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RESUMO

Objetivo: Analisar a associagao entre corioamnionite histologica e fungdo pulmonar em

RNs pré-termo nos primeiros meses de vida.
Tipo de estudo: Estudo de coorte prospectivo

Pacientes e Métodos: Foram recrutados recém-nascidos pré-termo (<37 semanas de
idade gestacional). Placenta ¢ membranas foram coletadas ao nascimento e avaliadas
para corioamnionite histologica. Os testes de fun¢ao pulmonar foram realizados nos

primeiros meses de vida, através da Técnica da Compressdo Toracica Rapida.

Resultados: Cento e setenta e um RNs pré-termo foram incluidos no estudo. Placenta e
membranas foram coletadas em 161 pacientes. Noventa e seis pacientes foram avaliados
para corioamnionite histoldgia e realizaram o teste de fungdo pulmonar. Encontramos
uma associacao sigificativa entre corioamnionite ¢ DBP (Qui-quadrado 6.708, p=0.005)
e ventilagdo mecanica (Qui-quadrado 4.414, p=0.027). Os lactentes pré-temo
apresentaram reduc¢do significativa nos fluxos expiratorios forgados, com volumes
pulmonares normais. O sexo masculino e a prematuridade estiveram significativamente
associados a redugdo de fluxos expiratorios. Corioamnionite histologica foi
significativamente associada a fluxos expiratorios reduzidos nos pré-termos do sexo

feminino (p<0.05 para FEFsy, FEF7s, FEF,5.75 € VEF 5).

Conclusdes: Encontramos um aumento significativo de DBP nos RNs pré-termo
expostos a corioamnionite. Além disso, nossos dados sugerem uma reducgao nos fluxos
expiratorios maximos em pré-termos femininos expostos a corioamnionite, efeito esse
nao observado no sexo masculino. Estes resultados sugerem um efeito seletivo negativo
de inflamac¢ao no desenvolvimento pulmonar em RNs pré-termo do sexo feminino. Este
estudo confirma, em parte, as associacdes previamente descritas entre corioamnionite €

DBP.

Descritores: Corioamnionite; fun¢do pulmonar; prematuridade; crescimento pulmonar.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the association between histologically-diagnosed
chorioamnionitis (HCA) and lung function measured in the first months of life for

infants born before term.

Patients and methods: Premature infants (aged less than 37 weeks of gestation) were
recruited. Placenta and membranes were collected during delivery and evaluated for
HCA. Lung function was performed in the first months of life by the Raised Volume-
Rapid Thoracic Compression Technique (RV-RTC).

Results: One hundred seventy one premature infants were enrolled in this study.
Placenta and membranes were successfully collected in 161 subjects. 96 infants had both
lung function tests and histologic assessment of chorioamnionitis. There was a
significant association between HCA and BPD (Chi-square 6.708, p=0.005), and
mechanical ventilation (Chi-square 4.414, p=0.027). There was a significant reduction in
expiratory flows in the overall tested premature infants, with FVC values within the
normal range. Lower lung function was associated with male sex and prematurity. HCA
was significantly associated with lower expiratory flows among female preterm infants.

(p<005 for FEF50, FEF75, FEF25_75 and FEV05)

Conclusions: There were significantly more subjects with BPD among preterm infants
diagnosed with HCA when compared to those without signs of infection. Moreover, our
data shows a reduction in maximal expiratory flows in female preterm infants exposed to
HCA, an effect not observed in males. These results imply a gender-specific negative
effect of inflammation on the development of the lung of these females. This study
confirms and expands the concept of a previously described association between

chorioamnionitis and early life chronic lung disease.

Key words: Chorioamnionitis; lung function; prematurity; lung growth
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introducao

O nascimento prematuro continua sendo uma das principais causas de morbidade
e mortalidade perinatal [1-3] e ocorre em cerca de 12% das gestacdes. [2, 4] A
inflamagdo intrauterina materna em resposta a infeccdo bacteriana ascendente ¢
considerada a causa mais comum de nascimento prematuro, principalmente naqueles
com idade gestacional inferior a 30 semanas, ¢ tem sido reconhecida como um
importante fator no desenvolvimento de sequelas a longo prazo no recém-nascido (RN),
como a displasia broncopulmonar (DBP) e a paralisia cerebral. [1, 2, 5-14] A DBP ¢ a
principal complicagdo respiratdria do RN pré-termo [2, 5, 13, 15, 16] e a sua incidéncia

nao tem diminuido, apesar dos avangos nos cuidados perinatais. [17]
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1.2 Desenvolvimento intrauterino do sistema respiratério

O sistema respiratorio passa por importantes alteragdes estruturais no decorrer de
seu desenvolvimento intrauterino. [18] As vias aéreas t€ém sua formag¢ao completa em
uma fase bastante precoce, em torno das 16 semanas de idade gestacional, durante o
estagio pseudoglandular do desenvolvimento pulmonar fetal. Entre a 16® ¢ a 24 semana,
no estagio canalicular, estas estruturas condutoras t€ém seu calibre aumentado, € no
estagio sacular, entre 24 e 36 semanas, as vias aéreas pré-acinares crescem, OS
bronquiolos se desenvolvem e os acinos sao formados. O crescimento das vias aéreas
prossegue apds o nascimento, tendo seu didmetro dobrado e seu comprimento triplicado

até a idade adulta.

O processo de alveolarizagdo, por outro lado, inicia-se aproximadamente em
torno da 32° semana de gestagdo e ocorre paralelamente com o desenvolvimento da
microvascular pulmonar. [19, 20] A alveolarizacdo prossegue desenvolvendo-se até os

18 meses de idade pos-natal. [21]

Levando-se em consideracdo este padrdo de desenvolvimento, ¢ naturalmente
esperado que fatores pré-natais e pos-natais precoces exercam efeitos importantes sobre
o crescimento pulmonar posterior. Sabe-se que qualquer estagio do desenvolvimento do
sistema respiratorio pode ser suscetivel a danos por diversos mecanismos, acarretando,

assim, um risco de modificacdo do seu padrao normal de desenvolvimento. [21]

Virios fatores tém sido descritos como capazes de afetar o sistema pulmonar

imaturo de recém-nascidos pré-termo, podendo alterar, assim, o desenvolvimento das
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vias respiratorias, a alveolarizagdo e a formag¢do da microvasculatura pulmonar. No
entanto, ¢ dificil diferenciar os danos pulmonares decorrentes da prematuridade,
isoladamente, daqueles secundarios as infeccdes pré e poOs-natais e as intervengoes
ventilatorias sofridas no periodo neonatal. Por outro lado, ha estudos recentes mostrando
que o processo infeccioso/inflamatorio iniciado intratutero pode afetar diretamente o
padraio normal de desenvolvimento pulmonar, acarretando simplificacio na

alveolarizacao e alteragdes na sua microvasculatura. [22, 23]

1.3 Infeccao e inflamacao intrauterina

r

A infeccdo intrauterina ¢ uma das mais importantes e frequentes causas de
nascimento pré-termo. [3] Sabe-se que, em acima de 80% dos nascimentos com idade
gestacional abaixo de 28 semanas e em cerca de 48% dos recém-nascidos pré-termo,
existem evidéncias de infec¢do intrauterina materna associada. [1, 2] Entretanto, esta é
frequentemente subclinica [24] e comumente assintomadtica até o inicio do trabalho de
parto ou ruptura das membranas. A sua detec¢do durante a gestacdo somente pode ser
realizada através da coleta de amostras de liquido amniotico ou de sangue fetal, e ambos

os procedimentos sdo invasivos e oferecem riscos. [25]

A invasdo microbiana do fluido amnidtico leva ao recrutamento de leucdcitos e a
produgdo de citocinas [2, 26, 27] promovendo a ativacdo de neutrofilos e a liberagdo de

prostaglandinas, estimulando a contragdo uterina. [1, 2] O processo inflamatério




Referencial Tedrico >

intrauterino inicia-se com a migragao e a infiltracao de neutr6filos maternos na placenta
e membranas [2] e representa um fator de risco independente para nascimento
prematuro, para resposta inflamatoria fetal e desfecho adverso neonatal, independente da

presenca ou nao de cultura positiva. [28]

Mesmo na presenca de membranas intactas, [29] os patdégenos podem invadir o
espaco entre o tecido materno e as membranas fetais (espago corio-decidual), as
membranas fetais (dmnio e corio), a placenta, o liquido amnidtico, o cordao umbilical e
o proprio feto. Dependendo da localizacao da infecg¢do, sao empregados determinados
termos: “amnionite”, relacionado ao liquido amniético; “corioamnionite”, as membranas

fetais corion e amnio; “funisite”, ao corddo umbilical; e “vilite”, a placenta. [1]

Ha soélidas evidéncias da associacdo entre invasdo microbiana da cavidade

amniotica, infec¢do fetal e inflamacao fetal sistémica. [28]

1.3.1.Mecanismos do nascimento prematuro devido a infecgao

A invasdo bacteriana do espago corio-decidual, através da liberacdo de
endotoxinas e exotoxinas, ativa a decidua e as membranas fetais a produzir citocinas,
incluindo TNF-a , IL-1a , IL-1B, IL-6 e IL-8, além de fator estimulante de colonia de
granulocitos. [1, 30, 31] Posteriormente, citocinas, exotoxinas e endotoxinas estimulam
a sintese de prostaglaninas e a ativagdo, liberacdo, quimiotaxia e infiltragdo de

neutrofilos, culminando na sintese e na liberagdo de metalloproteases e outras
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substancias bioativas. As prostaglandinas estimulam a contracdo uterina enquanto as
metalloproteases atacam as membranas corioamnidticas causando a sua ruptura. As
metalloproteases também proporcionam remodelamento do colageno da cérvice uterina,

0 que oasiona sua dilatagao.

O feto exposto a infecgdo aumenta sua produgao enddgena de cortisol, levando a

um aumento nas concentragdes de prostaglandinas. [1, 32]

1.3.2 Agentes infecciosos

Os microorganismos frequentemente responsaveis por infec¢do intrauterina sao
provenientes da flora cervicovaginal, via ascendente, sendo o Ureaplasma urealyticum o
mais comumente encontrado. Entretanto, hd outros patogenos envolvidos, como
Mycoplasma hominis, Gardnerella vaginalis, Chlamydia trachomatis, Escherichia coli ,
Streptococcus agalactie e outros anaerobios. [2, 33] Outras vias de infec¢do intrauterina
menos comuns incluem a migracdo dos patdgenos a partir da cavidade abdominal
através das trompas de Falopio, a disseminagdo hematogénica através da placenta ou a

contaminagao inadvertida através de amniocentese. [23]

Quando presentes no fluido amnidtico, os microorganismos podem ter acesso ao
feto através de varios pontos de entrada, como o trato respiratorio, [2, 5, 34, 35] pele, [2,
34] trato gastrointestinal [35, 36] e ouvido. [2, 37] Testes como PCR (rea¢do em cadeia

da polimerase) tém sido utilizados para identifica-los [38, 39] no LA.
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Embora o Ureaplasma urealyticum seja um organismo comensal do trato genital
de mulheres adultas, existem fortes evidéncias clinicas e experimentais de que ele possa
causar doenca invasiva no neonato pré-termo. O Ureaplasma urealyticum € o
microrganismo mais comum isolado no liquido amniodtico obtido de mulheres em
trabalho de parto prematuro com membranas integras ou rotas prematuramente. [40] Ele

¢ também o microorganismo mais frequentemente associado com corioamnionite. [15]

A presenga do Ureaplasma urealyticum como o unico agente infeccioso isolado
no trato genital superior estd significantemente associada com resultados gestacionais e

perinatais adversos, como parto prematuro, corioamnionite € morte perinatal.

O Ureaplasma urealyticum tem sido isolado no sangue, liquor, aspirado traqueal
e tecido pulmonar de recém-nascidos, € a sua colonizagao no trato respiratério dos RNs
tem sido associada a alta incidéncia de pneumonia, faléncia respiratoria severa associada
a morte e alteracdes radiograficas precoces de doenca pulmonar cronica. [41-46]
Também demonstrou-se a presenca de vdrias citocinas nas vias aéreas de RNs

colonizados com Ureaplasma urealyticum. [47]

1.3.3 Corioamnionite

A corioamnionite ¢ a inflamacdo das membranas fetais em resposta a infec¢do

intrauterina. [48] Representa um fator de risco para nascimento prematuro e estd
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associada com a maioria dos nascimentos de RNs pré-termo com menos de 30 semanas

de idade gestacional. [1, 49, 50]

A prevaléncia de corioamnionite (identificada histologicamente) em RNs
prematuros tem sido descrita em torno de 33% [51, 52] e chega a 50-70% naqueles

nascidos com extremo baixo peso (<1000 g).

