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Resumo

Introdugao: O objetivo deste estudo foi o de avaliar através de técnicas de
imunohistoquimica e morfometria a morfologia dos 6rgaos que apresentavam
descricao na literatura de lesdoes morfolégicas relacionadas ao stress perinatal:
supra-renal (SR), timo (TI), figado (FI) e placenta (PL), em 3 diferentes tipos de
causa de morte perinatal: Hipéxia/Anéxia Perinatal (HAP), Infeccéo
Ascendente (IA) e Malformacdes Congénitas (MC). Material e Métodos:
Analisamos 146 casos, 84 (51,2%) HAP, 34 (20,7%) IA e 30 (18,4%) MC. Foi
utilizada a coloracdo pela hematoxilina-eosina para analise da vacuolizacao na
supra-renal, quantificacdo da esteatose hepatica e quantificacdo das areas de
eritropoiese extramedular no FI. Para analise da fibrose no FI foi utilizada a
coloracao pelo método do Picro-sirius. Para a marcacdo do numero de
macréfagos foi utilizado o anticorpo anti CD68 (DAKO®) e para deteccio da
Triptofano-hidroxilase (Tryptophan Hydroxylase antibody—Novus
Biologicals®) e do Receptor 1A (Melatonin Receptor 1A antiody — Novus
Biologicals®). Resultados: Do total de autépsias avaliadas os casos com HAP e
TA tiveram maior natimortalidade (p <0,001). A autélise foi observada em 70
(42,7%) casos, sendo mais freqiientes nos casos com HAP (p< 0,001). Das 95 SR
avaliadas, o padrao discreto de vacuolizacdo foi observado em 50 (52,6%) dos
casos, 21 (22,1%) apresentaram o padriao moderado e 24 (25,3%) o acentuado.
O grau de vacuolizacio foi maior nos casos com IA (p = 0,008). O contetdo dos
vacuolos era de natureza lipidica comprovado pela coloracdo do Sudam III

positiva. No timo o numero de macréfagos foi significativamente maior nos
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casos com HAP (p< 0,001). Ndo houve diferenca em relacdo a freqiiéncia de
esteatose entre os grupos de causa de morte. Houve correlagao positiva e
significativa entre o grau de esteatose e a idade gestacional (Sr: 0,359, p=
0,002). No figado os casos com HAP e IA apresentaram maior porcentagem de
fibrose hepatica. Os focos de eritropoiese variaram de acordo com a idade
gestacional sendo mais freqliiente nos prematuros independente da causa de
morte (p= 0,012). A marcacio para anti-triptofano-hidroxilase demonstrou
padrdo citoplasmatico no trofoblasto e nas células inflamatérias do espacgo
interviloso e para anti-receptor 1A de melatonina demonstrou a marcacao
destas mesmas estruturas e da célula endotelial. A porcentagem de area de
células positivas por campo para expressao de triptofano-hidroxilase e receptor
1A para melatonina foi significativamente maior nos casos com stress intra-
uterino (p=0,012). Conclusdes: A andlise dos diferentes parametros
antropométricos contribuiu para melhorar a interpretacdo dos achados da
autdopsia perinatal. Com a melhora da assisténcia perinatal e a sobrevivéncia
dos prematuros expostos a estimulos como HAP e IA, a descricdo das lesdes
morfologicas dos 6rgaos de stress nestes fetos pode ajudar nos futuros estudos
relacionados aos fetos expostos ao stress intra-uterino, e na prevencao das
doencas na infancia relacionadas a hiper reatividade da supra-renal a
estimulos hormonais; imunodepressdo do timo, fibrose hepatica e lesdes

causadas pela producao de radicais livres.

Palavras-chave: Autépsia. Perinatal. Stress. Melatonina
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Abstract

Introduction: The aim of this study was evaluated through
immunohistochemical and morphometrical techniques the morphology of the
organs that had been previously described in the literature as stress organs,
with morphological injuries due to perinatal stress: adrenal gland (AG),
thymus (TY), liver (L) and placenta (PL), in 3 different types of perinatal
death: Perinatal Hypoxia/Anoxia (PHA), Ascending Infection (AI)) and
Congenital Malformations (CM). Material and Methods: We analyzed 146
cases, 84 (51,2 %) PHA, 34 (20,7 %) Al and 30 (18,4 %) CM. The hematoxylin-
eosin stain was used to the analysis of the adrenal gland vacuolization; hepatic
steatosis and extramedullary erythropoiesis quantification in the LI. For the
LI fibrosis the Picro Sirius staining was used. For the immunohistochemical
analyses we used the antibodies CD68 (DAKO®), Anti-Tryptophan
Hydroxylase antibody-Novus Biologicals®) and Anti- Melatonin Receptor 1A
antibody — Novus Biologicals®. Results: From the total evaluated autopsies the
cases with PAH and AI had the bigger rate of stillborns babies (p <0,001). The
autolysis was observed in 70 (42,7 %) cases, being more frequent in the cases
with PAH (p <0,001). Of the 95 evaluated AG, the discreet standard of
vacuolization was observed in 50 (52.6 %) of the cases, 21 (22.1 %) presented
the moderate standard and 24 (25.3 %) the severe. The degree of vacuolization
was higher in the cases with AI (p = 0.008). The material was of lipid nature as
proved by the positive coloration for Sudam III. In the thymus the number of

macrophages was significantly higher in the cases with PAH (p <0.001). There
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was no difference regarding the frequency of steatosis between the groups of
cause of death. There was a positive and significant correlation between the
degree of steatosis and the gestational age (Sr: 0.359, p = 0.002). In the liver
the cases with PAH and Al presented the bigger percentage of hepatic fibrosis.
The focuses of erythropoiesis varied in accordance with the gestational age,
being more frequent in the premature independently of the cause of death (p =
0,012). The Anti-tryptophan-hydroxylase marker demonstrated cytoplasmic
stain in the trophoblast and in the inflammatory cells of the intervillous space
and for Anti- Melatonin Receptor 1A antibody the same structures were
marked plus endothelial cell cytoplasm. The percentage of area of positive cells
expression per field for the Anti-tryptophan-hydroxylase and Anti- Melatonin
Receptor 1A was significantly higher in the cases with intrauterine stress
(p=0,012). Conclusions: The analysis of the different anthropometrics
parameters contributed to improve the interpretation of the perinatal autopsy
findings. With the improvement of the perinatal care and the survival of the
premature which had been exposed to intrauterine stimulus like PAH and Al,
the description of the morphological injuries of the stress organs will help in
future autopsy studies, and in the prevention of the diseases in the childhood
such as hiper reactivity of the adrenal gland to hormones stimuli; thymus
immunodepletion, hepatic fibrosis and injuries caused by the free radicals

production.

Key words: Autopsy. Perinatal. Stress. Melatonin.
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Introdugdo 1

Introdugdo

A melhora do atendimento de satide nos ultimos anos tem aumentado a
sobrevivéncia de criancas nascidas de partos com complicagoes gestacionais
variadas (Callaghan e cols. 2006; Deulofeut e cols. 2006). Com o aumento deste
tipo de pacientes a demanda por tratamento na perinatologia se tornou um
desafio para todos os profissionais desta area (Georgsdottir e cols. 1989; Roy e
cols. 2006).

Uma das formas de estabelecer diagndsticos mais precisos é através da
autopsia pediatrica das criancas que vao a Obito. Para o obstetra, contribui
para dar respostas nao conseguidas durante o atendimento clinico, redugao da
causa de morte devido a um maior entendimento das doencas, e ainda pode
alterar ou até definir novos diagnésticos. Pode melhorar a prevencdo, por
fornecer parametros para analise de futuras gestacoes e também por definir as
principais causas de mortalidade em uma regido (Kunzel e Misselwitz, 2003;
Pinar 2004). Para a familia, pode fornecer parametros para um melhor
aconselhamento genético. Portanto, o exame proporciona o controle de
qualidade do atendimento perinatal, pois nele muitas alteragdoes sao mais
freqiientemente diagnosticadas e podem ser pesquisados varios aspectos da
fisiologia e patologia perinatal (D'Argenio e cols. 1995).

Na patologia pediatrica o material enviado para exame exige que o
patologista entenda bem a morfologia dos 6rgidos em desenvolvimento para

correta interpretacdo das alteracées morfolégicas diagnosticadas no exame
Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, VFTM, 2007.
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Introdugdo 2

anatomopatolégico perinatal (Dakovic-Bjelakovic e cols. 2006). As doencas do
periodo perinatal possuem repercussoes de origem materna, fetal ou
placentaria. Esta variacdo origina varias formas de classificacdo para as
causas de morte perinatal, interferindo na comparacdo das estatisticas
regionais (Ngoc e cols. 2006).

As causas de morte no periodo perinatal estdo relacionadas a varaveis
como a idade gestacional, caracteristicas étnicas (Alexander e cols. 2006),
diferencas socio-econémicas entre os paises e atendimento em hospitais de
referéncia, que superestimam a taxa de causa de morte (Ngoc e cols. 20086).
Entre as principais causas de morte no mundo estdo as infeccoes e a asfixia
perinatal que ocorrem em 30% dos casos, a prematuridade contribuindo com
cerca de 27% dos casos e as malformacgoes congénitas diagnosticadas em 18%
das autépsias (Mattos e cols. 1987; Sims e Collins 2001, Ngoc e cols. 2006). A
mortalidade perinatal ainda é elevada no Brasil, com diferencas importantes
no nivel nacional e regional, muitas vezes atribuidas a forma de classificagao
desses 6bitos (Fonseca e Coutinho 2004). Em estudos realizados em autépsias
no sudeste do Brasil, a prematuridade foi observada em 39,1%, as anomalias
congénitas foram diagnosticadas em 31,5%, a asfixia perinatal em 6,2% e a
infeccdo ascendente em 2,5% dos casos (Peres 2006).

Certos hormonios regulam a forma, a estrutura e o crescimento geral do
organismo (Beraldo 1978; Gicquel e Le Bouc 2006). Durante a gestacdo
funcionam como indutoras de stress as diversas complicacbes gestacionais,
onde o feto pode desenvolver mecanismos de compensacdo funcional ou
alteracdes morfolégicas em diversos érgios (Delprado e Baird 1984b; Jones e

Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, VFIM, 2007,
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Introdugdo 3

cols. 2006). O diagnéstico e os possiveis efeitos das lesdes na sobrevida
neonatal freqiientemente sofrem interferéncia de condigoes fisiologicas da
crianca, modificando as caracteristicas morfolégicas de alguns érgaos, que se
denominam “6rgios de stress’. Entre os principais estdo as supra-renais, o
coracio com alteracoes do miocardio em condicoes de asfixia perinatal, acidose
ou choque; os rins mais suscetiveis a efeitos da hipoperfusao, o figado, os
pulmées nos casos de broncopneumonite e prematuridade, o pancreas de
criancas filhas de méaes diabéticas, o timo e a placenta (Bendon e Coventry
2004). Quando os animais ou o homem se expdem a estimulos nocivos como
baixas temperaturas, calor exagerado, queimaduras e anodxia, ocorre ativacao
do sistema hormonal hipotalamo, hipoéfise e supra-renal. H4 aumento da
secrecdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e, conseqiientemente,
elevacao das taxas de glicocorticoides. Essa elevacdo é essencial para a
sobrevivéncia por oferecer maior resisténcia a estimulos nocivos. Ocorre a
seguinte seqiiéncia de eventos: estimulos nocivos, seguidos por descarga do
fator liberador de corticotrofina do hipotalamo e atuacao sobre a hipodfise, que
passa a secretar grandes quantidades de ACTH (Beraldo, 1978). Este fator
liberador de corticotrofina possui propriedades bioldgicas semelhantes a outros
peptideos isolados na placenta e em outros sitios extra-hipotalamicos (Majzoub
e Karalis 1999). A diferenca é o tipo de regulacdo, onde a corticotrofina
hipotalamica é inibida pelo o aumento de cortisol, e a placentaria é estimulada
pelo o aumento dos glicocorticéides, um dos fatores envolvidos nos mecanismos
do inicio do trabalho de parto (Pike 2005). Nesse estado instala-se a o estado de
stress, que pode ser definido como uma condicdo desfavoravel com alteracoes

Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, VFIM, 2007,
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Introdugdo 4

no sistema hormonal, estimulo para producao de ACTH, e conseqiientemente a
producao de cortisol, resultando do stress uma tentativa de adaptacdo as
condicdes do ambiente (Delprado e Baird 1984b; Jones e cols. 2006).

Frente as inumeras contribui¢ées que a autdpsia pode oferecer é
importante estabelecer técnicas e métodos de analise que melhorem sua
efetividade, distinguindo as alteracées morfolégicas em cada tipo de causa de
morte. Portanto, neste estudo, busca-se avaliar as alteragées morfologicas dos
orgaos de stress de criancas autopsiadas no periodo perinatal e sua relacgio

com a causa de morte.

Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, VFIM, 2007,
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Hipétese e Objetivos 5

Hipotese

Existem diferencas morfolégicas nos érgaos de stress de acordo com a

causa de morte das criancas autopsiadas no periodo perinatal.

Objetivo Geral

Avaliar a morfologia dos 6rgaos de stress como a supra-renal, o timo, o

figado e a placenta através de técnicas de imunohistoquimica e morfometria,

nos diferentes tipos de causa de morte perinatal.

Objetivos Especificos

. Analisar as caracteristicas antropométricas das autdépsias perinatais e

sua variacao de acordo com a causa de morte;

. Comparar entre os tipos de causa de morte as alteracées morfoldgicas

nas supra-renais coletadas das autdpsias perinatais;

. Comparar entre os tipos de causa de morte as alteracées morfologicas

localizadas no timo coletado das autdpsias perinatais;

. Comparar entre os tipos de causa de morte as alteracées morfoldgicas

localizadas no figado coletado das autopsias perinatais;
Comparar entre os tipos de causa de morte a imunomarcacdo anti-
receptor 1A para melatonina e anti-triptofano-hidroxilase nas placentas

de autopsias perinatais.

Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, VFIM, 2007,
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Objetivo III. Andlise morfoldgica da supra-renal.. 6

Material e Métodos

Aspectos éticos do projeto

O projeto foi aprovado no dia 08/04/2005 pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM), protocolo ntimero 577

(Anexo D).

Revisdo dos protocolos de autdpsias e do prontudrio médico

Foram avaliados retrospectivamente 467 protocolos de autdpsias
realizadas na Disciplina de Patologia Geral da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro, durante os anos de 1990 a 2005. Na faixa etaria pediatrica
foram autopsiados 195 casos. Foram incluidos os casos de autdpsias pediatricas
realizadas no periodo perinatal, de 22 semanas de gestacido até sete dias de
vida pés-natal (OMS 1996), com protocolos e prontuérios completos e blocos e
laminas disponiveis nos arquivos da Disciplina de Patologia Geral. Foram
excluidos os casos de autdopsias pediatricas com prontuarios e protocolos
mcompletos e blocos e laminas nio disponiveis nos arquivos analisados, sendo

obtidos 164 casos de autdpsias perinatais.

Selegdo dos grupos para andlise morfoldgica dos orgdos de stress

Foram incluidos para analise morfolégica 148 casos com causa de morte
classificada nos grupos de Malformacoes Congénitas, Hipoxia/Anédxia Perinatal

antes do parto ou intraparto e Infeccdo Ascendente. Foram excluidas da
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analise as autdpsias com outras causas de morte. Os grupos de causa de morte
foram definidos de acordo com os critérios estabelecidos na literatura (Hey,
Lloyd e Wigglesworth 1986) em:

Malformagies Congénitas: defeitos morfolégicos de um érgéo ou grande extensao

corporal causados por uma alteracdo intrinseca no desenvolvimento do
embrido. Neste grupo foram classificados 30 autépsias, sendo incluidos os casos
com malformacbes congénitas cujo mecanismo que levou a morte foi hipdxia
aguda, como malformacoes renais com hipoplasia pulmonar e malformacées do
sistema nervoso central, sendo excluidos os casos de malformacées cujo
mecanismo de causa de morte foi hipéxia cronica.

Hipéxia/Andxia Perinatal: interferéncias em todas as trocas gasosas originadas,

antes ou durante o parto, independente de ser natimorto, com alteracées apos o
nascimento podendo ser provocadas por reducao de oxigénio, retencdo de gas
carbono e acidose. E caracterizada por pequenas areas hemorragicas na pleura
visceral e parietal, congestdo hepatica, no baco e na supra-renal, meconio ou
debris amniética no pulmao.

Infeccdo Ascendente: infiltracdo de células polimorfonucleares nas membranas

placentarias e/ou cordao umbilical e vasos fetais do prato corionico. O
diagnostico de Infeccdo Ascendente fetal foi realizado através da analise do feto
ou neonato e das placentas. Na placenta o infiltrado inflamatério foi dividido
de acordo com a localizacdo em: I — Deciduite, quando localizado na decidua
1soladamente; II — Corioamnionite, com células inflamatérias localizadas no
espaco subcorionico e/ou na membrana corioamniética; III — Funisite, com

infiltrado inflamatoério na parede dos vasos do cordiao umbilical e/ou na geléia;
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IV — Vasculite, quando existe inflamacao localizada nos vasos fetais localizados
no corion da placenta; e V — Pneumonite, com infiltrado inflamatoério localizado
nos alvéolos pulmonares (Dollner e cols. 2002).

Outros diagnésticos: 6bito devido a outras condigbes fetais e neonatais néo

incluidas nos grupos anteriores.

Andlise Morfoldgica

Para analise morfologica foram excluidos os 6rgaos com autélise. Foram
avaliados os seguintes 6rgéos: o figado, o timo, a supra-renal e a placenta. Apds
o pareamento pela idade gestacional, foi obtido um ntumero variavel de casos
em cada 6rgao analisado, na dependéncia de blocos e reservas arquivados na
Disciplina de Patologia Geral, necessarios para confeccdo das técnicas
utilizadas no trabalho.

Os fragmentos foram submetidos a fixacao pelo formaldeido tamponado
a 10 %. Posteriormente o material foi incluido em parafina e processado para a
analise histoquimica, imunohistoquimica e morfométrica, de acordo com o que
foi avaliado em cada érgao.

As medidas foram realizadas utilizando-se uma camara de video
acoplada a um microscépio de luz comum e a um computador com um sistema
analisador de imagens (KS 300 Zeiss®. A determinacéo do nimero de medidas
foi utilizada através do Método da Média Acumulada (Williams 1977). Em cada
parametro avaliado, o grupo com maior nimero de campos estabelecidos pelo

método fo1 utilizado para determinacado da quantidade de medidas realizadas.
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Andlise Estatistica

Para a analise estatistica foi elaborada uma planilha eletronica no
Microsoft Excell® -As informacdes foram analisadas utilizando-se o programa
eletronico SigmaStat® versdo 2.0. Os testes estatisticos foram escolhidos de
acordo com os objetivos a serem analisados e serao descritos separadamente
para cada objetivo. Foram consideradas estatisticamente significativas as

diferencas em que o nivel de significancia foi menor que 5% (p< 0,05).
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Objetivo 1. Analisar as caracteristicas antropométricas das autopsias perinatais e sua

variagdo de acordo com a causa de morte.

Introdugdo

O exame de autdpsia é importante por identificar a causa de morte e
possibilitar uma analise dos diagndsticos clinicos. Existe uma alta freqiiéncia
deste exame na medicina perinatal, realizado em cerca de 60% dos casos,
principalmente quando comparada com a freqiiéncia da autopsia em adultos,
que passou de 60 a 80% em 1950 para cerca de 10% em 1980. Entre as causas
desse declinio esta a baixa motivacio dos clinicos, por ndo reconhecerem as
informacbes relevantes que o exame pode oferecer, a baixa qualidade dos
exames e a auséncia de confronto das informacées clinicas com o
anatomopatolégico pelos patologistas (Vujanié e cols. 1995).

Estudos que avaliam o impacto da autdpsia perinatal para a populacio,
em relacdo a determinacdo da causa de morte e como essas informacoes
facilitam o aconselhamento familiar demonstram que a autépsia pode revelar
um novo diagnoéstico, mudar os diagnodsticos estabelecidos e fornecer
informacoes adicionais entre 22% e 76% dos casos. Em alguns casos a
confirmacao do diagnostico clinico pode chegar a 100%. Quanto mais precisa a
autdpsia pediatrica, maiores sio os efeitos positivos direcionados a familia, aos
pais e a sociedade. Embora o beneficio possa nao ser imediato, a autdpsia
perinatal permite um bom aconselhamento familiar e esclarece a possibilidade

de complicacdes em futuras gestacdes (Gordijn e cols. 2002).
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Muitos fatores influenciam nas caracteristicas da populacdao atendida
nos servicos de saude como a variacao étnica, social e o nivel economico, bem
como o nivel de cuidado da populag¢do. Nos casos de autdpsia, os padroes nao
podem ser considerados integralmente como iguais a populac¢do normal, devido
a influéncia da doenca nos parametros corporais (Maroun e Graem 2005). Além
disso, a maioria dos estudos sobre morte fetal avalia as alteracoes em relacao
aos parametros maternos, pouco enfatizando o feto ou recém-nascido
individualmente e seus processos clinicos e patoldgicos que podem contribuir
para explicar a morte perinatal (Hey, Lloyd e Wigglesworth 1986). Portanto, é
relevante que os servigcos de anatomia-patoldgica estabelecam padrées para
andlise de seu material (Maroun e Graem 2005).

A hipétese deste estudo é que existem diferencas nos parametros
antropomeétricos fetais de acordo com a causa de morte. O objetivo deste estudo
¢ avaliar as variacoes antropométricas das criancas autopsiadas no periodo

perinatal de acordo com a causa de morte.
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Material e Métodos

Foram avaliados retrospectivamente 467 protocolos de autdpsias
realizadas na Disciplina de Patologia Geral da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro, durante os anos de 1990 a 2005. Foram incluidos os casos
de autdpsias pediatricas realizadas no periodo perinatal, de 22 semanas de
gestacio até sete dias de vida pés-natal (OMS 1996), com protocolos e
prontuarios completos e blocos e laminas disponiveis nos arquivos da
Disciplina de Patologia Geral. Foram excluidos os casos de autoépsias
pediatricas com prontudrios e protocolos incompletos e blocos e laminas néo
disponiveis nos arquivos analisados. Apds aplicacao dos critérios de inclusio e
exclusao dos 195 casos de autdpsia pediatrica realizadas no periodo. Excluindo
os casos com autodlise grave que impedia a determinacao da causa de morte,

foram obtidos 164 casos (Anexo II).

Revisdo dos protocolos de autdpsia e dos prontudrios

Foram coletadas dos protocolos de autdpsia e do prontuario da mae e/ou
do recém-nascido, informacées como as medidas antropométricas da crianca, o
peso, a idade gestacional, as intercorréncias clinicas maternas e das criangas,
além do peso e as caracteristicas morfolégicas macroscopicas e microscopicas
dos orgaos. A idade gestacional foi determinada através do comprimento halux-
calcaneo (Streeter 1920; Zago e cols. 2000). Foram consideradas prematuras as
criancas com idade gestacional abaixo de 37 semanas (OMS e FIGO 1976), e
natimortos, criancas com idade gestacional maior que 20 semanas e com indice

de Apgar zero no primeiro minuto (Apgar 1953; Faye-Petersen e cols. 1999). Os

Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, UFTM, 2007.




63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

&3

84

85

86

Objetivo III. Andlise morfoldgica da supra-renal.. 13

pesos encontrados foram comparados com o de estudos populacionais, de

acordo com os valores estabelecidos para idade gestacional (Gruenwald e Minh

1961) (Anexo III).

Caracterizagdo dos grupos

Apos a andlise dos protocolos e prontudarios, foi realizada uma revisio do
exame microscopico, sendo estabelecido as seguintes causas de morte, de
acordo com os critérios estabelecidos na literatura (Hey, Lloyd e Wigglesworth
1986):

Malformagies Congénitas: defeitos morfolégicos de um érgéo ou grande extensao

corporal causados por uma alteracdo intrinseca no desenvolvimento do
embrido.

Hipoxia/Anbxia Perinatal: interferéncias em todas as trocas gasosas originadas,

antes ou durante o parto, independente de ser natimorto, com alteracées apos o
nascimento podendo ser provocadas por reducao de oxigénio, retencdo de gas
carbono e acidose. E caracterizada por pequenas areas hemorragicas na pleura
visceral e parietal, congestdo hepatica, no baco e na supra-renal, meconio ou
debris amnio6tica no pulmao.

Infeccdo Ascendente: infiltragdo de células polimorfonucleares nas membranas

placentarias e/ou cordao umbilical e vasos fetais do prato corionico. O
diagnostico de Infeccdo Ascendente fetal foi realizado através da analise do feto
ou neonato e das placentas. Na placenta o infiltrado inflamatério foi dividido
de acordo com a localizacdo em: I — Deciduite, quando localizado na decidua

1soladamente; II — Corioamnionite, com células inflamatérias localizadas no
Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, UFTM, 2007.




87

88

&9

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

Objetivo III. Andlise morfoldgica da supra-renal.. 14

espaco subcorionico e/ou na membrana corioamniética; III — Funisite, com
infiltrado inflamatoério na parede dos vasos do cordao umbilical e/ou na geléia;
IV — Vasculite, quando existe inflamacao localizada nos vasos fetais no cérion
da placenta; e V — Pneumonite, com infiltrado inflamatério localizado nos
alvéolos pulmonares (Dollner e cols. 2002).

Imaturidade ®Pulmonar: criancas com imaturidade estrutural pulmonar

apresentando idade gestacional menor do que 27 semanas ao nascimento.

Isoimunizagdo: 6bito devido a incompatibilidade sanguinea materno-fetal.
Membrana Hialina: 6bito por imaturidade pulmonar e deficiéncia da producgio de

surfactante.

Trauma no parto: 6bito durante ou apds o nascimento.
Misceldnea: 6bito devido a outras especificas condicdes fetais e neonatais nido

incluidas nos grupos anteriores.

As variaveis foram testadas para verificar o tipo de distribuicio através
do teste de Kolmogorov-Smirnov e analise das variancias. A distribui¢do nao
foi normal, sendo utilizado o teste de Kruskal-Wallis (H) na comparacéo entre
trés ou mais grupos, seguido pelo teste de Dunn quando necessario. Neste tipo
de distribuicdo os resultados foram expressos em mediana, e valores
correspondentes a 25% e 75% (Med — 25% - 75%). As proporcdes foram
comparadas pelo teste do y2. O peso encontrado e os valores estabelecidos para
estudos populacionais foram comparados através do teste "¢' de Student para
uma média. Foram consideradas estatisticamente significativas as diferencas

em que o nivel de significancia foi menor que 5% (p< 0,05).
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Resultados

Das 467 autdpsias realizadas pela Disciplina de Patologia Geral da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, de 1990 a 2005, 195 (41,8%) eram
da faixa etaria perinatal, sendo que a causa de morte foi estabelecida em 164
(84,1%) casos. A maioria dos casos, 84 (51,2%), apresentou morte por
Hipéxia/Anéxia Perinatal, seguida por 34 (20,7%) casos com Infeccdo
Ascendente, 30 (18,4%) com Malformacdes Congénitas, 5 (3%) miscelanea, 5
(3%) membrana hialina, 4 (2,5%) imaturidade pulmonar, 1 (0,6%) trauma e 1

(0,6%) por isoimunizacéo (Tabela 1).

Tabela 1. Descricio da frequiéncia das causas de morte encontradas nas
autopsias perinatais.

