito a relacdo entre o TP induzido e o0 processo
inflamatorio fisiologico envolvido no desencadeamento do TP.

Como ineditismo, destaca-se que, até onde se tem conhecimento, este é o
primeiro trabalho que avalia a densidade da ANXA1 na indug&o do trabalho de parto
em humanos, propondo-se ainda a correlaciona-la com o tempo de inducédo e de
trabalho de parto.

Com base nos resultados apresentados, pode-se ressaltar que ha maior
concentracédo de TNF, IL-8 e IL-10 no TP espontaneo, menor densidade de ANXA1
nas pacientes submetidas a inducdo com boa resposta e correlacdo positiva entre o
tempo de inducdo com TNF, IL-6 e ANXAL e correlacdo positiva entre o tempo de
TP e ANXALl. Pelas diferencas evidenciadas ora na placa amniética, ora no
trofoblasto, pode -se concluir que a participacdo no processo inflamatério fisioldgico
do TP envolve a participacdo de aspectos tanto maternos quanto fetais.
Adicionalmente, os resultados encontrados solidificam resultados de estudos
anteriores, embora outros ensaios sejam necessarios para determinar quais 0s

gatilhos fundamentais para o desencadeamento do TP.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNISUL  Servs®s S
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Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Saude
Universidade do Sul de Santa Catarina
Comité de Etica em Pesquisa — CEP UNISUL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESLCARECIDO (TCLE)

Voce esta sendc convidada para participar, como voluntana da pesquisa:
“EXPRESSAO DA ANEXINA A1 E CITOCINAS INFLAMATORIAS NO TRABALHO
DE PARTO INDUZIDO" e que tem como objetivo “avaliar a associacdo de substdncias
envolvidas no processo inflamatorio, chamadas de citocinas, da Anexina - A1, um
marcador anti-inflamatorio, e seu receptor com o trabalho de parto induzido®.
Acreditamos que ela seja importante pois, identificar essa associacdo pode ser Util no
esclarecimento de como o trabalho de parto natural € iniciado e pode permitir a criacio
de novos tratamentos tanto para evitar que a gravidez passe do tempo natural (gravidez
prolongada) quanto para evitar que os bebes nascam antes do termo (partos
prematuros).

Participacao do estudo — A minha participacao no referido estude sera de fomecer
sangue coletado da minha veia em dois momentos, quando eu for internada e quando
eu estiver em trabatho de parto ou for definido que houve falha da indugdo do meu parto.
Em cada momento serdo coletados 10 ml de cada vez. Também fomecerei a placenta
€ as membranas amnidticas depois que o bebe nascer. No meu sangue serdo contadas
as células brancas de defesa, através do hemograma, e a quantificac@o da Proteina C
reativa, um marcador de mﬂamagao Além disso, tanto meu sangue quanto a placenta
e as membranas amnidticas de meu filho serdo analisadas para identificar a quantidade,
presente no meu sangue e nos produtos da gravidez, de substancias que estdo
envolvidas na inflamacdo: as citocinas (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a), o mediador
Anexina A1 e o seu receptor FPR2/ALX. Além disso, fornecerei os meus dados clinicos
e obstétricos para o preenchimento do instrumento de coleta de dados. Minhas amostras
de sangue € os produtos da placenta serdo encaminhadas ao Laboratorio de
Neurociéncias Experimental (LANEX) da Universidade do Sul de Santa Catarina
(UNISUL) onde ficardo guardadas enfre 4 e 27 meses, a depender da data de coleta,
até serem analisadas. Apds a andlise das amostras, estas serdo descartadas de acordo
com as recomendacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Consetho Nacional do Meic Ambiente para o tratamento e disposi¢do final de residuos
de materiais biologicos.

Riscos e Beneficios — Fui alertado que, da pesquisa a se realizar, posso esperar um
beneficio indireto, pois a partir dessa pesquisa, estarei colaborando para melhorar o
conhecimento sobre a fisiologia do trabalho de parto. Fui infformada, também que é
possivel que acontegam os seguintes desconfortos ou riscos: um leve desconforto na
coleta do sangue, pela picada da agulha e que pode aparecer pequena equimose (area
roxa) apos a pung¢ao, para evitar ou methorar isso, podera ser usado gelo no local. Como
poderei estar em trabalho de parto, me foi assegurado que as coletas e entrevistas seréo
feitas no intervalo das contracdes, em local reservado.

Sigilo e Privacidade — Estou ciente de que a minha privacidade sera respeitada. ou
seja, meu nome ou qualguer dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me
identificar sera mantido em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam pela guarda e
confidencialidade dos dados, bem como a ndo exposicdo dos dados da pesquisa.
Autonomia — E assegurada a assisténcia durante foda a pesquisa, bem como me
garantido o livre acesso a todas as informacgdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estude e suas conseguéncias, enfim, tudo que eu queira saber antes, durante e depois
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da minha participagao. Declaro que fui informado de que posso me recusar a participar
do estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e
de, por desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia gue venho
recebendo.