Steel e cols [53] observaram que, na corioamnionite, as cé¢lulas infiltrantes nas
membranas fetais sdo de origem materna (os neutréfilos migram a partir dos vasos
deciduais e/ou espacgo inteviloso), sugerindo uma resposta inflamatoria inicialmente
materna. Essa resposta inflamatoria materna pode progredir para uma resposta
inflamatoéria fetal em alguns casos, [52, 54, 55] dependendo da maturidade do sistema

imune fetal e da idade gestacional. [39]

Estudos mostram que fetos expostos a corioamnionite € a citocinas inflamatdrias
no liquido amniotico apresentam uma resposta inflamatéria em seus pulmoes e t€m risco
aumentado para o desenvolvimento de DBP. [5, 7, 15, 56-58] Os mecanismos pelos
quais a corioamnionite induz inflamagdo pulmonar afetando a alveolarizagdo e a

angiogénese pulmonar em pré-termos ndo estdo completamente elucidados. [57]

A presenga de corioamnionite com resposta inflamatoria materna e fetal esta
significantemente associada com maior morbidade e mortalidade neonatal se comparada
com somente a presenca de resposta inflamatéria materna, [52] e parece ser mais

importante na génese da doenga pulmonar crénica da prematuridade (DPC). [2, 59]
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1.3.4 Funisite

A funisite ¢ o primeiro estagio da resposta fetal e caracteriza-se por um infiltrado
perivascular de células inflamatorias (neutrofilos de origem fetal) nos vasos umbilicais,
acometendo inicialmente a veia, com progressao para as artérias. A funisite e a vasculite
coridnica sdo as marcas histopatoldgicas da sindrome da resposta inflamatoria fetal
(FIRS). [2, 33, 46, 60-62] A FIRS ¢ caracterizada por envolvimento fetal
multissistémico e foi inicialmente definida pela presenca de elevadas concentragdes de
IL-6 (>11 pg/mL) no plasma fetal. [14, 63] Recentemente, devido a associacao
encontrada entre elevados niveis de IL-6 no plasma fetal e funisite, a defini¢do de FIRS
foi expandida, englobando a presenca de elevados niveis de IL-6 no plasma fetal e/ou

funisite. [64]

Estudos mostram que fetos expostos a FIRS tém risco aumentado para sepse
neonatal, pneumonia, hemorragia intraventricular e sequelas a longo prazo como DBP e

paralisia cerebral. [10, 33, 62, 65] [66]

Além disso, um aumento nas concentracdes de citocinas pro-inflamatorias no
liquido amniotico e sangue de cordao fetal (indicativo de FIRS durante corioamnionite)
representam um fator de risco independente para o desenvolvimento de DBP. [7, 14, 67]
Niveis elevados de IL-6 encontrados em sangue de corddo umbilical, como uma marca
da sindrome da resposta inflamatdria, aparecem como um fator de risco para DBP. [13,

65]
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1.4 Displasia broncopulmonar

A DBP constitui a complicagdo respiratoria mais comum em recém-nascidos pré-
termo. [68, 69] Alguns desses pacientes apresentam doenga pulmonar grave,
necessitando ventilagdo mecanica e/ou suplementagdo de oxigé€nio por meses ou anos.
[70] Estas criancas sao mais suscetiveis a doengas respiratorias durante a infancia, como
hiperresponsividade das vias aéreas e infec¢des respiratorias de repeti¢do, com risco
maior de hospitalizagdes nos primeiros 2 anos de vida. [71] Outros problemas desses
pacientes durante a infincia e a vida adulta incluem intolerancia ao exercicio, risco
aumentado para asma, hipertensdo pulmonar, enfisema ¢ doenga pulmonar obstrutiva

cronica, além de prejuizo no neurodesenvolvimento. [72]

A DBP ¢ definida como dependéncia de oxigénio aos 28 dias de idade pos-natal
[73] (com alteragdes radiologicas caracteristicas), ou dependéncia de oxigénio
suplementar com 36 semanas de idade gestacional pds-concepcional, [74] sendo que a
segunda defini¢do parece predizer melhor o prognostico pulmonar desses bebés a longo

prazo. [74]

A incidéncia de DBP varia de acordo com os centros ¢ as defini¢cdes utilizadas,
ocorrendo em cerca de 51% dos RNs com peso de nascimento entre 501 a 750 gramas
(G) e em 35% daqueles com peso entre 751 a 1000 G ao nascer. [2, 75] Observa-se
atualmente que sua incidéncia vem aumentando a despeito da melhora dos cuidados

neonatais. [2]
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A forma classica descrita de DBP por Northway e cols, em 1967, caracteriza-se
pela presenga de doenca da membrana hialina (DMH) severa necessitando tratamento
com elevados niveis de oxigénio inspirado e ventilagdo mecanica prolongada. [76]
Atualmente, a chamada “nova DBP” é a forma mais comum encontrada, devido aos
avangos recentes na prevencao e tratamento da DMH. Esta nova forma de DBP
geralmente ocorre naqueles prematuros extremos e em recém-nascidos que apresentaram
formas leves de DMH. [65] Existe também, um grupo de RNs de muito baixo peso
(<1.500 g) que desenvolvem DBP sem apresentarem DMH ao nascimento. Esses bebés
necessitam de suporte ventilatério e oxigénio e alguns deles foram expostos a

corioamnionite. [77]

A DBP em RNs prematuros extremos estd associada a um atraso no
desenvolvimento pulmonar no estagio sacular, caracterizado por decréscimo no

desenvolvimento microvascular pulmonar e diminui¢ao da alveolarizagdo. [72, 78, 79]

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de DBP sdo imaturidade
pulmonar, toxicidade ao oxigénio, barotrauma e volutrauma, inicio e duracdo da
ventilacdo mecanica, infecgdo pré e pos-natal e aumento do fluxo sanguineo pulmonar
secundario a persisténcia do canal arterial. [56] Como visto, a patogénese da DBP ¢
multifatorial, mas a infeccdo antenatal parece ter um papel especifico no
desencadeamento do processo inflamatério pulmonar fetal. [5] A corioamnionite nao
somente induz ao nascimento prematuro mas também a inflama¢do no pulmio fetal,
levando a dano pulmonar antes do nascimento, predispondo ao desenvolvimento de

DBP. [5]
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Corioamnionite Ressuscitacao, inicio da

-Exposic¢do intrauterina a citocinas

ventilacdo, oxigénio, infeccio

Dano pulmonar

Resposta inflamatoria pulmonar

i

Inibicao da alveolarizacao e do

desenvolvimento vascular

X

Figura 1- Possivel sequéncia de eventos na evolugdo da DBP.[56]

Nao se sabe ao certo quais mediadores interferem no desenvolvimento pulmonar.
Entretanto, existem informagdes em modelos animais de que mediadores inflamatorios
podem interferir na alveolarizagdao pos-natal. Um aumento nas concentra¢des de TNF-a,
TGF- a, IL-6 nos pulmdes de ratos em desenvolvimento resulta em patologias variaveis,
que tém em comum alteragcdes no processo de alveolarizagdo. [72] Recém-nascidos que,
posteriormente, irdo desenvolver DBP apresentam niveis elevados de IL-1B3, IL-8 e
TNF-a e de maultiplas outras citocinas, quimiocinas e outros promotores e produtos da

inflamacao nas suas vias aéreas logo apos o nascimento. [56]
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1.4.1 Corioamnionite ¢ DBP

A inflamagdo surgindo no utero materno, com a exposi¢ao do feto a mediadores
inflamatoérios [14, 58, 77, 80] produzidos em resposta a infecgdes maternas, tem sido
descrita como uma das importantes causas da DBP. [81] A exposi¢ao fetal a
corioamnionite € ao aumento de citocinas pro-inflamatérias em fluido amnidtico e
sangue de cordao estdo associados com aumento do risco de nascimento prematuro e

DBP. [7, 8, 14, 82]

Watterberg e cols [5] encontraram associacdo entre corioamnionite histoldgica,
redu¢do na incidéncia de RDS e aumento na incidéncia de DBP em RNs pré-termo
ventilados. Por outro lado, ha estudos clinicos nao confirmando esses achados. [50, 83,

84]

1.5 Citocinas na infeccao/inflamacio intratitero e pulmao imaturo

A inflamacdo faz parte da resposta imune inata; caracteriza-se por recrutamento
de células inflamatérias para o local da infeccdo, liberacdo de citocinas, peptideos

antimicrobianos ¢ outros mediadores inflamatorios. [33]

Citocinas sdo usualmente proteinas sinalizadoras extracelulares.[85] Sao

produzidas por diferentes tipos de células e envolvidas em interacdes célula-célula,
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agindo através de receptores especificos localizados na superficie das células-alvo.
Como um grupo, estas proteinas t€ém como fun¢ao primaria modificar o comportamento
das células adjacentes induzindo crescimento, diferenciacao, quimiotaxia, ativacao e/ou

aumento da citotoxicidade das células de varios tecidos. [85, 86]

Estes peptideos imunorreguladores sdao liberados principalmente por
mondcitos/macrofagos e linfocitos T e também por varios outros tipos celulares
(linfocitos B, células “natural killer”, mastocitos, neutréfilos, fibroblastos, células
endoteliais, eosinofilos etc.), em resposta a endotoxinas e dano celular, entre outros.
[87] Seus efeitos iniciam apoOs contato com receptores especificos de alta afinidade,
geralmente situados na membrana celular, causando alteragdes de comportamento € na

expressao genética das células alvo. [87, 88]

A funcao mais importante das citocinas parece ser a comunicagao intercelular na

rede local através da modulacao das células adjacentes. [89, 90]

Ha solidas evidéncias indicando que as citocinas desempenham um papel central
nos mecanismos infec¢do/inflamacao intrauterina induzindo nascimento prematuro, [33]
e a exposi¢do antenatal a citocinas pro-inflamatorias tem sido vista como um fator de

risco para o desenvolvimento de DBP. [7, 15, 91, 92]

O TNF-a ¢ um potente mediador da resposta inflamatoéria pulmonar, [93, 94]
promovendo, juntamente com outras citocinas pré-inflamatérias, a liberagdo de
quimiocinas, como a IL-8, que levam a infiltragdo de células imunes (principalmente
neutréfilos e células mononucleares) para o interior do tecido pulmonar. [86, 88, 95, 96]

Existem evidéncias de que a exposi¢ao intrauterina ao TNF-o induz a um processo
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inflamatério nas vias aéreas fetais, desencadeando uma sequéncia de dano pulmonar que

pode continuar apds o nascimento, [45] levando a DBP.

Foram encontrados niveis elevados de IL-6 em liquido amniotico (LA) de
gestantes em trabalho de parto prematuro com infec¢do intrauterina. [97] Niveis
elevados de IL-6 no LA estdo intimamente correlacionados com corioamnionite
histolégica [39, 98] e também sdo descritos como um fator de risco para o
desenvolvimento de DBP. [7] Entretanto, o valor preditivo para DBP foi melhor para o
aumento nas concentragdes de IL—6 no sangue do cordao do que para IL-6 no liquido

amnidtico (LA). [7]

Além da IL-6, outras citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1pB, IL-8 e TNF-q,
sao encontradas em concentragdes significantemente aumentadas no liquido amnidtico e
no sangue do cordao em pacientes em trabalho de parto prematuro espontaneo com
infec¢do intrauterina associada. [39, 98-102] A presenca destas citocinas no liquido
amnidtico e no sangue do corddo tem sido associada a lesdo cerebral e pulmonar fetal e
neonatal, resultando em displasia broncopulmonar e leucomalécia periventricular. [7, 8,

13,49, 97, 103]

O papel das citocinas e dos mediadores da resposta inflamatéria pulmonar em
RNs prematuros vem também sendo estudado através de sua deteccdo em amostras de
lavado traqueobronquico (LTB) [104-106]. Um aumento de células inflamatdrias e de
varias citocinas tém sido descrito nas vias aéreas de RNs que posteriormente
desenvolvem DBP. [107, 108] Varios pesquisadores descreveram que mediadores

inflamatorios, incluindo as interleucinas IL-1f, IL-6, IL-8, ¢ TNF- a, estdo presentes em




Referencial Tedrico 16

altas concentracdes em aspirado traqueobronquico [104, 109-111] de RNs com DPC. [7,
13] Um estudo recente mostrou uma associacao entre as concentracoes das interleucinas
TNF-a e IL-10 no aspirado traqueobronquico de RNs prematuros entre 24 ¢ 32 semanas
de idade gestacional e o tempo de ruptura das membranas amnioticas. Neste mesmo
estudo evidenciou-se uma associagdo negativa entre fluxos pulmonares for¢ados (FEFs,
FEF7s, FEFgs, FEF»5.75) € FEV 5 e os niveis de TNF-a, sugerindo que a presenga dessa
citocina nas vias aéreas durante os primeiros dias de vida est4 associada a anormalidades

na func¢ao pulmonar mensurada semanas ou meses mais tarde. [112]