Grupos n (%)

Malformacao Congénita 30 (18,4)
Hipéxia/Anédxia Perinatal 84 (51,2)
Infeccdo Ascendente 34 (20,7)
Membrana Hialina 5 (3,0
Miscelanea 5 (3,0)
Imaturidade Pulmonar 4(2,5)
Isoimunizacgao 1 (0,6)
Trauma 1(0,6)
Total 164 (100,0)
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123 Devido a variagdo do numero de casos entre os grupos, para analise
124 estatistica foram considerados os grupos com maior numero de casos:
125 Malformacdo Congénita, Hipoéxia/Andxia Perinatal e Infecgdo Ascendente.
126 Comparando a freqiiéncia destes casos durante os anos, os casos de
127 Hipoxia/Anéxia Perinatal foram predominantes de 1990 a 2006, e houve
128 aumento dos casos com Malformacdo Congénita (Tabela 2).
129
130 Tabela 2. Freqiéncia das causas de morte nas autopsias perinatais entre os
131 anos.
132
Grupos 1990-1994 1995-1999 2000-2005 Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
MC 2 (6,6) 8(26,7 20 (66,7) 30 (100)
HAP 27 (32,1) 24 (28,6)  33(39,3) 84 (100)
TA 9 (26,5) 8(23,5  17(50,0) 34 (100)
Membrana hialina 2 (40,0) 2 (40,0) 1 (20,0) 5 (100)
Miscelanea 1 (20,0) 0 4 (80,0) 5 (100)
Imaturidade Pulmonar 1(25,0) 1(25,0) 2 (50,0) 4 (100)
Isoimunizagao 0 1 (100) 0 1 (100)
Trauma 1 (100) 0 0 1 (100)
Total 43 (26,2) 44 (26,8) 77 (47,00 164 (100)
133 x2= 9,400; p = 0,052 (entre os grupos com MC: Malformacdo Congénita; HAP:
134 Hipéxia/Anéxia Perinatal; IA: Infeccdo Ascendente).
135
136 O sexo foi determinado em 160 casos, sendo 86 (52,4) foram do género
137 masculino e 74 (45,1%) do feminino. A freqiiéncia de nativivos foi 84 (51,2%) e
138 de natimortos foi 80 (48,8%). Entre os nativivos, a média do tempo de vida pés-
139 natal foi de 21,3 horas.
140
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140 No grupo de Hipoéxia/Andxia Perinatal e Infeccdo Ascendente, a
141 natimortalidade foi mais freqiiente (Tabela 3).
142 Tabela 3. Freqiiéncia de natimortos entre os grupos de causas de morte nas
143 autopsias perinatais.
144
Grupos Nativivos Natimortos Total
n (%) n (%) n (%)
MC 25 (83,3) 5(16,7) 30 (100)
HAP 35 (41,7) 49 (58,3) 84 (100)
IA 13 (38,2) 21 (61,8) 34 (100)
Membrana hialina 5 (100) 0 5 (100)
Miscelanea 2 (40) 3 (60) 5 (100)
Imaturidade pulmonar 3 (75) 1 (25) 4 (100)
Isoimunizacao 1 (100) 0 1 (100)
Trauma 1 (100) 0 1 (100)
Total 85 (51,8) 79 (44,2) 164 (100)
145 ¥2=17,525; p< 0,001 (entre os grupos com MC: Malformacio Congénita; HAP:
146 Hipéxia/Anéxia Perinatal; IA: Infeccdo Ascendente).
147

Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, UFTM, 2007.




147

148

149

150

151

152
153

154
155
156

Objetivo III. Andlise morfoldgica da supra-renal.. 18

Quanto ao tempo de gestacdo, 32 (19,5%) apresentaram gestacio a
termo e 132 (80,5%) foram prematuros, e a freqiiéncia de prematuros foi maior

em todos os grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Freqiéncia de termo e prematuro nos grupos de causas de morte nas
autopsias perinatais.

Grupos Termo Prematuro Total

n (%) n (%) n (%)
MC 5(16,7) 25(83,3) 30 (100)
HAP 21 (25) 63 (75) 84 (100)
IA 5(14,7) 29 (85,3) 34 (100)
Membrana hialina 0 5 (100) 5 (100)
Miscelanea 1 (20) 4 (80) 5 (100)
Imaturidade pulmonar 0 4 (100) 4 (100)
Isoimunizacéo 0 1 (100) 1 (100)
Trauma 0 1 (100) 1 (100)
Total 32 (19,5) 132 (80,5) 164 (100)

v2=1,965; p = 0,374 (entre os grupos com MC: Malformacdo Congénita; HAP:
Hipéxia/Anéxia Perinatal; IA: Infeccdo Ascendente).
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A autdlise foi observada em 70 (42,7%) casos, sendo mais freqiiente nos
casos com Hipoxia/Anoxia Perinatal, e menos freqiiente nos casos com

Malformacdes Congénitas (Tabela 5).

Tabela 5. Freqliiéncia de autdlise entre os grupos de causas de morte nas
autopsias perinatais.

Grupos Com autélise  Sem autdlise Total

n (%) n (%) n (%)
MC 2 (6,7 28 (93,3) 30 (100)
HAP 49 (58,3) 35 (41,7) 84 (100)
IA 14 (41,2) 20 (58,8) 34 (100)
Membrana hialina 1 (20) 4 (80) 5 (100)
Miscelanea 2 (40) 3 (60) 5 (100)
Imaturidade pulmonar 2 (50) 2 (50) 4 (100)
Isoimunizacéo 0 1 (100) 1 (100)
Trauma 0 1 (100) 1 (100)
Total 70 (42,7) 94 (57,3) 164 (100)

¥2 = 24.093; p< 0,001 (entre os grupos com MC: Malformacio Congénita; HAP:
Hipéxia/Anéxia Perinatal; IA: Infeccdo Ascendente).
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Comparando o peso dos érgaos em relagdo a autdlise, somente o baco

apresentou peso significativamente maior quando comparado com 0s casos nao

macerados. O peso das criangas com Hipéxia/Andxia Perinatal, membrana

hialina e Infeccdo Ascendente, foi maior do que o esperado para a populacio

(Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo do peso perinatal esperado para a idade gestacional

entre os grupos de causas de morte nas autopsias perinatais.

Grupos n (%) Idade Peso Perinatal PE D
Gestacional (gramas) (gramas)
(semanas)
X+ DP X+ DP

Malformacao Congénita 30 (18,5) 34,1+ 2,7 2168,4 + 847,2 1838  <0,05
Hipéxia/Andxia Perinatal 84 (51,2) 31,8+ 5,7 1834,6 + 1090,1 1488 <0,05
Infeccdo Ascendente 34 (20,7) 30,2 + 6,2 1567,4 +1018,9 1230 <0,05
Membrana Hialina 5(3,0) 28,8 + 4,4 1607,2 +820,1 1125 >0,05
Miscelanea 5 (3,0) 33,2+5,4 2064,0 £ 1016,7 1663  >0,05
Imaturidade pulmonar 4 (2,5) 22,5+2,1 515,0 £ 189,1 460 >0,05
Isoimunizacao 1(0,6) 26,0 2170,0 845 NR
Trauma 1 (0,6) 31,0 1030,0 1359 NR
Total 164 (100)

¢’ de Student para uma média. NR: Nao realizado. PE: Peso Esperado para

populacao
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Nao houve diferenca significativa do peso do encéfalo, figado, coracao
entre os grupos quando comparados ao esperado pela idade gestacional. Os
demais orgaos apresentaram alteracdo significativa do peso esperado para a
gestacdo em alguns grupos: o peso dos pulmodes fol maior nos casos com
Infeccao Ascendente e menor nos casos com Malformacdo Congénita; o peso do
baco foi maior nos casos com Infeccdo Ascendente e menor nos casos com
imaturidade pulmonar; no grupo classificado como miscelanea, o peso do timo
fol menor do que o esperado para a idade gestacional; o peso das supra-renais
fol menor nos casos com Malformacdao Congénita e Imaturidade Pulmonar

(Tabela 7).
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186 Tabela 7. Comparacao do peso dos 6rgaos de acordo com a idade gestacional

187 entre os grupos de causas de morte nas autopsias perinatais.

188
Grupos n (%) Idade Peso do Orgao PE D

Gestacional (gramas) (gramas)
(semanas) X + DP
X+ DP
Peso do encéfalo
MC 12 (16,9  34,3+3,3 258,2 + 108,1 246 >0,05
HAP 37 (562,1) 32,2+ 5,6 277,8 +214,9 209 >0,05
IA 14 (19,8) 31,1+7,1 185,6 £ 131,7 187,5 >0,05
Miscelanea 3(4,2) 34,3+7,1 272,0 + 47,0 246 >0,05
Membrana Hialina 22,8 26,0+5,7 260,0 + 268,7 111 >0,05
Imaturidade Pulmonar 2(2,8) 23,6+2,1 78,0+ 7,8 76,5 >0,05
Isoimunizacéo 1(1,4) 26,0 150,0 111 NR
¢+ ¢Total 71 (100)
Peso do figado
MC 16 (17,2)  33,8+2,9 83,5+ 25,5 74 >0,05
HAP 47 (50,4) 31,7+ 6,2 76,6 £ 61,8 65 >0,05
IA 22 (23,6) 31,3+ 6,2 70,9 + 45,9 59 >0,05
Miscelanea 3(3,3) 34,3+ 7,1 78,5 + 37,7 74 >0,05
Membrana Hialina 2(2,2)  26,0+5,7 53,2 + 48,4 39 >0,05
Imaturidade Pulmonar 2(2,2) 23,56+ 2,1 31,7+9,2 32 >0,05
Isoimunizacéo 1(1,1) 26,0 118,0 39 NR
¢ ¢Total 93 (100)
Peso dos pulmoées
MC 13 (13,7 33,8+2,9 22,0+9,5 40 <0,05
HAP 51(53,6) 31,9+5,9 48,3 + 89,1 34 >0,05
IA 22 (23,1) 31,7+ 6,4 36,6 + 22,6 11 <0,05
Membrana Hialina 3(3,2) 27,3+4,6 24,4+ 6,3 20,5 >0,05
Miscelanea 3(32 34,3+7,1 28,6 + 5,7 40 >0,05
Imaturidade Pulmonar 22,1 21,0+14 9,0 £5,2 11 >0,05
Isoimunizacao 1(1,1) 26,0 14,0 18 NR
¢+ Total 95 (100)
Peso do coracao p

MC 12 (12,9 33,56+ 3,0 13,6 £ 7,7 13,4 >0,05
HAP 51 (54,8) 32,2 +£6,0 12,6 + 7,8 11 >0,05
IA 22(23,7 31,9+6,2 11,9+ 17,9 11 >0,05
Membrana Hialina 3(3,2 27,3+4,6 5,4+23 7 >0,05
Miscelanea 3(3,2 34,3+7,1 12,1+ 3,1 13,4 >0,05
Imaturidade Pulmonar 1(1,1) 22,0 3,0 3,4 NR
Isoimunizacéo 1(1,1) 26,0 18,8 6,4 NR
¢+ ¢Total 93 (100)
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Peso do bago
MC 15(16,3)  34,1+27 6,9+5,3 5,9 >0,05
HAP 48 (52,1) 31,6 £6,1 10,8 £ 25,0 4,1 >0,05
IA 21 (22,8 31,4+6,1 8,6 +8,9 3,75 <0,05
Miscelanea 3(3,3 343+7,1 7,8+ 2,3 5,2 >0,05
Membrana Hialina 2(2,2) 26,0+5,7 2,7+2,6 2,2 >0,05
Imaturidade Pulmonar 2(2,2) 23,6+2,1 0,4+0,1 1,7 <0,05
Isoimunizacéo 1,1 26,0 50,0 2,2 NR
¢ ¢Total 92 (100)

Peso do Timo
MC 18 (22,5)  34,8+2,6 8,3+5,3 7,8 >0,05
HAP 36 (45)  31,8+6,0 5,8+4,4 5,5 >0,05
IA 18(22,5) 29,9+6,1 4,1+3,1 4,6 >0,05
Membrana Hialina 3(3,8 27,3+4,6 2,5+1,3 3,4 >0,05
Miscelanea 3(3,8 343+7,1 3,7+1,2 7,5 <0,05
Imaturidade Pulmonar 1(1,2) 25,0 0,8 2,8 NR
Isoimunizacao 1(1,2) 26,0 0,5 3,0 NR
¢+ #Total 80 (100)

Peso das

Supra-renais
MC 11 (16,2) 33,6 £ 2,6 3,9+21 5,5 <0,05
HAP 36 (52,9  30,5+6,1 3,9+2,7 4,2 >0,05
IA 16 (23,6) 31,3+6,3 5,0+ 4,5 4,2 >0,05
Imaturidade Pulmonar 2(2,9 23,5+2,11 1,9+0,1 2,9 <0,05
Miscelanea 2(2,9 30,5+3,5 4,2+ 0,4 4,2 >0,05
Membrana Hialina 1(1,5) 22,0 2,3 NR
¢ ¢Total 68 (100)

189
190
191
192

193

¢’ de Student para uma média. NR: Nao realizado. PE: Peso Esperado para
populacao. ¢4 Total de casos em que o peso de cada 6rgao foi avaliado. MC:
Malformacdo Congénita;

Ascendente.

HAP: Hipéxia/Andéxia Perinatal;

TA:

Infeccao
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Discussdo

Durante os anos de 1990 a 2005 foram realizadas 467 autdpsias, sendo
41,8% da faixa etaria perinatal. Estes dados demonstram uma alta freqiiéncia
das autdpsias realizadas no periodo perinatal, estando de acordo com o
demonstrado na literatura, onde as autdpsias perinatais apresentam alta
freqiiéncia quando comparada as demais faixas etdrias (Vujanié e cols. 1995;
1998; Moreira 2007). Em 164 (84,1%) casos de autépsia perinatal a causa de
morte foi estabelecida. Entre os fatores que podem interferir no diagndstico
anatomopatoldgico estdo a auséncia de informacgoes clinicas e a alta freqiiéncia
de autdlise na faixa etéria perinatal (Horn e cols. 2004).