Ressarcimento e Indenizagao — No entanto, caso ocorra algum danc decorrente da
minha participag@o no estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.
Devolutiva dos resultados — Receberei os resultados obtidos com esta pesquisa
através de meu email:

Contatos - Pesquisador Responsavel: Lia Karina Volpato

Telefone para contato: (48) 32473366

E-mail para contato: liavolpato.consultorio@gmail.com

Comité de Etica — O Comité de Etica em Pesquusa em Seres Humanos (CEP) é
composto por um grupo de pessoas que estdo trabalhando para garantir que seus
direitos como participante sejam respettados sempre se pautando das Resolucdes
466/12 e 510/16 do CNS. Ele tem a obngagao de avaliar se a pesquisa foi planejada e
se esta sendo executada de forma etlca Caso vocé achar que a pesquisa ndo esta
sendo realizada da forma como vocé imaginou ou que esta sendo prejudicado de
alguma forma, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica da UNISUL peio
telefone (48) 3279-1036 entre segunda e sexta-feira das 9 as 17horas ou pelc e-mail
cep.contato@unisul.br.

Declaragao — Declaro que li e entendi todas as informacgoes presentes neste Termo e
tive a oportunidade de discutir as informacdes do mesmo. Tedas as minhas perguntas
foram respondidas e estou satisfeito com as respostas. Entendo que receberei uma via
assinada e datada deste documento e que outra via sera arquivada por 5 anos pelo
pesquisador. Enfim, tendo sido orientado quanto ac teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, eu manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totaimente ciente de que ndo ha nenhum valor
economico, a receber ou pagar, por minha participacdo.

Lia Karina Volpato (Pesquisador responsavel

Pesgquisador que coletou os dados:
Nome e Assinatura

Eu, , abaixo assinado, concordo em participar
desse estudo como sujeito. Fui informado(a) € esclarecido(a) pelo pesquisador
sobre o tema e o objetivo da pesquisa, assim como
a maneira como ela sera feita e os beneficios e 0s possiveis riscos decomentes de minha
participacdo. Recebi a garantia de que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto me traga qualquer prejuizo.

Nome por extenso:
RG:

Local e Data:
Assinatura:
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APENDICE B — INSTRUMENTO DE COLETAS DE DADOS

M(S PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE
UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA

Programa de PAG - Graduacio am

Ciéncias da Sedde

Mestradn s Drsitnedn - UNSLI

Nome:

Idade: Grupo etnico (rags): G PN PC A

Pezo: Altura:

Idace gestacional na admiss3o: DUM: 12UsG ()

Patologias previas/atusis:

Medicamentos em uzo:

Uso durante 3 gravidez: { ) fumo [ | bebida alcoolics | ) drogas ilicitas:

Dilatag30 cervical na admiss3o:

Trabalho de parto espontineo na admisz30: [ ) Sim { ) N3o
Se n3o, indice de Bishop na admiss3o:
Ruptura de membranas:
| ) Ezpontineo { ) Artificial
| ) Antes do inicio de trabalho de parto { ) Depoiz do inicio do trabalho de parto
Induglo| ) Sim [ ) 3o
Mizoprostol: ___ doszes {25 mcg cada)
Uso de ocitocina { ) Sim { jN3o
Doze maxima ocitocna: ______ mi/h ( ) 5Uf ou( ) 10Ul
Anzlgesia( )Sim [ JN3o

Medicamentos wilizados no acompanhamento do TP:

Tipo de parto: { ) Vaginal { ) Cesariana: Indicagio

Dados do RN:

Peso fetal: Sexo: ( ) masculino ( ) feminino APGAR: __ /
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ANEXO A — PARECER APROVACAO DO COMITE DE ETICA

e CEP FJNlVERSlDADE DO SUL DE C‘G;Q"ﬁﬂﬂp
V!
c:;:-v?f?ﬂuw%so;'M SANTA CATARINA - UNISUL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO DA ANEXINA A1 E CITOCINAS INFLAMATORIAS NO TRABALHO DE
PARTO INDUZIDO

Pesquisador: Lia Kanna Volpato

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 985676818.0.0000.5360

Instituigdo Proponente: Universidade do Sul de Santa Catarina - UNISUL
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 2.986.825

Apresentagio do Projeto:

Projeto de pesquisa para desenvolvimentio de Tese de Doutorado vinculado ao Programa de Pos-
Graduag3c em Ciéncias da Salde. Da area de Ciéncias da Salde, com Proposito Principal Clinico. Com o
tema que versa sobre a fisiclogia do trabalho de parto envolvendo a resposta inflamatoria basal, a
expressao da ANXA1 e do receptor FPR2/ALX. Trata-se de um estudo observacional com um desenho
transversal com desdobramento de um dos bragos da pesquisa em um estudo do tipo coorte. Como
participantes do estudo tem-se parturientes atendidas nas maternidades do Hospital Regional de S3o Jose,
SC. Ser3ao amostradas 170 participantes 85 em cada grupo. Sendo um grupo formado por pariurientes de
trabalho de parto espontineoc e outro grupo constituido por gestantes de parto induzido. O grupo de parto
induzido sera subdividido em: grupo com boa resposta & inducdo do parto e o grupo n3o responsivo 3

indugdo. “Serdo gestantes, provenientes dos municipios da regido metropolitana de Floriandpolis/SC,

admitidas para parto, na matemidade do HRSJ/SC, possuindo entre 20 e 45 anos, que concordarem em
participar da pesquisa (...) Serdo excluidos do estudo as pacientes com gestacio complicada por patologias
maternas ou fetais ou que tenham feito uso de glicocorticoide ou apresentado alguma infecg3o durante a
gestacdo, em ambos os grupos. Do grupo de indugdo do parto, serdo excluidas as pacientes encaminhadas
para cesariana fora de trabalho de parto sem que todo o protocolo de indugdo tenha sido empregado.”
Ser3o obtidos das participantes dados clinicos e demograficos; sangue periférico (10 ml) no grupo parto

espontanec e uma segunda amostra ainda sera necessaria no grupo parto induzido: e as