1.6 Infecgao antenatal e inflama¢ao/dano pulmonar no recém-nascido

No processo inflamatdrio/infeccioso que se inicia na vida intrauterina, o pulmao
fetal pode receber os produtos inflamatérios através da aspiracao dos mesmos do interior
do liquido amnidtico. [22] Na presenca de corioamnionite e funisite os neutréfilos
podem migrar para o liquido amnio6tico e consequentemente ser aspirados pelo feto. O
encontro de neutrofilos no interior dos alvéolos pulmonares ¢ considerado uma

evidéncia de corioamnionite. [48, 113]

Nao se sabe ao certo sobre como o pulmio prematuro inicia e sustenta a resposta
inflamatoria: esta informacdo ¢ central para o entendimento da progressdo do dano
pulmonar para DBP resultando em alteragdes alveolares e na microvasculatura

pulmonar. [20] Sabe-se que essa resposta inflamatdria ¢ complexa, e varios componentes




Referencial Tedrico 17

tém sido identificados como sendo de grande importancia na promog¢ao do dano

pulmonar e na inibicao da alveolarizagao. [20]

Tem-se observado uma pronunciada resposta inflamatoria no parénquima
pulmonar do feto exposto a corioamnionite. Observa-se uma infiltracdo de células
inflamatérias (macrofagos, neutrofilos e linfocitos) e um aumento na expressdo de
citocinas pro-inflamatérias. [58] Também observou-se que a exposicao intrauterina a
citocinas pro-inflamatorias ¢ a outros mediadores durante a corioamnionite resulta em
um aumento do niumero de células apoptéticas na via aérea dos fetos humanos. [114]
Similares observagdes tém sido feitas em modelos animais, confirmado-se que fetos
prematuros desenvolvem uma vigorosa e adequada resposta inflamatoria € que a mesma
pode ser modulada e regulada rapidamente pelo préprio feto. [115] Em estudos
experimentais foram criados modelos de corioamnionite em fetos de cordeiros para
pesquisar as consequéncias da exposigdo fetal a inflamagao. Foram realizadas injecdes
intra-amnioticas de E coli, resultando em um grande aumento de células inflamatorias no
corioAmnion e no liquido amnidtico, com aumento na expressdo de IL-1B, IL-6 e
IL-8. [116] O pulmio fetal respondeu com uma resposta inflamatéria aguda (com um
influxo de células inflamatorias e aumento na expressdo de citocinas pro-inflamatdrias
um a dois dias apds a injecdo de endotoxina intra-amnidtica). Dentro de 7 dias, a
inflamagdo pulmonar fetal foi associada a um decréscimo no desenvolvimento
microvascular e na septagdo alveolar (diminuicdo do numero dos alvéolos e aumento do
tamanho) resultando em uma modificagdo anatomica do tipo DBP leve. [117]

Entretanto, a exposi¢do desses fetos de cordeiros a endotoxina intra-amniotica durante

28 dias ndo levou a dano pulmonar progressivo, mostrando que uma exposi¢cdo fetal
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prolongada a endotoxina no liquido amniotico causou inflamacao leve e persistente, mas

nao levou a anormalidades estruturais progressivas. [118]

H4 dados epidemiologicos que sugerem uma forte associagdo entre
corioamnionite, inflamacao pulmonar e o desenvolvimento de DBP em humanos.
Embora os mecanismos pelos quais uma resposta inflamatoria fetal possa aumentar os
riscos para DBP sdo incompletamente conhecidos, esse inicio precoce de inflamagao
pulmonar ainda intrauterina tem sido visto como um passo crucial na patogénese de

DBP.[67]

O que se sabe ¢ que durante a fase aguda do dano pulmonar, estimulos diretos ou
indiretos iniciam uma resposta inflamatoria, levando a inflamacao pulmonar. Citocinas e
outros mediadores inflamatorios t€m um importante papel na regulagao e na manutencao
dessa resposta. A liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-o, IL-1, IL-6),
quimiocinas (IL-8, MIP-2), mediadores lipidicos (LTB4, PAF, PG;), fator de plaquetas 4
e varias células pulmonares locais (ex.: células epiteliais da via aérea, células
endoteliais), bem como a ativacdo do complemento (C3a, C5a), causam mudangas na
permeabilidade vascular, [119-121] levando a saida de proteinas a partir do plasma e ao
aumento da expressao de adesdao molecular pelas células endoteliais com subsequente
movimento de leucdcitos a partir do compartimento vascular pulmonar para o intersticio
e para o espaco alveolar. Nas primeiras horas, os macréfagos sdo o tipo celular
predominante nos alvéolos, seguidos por infiltracdo de neutrofilos (6 a 12 horas), de
linfécitos e de mondcitos (24 a 48 horas). [121] A diapedese dos neutrofilos, desde as
vénulas até o tecido pulmonar, da-se em diferentes fases, em cada uma das quais estdo

implicadas diferentes moléculas de adesao intercelular. [96]
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O contato direto célula a célula entre macrdéfagos e mondcitos estimulados,
linfécitos T e outras células, leva a produgao de citocinas pré-inflamatérias e de outros

mediadores inflamatorios, resultando em um ciclo que pode se perpetuar. [121]

O papel das citocinas na inflamag¢do e no dano tecidual tem importancia tanto na
fase aguda como na fase de resolugdo. Mecanismos de feedback e secrecdo controlada
de citocinas sao de vital importancia para determinar a resolu¢ao do processo. Citocinas
pro-inflamatorias da fase aguda (TNF, IL-1, IL-6) podem amplificar a resposta
inflamatoria, [87, 88] e esta acdo pode modificar a matriz genética das células teciduais
locais estimulando o recrutamento e proliferagao dos fibroblastos, alterando a sintese do
colageno e levando a subsequente fibrose tecidual. A supressdao da atividade pro-
inflamatéria dos neutrofilos, macrofagos, linfocitos e seus respectivos mediadores
inflamatérios ¢ estabelecida por citocinas antiinflamatorias, dentre elas a IL-10, [87,
122] levando a um processo de reparo tecidual. [87] Contudo, se o ciclo agudo se
perpetua com acumulo de células inflamatorias e produgcdo de mediadores, o mesmo
processo pode levar a lesdo pulmonar irreversivel. [87, 123] Uma infiltracao de células
inflamatorias, predominantemente macrofagos alveolares e linfocitos, a proliferacao de
fibroblastos e alteragdes no metabolismo do coldgeno sdo achados patologicos na
inflamacdo pulmonar cronica. [87, 123] Inicialmente, o aumento nas concentracdes de
citocinas inflamatérias e de outros mediadores inflamatorios também encontram-se
presentes neste estdgio e [87, 88] este periodo usualmente resulta em dano tecidual
pulmonar extenso, com um prejuizo longo e duradouro na arquitetura e no

desenvolvimento funcional dos pulmdes.
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1.7 Desenvolvimento e progndstico pulmonar em pré-termos

A prematuridade, os eventos que a provocam e as intervencdes que dela
decorrem alteram de maneira permanente, em maior ou menor grau, o desenvolvimento

do sistema respiratério. [124]

Sabe-se que diversos fatores perinatais podem desencadear uma sequéncia de
eventos que levardo, em ultima instancia, ao desenvolvimento de alteragdes estruturais
pulmonares persistentes, e consequentemente, ao aumento da incidéncia de morbidades
respiratorias posteriores. [124] Pouco se conhece acerca dos diferentes padrdes de
remodelamento que ocorrem em um sistema respiratorio imaturo, variando de acordo
com o estagio do desenvolvimento afetado. No entanto, parece claro que este

remodelamento ocorre em diversas estruturas importantes da arvore respiratoria. [124]

A grande maioria dos estudos iniciais que avaliaram desfechos respiratérios em
criangas pré-termo nascidas nas décadas de 60 e 70 ndo apresentava uma diferenciagao
entre aquelas submetidas ou ndo a ventilagao assistida, bem como a presenga ou nao de
DMH, infec¢des ou desenvolvimento de DBP, ndo sendo possivel assim, avaliar a
contribuicdo de cada um desses fatores, independentemente, nos desfechos avaliados.
Nesse contexto, diversos estudos descreveram alteragdes pulmonares a longo prazo em
criangas nascidas prematuramente, incluindo incidéncia aumentada de pneumonias e
bronquiolite, [124] re-hospitalizagdes frequentes por doencas respiratorias, [125-127]

tosse e sibilancia cronica e recorrente, [127, 128] hiperreatividade bronquica [127, 129,
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130] e anormalidades na funcdo pulmonar, como aumento da resisténcia, propensao a

algaponamento aéreo e reducao de fluxos. [127, 128, 131-133]

Kitchen e cols relataram aumento do risco de re-hospitalizagdes, bem como do
numero de dias de internacdo, em prematuros com até 5 anos de idade (principalmente
nos primeiros 2 anos), sendo que aqueles com peso de nascimento inferior a 1.000 g
apresentaram cerca de 3 vezes mais re-hospitalizagdes, comparados a criangas a termo.
As principais causas para estas hospitalizagdes foram infecgdes respiratorias (bronquite,
bronquiolite, infeccdo de vias aéreas superiores, pneumonia). Os problemas respiratorios
demonstraram ser a principal morbidade no grupo prematuro (40%).
Surpreendentemente, as internagdes por asma ndo foram mais frequentes no grupo de
prematuros, ¢ o tempo de VM ou a dependéncia de oxigénio tampouco estiveram

estatisticamente associados a maior incidéncia de reinternacdes nessas criangas. [126]

Embora existam alguns relatos de associacdo entre prematuridade e maior
incidéncia de asma na infancia, [134, 135] outros autores [128] ndo encontraram relagao
entre asma, prematuridade e fatores perinatais, incluindo doenga respiratoria ao
nascimento, em compara¢ao com criangas a termo. Greenough e cols relataram uma alta
prevaléncia de sintomas respiratorios em prematuros, sendo da ordem de 47%, 36% e

33%, respectivamente no primeiro, segundo e terceiro ano de vida. [136]

Os sobreviventes de DBP tendem a apresentar uma incidéncia aumentada de
infecgdes respiratorias inferiores (bronquiolite, pneumonia) quando comparados a
prematuros sem DBP. Além disso, também demonstrou-se um aumento da incidéncia de

bronquite (até os 2 anos) nesta populagdo, se comparada a prematuros sem DBP ¢ a
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controles a termo. [137] Estas criangas tendem a ser mais suscetiveis a
hiperresponsividade das vias aéreas e a infec¢des respiratorias de repeticdo, com um

risco maior de hospitalizagcdes nos primeiros dois anos de vida. [138]

Recentemente, alguns autores sugeriram que a prematuridade per se pudesse ser
um fator de risco independente para a alteragdo de fungdo pulmonar posterior. [127, 139,
140] Estas alteragdes seriam mais aparentes nos primeiros anos de vida, tornando-se
menos evidentes no decorrer dos anos seguintes. [141] O estudo realizado por Friedrich
e cols [140] realizou testes de fungdo pulmonar através da Técnica da Compressao
Toréacica Rapida a partir de volumes elevados em bebés prematuros sadios. Os autores
demonstraram que estes pacientes apresentam capacidade vital normal mas fluxos
expiratorios reduzidos nos primeiros 6 meses de vida, sugerindo que, precocemente,
estes prematuros ja apresentam uma funcdo aérea reduzida, mas com tamanhos
pulmonares dentro da normalidade. Esta reducdo de fluxos com volumes pulmonares
normais foi acompanhada de uma alta incidéncia posterior (at¢ 1 ano de vida) de

sibilancia no grupo estudado.

O periodo compreendido entre os primeiros 12 meses de vida caracteriza-se por
uma grande velocidade de crescimento somadtico e, consequentemente, pulmonar, além
de ser o responsavel pela apresentacdo da maior parte dos problemas respiratorios da
infancia. Considerando-se que, até as 36 semanas de gestacdo, apenas a fase sacular do
desenvolvimento pulmonar intrauterino estd completa, [142] o nascimento prematuro se
associa a uma interrup¢do do padrdo natural de desenvolvimento pulmonar, podendo
resultar em alteragdes nas propriedades mecéanicas dos pulmdes e das vias aéreas. Uma

alteracdo de funcdo pulmonar j& em idade precoce explicaria a alta morbimortalidade
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por doengas respiratorias nesta populacdo durante o primeiro ano de vida e poderia,

eventualmente, estar associada a alteragdes obstrutivas cronicas na vida adulta.

Devido ao fato de o desenvolvimento das vias aéreas preceder o
desenvolvimento dos alvéolos e da microvasculatura pulmonar, os distarbios do
desenvolvimento do parénquima podem ser mais severos do que as alteragdes das vias

aéreas, quando testados pouco tempo apos o nascimento prematuro.

Yuksel, [143] ja em 1992, encontrou um aumento da resisténcia de vias aéreas e
de CRF em prematuros sadios aos 6 e aos 20 meses corrigidos, sugerindo um
desenvolvimento alveolar e de vias aéreas alterado neste grupo de bebés. Gappa e
cols[144] apresentaram dados referentes a prematuros com e sem DBP coletados em trés
paises europeus (Inglaterra, Alemanha e Noruega), que também sugerem uma redugdo
da fungdo pulmonar deste grupo com 1 ano de idade, independente da severidade da

doenca subjacente ou do modo de ventilagao no periodo neonatal.

