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RESUMO

A corioamnionite é uma patologia placentéria de etiologia infecciosa, associada com
aumento significativo de morbi-mortalidade materno-fetal e diversos estudos tém
discutido a importancia do seu diagndstico precoce. A abordagem diagnostica mais
utilizada € a andlise do liquido amnidtico, obtido por amniocentese (procedimento
invasivo, ndo inserido na rotina pré-natal do Brasil) e o padrdo-ouro para diagnostico
é 0 exame histopatoldgico da placenta, mas as fases analitica e pos-analitica deste
exame podem levar um tempo suficiente para retardar o inicio da terapéutica.
Objetiva-se, neste trabalho, a validacdo da avaliacdo citoldégica de material
subamniotico, através de um estudo de avaliacdo de teste diagndstico, comparando a
avaliacdo citolégica com respectivos resultados histopatoldgicos. 125 amostras
(excluséo de 2 amostras) foram avaliadas cito e histopatologicamente, obtendo-se
sensibilidade de 77,55%, especificidade de 60,53%, acuracia de 67,2% e valores
preditivos de 55,88% (positivo) e 80,7% (negativo). A alteracdo do cut-off para
positividade citolégica resultou em valores semelhantes a literatura, contudo, a alta
especificidade e o alto valor preditivo negativo demonstram baixa capacidade de
previsdo de corioamnionite histopatoldgica, sendo a avaliacdo citologica uma técnica

melhor utilizada para o diagndstico de auséncia de corioamnionite.

Palavras-chave: Corioamnionite, Citologia, Patologia, Estudo de teste diagndstico.
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ABSTRACT

Chorioamnionitis is a placental disease of infectious etiology, associated with a
significant increase of maternal and fetal morbidity and mortality. Several studies
have discussed the importance of its early diagnosis. The most widely used
diagnostic approach is the analysis of amniotic fluid, obtained by amniocentesis (an
invasive procedure, not inserted in the Brazilian prenatal routine) and the gold
standard for its diagnosis is the histopathology of the placenta, but analytical and
post-analytical phases of this exam may take enough time to delay the onset of
therapy. This work aims for the validation of cytological evaluation of subamniotic
material, through a diagnostic test study, comparing the cytologic evaluation with
respectively histopathologic results. 125 samples (2 samples excluded) were
evaluated cytologically and histologically, yielding a sensitivity of 77.55%,
specificity of 60.53%, accuracy of 67.2% and predictive values of 55.88% (positive)
and 80.7% (negative). Changing the cut-off for cytological positivity resulted in
values similar to literature, however, the high specificity and high negative predictive
value demonstrate low capacity to foresight histopathological chorioamnionitis, with
the cytologic evaluation being a technique best used for the diagnosis of absence of

chorioamnionitis.

Keywords: Chorioamnionitis, Cytology, Pathology, Diagnostic test study.
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1 INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Infeccdes no Periodo Gravidico-Puerperal

Infecgbes durante a gestacdo incluem um conjunto de patologias de etiologia
infecciosa que afetam a placenta e o feto, levando a inimeras complicacdes obstétricas
(Al-Aldani; Sebire, 2007). Essas complicacbes estdo associadas com aumento
significativo da morbidade e da mortalidade maternas e fetais, além de aumentar
consideravelmente os custos com cuidados de saude (internacdes prolongadas,
necessidade de internacdo em centros de terapia intensiva, métodos diagnosticos onerosos

e uso de medicacdes de alto custo (Czikk et al, 2011).

Complicacdes maternas incluem risco aumentado para hemorragias pos-parto,
atonia uterina e complica¢Bes raras como choque séptico, coagulopatias e sindrome da
angustia respiratoria do adulto; além de aumentar a incidéncia de partos cesareos. Em
situacOes de cesarianas, na presenca de infeccdo intra-amnidtica (I11A), ha aumento do
risco para transfusdo sanguinea materna, tromboflebite séptica pélvica, formacdo de

abscessos pélvicos e infecgdo de sitio cirargico (Czikk et al, 2011).

ComplicagOes fetais e neonatais incluem risco para sepse neonatal (SN),
pneumonia e desenvolvimento da sindrome de resposta inflamatdria fetal (SRIF), com

aumento na incidéncia de alteracdes neuroldgicas e respiratérias (Czikk et al, 2011).

As infeccBes no periodo gravidico-puerperal sdo, geralmente, subclinicas e o
diagnostico s6 é firmado mediante analise histopatoldgica da placenta ou do feto. Em
alguns casos, sinais e sintomas maternos podem indicar um processo infeccioso no
periodo obstétrico (Al-Aldani; Sebire, 2007). Febre materna persistente (> 37,8°C),
principalmente associada a taquicardia materna e/ou fetal, € sugestiva de infeccao
(Federacdo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, 2008). Outros achados clinicos
incluem dor ou tensdo abdominal e leucorreia anormal (Czikk et al, 2011). Embora o
diagnostico seja clinico na grande maioria dos casos, exames laboratoriais podem

confirmar o diagnostico em mulheres sintomaticas (Montuclard et al, 1996).



H& dois mecanismos de infeccdo no periodo gestacional, com achados
histopatoldgicos distintos. Por um lado, infecgcdo ascendente, geralmente de sitio genital,
na grande maioria dos casos bacteriana, variando desde uma inflamacao cério-decidual
local, a franca corioamnionite (CA), com SN. Esta € uma das principais causas de aborto
de segundo trimestre e parto prematuro (PP) severo / prematuridade extrema, além de
estudos sugerirem que este mecanismo também pode ter efeitos potencialmente
importantes na lesdo cerebral neonatal, através da liberacdo de citocinas. Por outro lado,
disseminacdo hematogénica de uma infeccdo sistémica materna (bacteriana, viral ou
parasitaria), resultando em alteragdes no parénquima placentério e possivel transmissao
ao feto, com desenvolvimento de anomalias e complicagdes neonatais (Al-Adnani;
Sebire, 2007).

1.2. Fisiopatologia das Infeccdes de Membranas Amnidticas

A literatura mostra que a IlA (inclusive com graus de severidade distintos) esta
associada a resultados perinatais adversos, independente da deteccdo microbioldgica de
patogenos (Lee et al, 2010; Combs et al, 2014), levando alguns autores a especular o
desenvolvimento de uma sindrome de resposta inflamatoria amnidtica, que explicaria as
adversidades secundarias a 11A. Contudo, o prognéstico de pacientes com uma cultura do
liqguido amnidtico negativa é melhor do que o de pacientes com cultura positiva,
mostrando que o estado microbioldgico do liquido amnidtico (LA) é um importante fator
progndstico no desenrolar da gravidez. (Romero et al, 1992). A simples colonizagdo, sem
processo inflamatorio associado, é benigna (Combs et al, 2014).

Devido a natureza subclinica da I1IA, o diagndstico precoce depende de
amniocentese, que € um método invasivo, ndo realizado como rotina clinica (Federacdo
Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, 2006; Holst et al, 2006). O risco de perda fetal,
na amniocentese, é em torno de 1% (Broekhuizen et al, 1985; Amorim; Melo, 2009) a
2,1%, quando comparado a auséncia de procedimentos (1,3%). (Alfirevic et al, 2003). A
amniocentese deve ser realizada ap0s a 162 semana (Alfirevic et al, 2003), e sugere-se sua
realizacdo em casos de trabalho de PP e febre materna. (Mazor et al, 1992).
Amniocentese para reducdo, em casos de polidramnio acentuado, diminuem o
desconforto materno e o risco de trabalho de PP, mas sua realizacdo seriada aumenta o
risco de CA por Candida (Rode et al, 2000).



O modelo proposto de invasdo microbiana da cavidade amni6tica seria de uma
invasdo bacteriana intra-amni6tica inicial, através de uma regido discreta das membranas
amnidticas, seguida de proliferacdo bacteriana intra-amniotica e invasdo bacteriana das
membranas amnioticas, demonstrando a importancia do estudo do compartimento intra-
amniotico (Kim et al, 2009). A invasdo microbiana da cavidade amniética ocorre mais
frequentemente em pacientes com dilatacdo cervical, evento usual no segundo trimestre
(Romero et al, 1992).

De maneira geral, 2% a 4% das gestacbes a termo nos Estados Unidos séo
complicadas por CA. Essa incidéncia aumenta para 40% a 70% em situaces de PP
(Czikk et al, 2011). E uma causa comum de aborto no segundo trimestre e 0 processo
inflamatério parece antecipar o inicio do trabalho de parto, sendo um mecanismo
primario na etiologia de tais perdas (Allanson et al, 2010). Em caso de rotura prematura
de membranas amnidticas (RPMA) entre 34 e 36 semanas, o risco de CA ¢é de 16%, se

adotada conduta conservadora (Federacdo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, 2008).