Enderego: Avenida Pedra Branca, 25

Balrro: Cig Universitana Pedra Branca CEP: §3.137-270

UF: SC Municipio: PALHOCA

Telefone: (48)3273-103€ Fax: (48)3279-1034 E-mail: c2p.contatog@unisul.br
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placentas e membranas amnidticas nos dois grupos. O Laboratorio de Neurociéncias Experimental (LANEX)
da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL) armazenara e sera onde as analises ir3c ocomre a para
determinac3o dos niveis do mediador ANXA1 e das citocinas IL-1, IL-8, IL-8, IL-10 e TNF- plasmaticas. Os
dados serdo coletados entre 02/01/2018 30/04/2021.

Objetivo da Pesquisa:

“Objetivo Primario: Avaliar resposta inflamatona basal, a expressido da ANXAT e do receptor FPR2/ALX, dos
leucocitos e das citocinas inflamatdrias no sangue matemno, na placenta @ membranas amnidticas, no
trabalhe de parto induzido.

Objetivos Secundarios: Determinar @ comparar 0s niveis seéricos maternos do mediador ANXA1 e das
citocinas IL-1, e IL-8, IL-8, IL-10 e TNF- no grupo com inicio espontaneo do trabalho de parto e no grupo
induzide. - Comparar os niveis séricos maternos do mediador ANXA1 e das citocinas IL1, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF- no grupo induzido, entre as gestantes com boa resposta & indug¢do do trabalho de parto e as ndo
responsivas. - Comparar a resposta inflamatoria basal em todos os grupos. - Determinar @ comparar a
densidade do mediador ANXA1 e do receptor FPR2/ALX na placenta e membranas amnidticas, em todos os
grupos. - Definir e comparar os niveis placentarios e nas membranas amnidticas das citocinas IL-1, IL-8, IL-
8, IL-10 e TNF- em todos os grupos - Realizar avaliacdo histoldgica para pesquisa de células inflamatorias
como macrofagos, neutrofilos @ mondcitos na placenta e membranas fetais em todos os grupos. -
Correlacionar o5 niveis séricos iniciais da ANXA1 e das citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF- com o indice
de Bishop, com o tempo de resposta a inducio do trabalho de parto e com o tempo de evolugdo do trabalho
de parto, no grupo induzido.”

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

“Riscos: Minimos, limitados a desconforto da pungdo venosa para coleta de dados, com eventual equimose
e desconforio pela necessidade de responder questionamento a respeito de aspectos sociodemograficos.
Beneficios: O beneficio sera indireto, com aperfeicoamento do conhecimento dos mecanismos envolvidos
no desencadeamento do trabalho de parto fisiclogico e possivel desenvolvimento de tratamento alternativo
tanto para a gestagioco prolongada quanto para partos prematuros.”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A proposta est3 bem estruturada e apresenta relevancia cientifica.

Enderego: Avenioa Pedra Branca, 25

Balrro: Cla Universitaria Pedra Branca CEP: 83.137-270
UF: SC Municiplo: PALHOCA
Tolefons: (43)3273-1036 Fax: (48)3279-1034 E-mail: cap.contatogunisul.br
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Consideragbes sobre os Termos de apresentag3o obrigatoria:

Em virtude da forma de preenchimento as informagdes inseridas no formulario eletrdnice (Informagdes
Basicas do Projeto) ndo estio pouco legiveis, pois os sistema transformou todos os sinais graficos em texto,
favor cbservar e ajustar. Para exemplificar observem como ficou o objetivo primario:

“Avaliar resposta inflamat&#85533;ria basal, a express&#85533.0 da ANXA1 e do receptor FPR2/ALX, dos
leuc&#65533;citos e das citocinas inflamat&#65533;rias no sangue materno, na placenta @ membranas
amni&#85533;ticas, no trabalho de parto induzido.”

Aos serem identificados os riscos as medidas para eliminar ou reduzir estes devem ser propostas, tal come
instrui a Resolugdo CNS no. 466/12.

Conforme solicitado no item 13.1 da Resolugdo CNS 441, de 12 de maio de 2011, quando amostra biologica
& requerida para a realizagdo da pesquisa urge detalhar em todos os documentos o nimero de coletas, o
volume de cada amostra, quem fara o procedimento e o destino do material apos as analises.

No Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) procurem observar que seja possivel a
compreensdo irrestrita do documento preferindo o uso de termo e expressdes coloquiais. Compreendo que
a imers3o no projeto dé aos autores muita clareza, entretanto para uma mulher abordada proxime ao
trabalho de parto, com todas as incertezas e expectativas, pode ser dificil compreender. Eu tomei a
liberdade de destacar o trecho que penso ser de dificil compreens3o. “Acraditamos que ela seja importante
pois avaliar essa associag3o, pode ser Util na elucidag3o do gatilho para desencadeamento do trabalho de
parto fisiologico e possivel desenvolvimento de tratamento alternativo tanto para a gestacio prolongada

quante para partos prematuros.”