As causas de morte mais frequentes foram a Hipéxia/Anédxia Perinatal, a
Infeccao Ascendente e as Malformagoes Congénitas, dados semelhantes aos de
outros trabalhos (Tasdelen e cols. 1995). Existem véarias classificacdes para a
mortalidade perinatal. As baseadas na causa de morte se associam a uma
grande variacdo de fatores relacionados diretamente ao feto ou a crianga ou
indiretamente a mae e a placenta. Portanto, muitas variaveis podem ser
associadas a uma tunica causa (Wigglesworth 1994). Como o estudo foi
realizado em criangas autopsiadas, muitas vezes 0 acesso ao corpo e as
informacgodes clinicas restritas sdo as fontes de informacgdo sobre a causa de
morte. Embora a consulta dos prontuarios médicos tenha sido feita, muitos se
perderam no servico, prejudicando a associacao dos achados morfolégicos com a
clinica materna e fetal.

Os casos de Hipdxia/Anoéxia Perinatal foram predominantes de 1990 a

2006, e houve aumento dos casos com Infeccdo Ascendente e Malformacao
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Congénita. Estes tipos de causa de morte estao entre os principais descritos na
literatura para faixa etdria perinatal (Peres 2006; Ngoc e cols. 2006). Ouros
fatores podem ter contribuido para o aumento do diagndstico de causas de
morte por infeccdo ascendente, principalmente pela atencdo destinada ao
exame placentario em nosso servigo, principalmente nos ultimos anos. Em
relacdo as malformacgdes congénitas, o melhor entendimento dos fenémenos
relacionados ao desenvolvimento intra-uterino, através da analise clinica e das
autépsias no periodo perinatal (Gordijn e cols. 2002), pode ter contribuido para
melhor estabelecer os diagnésticos de malformacao congénita.

Nos casos com Hipéxia/Anéxia Perinatal e Infeccdo Ascendente, a
natimortalidade foi1 mais freqliiente. A prematuridade foi mais freqiente em
todos os grupos, embora os casos com Malformacoes Congénitas tenham
apresentado idade gestacional significativamente maior. A prematuridade e a
restricdo de crescimento intra-uterino estdo entre as principais causas de
morte perinatal (Yamauchi e cols. 1999). A maior idade gestacional nos casos
com Malformagoes Congénitas pode ter favorecido a sobrevivéncia pds-natal,
enquanto nos casos com Infeccdo Ascendente e Hipdxia/Andxia Perinatal, a
prematuridade e suas complicacées podem ter contribuido para complicacoes e
morte num periodo de tempo menor.

A autdlise foi observada em 70 (42,7%) dos casos, sendo mais freqiiente
no grupo de Hipéxia/Anoéxia Perinatal, e menos freqliiente no de Malformacées
Congénitas. Estudos demonstram uma freqiiéncia de 51% de fetos macerados,
semelhante ao encontrado neste trabalho. Nos casos com autdlise o peso dos
6rgaos diminui, sendo mais alterados o figado, o timo e o baco. O peso corporal
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nao é afetado nos casos de autodlise, embora ela possa interferir nos valores do
perimetro cefalico e no comprimento do corpo. Em nossos dados a autélise nao
foi avaliada em relagdo a intensidade, ndo sendo possivel separar os casos em
que as alteragbes nos parametros corporais possam ter ocorrido pela maior
intensidade da autdlise, ja que estudos demonstram que a analise separada
dos parametros corporais em relacdo a autdlise deve ser realizada somente
quando ela é moderada ou acentuada (Maroun e Graem 2005).

Comparando o peso dos érgaos em relacao a autdélise, o baco apresentou
peso significativamente maior quando comparado com os casos ndo macerados.
Estudos demonstram que entre os érgdos internos, o figado é o 6rgdo que
apresenta maior variacao do peso, diminuindo de 30 a 50% nos casos de
autdlise acentuada. Essa reducdo também pode ser observada no bacgo e no
timo de forma menos acentuada, e pouca variacio é encontrada em o6rgaos
como o coracdo e o cérebro (Maroun e Graem 2005). Em relacdo a autélise,
somente o baco apresentou alteracao do peso. Em nossos dados o peso do baco
foi malor nos casos que apresentaram Infeccao Ascendente, onde
freqiientemente sdo observadas alteracées como a esplenomegalia, podendo ser
essa a causa do aumento do peso observado neste 6rgao.

O peso das criancas com Hipéxia/Anédxia Perinatal, Membrana Hialina e
Infeccdo Ascendente foi maior do que o esperado para a populacao. Para
interpretar a morte perinatal devem ser levados em consideragido outros
fatores além do peso de nascimento e da idade gestacional (Hey, Lloyd e

Wigglesworth 1986), devido a influencia de outras caracteristicas como as
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genéticas e socioecondmicas (Alexander e cols. 2003), parametros que nio
foram avaliadas no presente estudo.

O peso dos pulmébes foi maior nos casos com Infeccdo Ascendente e
menor nos casos com Malformacdo Congénita. Nos casos de Infeccao
Ascendente o infiltrado inflamatério pode contribuir para o aumento do peso
pulmonar (Hey, Lloyd e Wigglesworth 1986). Nas Malformacoes Congénitas, a
maioria foil relacionada a alteracbes renais, que geralmente sdo associadas a
hipoplasia pulmonar, contribuindo para reduc¢do do peso. A incidéncia de
malformacdes é 12,8% nos casos de morte neonatal (Swain, Agrawal e Bhatia
1994), com destaque para as malformacdes do sistema nervoso central (Eric e
cols. 2003). Outros estudos demonstram que as malformacdes viscerais podem
ocorrer em cerca de 40% das autdpsias, sendo mais comuns as malformacéoes
urolégicas, seguidas pelas cardiacas (Mohan, Bhardwaj e Bal 2004).

Outros orgaos apresentaram variacdo do peso, como o timo que
apresentou peso reduzido nos casos classificados como miscelanea. Nestes
casos nao se pode estabelecer a causa exata da variacao do peso do timo, pois
neste grupo foram classificados fetos ou neonatos com diferentes tipos de
intercorréncias, além de ter sido observada uma baixa casuistica.

Diferentes causas de morte podem influenciar nos parametros
antropométricos nas autdpsias pediatricas realizadas no periodo perinatal
(Maroun e Graem 2005). Portanto, a andlise dos diferentes parametros
antropomeétricos pode contribuir para melhorar a interpretacdo dos achados de

autdpsia e a sua relacdo anatomoclinica.
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Objetivo I1. Comparar entre os tipos de causa de morte as alteragdes morfoldgicas das

supra-renais coletadas das autdpsias perinatais

Introdugdo

O crescimento da supra-renal é caracterizado por ser rapido, com a alta
atividade esteroidogénica e aspecto morfolégico unico, composto por duas zonas
morfologicamente distintas: a coértex definitiva e a coértex fetal. A cortex
definitiva é responsavel pela producao de cortisol, importante para o controle
da homeostase intra-uterina e a maturacio dos 6rgaos fetais, sendo composta
por um aglomerado de células basofilicas, com caracteristicas tipicas de células
no estado proliferativo, como citoplasma aumentado contendo ribossomos
livres, originando no final da gestacdo a zona glomerulosa. Na zona de
transicao as células possuem caracteristicas intermediarias, podendo sintetizar
cortisol apés a metade da gestacdo, e originam a zona fasciculada apds 30
semanas de gestacdo (Mesiano e Jaffe 1997).

Entre 16 e 20 semanas a mailor parte da supra-renal é ocupada pela
cortex fetal, composta por uma ampla camada de células eosinofilicas, em
alguns locais mais espacgadas e com muitos sinusoides, exibindo caracteristicas
ultraestruturais tipicas de células secretoras de esteréides (Delprado e Braird
1984a, b). A cértex fetal é o sitio primério de crescimento e producdo de
esterdides, produzindo sulfato de dehydroepiandrosterona que ¢é entao
conjugado pela placenta e transformado em estrogénio e progesterona. Uma
parte da progesterona retorna a supra-renal, sendo convertida em

glicocorticéides pela cértex definitiva (Delprado e Baird 1984b).
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Variagcbes na morfologia e no desenvolvimento da supra-renal sao
reconhecidas ha muitos anos, mas somente a partir de 1969 estas alteracoes
foram relacionadas ao stress intra-uterino (Oppenheimer 1969; Pohujani e
cols. 1969a, b). O stress pode ser definido como uma condicio desfavoravel para
o feto que estimula sua producido de ACTH. Conseqiientemente ha aumento da
producao de cortisol, também chamado “hormonio do stress”, secretado em
altos niveis e relacionado a alteracdes produzidas pelo stress (Delprado e Baird
1984b). Estudos demonstram a ativacio do eixo hipotdlamo-hipéfise-supra-
renal em resposta a estimulos nocivos agudos intra-uterinos como a hipéxia
aguda, as hemorragias, e o aumento de insulina induzindo hipoglicemia,
embora pouco se conheca sobre os mecanismos crénicos do stress (Butler e cols.
2002).

Em condigoes de stress o feto tem uma tendéncia a controlar a acidose
metabdlica pelo consumo de acido latico e sintese de lipideos (Sakamoto e cols.
1977). Algumas alteracdes relacionadas ao stress sdo descritas na supra-renal
como uma maior coloracdo amarelada por acimulo de lipideos na cortex fetal,
sendo associada a doencas metabdlicas, incompatibilidade do sistema RH,
infeccoes, e longo periodo de morte intra-uterina  (Bendon
e Coventry 2004). Estudos propdem uma graduacdo para a disposicdo de
lipideos na supra-renal sendo associada a alteracées na placenta e a dados
clinicos sobre a causa de morte intra-uterina. Na cortex fetal, o padrao de
distribuicio lipidica é dividido em tipo I, com lipideos acumulados préximos a
vela central da supra renal, associado ao stress agudo; o tipo II, com lipideos
dispostos além do espaco periférico a veia central, associado a um maior tempo
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de retencdo intra-uterina apdés a morte; e o tipo III, com lipideos acumulados
em toda cortex fetal, associado a stress fetal cronico (Becker e Becker 1976).
Como o papel da supra-renal na reposta fetal ao stress tem sido motivo
de varias publicacbes a avaliacdo objetiva da vacuolizacdo da supra-renal
levaria a uma melhor interpretacdo dos achados da autdépsia pediatrica

melhorando a relacdo com os dados clinicos e laboratoriais.
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Material e métodos

Dos 148 casos com causa de morte por malformacées congénitas,
Hipéxia/Anédxia Perinatal e Infeccdo Ascendente selecionados para a analise
morfolégica, foram excluidos os casos com autdlise grave, e os casos sem
laminas, blocos e fragmentos nas reservas disponiveis nos arquivos da
Disciplina de Patologia Geral, sendo selecionados ao final 95 casos, sendo feita
uma andlise unilateral da supra-renal (Anexo IV).

No exame macroscopico as supra-renais que foram dissecadas, pesadas e
fixadas em formaldeido 10%. Apds a inclusdo em parafina e a realizacido de
cortes de cinco um, as supra-renais foram coradas pela Hematoxilina e Eosina.
As areas de vacuolizacido foram divididas em: tipo I, com lipideos acumulados
proximos a veia central da supra-renal; o tipo II, com lipideos dispostos além
do espaco periférico a veia central e com no maximo um vacuolo por célula; e o
tipo III, com lipideos acumulados até a coértex fetal, com mais de um vactolo
por célula (Adaptado — Becker e Becker 1976). Os casos com supra-renal
disponivel nos vidros de reserva das autopsias foram congelados e processados
para coloracao pelo Sudam III, para confirmar a natureza da substancia
acumulada no interior dos vacuolos, sendo avaliados dez casos por grupo.

As variaveis foram testadas para verificar o tipo de distribuicdo através
do teste de Kolmogorov-Smirnov e analise das variancias. Em casos de
distribuicdo normal e varidncias semelhantes, foi utilizado o teste ANOVA (F)
para comparacao entre os trés grupos, seguido do teste de Bonferroni, quando
necessario. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (X + DP).

Quando a distribuicdo nao foi normal, ou quando ela foi normal e com
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variancias nao semelhantes, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (H) na comparacio entre os trés grupos, seguido pelo teste de Dunn
quando necessario. Os resultados foram expressos em mediana, e valores
correspondentes a 25% e 75% (Med — 25%75%). Foram consideradas
estatisticamente significativas as diferencas em que o nivel de significancia foi

menor que 5% (p< 0,05).

Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, UFTM, 2007.




85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96
97

98
99
100
101

Objetivo III. Andlise morfoldgica da supra-renal.. 33

Resultados

Das 95 supra-renais avaliadas, o padrao tipo I de vacuolizacdo foi
observado em 50 (52,6%%) casos, 21 (22,1%) apresentaram o tipo II e 24
(25,3%) o tipo III. As supra-renais recuperadas nos vidros de reserva e coradas
pelo Sudam IIT apresentaram marcacio positiva (Objetivo II; Figura 1).

A média da idade gestacional foi de 32,6+5,5 semanas nos grupos com
padrao discreto, 31,76 no moderado e de 33,5+4,9 semanas nos casos com
padrao de vacuolizacdo acentuado, sem diferenca significativa entre os grupos.

O grau de vacuolizacdo foi maior nos casos com Infeccio Ascendente (Tabela 1).

Tabela 1. Freqiéncia do grau de vacuolizacdo da supra-renal entre os grupos
de causas de morte diagnosticadas nas autopsias perinatais.