Os estudos de Hjalmarson & Sandberg [141] e de Hoo e cols [139] ressaltam a
importancia da prematuridade per se no crescimento pulmonar subsequente, aliando-se a
proposta de Jobe [145] de que estas criangas estariam funcionalmente crescendo além de
suas vias aéreas. Os mecanismos subjacentes a estas observagdes permanecem
especulativos, mas talvez incluam o fato de que a maturagdo, o crescimento dimensional
e a septacdo alveolar ocorrem de maneira distinta apds um nascimento prematuro,
podendo assim resultar em vias aéreas mais complacentes, menores e/ou com menos

conexoes alveolares. [144]
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Ha evidéncias crescentes de que a redugdo da fungdo pulmonar que se segue ao
parto pré-termo possa estar relacionada a alteragcdes de desenvolvimento. Os cuidados
antenatais e a prevencao da prematuridade sdo tdo importantes para a futura saude
pulmonar a longo prazo quanto os novos aprimoramentos nas estratégias de ventilagdo

no periodo neonatal. [144]

Existem ainda vérias lacunas na compreensao do crescimento e do
desenvolvimento pulmonar normal e da resposta do sistema respiratorio a insultos
precoces. Ha evidéncias crescentes de que muitas alteragdes possam persistir até a
infancia tardia ou mesmo até a idade adulta. [129, 146] Doyle [147], ao medir funcao
pulmonar de prematuros menores de 1.000 g aos 14 anos e comparéd-las a fungao
pulmonar de controles a termo, relatou que, embora a incidéncia de sintomas e a
prevaléncia de asma e de re-hospitalizacdes entre os dois grupos tenham sido
semelhantes, mesmo entre os portadores de DBP, os fluxos expiratorios encontravam-se
reduzidos nos prematuros (32% versus 8% nos controles), com 22% apresentando
repercussodes clinicas. Por outro lado, as variaveis que refletem os volumes pulmonares e
o alcaponamento de ar foram semelhantes nos dois grupos. Schraeder e cols nao
encontraram alteragdes significativas em fun¢do pulmonar, sintomas respiratérios e
hiperreatividade num grupo de prematuros (ventilados e nao-ventilados, displésicos e
nao-displasicos), testados com 10 a 11 anos de idade. No entanto, o grupo de prematuros

apresentou funcao pulmonar reduzida se comparado a criangas a termo. [148]

A alteracdo de funcdo pulmonar em criangas com historia de DBP ja ¢ fato
conhecido. A maioria dos estudos com pacientes que apresentaram DMH [146] e/ou

DBP [129-131, 133, 146, 149-153] demonstrou um aumento da incidéncia de sibilancia
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(até 60% entre os 7-10 anos) e comprometimento da funcdo pulmonar com alteracdes
principalmente obstrutivas (hiperinsuflagdo, reducdo de complacéncia e aumento de

resisténcia) durante a infancia e a adolescéncia.

Diversos estudos de seguimento de pacientes com DBP demonstram alteragdes
pulmonares inclusive durante a adolescéncia e a idade adulta. [154] Apesar de uma
melhora relativa ao longo da infancia, [155] o acompanhamento dessas criangas, a longo
prazo, tem revelado persisténcia de anormalidades pulmonares, com redugao de fluxos
aéreos, sugerindo obstru¢do e hiperresponsividade das vias aéreas. [156] Esta
permanéncia de alteragdes ventilatorias poderia significar uma adi¢ao de efeitos
adversos relacionados ao parto pré-termo com DBP, em uma idade na qual ha um
crescimento somatico acelerado, fazendo com que as vias aéreas ndo consigam

acompanhar este ritmo de crescimento.

A avaliacdo do impacto de exposicdes pré e pos-natais na saude respiratoria a
curto prazo tem sido facilitada pela recente emergéncia de técnicas objetivas para a
mensuracdo de funcdo pulmonar em lactentes. [157] O padrdo de crescimento e do
desenvolvimento das vias aéreas e do parénquima pulmonar durante o primeiro ano de
vida em prematuros ainda ndo foi bem definido. Um melhor entendimento das alteragdes
funcionais do sistema respiratorio que ocorrem durante o crescimento € essencial para
determinar como os insultos perinatais podem produzir danos agudos ou cronicos em

vias aéreas e parénquima pulmonar. [124]
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2 JUSTIFICATIVA

Corioamnionite esta associada ao desenvolvimento de doenga pulmonar cronica
da prematuridade; entretanto, esta observagdo nao foi confirmada em todos os estudos
realizados. Tal discrepancia pode ser explicada pelas diferentes defini¢des utilizadas

tanto de displasia broncopulmonar como de infec¢do intrauterina.

O desfecho proposto neste estudo, medida de volumes e fluxos expiratorios
maximos, por ser uma variavel continua, permitird uma analise mais acurada da
associacdo entre infec¢do e desenvolvimento pulmonar. Adicionalmente, teremos uma
medida de magnitude do efeito, apds ajustes para conhecidos fatores que afetam a

fun¢@o pulmonar, como género, idade gestacional e exposi¢do a tabagismo intrautero.

Nossa hipotese ¢ de que a exposi¢do a inflamagdo intrauterina leve a um
acelerado processo de maturagdo pulmonar trazendo como consequencia alteracao
estrutural, possivelmente de cardter permanente. Estas alteragdes provavelmente nao
estdo limitadas aos recém-nascidos de extremo baixo peso. Acreditamos que possam ser

detectadas, por medidas de fluxos maximos, mesmo em prematuros tardios.
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3 OBJETIVO

Analisar a associacdo entre corioamnionite histologica e fungdo pulmonar em

RN pré-termo nos primeiros meses de vida.
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5 METODOS

5.1 Delineamento

Estudo de coorte prospectivo.

5.2 Locais de realizacao

Os pacientes foram recrutados no Centro Obstétrico (CO) do Hospital Sao Lucas
da PUC (HSL), acompanhados durante a internagdo na Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal (UTIN) e seguidos posteriormente no Ambulatorio de Pneumologia Pediatrica.
Os testes de fungao pulmonar foram realizados no Laboratério de Fungao Pulmonar para
Lactentes localizado no Instituto de Pesquisas Biomédicas do Hospital Sao Lucas da
PUC e a andlise histolégica do material coletado foi realizada no Laboratorio de

Patologia Edelweiss.
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5.3 Pacientes

5.3.1 Critérios de inclusdo: Foram incluidos nesse estudo, recém-nascidos (RNs) com

idade gestacional inferior a 37 semanas, nascidos no Hospital Sdo Lucas da PUC no

periodo de junho/2004 a abril/2005.

5.3.2 Critérios de exclusdo: Foram excluidos do estudo os recém-nascidos pré-termo que

apresentassem qualquer um dos critérios descritos a seguir:
o RNs de maes sabidamente portadoras do virus HIV;

® RNs de maes que chegaram ao CO do Hospital em periodo expulsivo e sem

coleta de exames no pré-natal,
® RNs que apresentavam malformagdes graves e incompativeis com a vida.

Do exame de func¢ao pulmonar foram excluidos os bebés que apresentavam

sindromes e/ou malformagdes que pudessem interferir no exame.

5.4 Variaveis do estudo

As seguintes varidveis foram consideradas:

1. Corioamnionite (estudo histolégico)
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. Tempo de ruptura de membranas (horas)

. Ventilagdo mecanica

. Uso de oxigenoterapia

. Indice de APGAR no primeiro e quinto minuto de vida.
. Sepse precoce ¢ sepse tardia

. Doenca da membrana hialina (DMH)

. Idade gestacional (IG)

9. Peso ao nascimento (g)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Relacdo entre o peso e idade gestacional

Idade e raga materna

Sexo (M/F)

Doengas maternas (HAS, diabete)

Uso de corticosterdide na gestacao

Fumo materno

Infec¢do materna

Dias de internacao na UTIN

Via de nascimento

Pneumonia congénita

Uso de corticosterdide pds-natal
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21. Obito

22. DBP

23. Parametros de Funcao Pulmonar (fluxos e volumes pulmonares):
- Capacidade Vital For¢ada (CVF)

- Fluxos expiratorios (FEFsy, FEF7s, FEFgs € FEF;5.75)

- Volume expiratorio for¢gado em 0,5 segundo: VEF 5

5.4.1 Operacionalizacao das variaveis

A idade gestacional dos RNs foi estimada a partir dos dados maternos da data da
ultima menstruagdo ou de ecografia obstétrica precoce (até 20 semanas de gestagado).
Quando estas se demonstravam imprecisas, foi utilizada a idade gestacional estimada
por ecografia obstétrica tardia (a partir de 20 semanas de gestacao) ou idade gestacional

estimada pelo pediatra apds o nascimento, através do método de New Ballard. [1]

Adequacao do peso para a idade gestacional: O RN foi classificado em pequeno,
adequado ou grande para a idade gestacional, segundo curvas de crescimento

correntemente utilizadas. [2]

Infecgdo materna foi diagnosticada pelo médico obstetra e a informagdo foi

retirada do prontudrio materno. Foi caracterizada pela presenga de dor em baixo ventre,
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febre materna ou hemograma alterado, hemocultura positiva, infec¢do do trato urinario

recente e uso de antibioticoterapia materna no periodo antenatal imediato.

O diagnostico de doenca da membrana hialina (DMH) foi realizado pela equipe
médica assistente através de critérios clinicos, radioldgicos, necessidade de oxigénio

(fiO2) acima de 40% e administracdo de surfactante.

Pneumonia congénita e sepse neonatais foram também definidas pela equipe

assistente de acordo com os achados clinicos, radioldgicos e culturais.

Displasia broncopulmonar foi definida como a necessidade de oxigénio
suplementar com de 28 dias de vida juntamente com achados caracteristicos ao raio-x de

torax. [3]

Os dados: idade e raca materna, fumo materno, uso de corticoide antenatal,
doencas maternas, tempo de bolsa rota (em horas), via de nascimento, Apgar, peso de
nascimento e¢ sexo foram obtidos através de anotagdes na ficha de nascimento e
entrevista com as maes. A raca materna foi diferenciada apenas em branca ou ndo branca

de acordo com o fen6tipo materno.

Dias em suporte ventilatorio (ventilagdo mecanica e CPAP) e oxigenoterapia, uso
de corticéide pds-natal, dias de internacdo na UTIN e 6bito foram documentados através

do registro médico em prontudrio e do acompanhamento didrio dos pacientes.

Corioamnionite foi definida histologicamente pela presenca de a0 menos um

foco com 5 leucocitos polimorfonucleares em decidua — amnio e/ou corio. [4] (Anexo 4)
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Variaveis de desfecho:

Fluxos e volumes pulmonares: Essas variaveis foram medidas através dos testes

de funcao pulmonar. Detalhes na pagina 65.

5.5 Obtencao das amostras do estudo

5.5.1 Placenta, corddo umbilical e membranas

Apo6s o nascimento todas as placentas foram pesadas e examinadas a fresco. Foi
realizada avaliagdo macroscopica de acordo com o protocolo em anexo (Anexo 3) e

segmentagdo nas seguintes pegas:
1) amostra de aproximadamente 4 cm de corddo umbilical de localizacdo aleatoria;

2) amostra de aproximadamente 2 cm de corddo umbilical a 1cm da inser¢do no

disco placentério;
3) amostra retangular aleatorio de membranas de aproximadamente 10x5cm;
4) amostra triangular do disco placentario proximo a laceracdo das membranas;

5) amostra retangular de cada um dos quadrantes do disco placentario.
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O material foi fixado em solugdo de formol 10%, seccionado em porcdes de até 2
mm, lavados ¢ desidratados em série alcoodlica crescente até a concentracdo 100%,
passando por banhos de xilol e parafina, procedimento realizado em processador de
tecidos Leica Modelo TP 1020. Apds, o material foi para etapa de emblocamento em
parafina sob forma de fragmentos da placenta (5 pecgas), corddo umbilical (2 pegas) e
membranas (1 peca). Os blocos foram seccionados em microtomo Leica modelo SM
2000R, com espessura de 5 um e aderidos em laminas para microscopia, previamente
preparadas. Os cortes foram corados e cada lamina foi examinada em microscopio
optico sendo realizada a analise microscopica histoldgica. Esta analise foi feita por uma

médica patologista que nao tinha conhecimento clinico dos pacientes.

"‘ B g 2

Figura 2- Micrétomo Leica SM 2000R Figura 3- Processador de Tecidos Leica
Modelo TP 1020
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5.6 Seguimento clinico dos pacientes

As maes foram contatadas durante a permanéncia no hospital e solicitou-se a sua
participagdo no estudo através do Consentimento Informado (Anexo 5). Para a coleta de
dados foi utilizado um protocolo previamente desenvolvido (Anexo 1). Os dados foram
coletados através de revisao dos prontuarios dos pacientes e entrevistas com as maes. Os
recém-nascidos que necessitaram internacao na CTIN foram acompanhados diariamente
pelo investigador principal para registro de dados e intercorréncias ocorridas durante a
internagdo. Durante este periodo, dados referentes a sua evolugcdo foram coletados e

registrados no protocolo de registro de dados.