Recomendagdes:

Sugere-se revisar o sumario e a grafia de algumas palavras no projeto.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

De acordo com Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo cbrigatoria:

(1) Devido & forma de preenchimento as informagdes inseridas no formulario eletrdnico (Informagdes Basicas
do Projeto) ndo est3c pouco legiveis, favor cbservar e ajustar.

(2) Aos riscos existentes importa descrever como serdo atenuados;

(3) Sobre os materiais biologicos que serdo amostrados descrever na metodologia (do projeto e no formulario
de informagdes basicas sobre o projeto):

(3.1) O tempo de armazenamento, o destino final do materiais apds o processamento (descarte ou

armazenamento).

Endersgo: Avenida Pedr Branca, 25

Balrro: Clo. Universitana Pedra Branca CEP: 83.137-270
UF: SC Municiplo: PALHOCA
Telefone: (4532731036 Fax: (48)3279-1094 E-mali. cep.contatog@unisul.br

Pager 03 de 05

59



60

UNIVERSIDADE DO SUL DE
SANTA CATARINA - UNISUL

‘\' -‘I, jm
- _‘::d
COMITE DE ETICA EM PESOUSA
COM SERESHUMANGS

Cortnuag8o do Parecer: 2.986.325

(4) Quanto ao TCLE:

(4.1) Sobre os materiais biolégicos Esclarecer de forma simples, clara e completa, o volume dos materiais
que ser3o coletados, o nimero de coletas o propdsito das coletas (analises que serdo realizadas), a
instituic3o para qual serdo enviados, o tempo de armazenamento, o destino final do materiais apos o
processamento (descarte ou armazenamento).

(4.2) Observar a compreensao irrestrita do documento preferindo se expressar de modo mais cologuial e
acessivel.

Consideragbes Finais a critério do CEP:
O presente protocolo de pesquisa apresenta-se com o parecer pendente, ou s£ja, quando o CEP considera

necessana a revisdo do protocolo apresentado para que o mesmo esteja em consonancia com a Resolugdo
456/12 do Conselho Nacional de Salde.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagoes Basicas PB_WFORMAQOES_BAS!CAS_DO_P 26/09/2018 Acsito
|do Projeto RCOJETO 1218934 .pdf 23:01:09
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/09/2018 Aceito
|do Projeto RCJETO 1218934 pdf 22:47:51
Declaragé'o de declaracao_de_instituicac.pdf 28/09v2018 |Lia Karina Volpato Aceito
Instituicao e 22:37:05
| Infraestrutura
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 26/08/2018 |Lia Karina Volpato Aceito
22:35:05
Projeto Detalhado / | Projeto_TP_CEP.pdf 23/09/2018 |Lia Karina Volpato Aceito
Brechura 20:42:44
|investigador
Orgamento Orcamento_TP.pdf 23092018 |Lia Karina Volpato Aceito
20:42:12
TCLE/Termosde |TCLE_TP.pdf 23092018 |Lia Karina Volpato Aceito
Assentimento / 20:39:03
Justificativa de
|Auséncia
Cronograma Cronograma_CEP pdf 23/02/2018 |Lia Karina Volpato Acaito
20:37:46

Enderego: Avenida Pedra Branca, 25

Balrro: Cld Universitaria Pedra Branca
Municiplo: PALHOCA
{48)3279-1036

UF: SC
Telefone:

CEP: 33.137-270

Fax: (4B8)3279-1024

E-mall: cap.contatog@unisul.br
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Pendente
Necessita Apreciagiao da CONEP:
Nic

PALHOCA, 20 de Qutubro de 2018

Assinado por:
Josiane Somariva Prophiro

(Coordenador(a))
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DOUTORADO

Association between Hormonal Contraception and
Injuries Induced by Human Papillomavirus in the
Uterine Cervix

Associacao entre a contracepcao hormonal e lesoes induzidas
pelo virus do papiloma humano no colo uterino

Lia Karina Volpato?

! Post-Graduation Program in Health Sciences, Universidade do Sul de
Santa Catarina, Pabexga, SC, Brazil

Rev Bras Gnecol Obstet 201840:196-202.

Abstract

Keywords

= hormanal
contraception

= human
papillomavirus

- HPV

= ethinylestradiol

Resumo

received

December 14, 2017
accepted

Maech 8, 20138
published calne
Apdil 27, 2018

lsabela Ribeiro Siqueira® Rodrigo Dias Nunes'

Anna Paula Piovezan'

Address for correspondence Lia Karing Volpato, Postgraduate
Program im Health Sciences, Universidade do Sul de Santa Catarina
{UNISUL), Campus Grande Floriandpolis, Av. Pedra Branca, 25,
Palhoga, SC, 88137270, Brazil (e-mail: lakarina@hotmail.com).

Objective  To evaluate the association between hormonal contraception and the
appearance of human papillomavirus HPV-induced lesions in the uterine cervix of
patients assisted at a school outpatient clinic - ObGyn outpatient service of the
Universidade do Sul de Santa Catarina.