Grupos n (%) Idade Gestacional Grau de vacuolizagao
(semanas)
Mediana 25% 75% Mediana 25% 75%

MC 20 (21,1) 35,0 32,5 36,0 1,0 1,0 1,0
HAP 57 (60,0) 33,0 29,0 38,0 2,0 1,0 3,0
IA 18 (18,9) 31,0 25,0 36,0 1,0 1,0 2,0
Total 95 (100)

Testes H=2,461; p =0, 292 *H =9,657; p=0, 008

*Dunn: Malformacdo Congénita e Infeccdo Ascendente — p< 0,05. MC:
Malformacdo Congénita; HAP: Hipéxia/Andoxia Perinatal; IA: Infecgao
Ascendente.
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101 Nos prematuros os casos com Hipdxia/Anédxia Perinatal apresentaram
102 diferenca significativamente maior em relacdo aos casos com Malformacgoes
103 Congénitas (Tabela 2).
104
105 Tabela 2. Frequéncia do grau de vacuolizacdo da supra-renal entre os grupos
106 de causas de morte por Hipdxia/Anéxia Perinatal, Malformacdo Congénita e
107 Infeccao Ascendente, diagnosticadas nas autopsias perinatais, separando fetos
108 ou neonatos a termo e prematuros.
109
Grupos n (%) Idade Gestacional Grau de vacuolizagao
(semanas)
X+ DP Mediana 25% 75%
Termo MC 3 (3,2) 37,3+0,6 1,0 1,0 1,0
HAP 19 (20,0) 38,9+1,3 2,0 1,0 3,0
IA 4 (4,2) 38,8 £2,9 2,0 1,5 2,5
F=1,301; p= 0,292 H= 3,745, p= 0,154
Prematuros MC 17 (17,9) 33,6 + 2,2 1,0 1,0 1,3
HAP  38(40,0) 29,4+ 4,5 2,0 1,0 3,0
IA 14 (14,7) 28,8+ 4,8 1,0 1,0 2,0
Total 95 (100)
Testes *F=17,438; p= 0,001 **H=6,578; p= 0,037
110 Prematuros: *Bonferroni: MC x IA; MC x HAP - p< 0,05. **Dunn: MC x HAP
111 - p< 0,05. MC: Malformacao Congénita; HAP: Hipéxia/Anédxia Perinatal; IA:
112 Infeccdo Ascendente.

113
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Discussdo

A maturacio da cértex fetal da supra renal ndo acontece antes das 23
semanas de gestacdo para a producdo de cortisol. Quando ocorre uma
intercorréncia gestacional que leva a morte prematura, ocorre
amadurecimento precoce do sistema enzimatico levando a alta producio de
corticéide fetal intra-uterino (Watterberg 2004). A vacuolizacdo observada
nesses casos parece refletir a hiperatividade glandular para producio
hormonal. O eixo hipotalamo-hipoéfise-supra-renal é habil para responder ao
stress com o aumento da producdo de cortisol (Mesiano e Jaffe 1997). A
producao de glicocorticéides também depende da interacido entre a producao de
esterdide androgénico C19, sulfato de dehydroepiandrosterona, que servem
como substrato para producido de estrogénio e progesterona pela placenta.
Estes hormoénios retornam a supra-renal e sdo usados para a producgdo de
cortisol pela cértex definitiva, utilizando o colesterol como substrato (Delprado
e Baird 1984b). Como a histoquimica provou a natureza lipidica do material
acumulado este provavelmente é colesterol que servira de substrato para a
producao de corticoide.

O padrao com maior grau de vacuolizacao da coértex fetal geralmente é
encontrado nas gestagdes a termo. A corticotrofina tende a aumentar durante a
gestacdo, indicando a maturidade fetal (Smith e cols. 1998). Estudos
experimentais em ratas demonstram o aumento de cortisol entre 19 e 20 dias
de gestacdo pela supra-renal fetal, funcionando como um mecanismo
adaptativo ao stress do parto (Sakamoto e cols. 1977; Pike 2005). No presente

estudo, o maior grau de vacuolizacdo foi encontrado nos prematuros, como
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resposta fetal ao stress, que causou a morte fetal, em nossos casos provocada
pela Hipoxia/Anédxia Perinatal e pela Infeccao Ascendente.

O padrao grosseiro de vacuolizacao lipidica é relacionado a hipéxia fetal
provocada por disturbios circulatérios provocados por baixo fluxo placentario
(Becker e Becker 1976). Outros afirmam que o tipo I é associado & histéria
clinica e alteracoes placentarias compativeis com rapida morte fetal, e os tipos
II e III representam diferentes graus de um mesmo processo patolégico
(Delprado e Baird 1984b). Estudos experimentais demonstram que quanto
mais cedo acontecem condi¢ées adversas responsaveis pelo stress intra-uterino,
mailor sao as chances de uma reprogramacido do eixo hipotalamo-hipdfise-
adenal, com secrecdo aumentada e continua de ACTH, mesmo que as condigoes
de stress sejam mantidas por pouco tempo durante a gestacio (Butler e cols.
2002). Estes dados indicam que nfo o tempo continuo de hipéxia, mas o
estagio do desenvolvimento em que o stress intra-uterino ocorre, é quem
determina a reprogramacao do eixo hipotalamo — hipéfise — supra-renal, com
aumento de ACTH e como conseqiiéncia morfologica a maior vacuolizagao da
supra-renal, como observado neste estudo.

No presente estudo houve uma maior vacuolizacdo nos casos com
Infeccdo Ascendente. O fator primario para o aumento de atividade de
producao fetal de cortisol é a corioamnionite, por gerar citocinas pro-
inflamatérias que estimulam o eixo hipotalamo-supra-renal fetal. A
manutencdo dos altos niveis de corticoide em resposta a estimulos

inflamatoérios ocorre pela ativacdo da producido do hormoénio placentario de
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liberagcao de corticotrofina, que nao responde ao feedback negativo causado
pela alta concentracio de cortisol no sangue fetal (Watterberg 2004).

Com a melhora da assisténcia perinatal e a sobrevivéncia dos
prematuros expostos a estimulos como hipdoxia e Infeccdo Ascendente, a
descricao das lesdes morfolégicas da supra-renal nesses fetos e sua relacdo com
a causa de morte podem ajudar nos futuros estudos relacionados aos fetos
expostos ao stress intra-uterino, e na prevencao das doencas relacionadas a

hiperatividade da supra-renal.
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Objetivo I11. Comparar entre os tipos de causa de morte as alteragoes morfoldgicas

localizadas no timo coletado das autdpsias perinatais.

Introdugdo

O timo se desenvolve a partir da terceira bolsa faringea apds seis
semanas de gestacao. Com a evolucao da gestacdo existem mudancas no seu
aspecto histolégico. Inicialmente existe predominio de células epiteliais. No
final do segundo trimestre ha intensa infiltragao de linfécitos originando duas
porcdes bem delimitadas, a cértex e a medular (Wigglesworth 1996). Além de
células epiteliais e linfécitos, o timo contém uma grande quantidade de
macrofagos, que sdo distribuidos de maneira randomizada na cértex e na
medula. Possuem a capacidade de ligacdo a linfocitos timicos, induzindo sua
maturacio, e em alguns casos limitam esta populag¢ao de células por fagocitose
(Wood 1985).

O timo pode sofrer dois tipos de involucdo, uma idade dependente, e
outra em resposta ao stress (Toti e cols. 2000). Estudos através de exame
radiografico imediatamente apds o parto demonstram que a medida do timo é
reduzida nos prematuros com corioamnionite subclinica, quando comparada
com criancas da mesma idade gestacional sem corioamnionite (De Felipe e cols.
1999). Outras intercorréncias fetais como Hipéxia/Anéxia Perinatal podem
também levar a involucdo timica (Varas e cols. 2000).

A involugdo parece ser mediada pela atuacdo do eixo hipotalamo-
hipoéfise-supra-renal, devido a secrecao de glicocorticéides que possuem efeito

timolitico, promovendo apoptose dos timécitos da cortical (Cowan e Soreson
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1964; Glavina-Durdov e cols. 2003). No stress agudo, o timo apresenta
cariorrexe dos linfécitos, com ativa fagocitose por macréfagos, conferindo o
aspecto de “céu estrelado” na cortical. Se o estimulo persiste, a cortex reduz o
seu tamanho, invertendo a relacio de tamanho corticomedular (Toti e cols.
2000). Sao caracterizados cinco graus histolégicos, de acordo com a observacio
do numero de macrofagos na cortex, aumento do intersticio interlobular e com
linfodeple¢do da coértex, relacionados significativamente com a duragio da
doenca, achados que ajudam o patologista a estimar a duracado da doenca antes
do 6bito (Van Baarlen, Schuurman e Huber 1988).

Os parametros utilizados para quantificar a alteracdo morfolégica no
timo sdo subjetivos e dependem do treinamento e experiéncia do observador
para associa¢do com as causas de morte. O estudo morfométrico do timo tem
como objetivo o estabelecimento de parametros objetivos para a analise do
numero de macréfagos e a relacdo com a causa de morte. A hipétese deste
estudo é de que o numero de macroéfagos no timo é um parametro morfolégico

indicativo da intercorréncia que levou a morte intra-uterina.
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Material e métodos

Dos 148 casos com causa de morte por Malformacoes Congénitas,
Hipéxia/Anédxia Perinatal e Infeccdo Ascendente selecionados para analise
morfolégica, foram excluidos os casos com autélise grave ou sem blocos ou
fragmentos de timo nas reservas das autdpsias, sendo selecionados ao final 43
casos. Os fragmentos do timo foram fixados em formaldeido 10%, os cortes
emblocados em parafina foram processados para histoquimica corados pela
Hematoxilina & Eosina, e para a imunohistoquimica.

Através da coloracao pela Hematoxilina & Eosina, o timo foi graduado
em: Grau 0! considerado o estado preservado, com juncido corticomedular
distinta, alta densidade de linfécitos, ampla cortex, e 16bulos timicos separados
por delicados septos de tecido conjuntivo; Grau 1: apresentando o aspecto
inicial em “céu estrelado”’, mantendo a separacao dos lébulos timicos, relativa
proeminéncia do intersticio e dos vasos sanguineos e discreta reducao de
linf6citos na cortex; Grau 2: caracterizado por extensiva linfodeplecao, cortex
estreita ou desaparecendo completamente em alguns pontos; ha inversao da
relacdo cortex/medula, com perda da distin¢do entre essas areas. Grau 3:
separacdo dos lébulos timicos e proeminéncia do intersticio e dos vasos
sanguineos (Toti e cols, 2000) (Anexo V).

Para a marcacao do nimero de macréfagos foi utilizado o anticorpo anti
CD68 (DAKO®) na técnica de peroxidase antiperoxidase (Anexo VI). A
quantificacdo do nimero de macréfagos imunomarcados foi realizada através
do software de morfometria “KS 300 — Carl Zeiss’, utilizando o aumento de 800

vezes. Os macrofagos foram contados um a um e seu nimero estimado em 40
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campos por lamina. A determinacao do niimero de campos foi realizada através
do Método da Média Acumulada (Williams 1977).

A graduacgao do timo e a analise morfométrica do nimero de macréfagos
foram realizadas por observadores diferentes, buscando minimizar a
subjetividade do observador e verificar a variabilidade entre os observadores e
as técnicas utilizadas.

As variaveis foram testadas para verificar o tipo de distribuicdo através
do teste de Kolmogorov-Smirnov e andalise das variancias. Em casos de
distribuicdo normal e varidncias semelhantes, foi utilizado o teste ANOVA (F)
para comparacao entre os trés grupos, seguido do teste Bonferroni, quando
necessario. Os resultados foram expressos em média + desvio padrao (X + DP).
Quando a distribuicdo nao foi normal, ou quando ela foi normal e com
variancias nao semelhantes, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (H) na comparaciio entre os trés grupos, seguido pelo teste de Dunn
quando necessario. Os resultados foram expressos em mediana e valores
correspondentes a 25% e 75% (Med — 25%75%). Foram consideradas
estatisticamente significativas as diferengas em que o nivel de significancia foi

menor que 5% (p< 0,05).
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Resultados

Dos 43 casos, 17 (39,5%) apresentaram Malformacdes Congénitas, 15
(34,9%) Hipéxia/Anéxia Perinatal e 11 (25,6%) Infeccdo Ascendente. Nao houve
diferenca significativa da idade gestacional e do peso do timo entre os grupos

de causa de morte (Tabela 1).

Tabela 1. Analise da idade gestacional e do peso do timo nos casos com timo
avaliado entre os grupos de causas de morte classificados como Infeccao
Ascendente, Malformacgao Congénita e Hipoxia/Anoxia Perinatal nas autdpsias
perinatais.

Grupos n (%) Idade Gestacional Peso do Timo

(semanas) (gramas)
Mediana 25% 75% X+ DP

MC 17 (39,5) 35,0 32,8 36,3 11,4+ 2,8

HAP 15 (34,9) 32,0 23,8 39,0 12,1+ 2,6

IA 11 (25,6) 35,0 28,0 37,0 11,5+ 4,5

Total 43 (100)

Testes H =0,346; p = 0,841 F =0,166; p= 0,848

MC: Malformacao Congénita; HAP: Hipéxia/Anoéxia Perinatal; TA: Infecgao
Ascendente.
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Em relacao ao grau de stress, o mais freqliiente foi Grau 0 com 15
(34,9%), seguido pelo Grau 1 com 17 (39,5%), o Grau 2 com 10 (23,3%) e 1
(2,3%) caso com o Grau 3 (Objetivo III; Figura 1). O Grau 3 apresentou maior
nimero de macréfagos (Tabela 2). Os maiores graus de stress no timo foram
observados nos casos com Hipoéxia/Anédxia Perinatal e Infeccdo Ascendente O
numero de macrofagos foi significativamente maior nos casos com

Hipéxia/Anéxia Perinatal, quando comparados aos demais grupos (Tabela 3).

Tabela 2. Analise do numero de macréfagos em relacdo ao grau de stress no
timo das autdpsias perinatais.

Grau de stress n (%) Numero de macréfagos
Mediana 25% 75%
0 15 (34,9) 12,0 9,0 14,0
1 17 (39,5) 12,0 10,0 15,0
2 10 (23,3) 12,0 9,0 14,0
3 1(2,3) 17,5 14,0 19,0
Total 43 (100)
Teste *H = 25,801; p< 0,001

*PDunn: 3X 0;3X 1;3X 2, p<0,05

Tabela 3. Analise do nimero de macréfagos e do grau de stress no timo entre
as causas de morte diagnosticadas nas autopsias perinatais.