Cerca de um a dois meses ap0s a alta hospitalar, era realizado o primeiro contato
telefonico com as maes para agendamento do seguimento no ambulatério e agendamento

dos exames.

5.7 Realizacdo dos testes de func¢do pulmonar pela Técnica da Compressio

Toracica Rapida

Os testes de fung¢@o pulmonar dos lactentes foram realizados no Laboratorio de
Pediatria do Instituto de Pesquisas Biomédicas do Hospital Sdo Lucas da PUC quando o
paciente atingisse peso superior a 3,5 kg, apés 40 semanas de idade gestacional pos-

menstrual. Nos casos de infecgdes de vias aéreas superiores ou sibilancia recentes, os
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testes eram postergados pelo periodo de duas a trés semanas apOs a crianga estar

assintomatica.

5.7.1 Preparo do paciente

O lactente era inicialmente pesado em uma balanca digital e a medida da
saturacdo de hemoglobina era verificada com oximetro de pulso. Apds, os pacientes
recebiam hidrato de cloral (50 a 80 mg/kg) por via oral, para indugdo da sedacdo, e eram
encaminhados ao laboratorio de fung¢do pulmonar para realizagdo do exame. O
comprimento era medido com um antropometro. O paciente era colocado na mesa de
exame em posi¢do supina, e a jaqueta inflavel era ajustada em volta do abdomen e do
térax, com pequena folga para ndo provocar qualquer restricdo a inflagdo pulmonar. [5]
Durante todo o periodo de exame o lactente era monitorizado com oximetro de pulso.
Uma maéscara facial transparente com bordas de silicone era delicadamente colocada
sobre a face do lactente, cobrindo a boca e o nariz. A regido cervical era mantida em

ligeira hiperextensao.

O ambiente era mantido em siléncio, com reducdo da luminosidade e com
temperatura entre 20 e 25°C. Materiais para reanimacdo estavam disponiveis e 0s

lactentes eram alimentados até no maximo duas horas antes do exame. [6]
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5.7.2 Equipamento

O sistema de fun¢do pulmonar consiste basicamente de trés sistemas:
» Aquisi¢ao e registro de sinais;
» Inflagdo pulmonar;

» Compressao toracica.

5.7.2.1 Sistema de aquisicao e registro de dados

Compreende transdutores de pressao diferencial, amplificador, placa conversora
analogica/digital e software.

A aquisicao dos sinais de fluxo ¢ feita através de um pneumotacografo de tela
(Hans Ruuudolph, model 3700, Kansas City, MO) conectado a um transdutor de pressao
diferencial (-2 a +2 cmH,0, Validyne, Northrige, California). O volume ¢é obtido por
integracdo do fluxo. A pressdo na boca e na jaqueta sdo medidas com transdutores
Validyne de pressao diferencial (0 a 60 cmH,O e 0 a 150 cmH,O respectivamente). Os
sinais sdo amplificados (MC1-10, Validyne, Northrige, California), filtrados acima de
S50Hz (Validyne CD 19-A) e enviados a placa conversora analdgica digital (Data
Translation DT3001, Malboro, MA). A amostragem ¢ feita a 100 Hertz e os dados
registrados em um banco de dados padrao ODBC (Open DataBase Connectivity). [7] O

sistema de aquisi¢do de sinais estd esquematicamente representado na Figura 4.
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O software foi desenvolvido no Laboratorio de Fun¢ao Pulmonar de Lactentes do
Riley Hospital, Indianépolis, EUA. Este software processa e integra os sinais e

apresenta, em tempo real, as curvas fluxo-volume. [7]

Aquisicao de Sinais

Transdutores
de Presséo p—

Amplificador
Validyne

Pressdao em

Vias Aéreas
Placa Conversora_ k/
Analédgica / Digital

Pressao

Computador
Andlise e
Registro dos
Dados

Figura 4 -Sistema de Aquisi¢do de Sinais e Registro. Pressdo e fluxo sdo convertidos em sinais
elétricos, amplificados e convertidos em informagdo digital. Os dados sdo adquiridos
com uma taxa de amostragem de 100 Hz e arquivados em um banco de dados de
padrdo ODBC.

5.7.2.2 Sistema de inflagdo pulmonar

E o sistema que controla o fluxo, a pressdo e o volume do ar inspirado através

de um sistema de tubos e valvulas. O circuito usado para a Inflagdo Pulmonar consiste
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de fonte de ar comprimido, tubos, controlador eletronico de valvulas, fluxometro e
valvula de seguranga que limita a pressao a 30 cmH,0. O fluxémetro era regulado de
acordo com o pico de fluxo inspiratério do lactente e geralmente ajustado entre 15 e 20
litros por minuto. As quatro valvulas, controladas pelo computador, direcionam o fluxo
de ar. A oclusdo da valvula expiratoria resulta em inflagdo do sistema respiratorio. Ao
final da inflagdo (percebida pelo software por fluxo inspiratorio proximo de zero e
pressao = 30 cmH,0), a valvula era aberta e o lactente expirava passivamente. [7]
Geralmente, varias inflagdes pulmonares (3 a 10) sdo necessarias para inibir o estimulo
ventilatorio em lactentes e permitir que a expiragdo for¢ada seja feita sem
interrupcoes.[8] As varias insuflagdes induzem uma breve apneia através de dois
mecanismos: a) queda na pCO, pelo aumento da ventilagdo; b) relaxamento da
musculatura respiratoria pela inducdo do reflexo de Hering-Bauer. Esta indugdo de
apneia torna menos provavel a ocorréncia de um estimulo inspiratorio durante a

manobra de expiragdo forcada, o que interferiria nas medidas obtidas. [9]

5.7.2.3 Sistema de compressao toracica rapida (jaqueta inflavel)

O sistema de compressao toracica regula a pressdo aplicada no toérax e abdome
do lactente. Consiste de uma fonte de ar comprimido, uma valvula reguladora de
pressdo, um reservatério de ar comprimido de 100 litros (capaz de suportar pressdes de
150 cmH,0), uma valvula controlada pelo computador, que conecta o reservatorio de

pressdo a jaqueta, tubos e conexdes apropriados e a jaqueta inflavel. A pressdo no
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reservatorio € ajustada manualmente antes de cada manobra. Apds algumas inflagdes
pulmonares, o técnico ‘“autoriza” que, ao fim da préoxima inflagdo, a pressdo do
reservatorio seja transmitida a jaqueta através da abertura da valvula. A compressao
toracica ¢ iniciada, portanto, a um volume que equivale a pressao de 30 cmH,0O e
mantida até o final da inspiracdo for¢ada (quando o fluxo expiratorio aproxima-se de
zero), quando a valvula ¢ fechada e a jaqueta volta a pressao atmosférica encerrando a
compressao toracica. A figura 5 apresenta os sistemas de inflagdo pulmonar e
compressao toracica, ambos controlados pelo computador por meio de uma placa

conversora digital-analogica, com resolugao de 20 milisegundos. [7]
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Controlador

de Valvulas

Hans Rudolph Fonte de ar
comprimido

M

[

Valvula pneumotacografo
de 3 vias

Valvula
de 3 vias

Terminal

monitor
de CO,
Controlador

de pressao

Jaqueta inflavel I

Reservatério
de pressao

Figura 5 - Sistema de Inflacdo Pulmonar e Compressdo Toracica. O sistema de inflagdo ¢
controlado por quatro valvulas e ativado ao fim de cada expiragdo. Como o sistema
recebe continuamente dados de fluxo e pressdo, o algoritmo de decisdo ¢ totalmente
controlado pelo software, baseado em sinais que caracterizam o inicio e o final de
cada ciclo ventilatorio. Ao final de uma inflagdo pulmonar, o técnico “autoriza” o
sistema a realizar uma compressao toracica, que persistira até o fim da expiragao,
ou seja, até que o fluxo expiratdrio seja igual a zero.

5.7.3 Manobras expiratérias forgcadas

As Manobras Expiratorias Forgadas eram realizadas com sucessivas inflagdes
pulmonares, feitas antes da expiracdo for¢ada com objetivo de inibir o impulso
inspiratorio durante a manobra e consequente interrupcdo da curva fluxo-volume. A

expiracdo forgada iniciava em um volume pulmonar préximo a Capacidade Pulmonar
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Total, (pressao da via aérea = 30cm H,O, V3¢) e continuava até o volume residual (VR).
As manobras expiratorias for¢cadas eram repetidas com incrementos de 5 a 10 cmH,0 na
pressao da jaqueta, partindo de pressoes baixas (40 a 50 cmH,0O) até obterem-se fluxos
maximos. O teste era encerrado ao atingir limita¢ao de fluxo. [7]

Os critérios de fluxo méaximo utilizados nesta pesquisa foram a obtencao de trés
curvas fluxo-volume visualmente idénticas com pressdes de jaqueta que diferiam em
pelo menos 10 cmH,0. Entre as curvas tecnicamente aceitaveis, a curva com o mais alto
produto entre CVF e Fluxo Médio-Expiratorio Final (FM-EF) era escolhida como a
melhor. Os critérios utilizados para considerar uma curva como tecnicamente aceitavel
foram os seguintes: a) elevacdo rapida do fluxo, atingindo o peak-flow; b) auséncia de
ruidos no sinal, especialmente na segunda metade da curva expiratéria; ¢) término suave

e sem inspiracao durante a expiragdo forcada. [7]

Os pacientes permaneciam monitorizados durante a realizacdo do exame. Ao
final do teste, a crianca era despertada e permanecia sob supervisao médica até que o

grau de consciéncia fosse considerado normal.

5.7.4 Variaveis estudadas no teste de fun¢ao pulmonar

Os fluxos expiratorios forcados em 50, 75 e 85% representam o fluxo de ar
instantaneo (calculado por interpolagdo linear) na respectiva fracdo da Capacidade Vital

Forcada. O volume foi obtido por integragao digital do fluxo e ambos eram apresentados
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na tela do computador em tempo real e guardados em arquivo de banco de dados para

analise posterior.
Foram consideradas as seguintes variaveis:

»  Capacidade Vital For¢ada - CVF (mL): Volume total de ar expirado pela

compressao toracica apods inflagdo pulmonar com pressao de 30 cmH,O.

»  Volume Expiratério Forcado em 0,5 segundo — VEF; s (mL): Volume de
ar expirado pela compressao toracica em 0,5 segundo.

»  Fluxo Expiratério Forcado em 50% da Capacidade Vital — FEFs, (mL/s):
Fluxo instantaneo em 50% da CVF durante a expiragao forgada.

»  Fluxo Expiratério Forcado em 75% da Capacidade Vital — FEF;s (mL/s):
Fluxo instantaneo em 75% da CVF durante a expiragao forgada.

»  Fluxo Expiratério Forcado em 85% da Capacidade Vital — FEFgs (mL/s):
Fluxo instantaneo em 85% da CVF durante a expiragao forgada.

> Fluxo Médio-Expiratorio Forcado — FM-EF ou FEF;s.7s (mL/s): fluxo
médio na por¢do central da expiragdo forgcada, obtido pela razido entre o
volume e o tempo entre 25 e 75% da CVF.

»  FEV,s/FVC — Relagdo entre o volume de ar expirado pela compressao
toracica em 0,5 segundo e a capacidade vital focada deste mesmo pulmao.

Os valores de referéncia da normalidade utilizados foram previamente descritos

na literatura, obtidos a partir de 155 lactentes norte-americanos normais a termo. [7]
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5.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram acrescentados ao banco de dados criado em Excel e as
andlises foram feitas utilizando o pacote estatistico SPSS versdao 15 para Windows
(SPSS®, Chicago). As varidveis quantitativas foram descritas através de média e desvio
padrao (ou mediana, caso a distribuicao nao seja normal). Os dados qualitativos foram
apresentados através de frequéncias e percentuais. Comparagdes entre dois grupos foram
feitas pelo teste t de Student, teste X° ou Exato de Fischer. As variaveis de funcio
pulmonar foram comparadas, ap6s ajuste para fatores de confusdo, através da regressao
linear multipla. Além disso, este teste foi também utilizado para avaliar o impacto dos
fatores perinatais nos parametros de fun¢do pulmonar. Corioamnionite, raca,
necessidade de oxigénio, sexo, idade gestacional, peso de nascimento, fumo durante a
gravidez foram usados como variaveis independentes. As variaveis de fungdo pulmonar
(capacidade vital e fluxos expiratérios maximos) foram usadas como variaveis

dependentes neste modelo.

Os valores absolutos das varidveis do teste de fungdo pulmonar foram

transformados em escore Z. Diferengas foram consideradas significativas se p<0,05.
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5.9 Ktica

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Sao Lucas da PUCRS. Os responsaveis pelos pacientes foram amplamente informados
dos objetivos do estudo, da metodologia aplicada e seus riscos, através de entrevista com

a pesquisadora e por um documento (consentimento informado) em anexo (Anexo 5).