A RPMA ¢ definida como rotura espontanea das membranas amniéticas apés a
202 semana de gravidez e antes do inicio do trabalho de parto. Antes da 20% semana,
caracteriza quadro de abortamento inevitavel. Quando acontece antes do termo (20 ateé 37
semanas), é classificada como rotura prematura pré-termo das membranas (RPPMA). O
periodo decorrido entre a rotura das membranas e o parto é chamado de periodo de
laténcia. Na gravidez a termo, a amniorrexe parece estar associada a um processo natural
de amadurecimento, no qual a quantidade de colageno do cérion diminui
progressivamente com o avancar da gravidez. Esse fenbmeno ocorre tanto em gestacfes
complicadas com RPMA, quanto naquelas em que a amniorrexe ocorre durante o
trabalho de parto. A infeccdo é uma das principais causas de RPPMA, sendo que estudos
mostram que 32% a 35% dos casos tém cultura de liquido amni6tico positiva (Federagdo

Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, 2008).

As bactérias infectantes produzem enzimas (proteases, colagenases e elastases)
gue atuam sobre as membranas, levando ao enfraquecimento e a rotura das mesmas.
Ocorre ainda uma diminuicao das concentrag¢Oes de fosfatidilinositol nas membranas, que
tem papel lubrificante na interface entre o corion e 0 amnio e sua diminuicdo leva a
menor distensibilidade das membranas, favorecendo a rotura (Federacdo Brasileira de

Ginecologia e Obstetricia, 2008). Mesmo ndo havendo recomendacgdes especificas



referentes a frequéncia de exames intraparto, avaliagdo fetal em casos de RPMA deve ser
feita frequentemente, inclusive em regime diario (Veille, 1988).

Invasdo microbiana da cavidade amniotica é detectvel em casos de PP, RPPMA
e em pacientes com RPMA no termo ou amniorrexe espontanea durante o parto (DiGiulio
et al, 2010a). Em casos de RPPMA, o impacto da invasdo microbiana da cavidade
amniotica ndo esta suficientemente caracterizado, em parte por causa da dependéncia de
métodos baseados em cultura (muitos casos com cultura negativa, tipicamente associados

a patdgenos do trato gastrointestinal) (DiGiulio et al, 2010b).

Ao diagndstico de RPMA, preconiza-se direcionar a conduta (se intervencionista
ou conservadora) baseado na idade gestacional (IG) e na presenca de infeccdo materna
(Federacdo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, 2008). Antibioticoterapia (ATBT) de
amplo espectro é considerada rotina no manejo de casos de RPPMA, entretanto tal
prética vem sendo avaliada (Jackson et al, 2012; Kiser et al, 2014). S&o evidéncias que
suportam esse questionamento: 1. administracdo de ATBT de amplo espectro raramente
erradica I1As em pacientes com RPPMA; 2. IIA desenvolveu-se em um terco das
pacientes sem inflamac&o prévia, independente da ATBT; 3. e um subgrupo de pacientes
com IlA diagnosticada demonstrou diminui¢do na intensidade do processo inflamatorio
apos inicio da ATBT (Gomez et al, 2007).

Bactérias sdo encontradas em membranas amnioticas de PPs ou a termo, sendo
gue uma maior quantidade e diversidade de espécies foram encontradas em casos de
prematuros extremos. Em situacdes de parto por via vaginal, ndo é possivel definir se
uma maior quantidade de bactérias reflete infeccdo ou colonizacdo das membranas
amnidticas durante o parto. Em casos de PP, a identificacdo de bactérias esta associada a
CA histoldgica e a uma depressdo imunoldgica materna pronunciada (Jones et al, 2009).
Estudos sugerem que a CA histolégica no termo €, na maioria das vezes, resultado de um

processo inflamatdrio ndo-infeccioso (Roberts et al, 2012).

CA histologica apresenta como achado caracteristico o amniotropismo de
neutrofilos nas membranas amnidticas, sendo classificado em categorias, de acordo com
o local onde se concentra o infiltrado neutrofilico (corddo umbilical e/ou membranas
amniodticas — decidua, corion e espaco subamnidtico) e a presenga de alteragdes

adicionais (como necrose) (Pankuch et al, 1989; Kim et al, 2015a).



A amnionite é a fase final da inflamacdo corioamniética extra-placentaria e seu
achado confere maior gravidade ao processo inflamatério, quando comparada a corionite
isolada. (Park et al, 2009a). Em casos de CA, demonstrou-se associacdo com apoptose

das células do miométrio humano (Lirussi et al, 2008).

A fisiopatologia do trabalho de PP desencadeado por condic¢Bes inflamatdrias,
como a CA, permanece em grande parte obscura. Embora a IlA é causalmente associada
com trabalho de PP, alguns pacientes tém trabalho de PP, na auséncia de infeccéo
demonstravel (Romero et al, 2011). Quimiocinas pré-inflamatorias tem sido associadas a
trabalho de PP (Esplin et al, 2005; Figueroa et al, 2005), sejam elas relacionadas com I1A
(como a interleucina 8 (Cherouny et al, 1993) ou ndo (como a MCP-1 - monocyte
chemotactic protein-1 - que pode desempenhar um papel no trabalho de PP,
independentemente da presenca de IIA (Esplin et al, 2005)). A inflamacdo pode ser

desencadeada mesmo em situac6es ndo infecciosas (Romero et al, 2011).

No pdlo anti-inflamatorio, a interleucina-10 é uma citocina chave para a
manutencdo da gravidez, ao atuar no combate da inflamacéo associada com trabalho de
PP. (Hanna et al, 2006). Inflamacg&o / infecco intra-uterina é citada como uma contra-
indicacdo para o uso de corticosterdides, entretanto, a literatura revela que o uso de
corticosterdides ndo esta associado com piora significativa em qualquer resultado
neonatal, e foi associado com reducGes significativas na sindrome do desconforto

respiratdrio e na sindrome da resposta inflamatdria sistémica (Goldenberg et al, 2006).

Em relacdo aos macrofagos placentarios presentes nas vilosidades, em toda a
gestacdo (células de Hofbauer — HBCS), alteracbes quantitativas, genéticas e
morfologicas dessas células tem sido descritas em diversas patologias placentérias, como
vilosite de etiologia desconhecida e CA. As HBCS desempenham um papel chave na
fisiopatologia placentaria, entretanto, hd poucas evidéncias e mais estudos séo

necessarios para elucidar suas fungdes (Tang et al, 2011).

1.3. Complicagbes Neonatais, com Enfase em Sepse Neonatal

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, ha cerca de 5 milhdes de mortes
neonatais por ano, 98% ocorrendo em paises em desenvolvimento, sendo infecgdo uma

das principais causas de morte (Miura et al, 1999).



A infeccdo bacteriana constitui uma importante causa de morbi-mortalidade
neonatal (Geisler et al, 1998). A incidéncia de SN varia de 7,1 a 38 por 1000 nascidos
vivos na Asia, 6,5 a 23 por 1000 nascidos vivos na Africa, e 3,5 a 8,9 por 1000 nascidos
vivos na América do Sul e Caribe. Em comparacdo, as taxas relatadas nos Estados
Unidos e Australasia variam entre 1,5 e 3,5 por 1000 para sepse de inicio precoce e até 6
por 1000 nascidos vivos, para sepse tardia, um total de 6 a 9 por 1000 para SN (Vergnano
et al, 2005). A incidéncia da sepse € maior em recém-nascido (RN) de baixo peso,
podendo chegar a aproximadamente 25%. Em paises em desenvolvimento, a sepse é
responsavel por 30% a 40% dos Obitos neonatais (Meireles et al, 2011). Além disso, a
taxa de mortalidade da SN varia com o tipo de patégeno (40% para gram-negativos, 28%
para fungos), estado de imunocompeténcia do RN (humoral, fagocitico e celular) e

complicacdes desenvolvidas (Miura et al, 1999).