Grupos  n (%) Numero de macréfagos Graus de Stress
Mediana 25% 75% Mediana 25% 75%
MC 17 (39,5) 11,0 9,0 14,0 1,0 0,0 1,0
HAP 15 (34,9 13,0 10,0 16,0 1,0 0,0 1,0
IA 11(25,6) 12,0 9,0 14,0 1,0 1,0 2,0
Total 43(100)
Teste *H =35,103; p< 0,001 **H = 43,870; p< 0,001

*Dunn: MC X HAP, p< 0,05. **Dunn: MC X HAP; MC X IA, p< 0,05. MC: Malformagao
Congénita; HAP: Hipoxia/Andxia Perinatal; IA: Infeccdo Ascendente.
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44

Analisando as gestagbes a termo e os prematuros separadamente, os

casos com Hipoxia/Anoxia Perinatal apresentaram estatisticamente maior

numero de macréfagos (Tabela 4) (Objetivo I1I; Figura 2).

Tabela 4. Comparacdo do nimero de macréfagos no timo entre as gestacoes a
termo e os prematuros separando entre as causas de morte por Malformacao
Congénita, Hip6xia/Anoéxia Perinatal e Infeccdo Ascendente diagnosticadas nas

autopsias perinatais.

Grupos n (%) Idade Gestacional Numero de macréfagos
(semanas)

X +DP Mediana 25% 75%
Termo MC 4(9,3) 37,8+ 0,9 12,0 9,0 14,0
HAP 6 (14,0) 39,3+ 1,6 13,0 10,0 15,0
IA 4(9.3) 38,8 + 2,9 12,0 9,0 15,0

Testes F=0,742; p= 0,499 *H=6,118; p= 0,047
Prematuros MC 13 (30,2) 33,2+ 2,3 11,0 9,0 14,0
HAP 9 (20,9) 26,9 + 4,9 13,0 10,0 17,0
IA 7(16,3) 29,7+4,5 11,0 9,0 13,0

Total 43 (100)

Testes **F=17382; p= 0,003.  ***H = 26,266; p< 0,001

Termo: *Bonferroni: MC X HAP, p< 0,05. Prematuro: **Bonferroni: MC x HAP,
p<0,05. ***Dunn: MC x HAP, p< 0,05. MC: Malformacdao Congénita; HAP:
Hipéxia/Anédxia Perinatal; IA: Infeccdo Ascendente.
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Discussdo

No presente estudo nado houve diferenca significativa de idade
gestacional entre os grupos de causa de morte dos quais foi avaliado o nimero
de macréfagos. Estes dados sdo importantes, pois existem variagbes na
morfologia do timo de acordo com a idade gestacional (Toti e cols. 2000). Os
fetos prematuros tém maior celularidade, pois apresentam focos de eritropoiese
e esta diferenca poderia alterar a analise do numero de macréfagos
(Wigglesworth 1996; Toti e cols. 2000). O entendimento dos aspectos
relacionados a idade é importante em relacdo a quantidade e composi¢cao dos
componentes anatomicos para estabelecer as variacbes morfoldgicas
relacionadas a doencas (Hale 2002; 2004).

O numero de macrofagos e o grau de stress do timo foram
significativamente maiores nos casos com Hipéxia/Andxia Perinatal e
Infecgdo Ascendente. Alguns estudos afirmam que a analise do processo de
involucdo timica nfo possui relacio com eventos antes do 6bito (Berry 1993).
Outros afirmam que o processo de morte, independente da causa, é associado
ao stress. Existe uma varia¢do da morfologia do timo associada com o grau de
stress, principalmente relacionada a populag¢ado de células do 6rgao. O timo
normal apresenta poucas células positivas para CD68, que sdo confinadas a
medula. Nos casos de involucdo, numerosos macréfagos aparecem no espaco
interlobular, intersticial e na cortex. O numero também é aumentado na
medula, principalmente na junc¢ao corticomedular, associada ao aumento dos
corpusculos de Hassall (Toti e cols. 2000; Hale 2004). Estes dados estdo de

acordo com o presente estudo, onde foi encontrado aumento dos macréfagos
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151 em todas as porgoes, e ainda, alteracbes na morfologia do timo aumentando
152 se grau de stress.

153 No grupo de malformagées congénitas somente foram incluidos os casos
154 com hipoplasia pulmonar ou malformacgdes do sistema nervoso central cujo
155 6bito acontece minutos apds o nascimento. Nestes casos o estimulo causado
156 pela hipdéxia nao perdurou tempo suficiente para ativar o mecanismo de
157 resposta fetal. Nos casos com Hipoxia/Anodxia Perinatal intra-uterina o tempo
158 do estimulo nocivo foi acompanhado de um maior nimero de macrofagos,
159 indicando que o tempo de hipdxia seria o fator responsavel pelo aumento de
160 macrofagos no timo.

161 Em conclusao, o aumento do numero de macréfagos no timo é um
162 parametro morfolégico indicativo de hipdxia intra-uterina conseqiiente a uma
163 doenca cronica.
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Objetivo IV. Comparar entre os tipos de causa de morte as alteragoes morfologicas

localizadas no figado coletado das autépsias perinatais

Introducdo

O figado é um importante 6rgdo do sistema metabdlico, sofrendo
modificacdes durante o desenvolvimento (David 1985). No periodo perinatal o
figado pode manifestar caracteristicas de alteragbes nutricionais,
hematopoiéticas, relacionadas a hipdxia, traumas e doencas metabdlicas
(Wigglesworth 1996).

Frente a infeccdo ascendente intra-uterina e a hipdxia, o figado pode
sofrer alteragdes funcionais, com prejuizo na producio de enzimas e cofatores
imprescindiveis para o adequado metabolismo e sintese protéica (Ragonesi e
cols. 1997), desenvolvendo alteracoes como degeneracdes e morte celular
(Wigglesworth 1996).

A interacdo entre matriz extracelular e células hepaticas é essencial
para homeostase normal e modificagoes podem resultar em alteracées da
funcdo hepatica (Martines-Hernandes e Amenta 1993). A morte de células
hepaticas, e como consequiéncia a fibrose, pode estar associada as alteracoes da
hematopoiese extramedular (Andrade 2005). A fibrose é uma condicio
caracterizada pelo aumento do estroma conjuntivo de um 6rgao, decorrente de
cicatrizacdo normal ou exagerada ou de um processo reacional em que a
producdo de matriz extracelular nao esta relacionada com o processo
reparativo. Em conseqiiéncia das modificacées na remodelacdo do érgao e das

alteracoes na funcao das células parenquimatosas pela fibrose, podem surgir
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transtornos funcionais importantes nos locais acometidos (Pereira 2004).
Poucos estudos que avaliassem as areas de fibrose em recém nascidos, sem
relacio com anomalias renais foram encontrados na literatura (Nadeev e
Shkurupii 2006).

A hematopoiese é definida como a expansido e diferenciacdo de
precursores hematopoiéticos, ocorrendo na medula 6ssea, em sinusodides que
mvadem a cavidade 6ssea formada por pequenos osteoclastos apds os depdsitos
de célcio na matriz cartilaginosa (Cumano e Godin 2007). O local definitivo de
producdo das células sangiiineas na vida pés-natal é a medula 6ssea. Até que
esta estrutura possua maturidade tecidual para receber os precursores
hematopoiéticos, existe uma hierarquia aparentemente definida dos sitios
hematopoiéticos, entre eles o figado (Calhoun e cols. 1996; Pahal e cols. 2000;
Tamiolakis e cols. 2003; Cumano e Godin 2007). Durante a fase inicial do
desenvolvimento fetal, o figado é o principal local responsavel pela
hematopoiese, onde podem ser observados dois compartimentos
funcionalmente distintos. No interior dos sinuséides do parénquima acontece a
eritropoiese, enquanto a granulopoiese é restrita ao tecido mesenquimal do
espaco portal (Tamiolakis e cols. 2003; Pfisterer, Faber e Horn 2005). A
eritropoiese extramedular no figado é caracterizada pelo acimulo de células
eritropoiéticas que ocupam os sinuséides. O espago porta contém leucodcitos
imaturos e freqiientemente eosinodfilos e mieldcitos, caracteristicas que tendem
a desaparecer com o aumento da idade gestacional (Singer 1986).

Completando essa hierarquia da hematopoiese fetal, tem-se o timo como
6rgao hematopoiético auxiliar, responsavel pela maturacao de linfécitos e com
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atividade hematopoiética acesséria permanente durante toda vida fetal e pos-
natal. O baco também é um 6rgao hematopoiético auxiliar atuando até que a
hematopoiese definitiva ocorra na medula 6ssea (Calhoun e cols. 1996).

Na gestacdo normal ocorre diminuigdo na contagem eritroblastica e
aumento da concentracao de eritrocitos e hemoglobina, indicando queda
progressiva na eritropoiese hepatica e elevagdo da medular. Em casos de
hipéxia fetal observa-se uma relagao inversa havendo aumento da eritropoiese
hepatica e da contagem eritroblastica (Ragonesi e cols. 1997). Nos casos de
corioamnionite ocorrem graves mudancas que refletem na hematopoiese
extramedular, como a reducio da proliferacdo celular e o aumento nos niveis
de granulopoiese. O aumento de granulopoiese encontrada no figado fetal pode
contribuir para o diagnéstico de infec¢do ascendente fetal, principalmente
quando o exame anatomopatolégico da placenta nio é realizado (Tamiolakis e
cols. 2003).

O objetivo do presente estudo foi de quantificar a esteatose, a fibrose e os
focos de eritropoiese extramedular no figado e relacionar com as causas de
morte. Ja que o figado é um 6rgdo central nas alteracbes metabdlicas sofridas
pelo feto em resposta ao stress intra-uterino, nossa hipétese é de que as
alteracoes morfolégicas neste O6rgido se relacionam com a causa de morte

perinatal.
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Material e Métodos

Dos 164 casos iniciais foram excluidos os casos com autélise e os que nao
foram encontrados laminas ou blocos nos arquivos. Foram examinados
fragmentos do lobo direito do figado das criancas autopsiadas. Os cortes
emblocados em parafina foram processados para histoquimica. Foram
realizadas as coloracées pela Hematoxilina & Eosina, Sudam III, Perls e Picro-
sirius.

Para analise morfolégica foi utilizada a coloragdo pela Hematoxilina &
Eosina, sendo avaliados 69 casos. Foram avaliadas as seguintes alteracoes:
intensidade da esteatose, porcentagem da fibrose e numero de focos de
eritropoiese extramedular no figado.

Para analise da esteatose foi utilizada a coloracao pela Hematoxilina &
Eosina. Foram avaliados 69 casos, divididos de acordo com intensidade em:
ausente (Grau 0); discreta (Grau 1), com vactolos opticamente vazios no
interior de hepatécitos proximos a veia centrolobular, zona III; moderada
(Grau 2), com vacuolos nos hepatécitos das zonas II e III, ocupando o espaco
entre a veia centrolobular e o espaco porta; e acentuada (Grau 3), com vactolos
nos hepatécitos das zonas I, periportal, II, e III (Brunt 1999) (Anexo VII).

Para analise da fibrose foram excluidos os casos com malformacoes
congénitas renais, e sem laminas e fragmentos de reserva, sendo obtidos 44
casos (Anexo VIII). A quantificacdo da fibrose foi realizada na lamina corada
pelo Picro-sirius examinada sob a luz polarizada, no aumento de 200 vezes. A
determinacao do nimero de campos foi realizada através do Método da Média

Acumulada (Williams 1977). Foram analisados 25 campos por corte, sendo
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quantificada a fibrose nas trés zonas. Foram excluidas as regides proximas a
capsula hepatica. Os campos para quantificacdo da fibrose foram capturados
por meio de uma camara acoplada a um microscépio e a um computador com o
software para andlise das imagens, o “KS 300 — Carl Zeiss’ (Objetivo IV;
Figura 1).

Para analise morfométrica das areas de eritropoiese extramedular, foi
utilizada a coloragdo pela Hematoxilina e Eosina, sendo avaliados 50 casos.
Foram realizadas dez medidas, em dez campos, no aumento de dez vezes
usando uma ocular integradora de pontos. A quantificacdo em cada campo foi
feita através da contagem do numero de pontos da ocular integradora
coincidentes com o numero de focos de eritropoiese extramedular. Para
comprovac¢ao dos depositos de ferro nos focos de eritropoiese foi utilizada a
coloracdo de Perls (Anexo IX).

As variaveis foram testadas para verificar o tipo de distribuicio através
do teste de Kolmogorov-Smirnov e analise das variancias. Em casos de
distribuicdo normal e variancias semelhantes, foi utilizado o teste "¢' de
Student na comparacdo entre dois grupos, e o teste ANOVA (F) para a
comparacao entre trés ou mais grupos. Neste tipo de distribuicao, os resultados
foram expressos em média *+ desvio padrdo (X £ DP). Quando a distribuicdo
nao foi normal, ou quando ela foi normal e com variancias nio semelhantes,
foram utilizados testes nfo paramétricos: o teste de Mann-Whitney (T) na
comparacio entre dois grupos, e o teste de Kruskal-Wallis (H) na comparacio
entre trés ou mais grupos, seguido pelo teste de Dunn quando necessario.
Neste tipo de distribuicao os resultados foram expressos em mediana e valores
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minimos e maximos (Med — 25% - 75%). A correlacdo entre duas varidveis,
apresentando pelo menos uma com distribuicao nao normal foi analisada pelo
coeficiente de correlacio de Spearman (Sr). As proporcdes foram comparadas
pelo teste do x2. Foram consideradas estatisticamente significativas as

diferencas em que o nivel de significancia foi menor que 5% (p< 0,05).
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Resultados

Em relacdo a esteatose, foi ausente em 47 (68,1%), discreta em 10
(14,5%), moderada em 6 (8,7%) e acentuada em 6 (8,7%) dos casos (Objetivo IV;
Figura 2). Ndo houve diferenca significativa entre a idade gestacional, o grau
de esteatose e os tipos de causa de morte (Tabela 1), e em relacdo a freqiiéncia

de esteatose entre os grupos de causa de morte (Tabela 2).