Methods A case-control study, with women in fertile age, performed between 2012
and 2015. Atotal of 101 patients with cervical lesions secondary to HPV were included
in the case group, and 101 patients with normal oncotic colpocytalogy, in the control
group. The data were analyzed through the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS, IBM Carp. Armonk, NY, US) software, version 24.0, using the 95% confidence
interval. To test the hamogeneity of the proportions, the chi-square (x°) test was used
for the qualitative variables, and the Student t-test, for the quantitative variables.
Results  When comparing the occurrence of HPV lesions in users and non-users of
combined oral contraceptives (COCs), the association with doses of 0.03 mg or higher of
ethinylestradiol (EE) was observed. Thus, & higher probability of developing cervical lesions
induced by HPV was identified (odds ratio [OR}: 1.9p = 0.039); and when these cases were
separated by the degree of the lesion, the probability of these patients presenting with low-
grade squamous intraepithelial lesion was 2.1 times higher (p = 0.036), but with no impact
on high-grade squamous intraepithelial lesions and the occurrence of invasive cancer. No
significant differences were found in the other variables analyzed.

Conclusion Although the results found in the present study suggest a higher
probability of the users of combined harmonal contraceptives with a concentration
higher than 0.03 mq of EE to develop low-grade intraepithelial lesions, more studies
are needed to conclude causality.

Objetivo  Avaliar a associagdo entre a contracepcdo harmonal e a presenca de lesdes
induzidas pelo virus do papiloma humano (HPV) no colo uterino de pacientes do servico

DOI https:f)doi.org)
10.1055/5-0035-1642603.

ISSN 0100-7203.
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A Simple, Reproducible and Low-cost Simulator
for Teaching Surgical Techniques to Repair
Obstetric Anal Sphincter Injuries

Um Simulador simples, reproduzivel e de baixo custo
para o ensino de técnicas cirtrgicas para reparar lesoes
obstétricas do esfincter anal

Roxana Knobel! Lia Karina Volpato!  Liliam Cristini Gervasi' Raquel de Almeida Viergutz'

Alberto Trapani |Gnior’

1 Depantment of Ginecology and Obstotrics, Universidade Federal de  Address for cormespondence B Knobel, PRD, Dep de
Santa Cataring, Floriandpolis, SC, Brazil Ginecologia ¢ Obstatricia, Universidade Federal de Santa Catarina,

Campus Unh drio, SN, Floriandpolis, SC, 33036800, Bzl

Rev Bras Cinecol Obstet 2018;80:465-470. (e-mai: rknobei@gmai com).

Abstract

Keywords

= natural childbirth

= suture techniques

= anal sphincter/
injuries

= simulation training

Resumo

received
February 16, 2018

accepted
May 28, 2018

Objective  To describe and evaluate the use of a simple, low-cost, and reproducible
simulator for teaching the repair of obstetric anal sphincter injuries (OASIS).
Methods Twenty resident doctors in obstetrics and gynecology and four obstetri-
cians participated in the simulation. A fourth-degree tear model was created using low-
cost materials (condom simulating the rectal mucosa, cotton tissue simulating the
internal anal sphincter, and bovine meat simulating the external anal sphincter). The
simulator was initially assembled with the aid of anatomical photos to study the
anatormy and meaning of each component of the model. The laceration was created
and repaired, using end-to-end or overlapping application technigues.

Results The model cost less than RS 10.00 and was assembled without difficulty,
which improved the knowledge of the participants of anatomy and physiology. The
sutures of the layers (rectal mucosa, internal sphincter, and external sphincter) were
performed in keeping with the surgical technique. All participants were satisfied with
the simulation and feltitimproved their knowledge and skills. Between 3 and 6 months
after the training, 7 participants witnessed severe lacerations in their practice and
reported that the simulation was useful for surgical correction.

Conclusion The use of a simulator for repair training in OASIS is affordable (low-cost
and easy to perform). The simulation seems to improve the knowledge and surgical
skills necessary to repair severe lacerations. Further systematized studies should be
performed for evaluation.

Objetivo  Descrever e avaliar a utilizagio de um simulador simples, de baixo custo e
reprodutivel para o ensino de sutura de laceragdes perineais de 4* grau.

DOI hatps:f/doi.orgf Copyvight © 2018 by Thieme Revinter  Liconse terms
10.1055/+-0035-1668527. Publicaches Lida, Rio de Janeire, Brazil
ISSN 01007203, @ @
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Annexin Al, FPR2/ALX, and inflammatory cytokine expression in peritoneal