O diagnéstico precoce e o inicio da ATBT, com apropriado manejo dos problemas
metabolicos e respiratorios, reduzem, significativamente, sua morbi-mortalidade,
contudo, o diagndstico precoce e de certeza é dificil, principalmente nas situacdes de SN
precoce (ndo ha teste diagndstico definitivo e os exames disponiveis possuem baixa
sensibilidade) (Miura et al, 1999). Sepse em neonatos pode ser diagnosticada, sem perda
de acuracia, com a coleta de hemocultura (volume sanguineo > 1,0 mL) em um tnico
sitio (Sarkar et al, 2006), sendo padrdo-ouro, apesar da baixa sensibilidade (Miura et al,
1999).

A SN precoce ocorre nos primeiros seis dias de vida (geralmente nas primeiras 72
horas de vida (Ceccon, 2008; Chacko; Sohi, 2005) e estd relacionada diretamente a
fatores maternos gestacionais e periparto (toques vaginais frequentes, CA clinica ou
histopatoldgica, rotura prematura e prolongada de membranas amnioticas, durante a
passagem através do canal de parto infectado e no momento de reanimacdo), com
comprometimento multissistémico, e agente etiologico (quando identificavel) prevalente
no trato genital materno ou nos ambientes da maternidade e sala de parto (Miura et al,
1999; Chacko; Sohi, 2005; Dutta et al, 2010). A prematuridade, o0 baixo peso ao
nascimento, a infeccdo materna e a rotura prolongada de membranas amnidticas séo

fatores de risco estatisticamente significativos para SN precoce (Goulart et al, 2006).

A SN tardia ¢ relacionada a infeccdo hospitalar, ocorrendo apds o sexto dia de

vida (Miura et al, 1999). Fatores maternos nao estdo relacionados ao surgimento de SN



tardia. Dentre os fatores neonatais, 0s principais foram a prematuridade e o baixo peso.
Com relagéo aos fatores nosocomiais, 0s procedimentos invasivos (cateterismo venoso
central, intubacdo endotraqueal, ventilagdo mecanica e nutricdo parenteral prolongada)

estiveram associados a doenca (Herrmann et al, 2008).

CA é um fator de risco para SN precoce, ndo havendo consenso entre 0s
neonatologistas sobre a duracdo do tratamento de bebés nascidos de mées febris com
hemocultura negativa, mas cujas placentas evidenciam CA histopatoldgica. HA uma
associacdo significativa entre CA, niveis elevados de proteina C reativa (PCR) sérica
materna e febre materna. CA associada a uma PCR elevada pode orientar a duracdo da
ATBT em criancas nascidas de mdes febris (Hoang et al, 2013). A IIA também esta
relacionada a restricdo do crescimento fetal (Di Giulio et al, 2010a).

A ATBT deve se basear na idade do paciente quando do inicio da sepse, origem
do RN (domiciliar ou hospitalar), historia materna, colonizacdo conhecida, situacfes
epidémicas, entre outros. O tempo de tratamento deve ser baseado em encontro de
bactérias e sua localizacdo (sangue, urina, liquor, secrecdo brénquica), evolucéo clinica e
repeticdo do exame microbioldgico. Uma vez identificado o patdgeno, é possivel uma
ATBT mais precisa (Miura et al, 1999). O conhecimento dos organismos causadores
provaveis e seus padrdes de sensibilidade contribui para uma utilizacdo mais racional e
adequada de antibidticos, minimizando, assim, o surgimento de bactérias

multirresistentes em unidades neonatais (Chacko; Sohi, 2005).

Em casos de natimortos, um estudo evidenciou positividade histolégica e
microbiol6gica em 8,4% dos casos, através de hemocultura fetal, anélise de swab

placentario e avaliacdo de funiculite (Monari et al, 2013).

Alguns estudos defendem o desenvolvimento de uma SRIF (desordem
multissistémica associada a PP iminente e resultado neonatal adverso), mais evidente em
I1A com infeccdo diagnosticada. E definida pela concentracio sérica de PCR em cordéo
umbilical e evidéncia histoldgica de funiculite (Lee et al, 2006; Lee et al, 2007; Park et
al, 2009a; Lee et al, 2010). Oligodmnio também e mais freqliente nessas condicdes (Lee
et al, 2010).

Com relagcdo as complicacBes respiratorias, CA aumentou a incidéncia de

colonizagdo traqueal precoce, o que predispde ao desenvolvimento de displasia



broncopulmonar (Young et al, 2005). Apesar de a SRIF ser um fator protetor para
doencas pulmonares cronicas (devido & maturacdo pulmonar desencadeada pelo processo
inflamatdrio), a SN esta fortemente relacionada a doencas pulmonares cronicas,
principalmente se relacionadas a infec¢bGes estafilocdcicas coagulase-negativas e
candidemias (Lahra et al, 2009).

CA também ¢ fator de risco para danos neuroldgicos em RNs. A associacdo
significativa de CA clinica ou histolégica com paralisia cerebral sugere que as estratégias
clinicas para prevenir ou reduzir CA levariam a uma reducdo na paralisia cerebral
(Shatrov et al, 2010). Exposicdo intra-uterina a infeccdo materna foi associada a um
aumento significativo no risco de paralisia cerebral em bebés prematuros ou com peso ao
nascer inferior a 1.500g (Horvath et al, 2012).

Jé& avaliacdo da velocidade do fluxo sanguineo cerebral nas primeiras horas do
nascimento pode ser adotada como método ndo-invasivo de significado prognostico e
diagnostico tardio imediato, pois significativa diminuicdo da resisténcia, vasodilatacdo e
aumento do fluxo sanguineo foram observados em todas as artérias cerebrais dos

pacientes com SN (Basu et al, 2012).

1.4. Diagnéstico das Infeccdes de Membranas Amniéticas

1.4.1. Principais Patégenos

CA pode ser causada por um unico patégeno ou ser polimicrobiana (65% das

culturas de LAs positivas identificaram dois ou mais agentes (Flores-Herrera et al, 2012).

Streptococcus do grupo B e Escherichia coli foram os patdgenos mais comuns
isolados (Bhola et al, 2008), principalmente em casos de bacteremia materna ou neonatal
complicando com IlA (Gibbs; Duff, 1991), ndo sendo detectada sinergia entre essas duas
bactérias (Flores-Herrera et al, 2012). Mulheres com cultura vaginal e/ou retal pré-natal
positiva para Streptococcus do grupo B séo consideradas colonizadas (Chan et al, 2013) e
fetos com infeccéo por esse patdgeno parecem apresentar sinais de SN periparto. (Tudela
et al, 2012). Alguns estudos advogam que o risco de SN precoce em um RN a termo de
uma mée com CA e triagem para Streptococcus do grupo B negativa é < 1% (Taylor;
Opel, 2012). E possivel detectar E. coli no LA através de Escherichia coli de referéncia



de agrupamento e fatores de viruléncia por reagcdo em cadeia da polimerase (Daoud et al,
2008).

Outros patogenos isolados incluem Ureaplasma urealyticum (Romero et al, 1992;
Hassan et al, 2006; Berger et al, 2009), e U. parvum (von Chamier et al, 2012)
(relacionados a disturbios gastrointestinais pds-natais (Wolfs et al. 2013)), Gardnerella
vaginalis, Fusobacterium sp (Romero et al, 1992; Hitti et al, 2001) e Mycoplasma
hominis (Gibbs; Duff, 1991; Czikk et al, 2011) (associados a respostas inflamatorias mais
intensas (Oh et al, 2010a)).

1A por Candida sp estd associada com a RPMA, trabalho de PP, infeccédo
neonatal grave e morte fetal (Romero et al, 1985; Chaim et al, 1993; Crawford et al,
2006). Diagnostico e tratamento precoce sdo essenciais e sao relatados casos relacionados
a amniocenteses de repeticdo (Rode et al, 2000) e a dispositivo intra-uterino retido.
(Chaim et al, 1993). Como a cultura pode levar dias, novos testes, tais como perfil

protedmico pode levar a um diagnostico mais rapido (Crawford et al, 2006).

Patdgenos menos frequentes incluem casos de CA e/ou SN (precoce ou tardia) por
Staphylococcus aureus (Geisler et al, 1998), Listeria monocytogenes (Mazor et al, 1992;
Sarkar et al, 2006), Pseudomonas aeruginosa (Muppala et al, 2007; Basu; Kumar, 2011),
Chlamydia trachomatis (Czikk et al, 2011), Neisseria gonorrheae (Czikk et al, 2011),
Clostridium perfringens (Vigliani, 2009), Bacteroides ureolyticus (Hitti et al, 2001),
Staphylococcus epidermidis (Sarkar et al, 2006), Klebsiella pneumoniae (Sarkar et al,
2006), Enterococcus fecalis (Sarkar et al, 2006) e Serratia marcescens (Sarkar et al,
2006).