Tabela 1. Analise do grau de esteatose entre os diferentes grupos de causa de
morte diagnosticadas nas autdpsias perinatais.

Grupos n (%) Idade Gestacional Grau de esteatose
(semanas)
Mediana 25% 75% Mediana 25% 75%
MC 25 (36,2) 35,0 31,8 36,0 0,0 0,0 1,0
HAP 28 (40,6) 32,0 26,3 38,0 0,0 0,0 1,0
IA 16 (23,2) 31,0 26,0 36,5 0,0 0,0 1,0
Total 69 (100)
Testes H=2,365; p= 0,307 H=0,00278; p= 0, 999

MC: Malformacao Congénita; HAP: Hipoéxia/Anédxia Perinatal; TA: Infecgdo
Ascendente.

Tabela 2. Freqiéncia de esteatose entre os diferentes grupos de causa de morte
diagnosticadas nas autdopsias perinatais.

Esteatose MC HAP 1A Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
Nio 17 (68) 18 (66,70  11(68,8) 46 (67,6)
Sim 8(32) 10 (33,3) 5(31,2) 23(32,4)
Total 25 (100) 28 (100) 16 (100) 69 (100)
Teste 2= 0,0222; p= 0,989

MC: Malformacao Congénita; HAP: Hipoéxia/Andxia Perinatal; TA: Infecgdo
Ascendente.
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Os prematuros apresentaram menor numero de casos com esteatose

(Tabela 3). A idade gestacional foi maior nos casos esteatose (Tabela 4).

Tabela 3. Freqiéncia de esteatose entre termo e prematuro nos diferentes
grupos de causa de morte diagnosticadas nas autdpsias perinatais.

Grupos Sem Esteatose Esteatose Total
n (%) n (%) n (%)
Termo 8 (17,00 10 (45,5) 18 (26,1)
Prematuro 39 (83,0) 12 (54,5) 51 (73,9)
Total 47 (100,0) 22 (100) 69 (100)
Teste %= 4,895; p= 0,027

Tabela 4. Analise dos casos com ou sem esteatose separados entre os termo e
prematuros nas autopsias perinatais.

Grupos n (%) Idade Gestacional Testes
X+ DP

Prematuro Sem esteatose 39 (76,5) 29,7+ 4,9 t=1,368;, p=0,178

Com esteatose 12 (23,5) 31,8 +3,3
Total 51 (100)

Mediana 25% 75%

Termo Sem esteatose 8 (44,4) 37,5 37,0 38,0 T=52,000; p= 0,037

Com esteatose 10 (55,6) 39,0 38,0 39,2
Total 18 (100)
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Houve correlacao positiva e significativa entre o grau de esteatose e a

idade gestacional (Sr: 0,359, p= 0,002) (Figura 3).

Figura 3. Correlacdo entre o grau de esteatose hepatica e a idade gestacional
nas autopsias perinatais.

Idade Gestacional
(semanas)

18I T T 1
0 1 2 3

Grau de esteatose

Coeficiente de correlacao - Sr: 0,359, p= 0,002
0: ausente; 1: discreto: 2: moderado; 3: acentuado.
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Houve correlacao positiva e significativa entre o peso do figado e a idade

gestacional

(Sr: 0,812, p< 0,001) (Figura 4).

Figura 4. Correlagao entre o peso do figado e a idade gestacional nas autopsias

perinatais.
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Coeficiente de correlagdo - Sr: 0,812, p< 0,001
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169 Os casos com Hipoxia/Anéxia Perinatal e Infeccdo Ascendente
170 apresentaram maior porcentagem de fibrose hepatica (Tabela 5). Ndo houve
171 diferenca significativa da porcentagem de fibrose entre as gestacoes a termo e
172 os prematuros (Tabela 6).
173 Tabela 5. Comparacdo da fibrose entre os grupos de causa de morte nas
174 autdpsias perinatais.
175
Grupos n (%) % de Fibrose
Mediana 25% 75%
Malformacéo Congénita 11 (25,00 2,0 1,2 4,0
Hipéxia/Anéxia Perinatal 19 (43,2) 2,7 1,5 5,2
Infeccdo Ascendente 14 (31,8) 2,5 1,4 5,0
Total 44 (100)
Teste H = 5,988; p= 0,05
176
177
178
179 Tabela 6. Comparacio da fibrose entre as gestacoes a termo e os prematuros
180 nas autdopsias perinatais.
181
Grupos n (%) % de Fibrose
Mediana 25% 75%
Prematuro 33 (75,0) 3,2 2,1 3,9
Termo 11 (25,0) 3,4 2,4 5,8
Total 44 (100)
Teste T = 289,000; p= 0,266
182
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Houve correlagdo positiva e significativa entre o peso do figado e a

porcentagem de fibrose (Figura 5).

Figura 5: Correlacdo entre a porcentagem da fibrose e o peso do figado nas
autopsias perinatais.

% de fibrose
12
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50 100 150 200 250 300

Peso do Figado
(gramas)

Coeficiente de correlagao - Sr: 0,334; p= 0,03
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O numero de focos de eritropoiese extramedular foi significativamente
maior entre os prematuros (Tabela 7) (Objetivo IV; Figura 6). Nao houve
correlagao significativa entre a idade gestacional e o numero de focos de

eritropoiese (Sr: -0,207; p= 0,148).

Tabela 7: Comparacdo do numero de focos de eritropoiese extramedular no
figado entre as gestagbes a termo e prematuros nas autépsias perinatais.

Grupos n (%) Numero de focos de eritropoiese
Mediana 25% 75%
Prematuro 38 (76,0) 2,0 1,0 3,0
Termo 12 (24,0) 1,0 1,0 2,0
Total 50 (100)
Teste T= 33539,500; p= 0,012
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Nas gestagcbes a termo o numero de focos de eritropoiese foi
estatisticamente menor nos casos com infeccao, sem diferencas em relacao a
1idade gestacional entre os grupos. Em relacdo aos prematuros, os casos com
asfixia e infeccdo apresentaram idade gestacional semelhante, no entanto a
eritropoiese extramedular fol estatisticamente maior nos casos com infeccdo

(Tabela 8).

Tabela 8. Comparacdo do numero de focos de eritropoiese extramedular
hepatica entre os grupos de causas de morte por asfixia, anomalia congénita e
infeccio, separados em gestacbes a termo e prematuros das autdpsias

perinatais.
Grupos n (%) Numero de focos de Idade Gestacional
eritropoiese (semanas)
Mediana (25% - 75%) ou X + DP
Termo MC 36,00 2,0 1,0 3,0 37,8+0,8
HAP 5 (10,0) 2,0 1,0 3,0 39,0+1,3
IA 48,00 1,0 1,0 2,0 39,2 £ 2,7
*H= 14,208; p< 0,001 F= 1,440; p= 0,254
Prematuro MC 16 (32,0) 2,0 1,0 3,0 33,0 31,0 35,0
HAP 11 (22,0) 2,0 1,0 2,0 30,0 26,5 31,5
IA 11 (22,0) 2,0 1,0 3,0 27,0 24,3 34,0
**H=13,735; p= 0,001 ***H=8,663; p= 0,013
Total 50 (100)

* Teste de Dunn: MC X ITA - p< 0,05. ** Teste de Dunn: TA X HAP - p< 0,05.
***Teste de Dunn: MC X HAP - p< 0,05. MC: Malformacao Congénita; HAP:
Hipéxia/Anodxia Perinatal; IA® Infeccdo Ascendente.
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Discussdo

Em nossos casos nao houve diferenca significativa da intensidade da
esteatose em relacao a causa de morte. A esteatose é um processo patolégico
freqiientemente encontrado em adultos, sendo associada a alteracdes do
metabolismo dos Aacidos graxos, condigoes de hipodxia, desnutricio e o
alcoolismo (Hubscher 2006). Em criancas geralmente é relacionado a
obesidade, aumento de triglicerideos, sindrome de resisténcia a insulina,
diabetes e lesdo de células hepaticas durante o stress oxidativo (Roberts 2003;
Nanda 2004). Em recém nascidos pode ser associada & morte subita, deplecio
de glicogénio na regido periportal em condi¢ées de Hipdxia/Anodxia Perinatal;
em casos de necrose do parénquima hepatico como nas alteracoes
cardiovasculares fetais e mneonatais acompanhadas de Hipéxia/Anodxia
Perinatal grave, nos erros inatos do metabolismo e na sindrome de Reye ou
esteatose familiar (Wigglesworth 1996; Rinaldo e cols. 1999) e alteracdes da
fosforilacdo oxidativa (Fayon e cols. 1992). Portanto, a esteatose foi uma lesdo
especifica de determinadas condi¢ées patolégicas e nao se relaciona de forma
geral com a causa da morte perinatal.

No presente estudo a esteatose foi mais freqliiente nos fetos a termo e
sua intensidade apresentou correlacdo positiva com a idade gestacional. Nao
foram encontrados estudos que demonstrassem a variacdo da vacuolizagiao
lipidica de acordo com a idade gestacional em fetos humanos. Em estudos
experimentais realizados em ratas a presenca de vactolos lipidicos foi
primeiramente evidenciada a partir do 15¢ dia de idade gestacional e sua

quantidade e tamanho aumentou até o final da gestacio (Daimon e cols. 1982).
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O metabolismo fetal, e conseqiientemente seu crescimento dependem
diretamente dos nutrientes que atravessam a placenta. Na gestacio, existem
adaptacoes no metabolismo materno, com a finalidade de fornecer substratos
suficientes para o desenvolvimento fetal. Um aumento da atividade lipolitica
dos adipoécitos maternos tem sido observado em gestantes, sendo responsaveis
pelo aumento dos acidos graxos livres durante as dltimas semanas de gestagao
(Benassayag e cols. 1997). No final da gestacdo haveria sintese de lipideos
pelos tecidos fetais, que associado com a transferéncia lipidica materna
aumentam a oferta de acidos graxos ao figado fetal causando o acimulo nos
hepatocitos. No presente estudo os casos com esteatose apresentaram peso do
figado maior sendo este mais um dado associado ao acumulo de lipideos nos
hepatécitos fetais (Reif e cols. 1993).

Em conclusdao o acimulo citoplasmatico de lipidios é uma alteracao
freqiientemente encontrada em autdépsias perinatais a termo, tendo como
consequéncia o aumento do peso hepatico e ndo apresentando relacao com a
causa de morte nos casos avaliados neste estudo.

A porcentagem de fibrose foi maior nos casos com Hipo6xia/Anodxia
Perinatal e Infecgdo Ascendente. Na literatura foram encontrados poucos
estudos que facam relacdo entre fibrose hepatica e as causas de morte no
periodo perinatal. O aumento da matriz extracelular em fetos com infecgao
ascendente, hematogénica e hipoxia intra-uterina foi associado a destruigao do
parénquima hepatico, numerosos sitios de hematopoiese extramedular,
esclerose do espaco porta e reducéio do nimero das células de Kupffer (Nadeev
e Shkurupii 2006). No presente estudo a hipéxia perinatal e a acio de citocinas
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nos casos com Infeccao Ascendente podem ter causado alteracoes sistémicas
com conseqiiente lesdo hepatica e posterior fibrose (Toti e cols. 2000). Estes
dados sao importantes, pois embora este estudo tenha sido realizado com
material de autépsia, muitas criancas com hipéxia ou infeccdo ascendentes no
periodo perinatal sobrevivem e no caso de excessiva producao de matriz
extracelular no periodo perinatal a evolugao no pés-natal em casos graves pode
terminar em cirrose hepéatica (Lee 2006).

Poucos estudos quantificaram a fibrose no figado perinatal e fizeram a
associacdo com a causa de morte (Nadeev e Shkurupii 2006). Estudos
semelhantes ao nosso em material de autdopsia perinatal podem servir nao
somente para a determinacdo da causa de morte, mas também para a
determinacao de lesdes que sdo causadas por intercorréncias perinatais que
nem sempre estdo associadas ao 6bito. Com a melhoria das técnicas de
atendimento perinatal o conhecimento de quais as lesdoes estdo associadas a
intercorréncias perinatais pode ajudar ao diagnéstico precoce da evolugao
destas doencas na infancia.

A hematopoiese, que consiste na formacado de eritrécitos, leucocitos e
plaquetas, é encontrada em varios tipos de alteracées perinatais. A eritropoiese
é a maior atividade da hematopoiese hepatica (Miranda e cols. 2006), sendo a
variavel avaliada neste estudo.

O numero de focos de eritropoiese extramedular foi significativamente
maior entre os prematuros. Células hematopoiéticas primitivas se formam no
saco corionico por volta de 18 dias de gestacdo. Durante a quarta semana de
gestacao, vasos sangiiineos do saco coridnico se conectam com a aorta dorsal e o
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coragao, possibilitando a colonizagdo do figado primitivo por células
hematopoiéticas. O figado é o principal sitio de hematopoiese no primeiro
trimestre de gestagao, onde os eritrocitos em intimo contato com macréfagos se
diferenciam no figado, expulsando seu ntucleo antes de entrar na circulacio.
Durante o segundo trimestre a hematopoiese passa a ocorrer na medula 6ssea,
e a producdo hepatica de células sangiiineas continua diminuindo durante o
terceiro trimestre, cessando apés o nascimento (Palis e Segel 1998). Os
periodos em que ha formacdo das células sangiliineas justificam o maior
numero de focos de eritropoiese encontrados nos prematuros neste estudo. Esta
sequéncia também explica a correlacdo negativa e significativa entre a idade
gestacional e o namero de focos de eritropoiese extramedular encontrada.

Um dos aspectos mais marcantes de hematopoiese pré-natal é que o
processo ocorre em ambientes celulares diferentes, embrionariamente e
anatomicamente, refletindo a grande capacidade de adaptacdo do sistema
sangiiineo fetal as rédpidas mudancas que ocorrem durante a gestacio (Tavian
e Péault 2005).