endometriosis =
Lia Karina Volpato®, Verdnica Vargas Horewicz, Franciane Bobinski, Daniel Fernandes Martins,
Anna Paula Piovezan®
Pescgraduste Progras be Health Saesces, Unineraity of Soathern Sastu Catering (UNISUL), Conpas Geande Aloriamipelis, Avesida Padrw Sranca, 25, Palloga, SC, CEP
88137270 Brad
ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: To characterize Annexin Al (ANXAL), PPR2/ALX and cytoki i | end is and to
Enduseerimis clarify their role in its etiology, a cross-sectional study was ptrfwmd with ‘nny wamen in reproductive age (22
ANAL patients with endometriosis and 18 control women) that hind undergone Japaroscopic surgery. Pecitaneal biogsy
FPR2/ALX and fluid aspirations from end josis and control semples weee analyzed for the expression of ANXAT, FPR2/
:”' - ALX and cytokines. ANXAL and FPR2 / ALX Jevels were d by bloring and ! 18 (I
Aanesin Al 1), Interleukin 4 (IL.4), rhewlin & (IL-6), and interleukin 10 (1L-10) levels were qunnnﬂedby enzyme: linked
immunasarbent assay (ELISA). The present study identified the pi in human p 1 tissue of ANXAL
and FPR2 / ALX both in bealthy condition and in women with peri | end: Josis, by . was lower in
endometriosis samples than in control samples. By quantifying the lL-6 and [-1P cyrokines in the peritoneal
fluid by ELISA, this stady identified a higher 11-6 n insis group, bur mo significative
difference in IL-168 levels. The 1L-4 and [L-10 leveds coald not beduo:mt
These results indicate that the reduction of the indl y i could be responsible for
the infl; y Process perp and wa g of end Al
1. Introduction activities in with end iasis, suggesting that immunoplogical
factors are involved in end sasis pathogenesis (Miller et al.. 2017).
Endometriasis is chamacterized by the presence of glandular epi- In addition, current h lulh i iasis to an infl
thellum and/or end fa) stromal tne imph (Vercellini process {Monsanto ot al., 2016), 1t is believed that there is a change m

ot al, 2007) and affects about 10% of the female population during
their reproductive years (Fuldeore and Soliman, 2016), and Its symp-

tissue homeastasts, allowing greater viability of desquamated en-
dametrial cells during menstruation caused by the reduction of apop-

toms are responsible for work-related absences, as well as i

* 3

quality of life (Oliveira et al, 2015),

The veigin of end rlasis r b The pson's theoey
15 the most widely accepted and suggests that Implantation of en-
dometrial cells comes from menstrual blood reflux through tubes into
the peritoneal cavity (Butt, 2011). Complementing this theory, cur-
rently, it is believed that i logical and hormonal factors influence
the peritoneal envi and p the elimination of these cells
(Miller et al, 2017). Recently, several studies have been conducted
which demonstrated that many immune cells have altered their

tosis p (Kralickava and Vetvicka, 2015).

It is suggeste] that menstrual reflux in with end
may Include factors such as lnﬁummmry cytokines that Induce
changes In peritoneal helium, all g end rial coll adhes!

to the peritoneum {(Rakhila et al, 2016; Jurgensen et al, 2007; Wu
etal, 2017 After adhesion, there & proliferation and invasion of cells
in the peritaneum, which causes lesions and adherence between organs
anxl results in anatomical distortion and, consequently, pain (Aich et al,
2015).

The inflammatory resolution process [s very strong and depends on

Abdresiations: ANXAL, A in Al; ERK1/2, !‘.urxellulm sigmal-regulaed kinsses 1/2; FPR2/ALX, Nmyl peptide recepear 2/ spirin-triggered lipoxing LPA,
Phaspholipid Iy hosphatidic acid; PMN, Polymorp phils; TEMED, hylothyk
e mnhnu a Pr de Pos Grady em Clenclas da Saude, UNISUL, c:mpus Gunde Floslandpalls, Avenida Pedra Branca, 25, Palboga, SC,

CEP 88137 20 I!mnl

E-mail addresses; lia. volpatosinmisul br (LK. Volpato), vhorewicxsshotmail,com (V.V. Horewicz), franciane bobinski@amisul br (P. Bobinski),
dantel martineAdiunisul br (DF, Martins), anna. piovezanéiunisul be (AP, Plovezan).
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Distress Scale (TPDS) in the Brazilian cultural context

Lia Karina Volpato**, Debora Cristina Siqueira®, Rodrigo Dias Nunes®”, Jodo Ghizzo
Filho?, Jefferson Traebert”
* Bogianal Heapiral Dv, Homero de Mirsnds Games, R Dostinges Ffomens 59, CER 30103430 Sdo food, Sasta Coraring, Srazd

* Pasgroduere Program (n Heafth Saences, Soschern Universtty of Sento Cararing (PRGES UNSTL L Av. Fedro raeca. 25 CEP §8137.270, falvoga. Sento
Covaring, fmcd

ARTICLE INFO ABSTRACT

Arziche bsioey,

Receved 20 Janwary 2009
Rivised 24 Aprad 2019
Accepred 28 Apell 2019

Objective The purpose of this study was to perform the translation, cress-cultural adaptation and vali-
datson of the Tilburg Pregnancy Dustress Scale (TPDS) i the Brazilian cultural context and to venfy its
psychometric properties,

Design Cross-cultural ad. jon and of ad scake.

Setting The study was carried out in 2 prenatal clinic of & reference matemity hospital in southern
Brazil

Pasticipants 160 childbearing women,

Methods The adapeation of the TPDS 1o the Portuguese language In is Brazilian version met the
methodological criteria propased by the In iomal Socety for Pharmacoeconomics and Outcomes Re-
search, To validate the proposed Brazilian version, the questionnaire was applied to 160 childbeaning
waomen from the prenatal dinic of a reference matemity hospital In southern Brazil on two occasions be-
tween February and May 2018, The stability of the instrument. its internal consistency through Cronbach's
alpha and the construct valldity were all ¢ d through expk v factorial analysss. The extraction
of mamn components by rotation of Varimax enabled definstion of the commanalities of the items of the
proposed Brazilian version, The stly was approved by the local Exhics Commuttee.