1.4.2. Diagnéstico Clinico

Dados clinicos maternos com alto valor preditivo para IlA incluem IG (Bhola et
al, 2008; Jung et al, 2011; Park et al, 2012), tempo de rotura das membranas amnioticas
(Bhola et al, 2008), febre materna (Bhola et al, 2008; Federacdo Brasileira de
Ginecologia e Obstetricia, 2008), paridade (Park et al, 2012) e uso de antibidtico
intraparto (Bhola et al, 2008).

O comprimento cervical avaliado por ultra-sonografia transvaginal é uma

ferramenta clinica util no manejo de pacientes em trabalho de PP, ao auxiliar na previséo



de 11A e SN, principalmente em casos de insuficiéncia cervical (Holst et al, 2006; Lee et
al, 2008; Jung et al, 2011; Kim et al, 2012; Oncel et al, 2013). Um colo de Gtero curto (<
25 mm no segundo trimestre) € um preditor forte de PP espontaneo e 9% das pacientes

apresentaram I1A subclinica (Hassan et al, 2006).

Sangramento vaginal pode ser a unica manifestacdo clinica de IlA, ocorrendo em
14% dos pacientes com esse achado (Gomez et al, 2005). Apesar de quadros de placenta
prévia serem protetores contra infecgdo ascendente intra-uterina, casos de CA foram

relatados em pacientes com sangramento vaginal (Park et al, 2009b; Madan et al, 2010).

1.4.3. Exames Laboratoriais Séricos

A contagem serica de leucocitos materna tem relevancia tanto no diagndstico
(Allanson et al, 2010), quanto no manejo terapéutico (interrupcdo da ATBT) (Mikhael et
al, 2014) de pacientes com CA. Contudo, a literatura sugere mais estudos para melhorar a
sensibilidade do teste, especialmente em casos no inicio do segundo trimestre
(Montuclard et al, 1996). A contagem de leucdcitos em LA tambeém auxilia nesse
diagndstico (Oh et al, 2010a), bem como a contagem de leucdcitos em aspirado traqueal.
de RNs (Booth et al, 2009).

PCR sérica materna estd aumentada em casos de 1A (Oh et al, 2010a; Oh et al,
2011) e de SN (Jeon et al, 2014). Ja a PCR sérica de corddo umbilical é preditivo de
SRIF (Lee et al, 2007).

1.4.4. Avaliagao do liquido amniético

O LA provém dos organismos materno e fetal, em propor¢des variaveis de acordo
com a IG, composto por elementos em suspensao (células esfoliadas do &mnio, do feto e
goticulas de gordura) e em dissolucdo (substéncias organicas e inorganicas). Suas
funcdes sdo: permitir crescimento externo simétrico e desenvolvimento muscular do
embrido, impedir a aderéncia entre o embrido e 0 amnio, controlar a temperatura corporal

do embri&o e proteger o embrido contra traumatismos sofridos pela mée e infeccdes.

Uma dosagem de glicose < 14 mg/dL no LA parece estar associada a 1A (Odibo
et al, 1999; Edwards et al, 2001; Ford; Genc, 2011; Aguin et al, 2012; Lisonkova et al,
2014).
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Uma contagem de leucécitos no LA > 50 / mm?® também correlaciona com 1A
(Gomez et al, 2007; Aguin et al, 2012; Ryu et al, 2013), exceto quando estiver
contaminado com 1.000 hemécias / mm?® (Abdel-Razeq et al, 2010). A determinagio da
atividade de esterase leucocitaria estd associada a um aumento da probabilidade de
endometrite pos-parto, mas ndo com CA clinica ou morbidade infecciosa neonatal.
(Romero et al, 1988b; Coultrip; Grossman, 1992;). Niveis de G-CSF (granulocyte colony
stimulating factor) estdo elevados em CA, sendo bastante confidvel na sua previsao.
(Hoskins et al, 1997).

Dosagens de interleucinas no LA podem ser um complemento Util na exclusdo de
I1A (Coultrip et al, 1994). A interleucina-6 no LA é um marcador sensivel e especifico
quando > 600 pg/mL (Greig et al, 1993; Romero et al, 1993a, 1993b; Edwards et al,
2001; Kacerovsky et al, 2009; Oh et al, 2011; Aguin et al, 2012; Ryu et al, 2013). A
interleucina 8 é mais sensivel que a propria cultura de LA. (Cherouny et al, 1993).
Dosagens de interleucina 12 ndo se correlacionaram com resultados de cultura ou
incidéncia de trabalho de PP (Edwards et al, 2001).

A pesquisa de metaloproteases de matriz (MMP) também tem sido utilizada,
dentre elas MMP-9 (Locksmith et al, 1999; Edwards et al, 2001; Oh et al, 2011) e MMP-
8 (Lee et al, 2007; Kim et al, 2012), esta inclusive com um teste rapido disponivel (Nien

et al, 2006; Kim et al, 2007), considerando sua participacdo no processo de RPMA.

Valores de prostaglandina PGF2a > 170 pg/mL no LA estdo associados a 1A,
independentemente da cultura e a parto precoce em situacoes de RPMA (Lee et al, 2009).
Além disso, observou-se alteracBes na expressao de receptores de prostaglandinas na
placenta, levando a uma cascata de reacdes que estimulam o trabalho de parto (Unlugedik
et al, 2010). Niveis elevados de nucleossomas no LA também estdo associados a IlA.
(Lu; Hsu, 1999).

Acidos organicos de cadeia curta sdo subprodutos de metabolismo bacteriano, e a
sua deteccdo por meio de cromatografia gas-liquido em LA tem sido proposta como um
método rapido, sensivel e especifico para o diagndstico de infecgéo, entretanto, com valor
clinico limitado (Romero et al, 1988¢). O ensaio de Limulus Amebocyte Lysate utilizado
na deteccdo de endotoxinas de bactérias Gram-negativas apresenta resultados conflitantes
na literatura (Romero et al, 1987; Coultrip; Grossman, 1992). Outro metodo utilizado é a

deteccdo microbioldgica através de reacdo em cadeia da polimerase de amplo espectro
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em tempo real, associada a espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray, para

identificar e quantificar material genémico de bactérias e virus (Romero et al, 2014).

Exames de maior especificidade e valor preditivo positivo, porém com baixa
sensibilidade, sdo a bacterioscopia pela coloracdo de Gram (Broekhuizen et al, 1985;
Romero et al, 1988a; Carroll et al, 1996) e a cultura de LA (Hoskins et al, 1997; Kirchner
et al, 2007; Oh et al, 2010b), tanto para diagndstico de CA, quanto para predi¢do de SN.

A coleta de LA e swab de superficie placentaria em partos cesareos contribui

pouco ou nada no manejo pés-parto (Zbinden et al, 2011).

Até o momento, poucos métodos diagnosticos utilizando biomarcadores
inflamatorios tém demonstrado beneficio clinico. Os futuros esforcos devem concentrar-
se na busca de biomarcadores precisos, que possam ser obtidos de forma ndo invasiva e
permitam o diagndstico de situacdes subclinicas para inicio de intervencgdes eficazes, com

risco especifico (Genc; Ford, 2010).

1.4.5. Esfregago Vaginal

Vaginose bacteriana ou flora vaginal anormal (principalmente anerdbios)
detectada em esfregacos pré-natais estdo associados a 1A (Hitti et al, 2001), CA e PP
(Mass et al, 1999), porém ndo sdo indicadores de morbidade neonatal (Kirchner et al,

2007) e alguns estudos constestam essa relacdo (Takei; Ruiz, 2006).

ConcentracOes elevadas de PCR (Shim et al, 2005), IL-6 e IL-8 (Hitti et al, 2001)

no fluido vaginal foram detectadas em casos de IIA.

1.4.6. Avaliacao Histopatologica da Placenta

O exame histolégico da placenta pode fornecer informacdes valiosas, que
auxiliam no diagndstico e no tratamento materno e fetal. Culturas de material placentario
podem também fornecer informagfes valiosas para terapéutica, entretanto, sdo pouco
sensiveis. A técnica de swab placentario também é altamente especifica, mas pouco
sensivel (Bhola et al, 2008).

CA histoldgica esta estatisticamente associada a prematuridade, RPMA e SN

precoce (Novak; Platt, 1985), contudo, apenas 3% dos casos de CA histolégica resultou
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em SN confirmada por hemocultura (Lee; Leung, 2012). Nenhuma alteragéo
histopatoldgica placentéaria foi significativamente associada com neutropenia, Unico
parametro avaliado que parecia ter valor prognostico em um dos trabalhos (Novak; Platt,

1985). Funiculite esta presente em 4% das gestacdes (Lee et al, 2006).