Em relagdo ao teste de fungdo pulmonar, o método de compressao toracica tem
sido utilizado em varios centros clinicos e de pesquisa do mundo, mesmo em
prematuros. [10] O principal risco do exame ¢ a sedacdo com hidrato de cloral. As
complicagdes ndo sdo comuns, € podem incluir nduseas, vomitos, sonoléncia excessiva e

inquietagdo. [11]
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“At a Glance Commentary”

Scientific knowledge on the subject:

There are conflicting clinical data on the association between choricamnionitis and the
development of BPD. There are no physiological studies on the effect of choricamnionitis on

lung function in humans.

What this study adds to the field:

Exposure to choricamnionitis was associated with the development of clinical BPD and
lower flows in female preterm infants. Our findings suggest a gender specific effect of infection

and inflammation on lung development.

Conflict of Interest Statement: Mone of the authors has a financial relationship with a

commercial entity that has an interest in the subject of this manuscript.
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Abstract
Objective: To analyze the association between histologically-diagnosed chorioamnionitis

(HCA) and lung function measured in the first months of life for infants born before term.

Patients and methods: Premature infants (aged less than 37 weeks of gestation) were
recruited. Placenta and memhranes were collected during delivery and evaluated for HCA. Lung
function was performed in the first months of life by the Raised Volume-Rapid Thoracic

Compression Technigue (RV-RTC).

Results: One hundred seventy one premature infants were enrolled in this study.
Placenta and membranes were successfully collected in 161 subjects. 96 infants had both lung
function tests and histologic assessment of chorioamnionitis. There was a significant assaciation
between HCA and BPD (Chi-square 6.708, p=0.005), and mechanical ventilation (Chi-square
4,414, p=0.027). There was a significant reduction in expiratory flows in the overall tested
premature infants, with FVC wvalues within the normal range. Lower lung function was
associated with male sex and prematurity. HCA was significantly associated with lower

expiratory flows among female preterm infants. (p<0.05 for FEFsg, FEFss, FEFac.75 and FEVqs)

Conclusions: There were significantly more subjects with BPD among preterm infants
diagnosed with HCA when compared to those without signs of infection. Moreover, our data
shows a reduction in maximal expiratory flows in female preterm infants exposed to HCA, an
effect not observed in males. These results imply a gender-specific negative effect of
inflammation on the development of the lung of these females. This study confirms and
expands the concept of a previously described association between chorioamnionitis and early

life chronic lung disease.

Key words: Chorioamnionitis; lung function; prematurity; lung growth
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Introduction

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is the extreme end of a wide spectrum of lung
damage and arrested lung development secondary to prematurity, mechanical ventilation,
exposure to high concentrations of oxygen, pre and postnatal infections, among many other
risk factors proposed. [1, 2] The concept of exposure of fetal lung to infection and inflammation
promoting accelerated maturation and parallel development of chronic lung disease of

prematurity has been previously discussed in a number of studies. [3-7]

Many studies have used animal models of intrauterine infection, to look at the impact of
inflammation on lung maturation, alveolarization and the subsequent development of chronic
lung disease of prematurity. [8-13] These investigations uniformly peint to a direct relation

between inflammation and arrested lung development and BPD.

In humans, several studies have shown an increased incidence of histological
choricamnionitis  (neutrophilic infiltration of membranes, HCA) [14-16] or systemic

inflammataory response [17-19] in preterm newborns that later develop BPD.

Instead, other authors have not found such a clear association between infection and
BPD. Kent et al[20] found no significant association between HCA and BPD, gender, mechanical
ventilation in 241 preterm infants born with less than 30 weeks gestational age. The only factor
associated to HCA in this sample was gestational age. In the largest epidemiologic study
published so far, Andrews et al was also unable to detect an association between histological

choricamnionitis in 446 preterm infants delivered before 32 weeks of gestational age. [21]
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One potential explanation for the discrepancies is the BPD endpoint itself, which is
physiologically ill-defined and probably does not represent the true effect of prematurity and
inflammation in the developing lung. [22] It is possible that with a more sensitive physiological
assessment of the respiratory system the role of intrauterine inflammation for the

development of chronic lung disease of prematurity could be better understood.

Considering that BPD usually expressed, show present as a severe ohstructive disorder,
hoth clinically and in functional assessment in specialized laboratories [23-25], we hypothesized
that measurements of maximal expiratory flows would be reduced in preterm infants exposed
to chorioamnionitis and that this effect would not be restricted to newborns at risk to develop

BPD.

The aim of this study was to examine the association between histological
choricamnionitis and lung function in preterm infants. This data has been presented in abstract

format. [26]
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Material and Methods

Consecutive premature infants (less than 37 weeks gestational age) were recruited from
Hospital S3o Lucas, Porto Alegre, Brazil, between June 2004 and April 2005. Gestational age was
assessed by the date of last menstrual period, ultrasound or clinical assessment by a
neonatologist. [27] Subjects with congenital malformations and HIV were excluded from the

study.

The preterm infants were followed during the entire period in the neonatal intensive
care unit (NICU). All NICU procedures and events were recarded prospectively by one of the
investigators (A.L.C.). Respiratory distress syndrome (RDS) was defined as a newhorn with
clinical and radiclogical characteristics of RDS requiring a fraction of inspired oxygen above 0.4
and surfactant administration. BPD was defined as supplemental oxygen requirement at 28

days of life and radiclogical abnormalities.

Histologic Chorioamnionitis {(HCA)

Five tissue samples were obtained from each placenta (including umbilical cord,
membranes and chorionic plate), fixed with 10% buffered formalin, embedded in paraffin and
tissue block and stained with hematoxylin and eosin. Histologic examination was performed by
a pathologist who was blinded to the clinical information (M.I.E.). Histologic choricamnionitis
was defined as the presence of 5 or more polymorphonuclear leukocytes per field in one area

of deciduas, amnion or chorion, as described previously [28]
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Lung Function Test

Lung function testing was assessed by the RV-RTC technique, after sedation with chloral
hydrate (50-80mg/kg), as previously published. [29]. Lung function tests were performed after
A0 weeks of postconceptional age, in the first year of life. Infants were weighed, measured, and
set in supine position, with an inflatable jacket wrapped around their abdomen and chest. All
infants were tested at least 60 min postprandially to reduce the effect of gastric contents on
lung wolume. A pulse oxymeter monitoring was used during the tests. A face mask was
positioned owver the infant's face, cowvering mouth and nose, and the cervical region was

maintained in an over extended position.

Lung inflation pressure was set at 30 cm H;0 and, at this point, thoracic compression
was initiated and maintained until residual volume was reached. Forced expiratory maneuvers
were repeated with increases of 5 to 10 cm H.0 in jacket pressure until maximum expiratory
flows were obtained. The best curve was selected as that with the highest product of FVC and

FE FQ E—75s

Statistical Analysis

Statistical analysis of the data was performed using the statistical program SPSS version
15 (5PSS, Inc., Chicago, IL). Quantitative and qualitative variables were described, respectively,
through means/SD and frequencies/percentiles. Group characteristics were compared by t tests
and exact tests. The lung function variables were compared after allowing for covariates hy
multiple linear regression analysis. In addition, multiple regression analysis was also used to
evaluate the impact of perinatal factors in the lung function parameters. Race, smoking during

pregnancy, oxygen requirement, steroid use, gestational age, intrauterine growth retardation,
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sex, length and weight at test date were used as independent variables. Additionally an
interaction term between gender and choricamnionitis was included in the model. Intrauterine
growth retardation (IUGR) was defined by birth weight below the 10" percentile for gestational

age. [30]

Lung function variables were also expressed as a z score using the published regression

equation [31].

For all statistical analysis p-values below 0.05 were considered significant.

The ethics committee of the Institution approved the study and informed, written

consent was obtained from all parents.
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Results
Study Population

One hundred seventy one premature infants were enrolled in this study. Placenta and
membranes were successfully collected in 161 subjects. Lung function was obtained in 105
subjects in the first months of life by the raised volume-rapid thoracic compression. Lung
function was not obtained in 66 subjects due to neonatal death (n=5), exclusions (n=6), loss of
contact for follow-up (n=19) and refuse to perform lung function testing (n=38). The

characteristics of the 171 subjects are presented in table 1.

Choriecamnionitis (HCA)

Tissue samples for histologic examination were obtained from 161 subjects (84 males).
Choricamnionitis was diagnosed in 112 (65%) samples. Choricamnionitis was more common in
the low birth weight newborns, detected in 86/131 (66%) of the newborns with birth weight
above 1500g, and in 26/30 (87%) of those born below 1500g. There were no significant
associations between chorioamnionitis and race, sex, intrauterine growth retardation, and

smoking exposure during pregnancy.

Chaorioamnionitis was detected in 22/26 (85%) of thase preterm infants that developed
respiratory distress syndrome (RDS) and in 90/135 [50%) of those that did not developed RDS.
This higher proportion of choricamnionitis did not reach statistical significance (Chi-square

3.317, p=0.051)

We also found a significant association between chorioamnionitis and BPD. All 14

subjects that developed BPD had choricamnionitis. In those that did not developed BPD 98/147
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(66%) had chorioamnionitis. (Chi-square 6.708, p=0.005) The significance of the association is
maintained even if the analysis is limited to the 49 infants with gestational age below 33 weeks.

(Chi-square 5.674, p=0.014)

Choricamnicnitis was also strongly associated with mechanical ventilation. Of the 15
newborns that required ventilatory support, 14 (93%) had choricamnionitis. (Chi-square 4.414,
p=0.027) All 12 patients that received mechanical ventilation for more than 7 days had
choricamnionitis. (Chi-square 5.673, p=0.011) The association with patent ductus arteriosus

(PDA) was also significant: 17/18 {94%) had chorioamnionitis. (Chi-square 5.925, p=0.009)

Lung Function Tests

Lung function tests were successfully obtained in 105 preterm infants (49 males)
correspending to 61% of the original sample. The gestational age of the tested subjects ranged
from 24 to 36.8 weeks, with a mean gestational age of 33.4. The subjects were tested hetween
4.2 and 70.4 weeks corrected age with a mean age of 21.9 weeks. There were no significant
difference between those that had lung function tests and those that had not lung function
measurements in terms of age, gender, smoking exposure, race, incidence of RDS and BPD. (see
online supplement Table E1) A summary of the anthropometric and lung function data obtained
are shown on Table 2. There was a significant reduction in expiratory flows in the premature
infants tested, with FVC in the normal range. (see online supplement figures E1-E8) There was

an improvement in lung function with increasing gestational age. (Figure 1)
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Multivariate analysis

In the multivariate model, adjusting for known factors as length, gestational age and
smoking exposure during pregnancy, male preterm infants had significantly lower expiratory
flows when compared to female preterm infants. Male preterm infants had an average
reduction of 112ml/s (22%) in FEFsg, 70mL/s (30%) for FEF;s and 102mlL/s (24%) for FEFz5.75 and
19mlL (9%) for VEFgs. There was no difference in FVC between male and female subjects. We

did not find any effect of race, smoking exposure during pregnancy and IUGR on lung function.

The effect of chorioamnionitis on lung function was also analyzed in the multivariate
model after adjusting for length, gender, gestational age, and smoke exposure during
pregnancy. After adjustment, chorioamnionitis was not significantly associated in these models

with volume and flow variables.

However, a stratified by gender multivariate analysis (males, n=45 and females, n=51)
showed that among males maximal expiratory flows were significantly associated with length
and gestational age. For females, length and HCA were the only significant predictive variables

in the flow models.

In order to properly test the effect of choricamnionitis in female preterm infants we
added an interaction term in the statistical model (sex*HCA) for data analysis of the 96 infants
with information of lung function testing and HCA. The interaction between female sex and

HCA was significant in the model for all flow variables, but not for FVC (see online supplement
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Table E2). A summary of the effects of the interaction between female sex and charioamnionitis

is shown in Table 3. See also online supplement Figures 9 and 10,
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Discussion

This is the first study to analyzing the effect of choricamnionitis on early life measures of
lung function of preterm infants. Our data show a negative effect of choricamnionitis on lung
function in female premature infants, but not in males. Male preterm infants, as previously
reported have lower expiratory flows, equivalent to a preterm female born at four weeks ealier.
[32] However, our data suggests that female preterm infants, when exposed to
choricamnionitis lose their natural ventilatory-born advantage over male preterm infants, and

this may be the novel, and single most important observation of this report.

The magnitude of the effect of choricamnionitis in maximal flows is not small; we
observed a reduction of 15 to 20% in FEFg;, FEF.c, and FEF25;: in females exposed to
intrauterine inflammation. This finding offers additional information on the role of
inflammation in the development of chronic lung disease of prematurity and may improve our
understanding on the wariability of lung function in preterm infants. The reasons for this
selective negative effect on females, and why males would be protected from inflammation are

yet unknown.