Findings The test-retest technigue demonstrated strong stability, with a Pearson correlatson coefficient
of 0.93 (p « 0.001) and an intrackass correlation coefficient of 0.92 (p « 00011 The general Crondach's
alpha was Sound to be A.73. All items presented a factodial load = 0.44 populations m the factesial anal-
ysis. Through the method of extracting components, three domains were obtained among the 16 issues
of the propased tool: (1) affectson and invoalvement of the partner, (2) feelings about childbirth and (3)
feelings about the future.

Key Conclusions The proposed Brazidian version of the Tilburg Pregnancy Distress Scale to evaluase
stress and ammoety in pregnancy maintaned the onginal context of the instrument while adding features
specific to Brazilian reality,

Implications for Practice This 15 an easily understood scale that is reliable. valid and adequate to the
Brazibian social context. it will aid in the assessment of anxiety and stress in chikibearing women during
prenatal care.

Reywords:
Questionnaimes
Validation studies
Psychometrics
Distress
Pregnancy

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

The gestational persod is full of expectations and brings with it
many physical and emotional changes. so the childbearing woman

* Corvespanding aurhor at: PPOCS Campus Grande Fleciantpolis. Avenida Av. Pe-
dra Branca, 25, CEP £2137.270, Palhoga Santa Catanna, Seazil.
E-mafl ofdresses: Bakacdna@hoemalloom, Tasoigseodunisullis (LK. Volpato},
man ghrzotnisul bir 4. Gheeo Filhol sefiersom trachert@amisul br {§ Tracbert)

hteps:{dolong 101085 midw 201904012
N266-5138/© 2019 Ekevies Lid All rights seserved.

is in a position to face several challenges (Courounti et al, 2012),
As a result, there is greater vulnerability to the presentation and
development of mental disorders such as stress, anxiety and de-
pression (Smith et al, 2011), Non-psychotic mental disorders occur
more frequently in childbearing women than in the general pop-
ulation. In addition, pregnancy is plagued by fears and concems
that may represent a specific type of emotional response in women
(Huizink et al, 20404), Most studies seck to differentiate the state of
anxiety in gestation from the anxiety trait that is a characteristic of
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Abstract: The pathogenesis of endometriosis is still controversial, although it is known that the
inflammatory immune response plays a critical role in this process. The resolution of inflammation
is an active process where the activation of endogenous factors allows the host lissue to maintain
is. The mechanisms by which pro-resolving mediators (PRM) act in endometriosis are
still little explored. Thus, this integrative review aims to synthesize the available content regarding
the role of PRM in endometriosis. Experimental and in vitro studies with Lipoxin A4 demonstrate a
potential inhibitory effect on endometrial lesions” progression, attenvating pro-inflammatory and
anglogenic signals, inhibiting proliferative and invasive action suppressing intracellular signaling
Induced by cytokines and estradiol, mainly through the FPR2/ALX, Investigations with Resolvin D1
demonstrated the inhibition of endometrial lesions and decreased pro-inflammatory factors. Annexin
Al is expressed in the endometrium and is specifically present in women with endometriosis,
although the avallable studies are still inconsistent. Thus, we believe there is a gap in knowledge
regarding the PRM pathways in patients with endometriosis, It is important to note that these
substances’ therapeutic potential is evident since the immune and abnormal inflammatory responses
play an essential role in endometriosis development and progression.

homeost.

Keywords: endometriosis; inflammation mediators; annexin Al; Lipoxin A4; receptors; Lipoxin;
Resolvin; review

1. Introduction

Endometriosis is a chronic, inflammatory and estrogen-dependent disease charac-
terized by endometrial tissue outside the uterine cavity. It affects approximately 10%
of women of reproductive age and is associated with chronic pelvic pain and infertil-
ity [1]. The pathophysiology of endometriosis is controversial. Sampson’s (1927) retrograde
menstruation theory is still the most accepted, describing that the reflux of endometrial
fragments would allow the implantation of these cells outside the uterus, especially in the
pelvic cavity [2], However, genetic, neuronal, hormonal and immunological variations
may facilitate the adhesion and development of endometrial implants [3].

It is known that 17-f-estradiol (E2) plays a strong influence on the development
and progression of endometriosis, acting via estrogen receptors (ER) that are abundant in
reproductive tissues, in addition to activating several intracellular signaling cascades in
the inflammatory process |4].

Several studies demonstrate that the immune response plays an essential role in the
genesis of endometriosis. Many active immune cells, especially peritoneal macrophages,
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The development and psychometric
validation of a low-cost anthropomorphic
3D-printout simulator for training basic
skills applicable to office-based
hysteroscopy

Ana Rita Peixoto Panazzolo™", Leisa Beatriz Grando', Lia Karina Volpato' and Getillio R de Oliveira Filho®