O diagnostico de CA histologica em gestacbes a termo € uma condigédo
inflamatoria ndo-infecciosa, provavelmente relacionada ao contexto pré-inflamatério do
proprio trabalho de parto (Roberts et al, 2012; Conti et al, 2015), demonstrando a

necessidade de melhores métodos para diagndstico de infeccdo da cavidade amnidtica.

Os resultados histolégicos e bacteriolégicos foram concordantes em cerca de 70%
das placentas examinadas, com 61,1% dos casos negativos e 7,4% placentas com
resultados histologicos e microbioldgicos positivos. Resultados discordantes foram
observados em casos de CA leve ou inicial, ou em situagbes de infecgdo bacteriana
incipiente, sem lesGes microscdpicas detectaveis. E a porcentagem de culturas positivas
foi maior em casos de associacdo entre CA e funiculite. (Queiros da Mota et al, 2013).
No entanto, outro estudo demonstrou uma precisdo de apenas 58%, refletindo pouco o
quadro 1A (Pettker et al, 2007).

A técnica de esfregaco subamnidtico como exame de triagem para infeccdo intra-
amnidtica € uma maneira simples, rapida, ndo-invasiva e de baixo custo (Bruch et al,
1994), inclusive na investigacdo de causas infecciosas de Obito intra-utero (Bove, 1997;
Knowles, 1991; Chaudry et al, 2008). Ela foi primeiramente descrita em 1953 (Blanc,
1953) e validada em 1983 (Nessmann-Emmanuelli, 1983). Contudo, poucos estudos na
literatura trazem os reais beneficios dessa técnica, uma vez que a avalia¢do biogquimica e
microbioldgica de liquido amnidtico colhido em pré-natal é a metodologia adotada em
paises desenvolvidos, na previsdo de infeccdo intra-amnidtica, o que ndo é uma realidade

de paises em desenvolvimento, a exemplo do Brasil.

A corioamnionite € um diagndstico imperativo, considerando sua relagdo com
prejuizos ao feto e ao recem-nascido (Ericson; Laughon, 2015; Xie et al, 2015); além do
manejo complexo, tanto da mée, quanto da crianga (Shakib et al, 2015; Higgins et al,
2016); principalmente no que concerne ao uso de antibiodticos (Bhola et al, 2008; Lee et
al, 2015). Contudo, a literatura ressalta as dificuldades no diagnostico dessa entidade
(critérios clinicos maternos e fetais apenas em casos mais graves, diagnéstico através de

métodos ndo aplicaveis rotineiramente na propedéutica obstétrica, dificuldade na
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reprodutibilidade da cultura de materiais biologicos, fase pré-analitica longa do exame
padrdo-ouro) (Avila et al, 2015; Kim et al, 2015a, 2015b; Romero et al, 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos tém discutido a importancia do diagndstico precoce de
corioamnionite, especialmente para 0 manejo de sepse neonatal precoce. A abordagem
diagnostica mais utilizada nos estudos é feita através de analise do liquido amniotico
obtido por amniocentese durante o pré-parto, um procedimento invasivo, ndo inserido na

rotina pré-natal do Brasil.

Além disso, a literatura demonstra ineficiéncia da antibioticoterapia de amplo
espectro, em casos suspeitos de infeccdo intra-amnidtica, sendo mais eficaz quando
diagnosticada laboratorialmente a infeccdo ou a sepse neonatal, principalmente com

identificacdo do patdgeno.

O padrdo-ouro para diagnostico atual de corioamnionite € 0 exame
histopatologico da placenta. No entanto, as fases analitica e pds-analitica deste exame
podem levar um tempo suficiente para retardar o inicio da terapéutica, situacdo ndo ideal
em casos de sepse neonatal. Ja a coleta de material subamnidtico, com avaliacdo

citoldgica, poderia fornecer um diagndéstico de corioamnionite mais rapido e acessivel.

Ao relacionar os resultados da avaliacdo citoldgica de material subamniotico com
resultados histopatoldgicos da placenta (padrdo-ouro), o presente estudo propde um
método diagndstico para corioamnionite e posterior manejo de sepse neonatal precoce

mais rapido e acessivel.
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a acuracia da analise citologica de material coletado em espaco
subamnidtico placentario como teste diagndstico de corioamnionite, em compara¢do com

exame histopatoldgico das mesmas placentas.

3.2. Especificos

— Determinar a validade da andlise citoldgica de material coletado em espaco
subamniotico placentario como teste diagndstico de corioamnionite.

— Determinar a sensibilidade, especificidade e acurécia da analise citoldgica de
material coletado em espaco subamnidtico placentario como teste diagndstico
de corioamnionite.

— Determinar os valores preditivos positivo e negativo da analise citoldgica de
material coletado em espaco subamnidtico placentario como teste diagndstico

de corioamnionite.
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4 METODOS

4.1. Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo de avaliacdo de teste diagndstico para
comparagdo de resultados de andlise citologica de material colhido em espaco
subamniotico (espaco abaixo da membrana amnidtica e acima da placa coribnica) de
placentas de pacientes submetidas a parto no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias, nos anos de 2015 e 2016, com resultados de exame histopatologico das

mesmas placentas (padrdo-ouro).

4.2. Amostragem e tamanho da amostra

A prevaléncia de corioamnionite histologica da instituicdo foi levantada a partir
dos resultados das avaliagdes histopatoldgicas de placentas nos anos anteriores, sendo
encontrada uma prevaléncia de 8,73%. A partir dessa determinacgdo, foi calculado o
tamanho da amostra necessaria para avaliacdo do teste diagnostico, examinando-se as

placentas prospectivamente até alcancar a amostragem necessaria.

Para o calculo do tamanho da amostra para amostragem aleatéria nao-
randomizada, foi utilizada a seguinte formula: n = Z*Z [P (1-P)] / (D*D); na qual, Z é o
valor da distribuicdo normal padrdo correspondente ao nivel de confianga desejado (Z=
1,96 para Intervalo de 95% de Confianca - IC 95%), P é a prevaléncia esperadae D é o
erro maximo aceitavel na estimativa (semi-amplitude do IC - medida de precisdo), sendo

obtida uma amostra minima de 112 placentas.

Foram excluidas do estudo amostras de pacientes gestantes, cujos informes
clinicos, no pedido de exame histopatoldgico, indicavam o uso de antibioticoterapia

prévia.
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4.3. Avaliacao Citoldgica

Para coleta de material subamniotico (espaco virtual, localizado abaixo do epitélio
amnidtico), utilizou-se técnica preconizada por Blanc (Blanc, 1953; Nessmann-
Emmanuelli, 1983; Bruch et al, 1994), realizada anteriormente a fixacdo da placenta com
formaldeido a 10%.

Fez-se abrasdo de superficie fetal das membranas amnioticas, com alga metalica
de semeadura de urocultura submetida a chama. Com bisturi estéril, foi feita uma inciséo
no amnio, preferencialmente proximo ao corddo umbilical, com descolamento deste do
cérion subjacente, sendo exposto 0 espaco subamnidtico, com ajuda de pinga anatémica.
(McDonald; Chambers, 2000). Em condigdes de placentas gemelares, o procedimento foi

realizado em cada placenta, exceto em condi¢des monocoridnicas monoamnioticas.

Uma vez acessado 0 espaco subamindtico, coletou-se material, através de lamina
estéril, que foi distendido em lamina de vidro (devidamente identificadas com o numero
do protocolo cadastrado). Esta foi imediatamente imersa em alcool absoluto, para
fixacdo. As laminas foram coradas pela técnica de Papanicolaou e submetidas a avaliacao

citoldgica.

Para avaliagdo citoldgica, utilizou-se técnica preconizada e previamente descrita
por Blanc, 1961; Nessmann-Emmanuelli, 1983, por meio de analise semi-quantitativa de
neutrofilos. A leucometria amniotica foi calculada apds avaliacdo de 25 campos de
grande aumento (objetiva de 100x), nas areas de maior quantidade dessas células
(hotspot). Essa leucometria foi classificada como negativa (< 5 neutréfilos), leve (5 — 10
neutrdfilos), moderada (11 — 30 neutrdfilos) e acentuada (> 30 neutrofilos). Nao ha, na

literatura, outros parametros citomorfoldgicos descritos para diagnéstico de 11A.