The study was conducted at a single center, and the premature infants were recruited
while in the neonatal unit. The infants described in this study are representative of preterm
infants born in a public referral hospital in Brazil. The study design included all preterm infants

and not only those at high risk of developing BPD, i.e., all those barn with less than 32 weeks of
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gestational age. This strategy allowed a small number of very low birth weight infants that
would potentially have lower lung function. The consecutive recruitment of preterm infants
favors, on average, better lung function and probably close to normal, as we have previously
demonstrated. [32] One potential advantage of this design is the possibility to analyze the
effect of intrauterine infection on late preterm infants, a group that have received little

attention so far. [33]

We found a large number of subjects exposed to chorioamnionitis in our sample (65%).
This could be a result of lower social conditions, poor health care, race (we have 40%
black/mixed black in our sample), as previously reported. [21, 34] The definition for
inflammation criteria used in this study, of 5 or more polymorphonuclear leukocytes per high-
powered field may be considered a “low threshold”, and this fact could also increase the
diagnosis of HCA. It has been demonstrated that HCA diagnosis is strongly influenced by the
definition adopted and also by exclusion criteria and ethnicity. [35] Using & similar criteria to
the one inform our study, Helzman et al analyzing the placenta from full term infants reported
HCA in 54-76% of term placentas among Caucasians and in 64-85% of African-American term
placentas. [35] In our study the increased incidence of HCA could reduce its usefulness and
significance in the statistical models used, and would favor the null hypothesis. This was not
ohserved, and HCA was strongly associated with reduced lung function in females, both in the

multivariate analysis and in the interaction analysis.

Choricamnionitis and BPD association: Although this study was not intended to analyze

the association between chorioamnionitis and BPD, the obhservation that all subjects that
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developed BPD also had choricamnionitis supports the proposed hypothesis of intrauterine
inflammation as an important step in the path to chronic lung disease of prematurity. [14-16]
However due to the small number of patients affected by BPD in this study, this finding may not

be conclusive,

We did not find a protective effect of choricamnionitis on RDS, as reported in previous
publications. [14, 21, 36, 37] Actually, in our sample, there was a trend (p=0.051) to increase
RDS in preterm infants exposed to HCA. The same increase in RDS in preterm infants exposed to
choricamnionitis was reported by Lau et al[38] in a large sample of preterm infants and by
Ramsey et al[39] in preterm newborns with premature rupture of membranes. The
discrepancies may arise from different diagnostic criteria for HCA and RD5 used in these studies
and potential clinical overlap of RDS with other neonatal respiratory problems as congenital

pneumonia and sepsis that was also associated with HCA in our study (data not shown).

Another interesting finding was the association of HCA and mechanical ventilation. All
newborns ventilated for more than 7 days had HCA. This observation was previously reported
by Van Marter et al[40] and Mu et al[16] and our present data offers additional support for this
hypothesis. The observation of increased RDS and mechanical ventilation in our study conflict
with the concept of accelerated maturation and increased survival in preterm infants exposed

to HCA. [4, 41]

As one would expected, based on previous data, preterm infants have lower expiratory
flows when matched to predicted normal values, yet maintaining normal FVCs. Interestingly,

the impact of chorioamnionitis and gestational age was different in males and females. We had
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previously reported a wide gap in lung function, with males showing significantly lower
expiratory flows than females, in premature infants with gestational age between 29 to 35
weeks. [32] Our present data confirmed the reduced flows of preterm infants and the
disadvantage of male subjects in comparison to females, consistent with previous publications

on the effects of gestational age and gender on lung function in preterm infants [32, 42].

These findings of low expiratory flows combined with normal FVC suggest airflow
chstruction, consistent with measurements made later in life during childhood, adolescence
and adulthood. [2] These findings may indicate an important mechanistic role of smaller or
more compliant airways, increased bronchial tone or lower elastic recoil. Recently, this question
was addressed in a morphometric study in airways obtained from 5 BPD infants. Its results
suggest that BPD infants have increased thickness of the airway wall compeonents and that this
abnormality could contribute to the observed airflow obstruction. [43] One of the main
structural characteristics of the new BPD is reduced alveolar development. [2] The physiological
and clinical consequences depend on the intensity of this disruption of normal lung growth.
Patients with BPD will have fewer and larger alveoli and increased interstitial airway thickening.
[44] These structural changes translate into a substantial reduction in the surface area for gas
exchange, and also in loss of elastic recoil. Measures of alveclar surface in infants are still in
development and in this study we only analyzed expiratory flows and volume. Loss of elastic
recoil and airway inflammation in variable degrees are probable causes for the observed lower

flows in preterm infants.
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From our cross-sectional data, the effect of HCA on lung growth cannot be estimated.
Due to the high colinearity between length and age, an improvement in lung function with age
is not possible to evaluate with the present data and it would require longitudinal assessment.
However, we have previously reported no catch-up in lung function in preterm infant, at least in
the first years of life. [45] However, histological assessment was not included in that
longitudinal study. It would be interesting to analyze the rate of lung growth in infants exposed
to HAC and its relation to gestational age and gender, and particularly the long term impact on

lung development and airway disability.

The main limitation of this study is the lack of a satisfactory marker for duration and
intensity of the inflammatory exposure. The intensity of neutrophilic infiltration at the delivery
cannot be used to estimate for how long or how severe the infection was in the past. The
histological findings obtained are poor descriptors of the intrauterine milieu and lung fetal
exposure. [4] Additionally, we do not know the infectious agents involved in the infection,
which probably is important as different organisms may evoke immune responses that differ in
intensity and time. Another weakness of the study is that we have a single measurement made
in a wide range of ages, from 4 to 70 weeks. This allow for an increased variahility due to
additional “hits”, as lower respiratory infections and other harmful events that may occur after
hirth and before lung function test. 5till, this limitation would also favor the null hypothesis as it
would tend to dilute the effects of the prenatal and early postnatal events. Nevertheless, the
result of exposure to intrauterine infection and/or inflammation was still detectable in females.

It is possible that with a more standardized protocol and a best selected sample of preterm
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infants the significance and magnitude of HCA effect on lung development in early life would be

different and possibly higher.

In summary, our study presented original data on the association between HCA and lung
function measured in the first year of life, assessed by the RV-RTC technique in preterm infants.
We have found an increase in BPD in preterm infants exposed to HCA. Moreover, our data
suggest a reduction in maximal expiratory flows in female preterm infants exposed to HCA, an
effect not observed in males. These results imply in a selective negative effect of inflammation
on the development of the lung in female preterm infants. This study, confirms in part the
previously described association between choricamnionitis and chronic lung disease of

prematurity.
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Tables

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF THE SUBJECTS

Characteristics MN=171
Male 88(51.5%)
Caucasian 94(55%)
Smoking during pregnancy 35(20.5%)
Intrauterine growth retardation 21(12.3%)
Respiratory Distress Syndrome 26(15.2%)
Early onset sepsis 51(29.8%)
Patent Ductus Arteriosus 18(10.5%)
Vaginal delivery 76(44.4%)
Bronchopulmonary dysplasia 14(8.2%)
Antenatal corticosteroid use 68(39.8%)
Gestational age (weeks) 33.4(3.1)
Age of the mother (years) 25(7.5)
Birth weight (g) 2104(695)
Supplemental oxygen 56(33%)
Mechanical ventilation 29(17%)

Results expressed as number%) or mean(s0)
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TABLE 2. ANTROPOMETRIC DATA AND LUNG FUNCTION ON TEST DATE

N=105

Age (corrected, weeks) 219+11

Weight (kg) 63+1.9

Length (cm) 61.0+6.0
FvC 0.29+092
FEFsg -0.82 £ 1.55
FEF:c -0.88=x1.73
FEFacoe 1.02:1.72
FEVos -0.18 £ 1.10
FEVys/FVC -0.88 £1.43

Lung function tests expressed as Z-scores according to published reference values. [31]
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TABLE 3. EFFECT OF HISTOLOGIC CHORICAMMIONITIS IN LUNG FUNCTION VARIABLES
STRATIFIED BY GENDER

Male Female
No chorio Chorio Difference No chorio chorio Difference  p
FWC 24210 2346 -2 24819 23216 -15 0.624
FEFzg 335432 403+1%9 85 555+27 472+15 -83 0004
FEF+5 127+£24 170+14 43 26720 21114 -56 0.007
FEFs5.75 283+32 340+19 1= 436+26 400418 -85 0.004
FEVgs 172+9 179+5 7 211+7 1B9+5 -22 0.033
FEVgs/FVC 0.7520.02 0.78£0.01 0.03 0.8610.02 0.82+0.01 -0.036 0.046

Lung function in males and females with and without choricamnionitis after adjustment for length, gestational age
and smoking exposure presented as mean (SD). The p value refers to the comparison betwesn males and females
in regard to the difference in the effect of choricamnionitis. Females had a significant negative effect of

choricamnionitis in all variables except FVC. This effect was not observed in males.
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Figures
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Figure 1. Lung function test, presented as 7 Scores, by birth weight class in 105 preterm infants.
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TABLLE E1: COMPARISON BETWEEN THE STUDY GROUP AND THE
SUBGROUP WITH HISTOLOGICAL ASSESSMENT OF MEMBRANES AND LUNG

FUNCTION TEST.

All Preterm Infants,

Freterm infants with lung function

n=171 and histological assessment of
membranes, N=24

Male 88(51.5%) 45 (46.9%)
Caucasian 24(55%) 56 (58.3%)
smaoking during 35(20.5%) 18 (18.8%)
pregnancy
Infrauterine growth 21(12.3%) 8 (8.3%)
retfardation
Hyaline Membrane 24(15.2%) 15 [15.6%)
Diseqse
Congenital sepsis 51(29.8%) 26 (27.1%)
Patent Ductus Arferiosus 18(10.5%) 10 (10.4%)
Vaginal delivery 764(44.4%) 44 (45.8%)
Bronchopulmonary 14(8.2%) 10 (10.4%)
dysplasia
Artenatal corticostercid &8(37.8%) 37 [38.5%)
Use
Gestational age [weeks) 33.4(3.0) 33.4(3.1)
Age of the Mother (yvears) 25(7.5) 25(7.3)
Birth weight [g) 2104(675) 2144(700)
Supplemental Oxygen 56(33%) 32 (33%)
Mechanical ventilation 29017%) 15 [15.6%)
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TABLE E2: ANALYSIS OF THE INTERACTION BETWEEN GENDER AND HCA AFTER
ADJUSTING FOR GESTATIONAL AGE AND BODY LENGTH

ANOyaRE
Experimental Mathod
Sum of
Squares df Mean Square F Sig. =]
FVC Covariates {Combined) 5564369 2 278218442 227.323 000
GestAge a1.7a7 1 a1.7a7 75 785 -7
length 5409563.3 1 5405683.329 440,030 000 12885
Main Effects (Combined) | 2810.480 2 1405.240 1.148 Az
soy 21.973 1 21.973 e A
HCA 2765.148 1 2765148 2.259 Rk
2 Way Interactions sox ® HCA 205,557 1 205,557 241 24
Maodel 5505429 5 111902584 Q1.437 000
Rasidual 1101502 o0 1223801
Total BEOES3.1 @5 T049.401
FEF50 Covariates (Gombined) 1228910 2 614455244 52.219 000
GestAge 2573034 1 257303.411 21.8687 000 18.805
langth 8376004 1 837600.402 Ti19z2 0o 16.032
Main Effects (Combined) | 3044482 2 152224.000 12.927 000
sax 202066.6 1 2020686.573 24.821 000
HCA 8130723 1 9130723 a2 408
2-Way Interactions sex * HCA 1056405 1 105640.491 8,978 004
Model 1638000 5 327700.832 27.858 000
Rasidual 1059015 o0 11766835
Total 2608014 o5 28400151
FEFTS Covariates (Combined) | 284218.0 2 142109.019 22472 000
GestAge 91516.470 1 a1516.470 14720 000 10.022
length 1584050 1 152405040 25.500 000 6.074
Main Effects {Zombined) 1207374 2 60268712 9716 000
say 1151363 1 115136349 18.530 000
HCA 3708.058 1 AT08.858 B A%
2-Way Interactions sex® HCA  |47321.071 1 47381.071 T.626 on7
Model 4523365 5 Q04E7.207 14.560 000
Residual 550202.8 a) 6213.365
Total 1011530 @5 10647.783
FEF25-75 Covariates {Zombined) aga022.1 2 481511.026 43.098 000
GestAge 227058.3 1 227058.250 20,223 000 15786
length B2TE36.T 1 B2TEIE.6ET 56.178 000 13.877
Main Effects (Combined) | 250137.6 2 120568.757 11.597 0o
soy 2422811 1 242281.125 21.626 000
HCA 12240403 1 12240.483 1.006 .208
2-Way Interactions sex® HCA |o7i22.523 1 7182523 2.608 )
Model 1310242 1 263B68.424 23618 000
Rasidual 1005511 @0 11172.343
Toatal 2324853 a5 24472137
FEVD.5 Covariates (Combined) | 276126.8 2 1380632386 154.564 0o
GestAge 552019 1 5582019 6.250 014 2475
length 2560205 1 256020535 287 626 000 8.879
Main Effects (Combined) |10072.653 2 5036.3226 5.638 s
sax 8058.550 1 8058550 9.022 003
HCA 1710812 1 1710812 1.915 A7
2-Way Interacions sex® HCA 4165.005 1 4165.805 4.664 .033
Madel 200365.3 5 58073.064 65.014 0o
Rasidual 20391.928 o0 803.244
Total 3707573 a5 3002708

a. FVC, FEFSD, FEF?S, FEF25-T5, FEVO.S by sax, HCA with Gest Age, langth
b. Covariates enterad first
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Legends for online figures
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Legends for online ligures