Abstract

Background: Hysteroscopy training requires the development of spediic psychomotor skills. Few validated low-
cost modeds exist in hysteroscopy. The main objective of this study is to determine face, content, and construct
validity of a simulator designed for training basic hysreroscopy skills applied 1o office-based hysteroscopy.
Methods: Twenty-five hysteroscopy expens and 30 gynecology residents partidpated in this prospective obsenational
study. The simulator consisted of three color-textured, slicane-coated anzhropomorphic 3-dimensional (3-0) prntout
uterine models inside a box. Each uterine moded in the simulator was designed 1o develop one of the following basic
hysteroscopic skl hysteroscopic navigation, direct biogsy, and foreign body removal Participants performed five
video-recorded simulation attempts on each model. Procedure-spediic chackists were used 10 rate pedonmance.
Results: Median scores (25th-75th percentiles; pvalue) 4 (3-4; p < 0001) and surgical experience associated to the
smulated procedures 4 (3-4; p < 0.001) indicated positive perceptions as to the realism of the internal cavity of the
sirnulator. Median scoses of 4 (3—4; p < 0001) were assigned to the realism and utility of the tasks performed in the
simudator for enhanding navice training in hysteroscopy. Expert parformance scores were significantly higher and task
completion times were significantly lower than those of novices in the navigation exercise (f, o = 56.66;p < 0001},
the directed biopsy exardse (F; oy = 2245; p < 0001), and the foreign body removal exercise (Fy; oy = 5851; p < 0.001).
Novices' performance improved on all theee exescises: navigation exercise (F, oy = 182.44; p < 0.001), directed
endometrial biopsy (f sy = 11053 p < 0.001), and foreign body removal (F, oq = S862 p < 0.001). Expens' task
completion times were significantly lower when compared 1o that of novices in the five attempts (o < 0001) of the
exercises: nniation (F, ey = 2546; p < 0001), directed Diopsy (F, .) = 31.20; p < 0001}, and foreign body removal
(Fr1zc = 695, p < 0.001). Nowices” 1ask completion times diminished significantly throughout the sequence of exerciges.
Concdlusions: The low-cost simulator designed for the acquisition of basic skills in hysteroscopy dermonstrated face,
content, and construct validity.

Keywords: Hysteroscopy, Office-based hysteroscopy, Printing, 3-Dimensiond, Simalation training, Validation studies
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance Cazearra syhesmiz Sw. 1s widely used i popular
medicine to treat inflammatory disorders based on the folk use and some literature about
efficacy. Aim of the study This study evaluates the anti-hyperalgesic activity of the
hydroalcoholic crude extract of Casearia sylvestris (HCE-CS) in an endometriosis animal
model Methods and results Sixtzen femals Swiss mice of endomemosis (ENDO) zroup
were randomized into two groups after the implantation and establishment of
heterologous endometrium onto the peritoneum abdominal wall and weated with HCE-
CS 30 mg/kg or vehicle via gastric tube. The sham group consistad of eight female Swiss
mice. The Von Frey test's behavioral evaluation to evaluate the levels of response 1o the
mechanical nociceptive stimulus was performed before the surgery. befors the reatment,
and 30 min 1h. 2h and 3h after the administration of the extracts. A significant reduction
of hyperalgesia was observed in the group treated with HCE-CS compared with the
ENDO group without reatment, berween 30 min and 3h after the administration of the
extract. The highest response was observed in the 1h period after the administration of
the medication. The anti-hyperalgesic effect was reproduced on the second day of
treatment. Conclusion The results of this study demonstrate the anti-hyperalgesic potennal
of HCE-CS, justfying interest in conducting other studies that evaluate the direct effect
of this plant on endometriosis lesions and the mechanisms involved in the relief of pain.

Key words: Cazearia syhesmiz Sw., Salicaceas, Endometriosis, Anu-hyperalgesic.

RESUMO

Relevancdia etnofarmacologica: A Casearia syhesniz Sw. @ amplamente utnlizadz na
medicina popular para tratar doencas inflamatorias, com base no conhecimento popular e
am alguma literatura sobre eficacia.Objetivo do estudo: Este estudo avalia a atividade
anti-hiperalgésica do extrato bruto hidroalcoolico de Casearia syhvesmiz Sw. (HCE-CS)
em um modelo znimal de endometriose.Métodos e resultados: Dezesseis camundongos
suicos fémeas do grupo de endometriose (ENDO) foram randomizados em dois grupos
apos a implantacio & estabelecimento de endométrio heterologo na parede peritoneal e
tratados com HCE-CS 30 mg/kg ou veiculo viz sonda gastrica. A avaliagdo
comportamental pelo teste de Von Frey para avaliar 0s nivels de resposta 3o estimulo
nociceptive mecanico foi realizada antes da cirurgia, antes do ratamento e 30 min, 1h,
2h e 3h apos a administragdo dos extratos. Foi observada reducio significativa da
hiperalgesia no grupo tratado com HCE-CS em comparacio ao grupo ENDO sem
tratamento, entre 30 min e 3k apos a adminisracio do extraro. A maior resposta fol
observada no periodo de lh apos 3 administacio do medicamento. O efeito anti-
hiperalgésico foi reproduzido no segundo dia de tratamento.Conclusao: Os resultados
deste esmudo demonstram o potencial anti-hiperalgesico do HCE-CS, justificando o
interasse em realizar outros 2studos que avaliem o efeito direto dessa planta nas lesdes de
endomeatrioss 2 nos mecanismos envolvidos no alivio da dor.

Palavras-chave: Casearia syfvesrris Sw., Salicacea, Endometriose, Anti-hiperalgesia.
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