4.4. Avaliacdo Macroscopica

Todas as placentas de partos realizados no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias foram recebidas no Laboratério de Patologia por técnico proprio da
instituicdo, sendo, imediatamente registrada sua recepcdo em um livro préprio de
protocolo e cadastrada no sistema de laudos institucional, recebendo um protocolo

especifico, para registro. Todas as placentas vieram acompanhada de um pedido de
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exame, que contém informagbes clinicas (idade da paciente, idade gestacional,
comorbidades e uso de medicagOes durante a gestacéo).

Todas as placentas foram submetidas a fixagdo, através da imersdo em solucéao
neutra de formaldeido a 10%. ApoOs fixacdo, as placentas foram avaliadas
macroscopicamente. Inicialmente avaliou-se a inser¢cdo do corddo umbilical e das
membranas amnidticas, seguida de sec¢do do corddo umbilical, ao nivel da sua insercgéo.
O corddo umbilical foi medido e o numero de espirais foi contado. Alteracdes de
coloracdo ou lesBes no corddao umbilical também foram descritas (nds, constricdes e
artéria umbilical unica) (Spencer; Khong, 2003; Kent; Dahlstrom, 2006; Roberts, 2008).

Apés avaliacdo da coloragcdo das membranas amnioticas na porcao fetal, retirou-se
um fragmento das mesmas e todas as membranas amniéticas foram destacadas do
parénquima placentario. Procedeu-se a pesagem e medida de comprimento do disco
placentario, com posterior seccdo, para avaliagdo de lesbes macroscopicas (infartos,
trombos, descolamentos e neoplasias). Fragmentos de 3,0 — 5,0 mm de espessura de areas
aleatérias do parénquima foram obtidos, armazenados em cassetes histologicos de
plastico, manual e devidamente identificados (nimero do protocolo cadastrado) (Spencer;
Khong, 2003; Kent; Dahlstrom, 2006; Roberts, 2008).

Desse processamento macroscopico, foi levantada a informacéo da coloracéo das
membranas amnioticas em superficie fetal (classificada, qualitativamente, em normal ou
alterada — opacificada, amarelada ou esverdeada), uma vez que este critério macroscopico
é um indicio sugestivo de corioamnionite histoldgica, quando alterado (Spencer; Khong,
2003; Kent; Dahlstrom, 2006; Roberts, 2008).

4.5. Avaliacao Histopatoldgica

As amostras foram processadas e incluidas em blocos de parafina, sendo
submetidas a microtomia manual, coloragdo por Hematoxilina e Eosina (HE) e

montagem das laminas para avaliacao histopatolégica.

A avaliacdo histopatologica ocorreu a partir do diagnéstico de patologias
placentérias especificas, com énfase no diagndstico e classificacdo dos processos
infecciosos placentarios (corioamnionite, funiculite e placentite), a partir de critérios

qualitativos (presenca ou auséncia de infiltrado inflamatdrio, localizacéo e caracterizacdo
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do infiltrado inflamatorio, e presenca de alteracbes histopatoldgicas correlacionadas,

como necrose, hemorragia e calcificagoes).

A corioamnionite foi classificada, histologicamente, como discreta (estadio 1 -
subcorionite aguda / corionite aguda - neutrofilos em fibrina subcoriénica ou na interface
entre decidua e corion), moderada (estadio 2 - corioamnionite aguda - neutréfilos em
espaco subamniotico) e acentuada (estadio 3 - corioamnionite necrotizante - necrose,
descamacdo do amnio, espessamento da membrana basal amniética, cariorrexe
neutrofilica e abscessos multifocais) (Pankuch et al, 1989; Redline et al, 2003; Spencer;
Khong, 2003; Kraus, 2004; Kent; Dahlstrom, 2006; Roberts, 2008; Baergen, 2011; Kim
et al, 2015a, 2015b).

A funiculite foi classificada em precoce (estadio 1, caracterizada pela presenca de
neutrdfilos na parede da veia umbilical), intermediaria (estadio 2 — neutréfilos na parede
de uma ou ambas as artérias umbilicais) e tardia (estadio 3 — panvasculite, por vezes com
debris celulares e necrose concéntrica). Casos com um padrdo especifico de funiculite
(necrose amnidtica e multiplos microabscessos periféricos) foram separados para
avaliacdo por Candida sp (Pankuch et al, 1989; Redline et al, 2003; Spencer; Khong,
2003; Kraus, 2004; Kent; Dahlstrom, 2006; Roberts, 2008; Baergen, 2011; Kim et al,
2015a, 2015bh).

A placentite histolégica, que pode envolver o comprometimento das vilosidades
coridnicas, do espaco interviloso, ou de ambos, foi classificada em vilite aguda
(neutrdfilos e necrose de vilosidades, geralmente associada & sepse neonatal),
intervilosite aguda (neutréfilos e fibrina em espaco interviloso, geralmente associada a
listeriose), placentite cronica (geralmente associada a infeccbes maternas durante a
gestacdo, apresentando infiltrado inflamatério mononuclear e fibrina, podendo apresentar
neutrofilos de permeio — vilite crénica ativa) e intervilosite cronica (infiltrado
inflamatdério mononuclear com fibrina, em espaco interviloso, geralmente associada a
maléria) (Spencer; Khong, 2003; Kraus, 2004; Kent; Dahlstrom, 2006; Roberts, 2008;
Baergen, 2011).
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4.6. Analise de Dados e Consideragcfes Estatisticas

O banco de dados foi desenvolvido e analisado com o programa “Statistical
Package for the Social Sciences— SPSS” versdo 18.0 (International Business Machine
Corp, Armonk, New York, EEUU).

Para analise dos resultados, fez-se estatistica descritiva, mediante a distribuicéo de
frequéncias simples e percentuais; aléem de comparacfes entre varidveis categéricas, com

testes devidos e nivel de significancia de 5%.

Para determinacdo da validade da analise citologica de material subamniotico, foi
comparado os resultados do teste com o diagndstico histopatoldgico de corioamnionite
(padrdo-ouro), através da distribuicdo dos casos em uma tabela 2 x 2, com posterior
calculo da sensibilidade, especificidade e valores preditivos, além do calculo da area sob
a curva ROC (Buck; Gart, 1966; Oliveira et al, 2010).

Ap06s distribuicdo dos casos pelas categorias diagnosticas ordenadas, utilizou-se
regressao logistica ordinal para calculo da probabilidade de ocorréncia do evento (Abreu
et al, 2009).
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5 RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, realizado entre 14 de setembro de 2015 e 18 de
marco de 2016, o Laboratorio de Patologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias recebeu um total de 214 placentas. Desse quantitativo, 34 amostras
foram excluidas do estudo, devido ao informe clinico de antibioticoterapia (para qualquer
infeccdo materna) no pedido de exame, resultando em 180 placentas. Destas, 4 (quatro)
placentas eram gemelares, sendo que nenhuma era padrdo monocoriénica-
monoamniotica, totalizando 184 amostras. Os outros dados clinicos, obtidos do pedido de

exame, ndo foram utilizados para avaliacdo dos resultados.

Conforme metodologias descritas, todas as 184 amostras tiveram material
subamniotico colhido por swab e 127 (69,02%) amostras aleatorias foram processadas
macroscopicamente e analisadas histologicamente. O critério de avaliacéo citoldgica foi a
identificacdo de epitélio amniotico esfoliado, em blocos, ou com células isoladas (Figura
01).

R
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Figura 01 — (Papanicolaou) Epitélio amnidtico esfoliado.

Das 127 amostras, 57 (44,88%) citologias apresentaram leucometria amniética

negativa (< 5 neutrofilos — Figura 02) e a maioria das positivas (34 citologias, 26,77% -
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Figura 03) apresentou leucometria leve (Tabela 01). Duas amostras (1,57%) ndo puderam
ser avaliadas citologicamente, devido ao fundo extremamente hemorragico (Figura 04), o
que pode prejudicar a avaliacdo da leucometria (neutrofilos do processo inflamatoério x

neutrofilos do sangue periférico); sendo excluidas da avaliacdo estatistica.
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Figura 02 — (Papanicolaou) Esfregaco com fundo mucdide e leucometria negativa.
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Figura 03 — (Papanicolaou) Esfregaco com fundo mucdide e leucometria moderada.