Figure E1. Forced vital capacity (FVC) (ml) versus body length (cm) for the HCA (grey dots) and No
HCA (red dots) in female preterm infants. Reference lines are plotted at the 95n percentile, S0m percentile
and 5h percentile from published equations. (Reference E1)

Figure E2. Plot of FEFs (mL/s) versus body length (cm) for the HCA (grey dots) and No HCA (red dots)
in female preterm infants. Reference lines are plotted at the 95" percentile, S0 percentile and Sn
percentile from published equations. (Reference El)

Figure E3. Plot of FEFz2575 (mL/s) versus body length (cm) for the HCA (grey dots) and No HCA (red
dots) in female preterm infants. Reference lines are plotted at the 95 percentile, 50n percentile and Sw
percentile from published equations. (Reference E1)

Figure E4. Plot of FEVos(mL) versus body length (em) for the HCA (grey dots) and No HCA (red dots)
in female preterm infants. Reference lines are plotted at the 95w percentile, 50w percentile and 5w
percentile from published equations. (Reference E1)

Figure E5. Forced vital capacity (FVC) (ml) versus body length (cm) for the HCA ({grey dots) and No
HCA (red dots) in male preterm infants. Reference lines are plotted at the 95n percentile, S0 percentile
and Sk percentile from published equations. (Reference E1)

Figure E6. Plot of FEFs0 (mL/s) versus body length {cm) for the HCA (grey dots) and No HCA (red dots)
in male preterm infants. Reference lines are plotted at the 95% percentile, 50w percentile and 5w percentile
from published equations. {Reference E1)

Figure E7. Plot of FEFz575 (mL/s) versus body length (cm) for the HCA (grey dots) and No HCA (red
dots) in male preterm infants. Reference lines are plotted at the 95m percentile, S0m percentile and S
percentile from published equations. (Reference E1)

Figure ES. Plot of FEVos (mL) versus body length (cm) for the HCA (grey dots) and No HCA (red dots)
male preterm infants. Reference lines are plotted at the 95m percentile, S0m percentile and S percentile
from published equations. (Reference E1)

Figure E9. Plot of Lung function variables, in female preterm infants with and without exposure to
chorioamnionitis, after adjustment for length and gestational age.

Figure E10. Plot of Lung function variables, in male preterm infants with and without exposure to
chorioamnionitis, after adjustment for length and gestational age.
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CONCLUSOES

1. RNs pré-termo apresentam reducdo de fluxos expiratérios com capacidade vital

normal

2. Corioamnionite esta associada ao desenvolvimento de displasia broncopulmonar

e ventilagdo mecanica em RNs pré-termo

3. Corioamnionite esta associada a fluxos expiratérios reduzidos em pré-termos do

sexo feminino, mas ndo em pré-termos do sexo masculino.
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ANEXO 1 - Protocolo de Registro de Dados

Sinais de corioamnionite:( )febre materna  ( )dor baixo ventre ( )LA fétido

IGO......... ECO i DUM..iiieeeeeeeeeeeee e
DN:............ AS........ hs

Parto:...coeeeiiiiie apresentacao............ BR:.......... LA e,
Atend. Sala e PATLO........eeiiieiiieiiieie ettt enbeeeees
PN Apgar:................ IGPioii e ( HAIG ( )GIG ( )PIG
Coletas

PLACEIILAL ...ttt ettt et b et h e bttt aeenees
SANGUE COTAAO: ..ttt ettt ettt b e et sb et e e sbt e bt e tesanesbeeeesanens
LiquidO amMMIOTICO: ..eveeeiiiieiiietieieiit ettt ettt ettt ettt ettt et st sb et st e bt ete st e b enees
Diagnosticos Na INEEIMAGAO. ......ccuueetiereieeiieriieeteeetteesteesteeteesaeeseessseesseessseeseessseeseessseesees
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Uso de surfactante: 1* dose.......... hs de vida; 2%dose:....... hs de vida; 3®dose:....... hs.

Dias em ventilacdo mecanica:

Dias em CPAP:

Dias em oxigenoterapia:

Hemorragia intraventriCULAr:..........ooouiiiiiie et ee e e e a e e e eaeeeeeee s
Pneumotorax:......ccccceeveevveennnnnnn. Enfisema intersticial..........cccccoeeieriiieenciieeriie e,
Displasia broCOPUIMONAT:.........cc.eieiiiieiiieeiiie et ettt ete et eestee e saeeessaeeeareeesseeesaeeenns
Alta em:....ccveevenveeenieennns Pesoi..uiiiiiiiiiee IGC. e
Obito em:................... 1010 OSSR PRRUPRRRTR
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ANEXO 2 - Acompanhamento Ambulatorial

Ficha de entrevista

1.Prontuario:
2.Data:

3.1dade:

4 Raga: ( )caucasiana ( )negra ( )mista

5.Peso:

6.Sibilancia: Primeiro episodio ( ) Recorrente () Persistente ()
7.Tosse: ( )sim ( )ndo

8.Exame fisico: FR_ Retrag¢des ( ) Cianose ( ) Sibilos ( ) Crepitagoes ( )
Roncos ( ) geméncia( ) BAN ()

9.Medicagdes: Beta 2 () Ipatropium ( ) Antibidticos () Corticoide oral ( ) Cort.
Inalatoério ()

10.Rx de torax: Infiltrado peri-hilar ( ) Hiperinsufla¢ao ( ) Atelectasia ( )
Outros.....c.ccceeveeuneee

11.Hist. familiar de asma/atopia: Mae ( ) Pai( ) Irmaos ( )

12.Tabagismo domiciliar: Mae ( ) Pai ( ) Outros ( )

13.Saturacao:

14.Necessidade de oxigénio: Sim ( ) Nao ( ), Se sim, quanto:

15.Intercorréncias/Internagoes:
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ANEXO 3 - Macroscopia

Protocolo: Pathology of the Human Placenta — Bernirschke K and Kaufmann P -

fourth edition

Nome da mae

Registro

A) Placenta ( ) monocoriénica ( ) monoamniotica ( )dicoridnica ( )diamniotica

Medida X X cm Peso com corddo e

membranas g

B) Cordao
- Cominser¢ao: ( )central ( )lateral ( )intermediaria
- Coloragao do corddo: ( ) habitual ( ) hemorragica  ( ) acastanhada ( ) amarelada
-Mede =~ cm ( )sem alteragdes ( ) edematoso ( )enrugado ( ) apresentando nd

verdadeiro

- Ao corte, apresenta: ( ) 2A+1V () bem visiveis ( ) artéria umbilical Gnica

C) Membranas sao: ( ) translacidas () hemorragicas ( ) pardacentas ( ) opacas

D) Laceracao cm da borda

E) Disco: Forma: ( )circular ( ) anular ( ) ovalada ( )fenestrada ( ) lobulada
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Face fetal: ( ) transparente ( ) hemorragica ( ) brilhante ( ) amarelada ( ) fosca
(' ) meconial

Vasos: () bem visiveis ( ) mal visiveis ( ) varicosos ( ) de trajeto velamentoso

Distribuigdo: ( ) magistral ( ) dispersa

Com: () granulosidades superficiais ( )hematomas

Face materna: ( ) vinhosa ( )rosada () esbranquigada
Com: ( ) lobulos integros ( ) individualizados ( ) parcialmente fusionados
() lobulos lacerados ( ) fusionados
Com: () coagulos aderidos ( ) microcalcificagdes ( ) hematoma perifco medindo  cm

() areas palidas numa propor¢do de () hematoma central medindo cm

Ao corte a superficie é¢: () vinhosa ( ) esponjosa ( )clara
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ANEXO 4 - Microscopia

Numero do caso:
Numero de laminas:

Graduacao de inflamac¢ao aguda segundo Salafia et al

Decidua — Amnio e Corion

Grau 0 — nao observado PMN

Grau 1 - presenca de um foco com ao menos 5 PMNs
Grau 2 - mais de um foco de grau 1 ou ao menos 1 foco com 5 — 20 PMNs
Grau 3 - multiplos e/ou confluentes focos de grau 2

Grau 4- inflamagao aguda difusa e densa

Outros diagndsticos (S e N)

Hemorragia ou hematoma

Epitelial vacuoliza¢ao do amnio
Macroéfagos pigmentados ou com meconio
Deciduite aguda

Necrose cronica da decidua

Corioamnionite

Corddo umbilical

Grau 0 — PMN néo observado

Grau 1 — PMN no terco interno da veia umbilical
Grau 2 — PMN no terco interno de ao menos dois vasos umbilicais
Grau 3 — PMN na geléia de Wharton perivascular

Grau 4 — Panvasculite e funisite profundas na geléia de Wharton

Outros diagnosticos (S e N)

Trombose
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Funisite necrosante
Funisite e vasculite de vasos umbilicais

Hemorragia perivascular

Placa coridnica

Grau 0 — PMN ao observado

Grau 1 — um foco com ao menos 5 PMN na fibrina subcoridnica
Grau 2 — multiplos focos de grau 1 na fibrina subcorionica
Grau 3 — alguns PMN no tecido conjuntivo ou placa coridnica

Grau 4 — numerosos PMN na placa coridnica e vasculite corionica

Inflamacdo cronica definida como presenca de infiltrado linfoblastico nos vilos

coridnicos:
Presente

Ausente

Outros diagndsticos (S e N)

Nos sinciciais

Infarto agudo ou antigo

Extenso infarto

Hemaceas nucleadas

Espessamento da membrana basal vilositaria
Fibrose estromal vilosa ou esclerose
Edema vilositario

Dismaturidade ou Imaturidade
Corioangiose

Anormalidades nos vasos maternos
Angiomas (Cordao ou placenta)

Endovasculite hemorragica

Conclusio final:
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ANEXO 5 - Termo de Consentimento Informado

Durante a gestacao, o seu bebé esta envolto por um liquido que se chama liquido
amnidtico e faz a troca de sangue para nutricdo e respiragdo através de um Orgao
chamado placenta, que se liga a ele através do corddo umbilical. Quando o bebé nasce,
tanto o liquido amnidtico quanto a placenta sdao eliminados e jogados fora.

O objetivo desse trabalho ¢ examinar o liquido amniotico, o sangue do corddo e a
placenta (materiais esses eliminados quando o bebé nasce) e em seguida correlaciona-los
com a funcdo do pulmio do bebé durante o primeiro ano de vida. Isto pode nos levar a
identificar quais serdo os bebés que poderdo ter doenca pulmonar no futuro.

O meio que vamos usar para realizar este trabalho serd através da coleta do
material durante e logo apds o nascimento (liquido amniotico, sangue do corddo e
placenta). O material obtido serd analisado em laboratorio.

O teste da fun¢do do pulmao sera realizado apos a alta hospitalar, quando o bebé
estiver com peso superior a 3,5 Kg, por uma equipe médica treinada e, para o mesmo,
sera feita sedacdo com um remédio (hidrato de cloral) que faz com que a crianga fique
sonolenta e durma por aproximadamente 20 a 30 minutos. Esta sedagdo com hidrato de
cloral ¢ usada rotineiramente para a realizacdo de alguns exames em criangas por ser
bastante segura.

Sua participagdo nesse estudo nao ird afetar o tratamento que seu filho faz e vocé
pode desistir quando quiser. Os resultados sdo sigilosos e ndo havera identificacdo das
criancas estudadas na publicacdo dos dados.

Eu, (responsavel) fui informado sobre os
objetivos da pesquisa acima, de maneira clara e detalhada. Estou ciente que caso
ocorrerem danos a saude de , ele tera direito a

tratamento médico e indenizagdo conforme estabelece a lei. Caso tiver novas perguntas
sobre este estudo posso chamar o pesquisador responsavel, Dra Andréa Corso pelo
telefone 3320.3000 ramal 2221 ou Dr. Marcus Jones pelo telefone 3320.3000 também
no ramal 2221.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

/ /
Ass. do responsavel pelo paciente Nome Data
/ /
Ass.do Pesquisador Nome Data
Este  formuldrio foi lido para
(nome do responsavel do paciente) em / / , pelo
(nome do pesquisador), enquanto eu estava presente.
/ /

Ass. da testemunha Nome Data