Na avaliagdo macroscdpica das placentas, 33 (25,98%) apresentaram coloracdo de
MA alterada, em um espectro qualitativo, variando em tonalidades amarelo-esverdeadas,

até a opacificacdo das mesmas. Destas, apenas 16 apresentavam corioamnionite
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histoldgica. 61 placentas foram negativas para ambos os critérios (coloracdo alterada e
corioamnionite histologica). A comparacdo entre o achado macroscépico da coloragédo
das placentas ndo apresentou chance estatisticamente significativa para o diagndéstico de
corioamnionite histologica (y% 1,845; OR: 1,74; IC 95%: 0,7791 — 3,885; p = 0,17)
(Tabela 02).

Tabela 01 — Distribuicdo dos casos por leucometria amnidtica

Leucometria amniotica N (%)
< 5 neutrofilos (negativa) 57 (44,88%)
5 — 10 neutrofilos (leve) 34 (26,77%)
11 — 30 neutrdfilos (moderada) 21 (16,54%)
> 30 neutrdéfilos (acentuada) 13 (10,24%)
Né&o avaliavel 2 (1,57%)
TOTAL 127 (100%)

Tabela 02 — Distribuicdo dos casos pela coloracdo de membranas amnidticas em relacdo a

presenca de corioamnionite histoldgica

Corioamnionite histoldgica

Presente Ausente
Normal 33 61
Coloragéo das
membranas
amnidticas Alterada
(superficie (opacificada, 16 17
fetal) amarelada ou

esverdeada)

1% 1,845 OR: 1,74 (IC 95%: 0,7791 — 3,885) p=0,17
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Figura 05 — (Hematoxilina-Eosina) Hematoma subamnidtico do esfregaco hemorragico.

Uma alteracdo macroscopica bastante identificada foram focos / areas de infarto
do parénquima placentario (30 amostras, 23,62%), inclusive um caso cursando com
infarto extenso do assoalho materno. Outras alteracOes identificaveis, & macroscopia,
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foram: membranas circunvaladas, né verdadeiro, placenta suscenturiada, hematoma

subamniotico (Figura 05) e hemangioma subcoriénico (1 caso de cada).

Na avaliacdo histopatoldgica (Tabela 03), 49 (38,58%) amostras apresentaram
corioamnionite histoldgica, sendo 39 de estadio 1 (Figura 06) e 10 de estadio 2 (Figura
07). Observou-se, ainda, funiculite aguda em 7 (5,51%) amostras, sendo 4 de estadio 1
(Figura 08) e 3 de estddio 2 (Figura 09). Todos os casos de funiculite aguda foram
observados em amostras com corioamnionite histologica. Nao foi observada amostra com

corioamnionite histoldgica ou funiculite aguda de estadio 3.

Figura 06 — (Hematoxilina-Eosina) Corioamnionite estadio 1.
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-Eosina) Corioamnionite estadio 2.
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Figura 08 — (Hematoxilina-Eosina) Funiculite estadio 1.
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Figura 09 — (Hematoxilina-Eosina) Funiculite estadio 2.

Em relacdo a placentite, 12 (9,45%) amostras foram positivas, sendo que o padrdo

predominante foi de vilosite ancorante (7 casos, 58,34% dos casos de placentite — Figura

10). Outros padrdes encontrados foram de vilosite aguda (3 casos, 25,0% - Figura 11) e 1

caso (8,33%) com vilosite cronica ativa e intervilosite aguda associada (Figura 12)

(Tabela 03).

Tabela 03 — Distribuigdo dos casos por padréo de inflamacédo placentéria

Inflamacéo placentéria N (%)
Estadio 1 39 (30,70%)
Corioamnionite aguda Estadio 2 10 (7,88%)
Estadio 3 0
Estadio 1 4 (3,15%)
Funiculite aguda Estadio 2 3 (2,36%)
Estadio 3 0
Placentite 12 (9,45%)

Auséncia de infeccdo

71 (55,90%)
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Figura 11 — (Hematoxilina-Eosina) Vilosite aguda.
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Figura 12 — (Hematoxilina-Eosina) Vilosite cronica ativa e intervilosite aguda.

Outras alteracbes microscépicas identificaveis foram: infarto cronico de
vilosidades (21 casos, 16,53%), focos de descolamento (21 casos, 16,53%), trombo
interviloso (12 casos, 9,45%), hematoma subamniético (10 casos, 7,87%), deposicao
excessiva de fibrina perivilosa (8 casos, 6,30%) e infarto agudo de vilosidades (5 casos,
3,94%); além das confirmagdes histolégicas de infarto do assoalho materno e de

hemangioma placentario.

Para avaliagdo do teste diagndstico, construiu-se uma tabela 2 x 2, utilizando,
como critério positivo para citologia, leucometria amniética > 4 neutrofilos, e, como caso
positivo, a presenca de corioamnionite histoldgica. 38 casos foram positivos para ambas
as técnicas e 46 casos foram negativos citologica e histopatologicamente. 30 casos foram
positivos a citologia, apesar da negatividade histopatolégica e 11 casos apresentavam < 5
neutréfilos no swab de material amnidtico, apesar de evidenciarem corioamnionite
histoldgica (Tabela 04).

A partir dos calculos, obteve-se sensibilidade desse teste de 77,55% e
especificidade de 60,53%, com acuracia de 67,2%. Os valores preditivos foram de
55,88% para positivo e de 80,7% para negativo (Tabela 04).
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Tabela 04 — Distribuigdo dos casos (leucometria amnidtica x corioamnionite histoldgica)
para calculo dos indices de avaliacdo de teste diagndtico e respectivos intervalos de
confianca (95%).

Corioamnionite histoldgica

Presente Ausente
Positiva
(5 ou mais 38 30
Leucometria neutrofilos)
amniotica Negativa
(4 ou menos 11 46
neutrofilos)
S: 77,55% E: 60,53% VPP: 55,88% VPN: 80,7%

(64,12 - 86,98%) (49,29 - 70,75%) (44,08 - 67,05%) (68,66 — 88,87%)

A: 67,20% (58,56 — 88,87%)

S: Sensibilidade, E: Especificidade, VPP: Valor preditivo positivo, VPN: Valor preditivo
negativo, A: Acuracia.

Ao estratificar os resultados da avaliacdo citologica, conforme escore de
leucometria amnidtica, e calcular a area sob a curva ROC (Figura 13), obteve-se valor de
0,7591 (IC 95%: 0,6690 — 0,8492).

0s A
0s A
07 A

0s

04 A
0.3 A
0z A

01 A

0 01 02 03 04 05 06 0V 08 05 1

Figura 13 — Curva ROC para os niveis de leucometria amniotica (abscissa: FALSOS
POSITIVOS, ordenada: VERDADEIROS POSITIVOS)
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O resultado do 2 entre leucometria amniética e corioamnionite histologica em
relagdio as suas respectivas categorias, foi de 31,033 (p < 0,05 / grau de liberdade: 6 / %2
tabelado: 1,635) (Tabela 05), sendo maior que o resultado tabelado, fato que rejeita a

hipdtese nula, evidenciando associacdo entre os dois parametros.

A regressao logistica ordinal demonstrou que essa associacao é mais forte quando
os resultados sdo negativos (leucometria amniotica < 5 neutréfilos e CA histolégica
ausente), ndo havendo associacdo entre os resultados positivos. Ocorre, também,
associacdo entre o resultado de leucometria amniotica leve (entre 5 e 10 neutrofilos) e um

achado negativo de corioamnionite histologica (Tabela 05).

Diante dos resultados da regressao logistica ordinaria, optou-se por recalcular os
indices de avaliacdo de teste diagnéstico; considerando, como negativo, o valor de
leucometria amnidtica menor que 11 neutréfilos; permanecendo o critério do exame
padrdo-ouro (histopatoldgico); e posterior comparacdo com 0s primeiros resultados
(Tabela 06).

Tabela 05 — Regressdo logistica ordinaria entre as categorias de leucometria amnidtica e

os estadios de corioamnionite histologica.

Corioamnionite histoldgica

Ausente Estadio 1 Estadio 2

Negativa 46 11 0
(< 5 neutrofilos) (80,7%) (19,3%) (0,0%)

(zls_ivfo 22 9 3
- (64,7%) (26,5%) (8,8%)

. neutrofilos)
Leucometria
amnidtica

M(fge_rgga (30%0/ ) (50180/ ) (ZOAEJfV )
neutrofilos) . e 70

Acentuada 2 9 3
(> 30 neutrofilos) (14,3%) (64,3%) (21,4%)

¥2: 31,033 / p: 0,000 (< 0,05) / % tabelado: 1,635 (grau de liberdade: 6 / p: 5%)
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Tabela 06 — Distribuigdo dos casos (leucometria amnidtica x corioamnionite histoldgica)
para calculo dos indices de avaliacdo de teste diagndtico e respectivos intervalos de

confianca (95%), com alteracdo do cut-off para leucometria amnidtica.

Corioamnionite histoldgica

Presente Ausente
Positiva
(11 ou mais 26 8
Leucometria neutrofilos)
amniotica Negativa
(10 ou menos 23 68
neutrofilos)
S: 53,06% E:89,47% VPP: 76,47% VPN: 74,73%

(39,38 - 66,30%) (80,58 —94,57%) (60,00 — 87,56%) (64,92 — 82,53%)

A: 75,20% (66,95 — 81,94%)

S: Sensibilidade, E: Especificidade, VPP: Valor preditivo positivo, VPN: Valor
preditivo negativo, A: Acurcia.

Em relacdo a placentite, ndo ha associacdo entre as variaveis (leucometria
amniodtica e placentite histopatolégica) em uma avaliagdo com estratificacdo da
leucometria amniética (y% 0,052 / p: 0,974 / ¥? tabelado: 0,352), uma vez que 0 escore

calculado foi menor que o tabelado, aceitando-se a hipétese nula (Tabela 07).
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Tabela 07 — Regressao logistica ordinaria entre as categorias de leucometria amniética e

o diagnostico de placentite histoldgica

Leucometria
amniotica

Negativa

(< 5 neutrdfilos)

Leve
(5-10
neutrafilos)

Moderada
(11-30
neutrafilos)

Acentuada
(>30
neutrofilos)

Placentite histoldgica

Presente Ausente
6 51
(10,53%) (89,47%)
2 32
(5,88%) (94,12%)
3 17
(15,0%) (85,0%)
1 13
(7,14%) (92,86%)

¥2: 0,052 / p: 0,974 / y? tabelado: 0,352 (grau de liberdade: 3 / p: 5%)
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6 DISCUSSAO

Com relacdo a previsdo diagnostica de corioamnionite, através do critério
macroscopico de alteracdo da coloragcdo das membranas amnidticas em face fetal,
percebe-se ndo haver associacao desse critério com corioamnionite (OR: 1,74; 1C 95%:
0,7791 — 3,885; p: 0,17). A avaliacdo desse critério, segundo a literatura, € subjetiva e
pouco especifica (Lee; Leung, 2012; Queiros da Mota et al, 2013; Kim et al, 2015a,
2015b), conforme comprovado nos resultados. Outros achados macroscépicos ndo foram
considerados, devido ao fato de terem pouca correlagdo com corioamnionite, sendo mais

importantes no diagndstico de outras patologias placentarias (Redline, 2014).

Todos os casos de funiculite histoldgica, independentemente do estadiamento,
também apresentaram diagndstico de corioamnionite histopatologica. Este resultado
reforca o conceito de que a leucotaxia para o corddo umbilical é uma condicdo mais
grave, associada a uma resposta fetal a infeccdo (Jessop; Sebire, 2011; Kim et al, 2015a,
2015b).

Seguindo a mesma técnica descrita por Bruch et al (1994), obteve-se maior
quantidade de esfregacos subamnioticos positivos (68, 54,4%), apesar da amostra menor
(127 casos). Os indices de avaliacdo de teste diagnostico (sensibilidade, especificidade e
valores preditivos positivo e negativo) foram proximos, contudo a area abaixo da curva
ROC obteve um valor préximo ao limite considerado estatisticamente significativo (area
> 0,7). Tais resultados equiparam-se aos encontrados no maior estudo para avaliacdo do
valor diagndstico da citologia de esfregaco subamniotico, realizado em 1994 (Bruch et al,
1994), através da comparacao entre citologia e histopatologia de 300 casos, havendo 34%
com leucometria amniotica positiva. Os autores obtiveram uma sensibilidade baixa
(54,8%) e uma boa especificidade (79,5%), com valores preditivos relativamente bons
(positivo de 62,4% e negativo de 73,9%).

Cabe citar a importéncia da caracterizacdo do fundo do esfregaco (também
mencionada no estudo de Bruch et al, 1994), que deve ser limpo, mucoide ou

exsudativo/necrotico para uma melhor avaliacdo, uma vez que fundos hemorragicos
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podem levar a uma interpretacdo errénea da leucometria amnidtica, conforme constatado

em 2 (dois) casos.

A avaliacdo da regressdo logistica ordinéria, quando comparados os niveis de
leucometria amnidtica aos estadios de corioamnionite histologica, permitiu observar
associacdo entre os dois métodos (y’calculado > y’tabelado, p < 0,05). No entanto,
percebe-se que essa correlacdo ocorre, principalmente entre os valores negativos, com
pouca relacdo entre os valores positivos extremos. Nota-se, ainda, na regressdo logistica
ordinaria, maior relacdo entre o grau leve de leucometria amniotica (entre 5 e 10

neutrofilos) com a auséncia de corioamnionite histoldgica.

Considerando esses resultados da regressdo logistica ordinaria, optou-se por
aumentar o valor da leucometria amnidtica (cut-off) para o critério de citologia negativa
(casos considerados positivos com contagem neutrofilica acima de 11) e obtiveram-se
indices da avaliagdo de teste diagnostico mais préximos ao estudo de Bruch et al, 1994,
contudo com melhor especificidade e valores preditivos. Tais resultados sugerem uma
provavel necessidade de redefinicdo dos valores de referéncia para leucometria
amnidtica, reforcada pelo fato de aumento importante da especificidade, associado a
melhora nos resultados dos valores preditivos.

Em relacdo ao uso da técnica citolégica de andlise de material subamniético,
percebe-se que o valor da sensibilidade encontra-se proximo de 50%, ndo adequado para
um exame de triagem. A técnica merece destaque pela sua capacidade diagnostica,
contudo, a forca do teste restringe-se a capacidade de identificacdo dos casos
verdadeiramente negativos (alta especificidade e alto valor preditivo negativo).

A identificacdo de uma citologia subamniética positiva ndo permite prever, de
modo seguro, a presenca de corioamnionite histoldgica (considerado o maior critério de
relevancia para manejo clinico dos pacientes). Além disso, a estratificacdo da citologia
positiva ndo permite correlagdo com o estadiamento da corioamnionite. No entanto, a
propria literatura aconselha o abandono de critérios de estadiamento ou de gradacdo da
corioamnionite histolégica, uma vez que ha pouca correlacdo entre essa classificacdo e a

repercussao clinica (Jessop; Sebire, 2011; Kim et al, 2015a, 2015b).

Com relacdo a placentite, nota-se, pela regressao logistica ordinaria, que ndo ha

associagao entre as técnicas (y’calculado < y’tabelado, p > 0,05). Tal fato ja era esperado,
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considerando que a placentite € um espectro de lesGes morfoldgicas que atinge o
parénquima placentario, regido do 6rgdo que ndo é acessado pela técnica de esfregaco do
espaco subamnidtico (Russell, 1980; Redline; Abramowsky, 1985; Kim et al, 2015a,
2015b).

Uma limitacdo do trabalho é a incapacidade de analisar a reprodutibilidade da

técnica, considerando que o estudo foi realizado por apenas um avaliador.
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7 CONCLUSOES

O trabalho permitiu avaliar a correlacdo entre a andlise citolégica de material
coletado em espaco subamnidtico placentario como teste diagnostico de CA, em
comparacdo com exame histopatoldégico das mesmas placentas, considerado como

método padréo-ouro.

Contudo, os resultados apontam uma sensibilidade baixa, mesmo apds alteracéo
do valor de referéncia para leucometrias amniéticas consideradas positivas. A alta
especificidade e o alto valor preditivo negativo demonstram baixa capacidade de previsao
de CA histopatologica, 0 que ndo altera os protocolos de manejo dos pacientes em

investigacdo de complicaces relacionadas as infec¢des intra-amnioticas.

Portanto, percebe-se que a avaliacdo citologica de material subamniotico é uma
técnica melhor utilizada para o diagnéstico de auséncia de corioamnionite (0 que é
extremamente Gtil no raciocinio da causa mortis em casos de ébito intra-Utero ao afastar

possiveis causas infecciosas).

Logo, o histopatoldgico mantém-se como padrdo-ouro, tanto para o diagndstico
de CA e funiculite, quanto para o diagndstico de placentite, sendo necessarios mais
estudos para melhorar a fase pré-analitica do exame histopatoldgico, de maneira a torna-

lo habil o suficiente para ser realmente eficaz no manejo dos pacientes.
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