No presente estudo os prematuros com asfixia e infec¢cdo apresentaram
idade gestacional semelhante, no entanto a eritropoiese extramedular foi
maior nos casos com infeccao. Alteracées durante o desenvolvimento e no parto
podem contribuir para uma readaptacao do sistema sangiiineo fetal, alterando
a eritropoiese (Wigglesworth 1996; Dando e cols. 2005). Mecanismos
fisiologicos de resposta a combinacido de citocinas pré-inflamatérias, que sio
potencializadas pela acao do cortisol como a IL-6, IL-10 e TNFa, e hormonios,
modulam a hematopoiese, principalmente dos eritrécitos hepaticos (Lim e cols.
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2000; Chagraoui e cols. 2003; Dolznig e cols. 2005). Para confirmacdo deste
mecanismo seriam necessarios estudos semelhantes ao nosso, mas que além da
contagem do numero de focos de eritropoiese extramedular, realizassem as
anélises de expressdo de citocinas (Lee e cols. 2002). A maioria dos estudos
sobre a eritropoiese abrange os primeiros estagios da gestacdo. Em estudo
semelhante ao nosso que se avaliou a hematopoiese hepatica em fetos cuja
causa de o6bito foi infeccdo ascendente no periodo entre 20 e 41 semanas de
idade gestacional demonstrou-se uma associa¢ao entre corioamnionite, funisite
e aumento da hematopoiese hepatica, sugerindo que a ultima fase da resposta
fetal a infeccdo do liquido amniético ocorreu no figado (Miranda e cols. 2006).
Nas gestacoes a termo neste estudo os casos com asfixia apresentaram
uma quantidade maior de focos de eritropoiese. Alguns estudos sugerem que
marcadores hepaticos como Notch/Delta, via estroma hepatico, teriam como
Unica funcido a manutencdo do estoque de células tronco hematopoiéticas no
figado, e também esse estoque funcionaria como uma resisténcia do feto ao
stress causado por hipoxia. Nestes casos, ha aumento dos niveis de
eritropoetina e VEGF (fator de crescimento derivado do endotélio vascular). A
eritropoetina pode induzir a expressiao de moléculas Delta 4, proteina ativada
nas células tronco hematopoiéticas, aumentando a quantidade de eritrécitos
para aliviar a hipéxia enquanto os estimulos permanecem (Dando e cols. 2005).
Além disso, o significado dos nossos achados ¢é incerto, podendo ser
relacionados a um pequeno tempo de resposta a doenga ou para o ébito

perinatal.
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De acordo com nosso estudo independente do tipo de stress ocorre
alteracao na eritropoiese hepatica. Os focos de eritropoiese sofrem influéncia
de estimulos infecciosos ou alteracdo nos niveis de oxigenacado, sendo a

diferenca da resposta relacionada a idade gestacional.
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Objetivo V. Comparar entre os tipos de causa de morte a imunomarcagdo anti-receptor
14 para melatonina e anti-triptofano-hidroxilase nas placentas

de autdpsias perinatais.

Introdugdo

A melatonina é um hormonio, sintetizado a partir do triptofano na
pineal e em outros 6rgaos de vertebrados. E classificada como indolamina,
tendo como precursor a serotonina, um importante neurotransmissor (Basile e
cols. 2004). A melatonina e seus ligantes podem ser localizados no trato
gastrointestinal, considerado a maior area de producido extrapineal, sendo
produzida por células da mucosa intestinal. Atua de forma paracrina ou
autdcrina sobre o epitélio gastrointestinal, tecidos linfaticos do sistema imune
e células musculares lisas do tubo digestdrio, sincronizando o processo de
digestdo (Bubenic 2001). Também é encontrada na vesicula biliar (Aust e cols.
2004), no figado (Romeo e cols. 2000), no timo (Kvertnoy 2003), no endométrio
(Zhao e cols. 2000), nas supra-renais (Torres-Farfan e cols 2003), no rim (Drew
e cols. 1998), no coracdo, no pulmio, na pele, nos testiculos e ovarios (Drew e
cols 2003), e na placenta (Kvetnoy, 2002), demonstrando a coordenacdo do
ritmo bioldgico sincronizada entre o sistema nervoso central e os tecidos
periféricos (Drew e cols. 2003), sendo o tnico horménio do sistema
neuroendodcrino presente em todos os sistemas. A melatonina também pode ser
1dentificada em outras células, como mastécitos, linfocitos, eosinoéfilos,

plaquetas e células endoteliais (Kvetnoy 2002).
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A melatonina é considerada um dos mais potentes antioxidantes
naturais (Gitto e cols. 2001), sendo capaz de controlar o stress oxidativo por
varios mecanismos: inducdo de enzimas antioxidantes e inibindo proé-
oxidativas; estabilizando a membrana celular e aumentando a eficiéncia da
fosforilacdo oxidativa na mitocondria (Reiter e cols. 2000). Atua ainda,
aumentando a atividade de enzimas da cadeia respiratoria e revertendo efeitos
deletérios produzidos por substancias sintetizadas durante a infeccdo e
alteracdo mitocondrial (Romeo e cols. 1999).

A supressao da melatonina enddégena em camundongos reduz a
atividade do baco e do timo; por outro lado, a administracdo cronica de
melatonina aumenta a atividade dos linfécitos T auxiliares e a producao da IL-
2 e IL-1 por macrofagos. Foi proposto um duplo papel da melatonina na
regulacao da resposta imune: ativacao do sistema imune seguida de controle de
microrganismos (virus e bactérias) por potencializar a resposta Thl, a funcdo
dos macrofagos e a producao de citocinas; o outro papel ocorre em longo prazo,
modulando a funcido imune, afetando a hematopoiese e a mitose nos timécitos
(Macchi 2004; Bruce 2004). Estudos sugerem mecanismos de acio da
melatonina no sistema imune, baseando-se na deteccdo de seus receptores em
6rgios linféides e linfécitos (Poon e Pang 1986).

Nos recém-nascidos, a melatonina ¢é produzida em pequenas
quantidades e outros agentes antioxidantes como a vitamina E, B-caroteno,
riboflavina, e enzimas como a superéxido-dismutase sio reduzidos (Gitto e cols.
2004). Todavia, a melatonina materna é capaz de cruzar a placenta e

influenciar o ritmo circadiano fetal, evidenciado pela freqiiéncia cardiaca e
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respiratoria, pela movimentacao corporal e temperatura, através da interacao
com seus receptores presentes em tecidos centrais e periféricos desde o inicio
do desenvolvimento fetal (Thomas e cols. 1998).

Embora sejam descritos seus mecanismos no controle do ritmo circadiano
fetal, ndo esta bem estabelecido se a atuacdo da melatonina em condi¢ées de
stress fetal. Como antioxidante nestes casos, ainda nao foi estabelecida a
forma de atuacdao da melatonina, se seria central ou perifericamente sobre os
6rgaos alvo acometidos pela infeccdo (Gitto e cols. 2004). Além disso, estudos
identificam a melatonina na placenta (Kvetnoy 2002), mas ndo foram
encontradas na literatura informacées sobre os mecanismos de sintese, células
produtoras, bem como as alteracoes possivelmente associadas a condigoes de
stress fetal.

O objetivo deste estudo é avaliar a expressdo de enzimas relacionadas a
sintese de melatonina, como a Triptofano-hidroxilase, bem como a expressao de
receptores para melatonina, como o receptor 1A, comparando as variacoes
destes fatores em relacao a causa de morte em criancas autopsiadas no periodo

perinatal.
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Material e métodos

Das 164 autoépsias iniciais, foram incluidos os casos em que a placenta
foi enviada para exame anatomopatolégico junto com o feto ou neonato
autopsiado para Disciplina de Patologia Geral da Universidade Federal do
Triangulo mineiro, sendo obtido 56 casos. Foram excluidos os casos com
autodlise e os que nao foram encontrados laminas ou blocos. Apds o pareamento
pela idade gestacional, foram obtidos 18 casos, sendo 5 (27,8%) do grupo com
causa de morte por Malformacées Congénitas, 6 (33,3%) do grupo
Hipéxia/Anéxia Perinatal e 7 (38,9%) do grupo de Infeccio Ascendente (Anexo
X).

A analise morfolégica das placentas foi realizada previamente no
exame de rotina de acordo com os protocolos estabelecidos na literatura
(Driscoll e Langston 1991; Benirschke e Kaufmann 1995). Apés a andlise
macroscopica o fragmento processado para imunohistoquimica foi o coletado da
inser¢do do corddo umbilical. Em laminas previamente tratadas com
polilisina®, foram realizados cortes com 5 um de espessura. Foi realizada a
imunohistoquimica através da Técnica da Imunoperoxidase, para deteccdo da
Triptofano-hidroxilase (Tryptophan Hydroxylase antibody—Novus
Biologicals®) (Anexo XI) e do Receptor 1A (Melatonin Receptor 1A antiody —
Novus Biologicals®) (Anexo XII). Em 5 casos a recuperacio antigénica nio foi
eficaz para estabelecer a imunomarcacdo pelo Receptor 1A para melatonina,
provavelmente devido a baixa idade gestacional e a autdlise observada nestes
casos. Portanto, para esse receptor, foi realizado um novo pareamento para a

idade gestacional, sendo obtidos 11 casos: 4 (36,4%) do grupo com
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Malformacdes Congénitas, 3 (27,2%) com Hipéxia/Anéxia Perinatal e 4 (36,4%)
com Infeccao Ascendente.

A quantificacdo das areas imunomarcadas foi realizada em toda
extensao dos cortes de 1cm?2, sendo analisados em média 30 campos por corte
no aumento de 400 vezes. A morfometria foi realizada com o sistema
analisador de imagens “KS 300 — Carl Zeiss’. Os resultados foram expressos
em porcentagem de area positiva por campo.

As variaveis foram testadas para verificar o tipo de distribuicdo através
do teste de Kolmogorov-Smirnov e analise das variancias. Quando a
distribuicdo nao foi normal, ou quando ela foi normal e com variancias nao
semelhantes, foram utilizados testes nao paramétricos: o teste de Mann-
Whitney (T) na comparacio entre dois grupos, e o teste de Kruskal-Wallis (H)
na comparacao entre trés ou mais grupos, seguido pelo teste de Dunn quando
necessario. Neste tipo de distribuicdo os resultados foram expressos em
mediana e valores minimos e maximos (Med — 25% - 75%). A correlacdo entre
duas variaveis, que apresentaram distribuicdo normal foi analisada pelo
coeficiente de correlacdo de Pearson (Pr). Foram consideradas estatisticamente
significativas as diferencas em que o nivel de significancia foi menor que 5%

(p< 0,05).

Corréa RRM. Andlise morfoldgica dos drgdos de stress de autdpsias perinatais. Tese de Doutorado, UFTM, 2007.




Objetivo V — Anti-receptor 14 para melatonina e Anti-triptofano-hidroxilase na placenta. 72

108  Resultados
109 A imunohistoquimica utilizando o anticorpo anti-triptofano-hidroxilase
110 demonstrou padrao de marcacao citoplasmatica no trofoblasto e nas células
111  inflamatérias do espaco interviloso (Objetivo V — Figura 1), enquanto a
112 imunohistoquimica utilizando anti-receptor 1A para melatonina demonstrou a
113 marcacdo destas mesmas estruturas, e também do endotélio vascular (Objetivo
114 V- Figura 2).
115 A porcentagem de area de células positivas por campo para expressao de
116  triptofano-hidroxilase e receptor 1A para melatonina foi significativamente
117  maior nos casos com stress intra-uterino (Tabela 1 e 2).
118
119 Tabela 1. Comparacao da porcentagem de area de células positivas por campo
120 para expressao de triptofano-hidroxilase e de receptor 1A para melatonina
121  entre os diferentes grupos de causa de morte diagnosticadas nas autdpsias
122 perinatais.
123
Grupos n (%) TH (% acpc) n (%)  Melatonina — R 1A (% acpc)
Mediana 25% 75% Mediana  25% 75%
MC 5 (27,8) 6,2 2,4 9,9 4(36,4) 9,3 7,6 11,8
HAP 6 (33,3) 5,3 3,3 10,9 3(27,2) 14,0 8,6 20,6
TA 7(38,9) 8,1 4,5 12,2 4(36,4) 10,7 6,8 13,7
Total 18 (100) 11 (100)

Testes

*H= 12,839; p= 0,002

**H = 15,759; p< 0,001

124 *Dunn: MC X TA — p< 0,05. **Dunn: MC X HAP — p< 0,05. MC: Malformacao
125 Congenita; HAP: Hipéxia/Anoxia Perinatal; IA: Infeccdo Ascendente; TH:
126  Triptofano-hidroxilare; R 1A: Receptor 1A. acpc: Area de células positivas por

127  campo.

128
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128 Tabela 2. Comparacao da porcentagem de area de células positivas por campo
129 para expressao de triptofano-hidroxilase e do receptor 1A para melatonina
130 entre os grupos de Malformagoes Congénitas e com stress cronico
131  (Hipéxia/Anéxia Perinatal e Infeccio Ascendente) das autépsias perinatais.
132
Grupos n (%) TH (% acpc) n (%) Melatonina — R 1A (% acpc)
Mediana  25% 75% Mediana 25% 75%
MC 5 (27,8) 6,2 2,4 9,9 4 (36,4) 9,3 7,6 11,8
Stress 13 (72,2) 6,7 3,8 11,8 7(63,6) 12,0 7,8 18,3
Total 18 (100) 11 (100)

Testes T = 23324,500; p= 0,016 T = 4685,500; p= 0,012
133 Malformagdo Congénita; TH: Triptofano-hidroxilare; R 1A: Receptor 1A. acpc:
134  Area de células positivas por campo.

135
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135 Nao houve diferenga significativa entre a porcentagem da area de

136  células positivas por campo para expressao de triptofano-hidroxilase entre as

137  gestagbes a termo e os prematuros. A porcentagem da area de células positivas

138 por campo para expressiao do receptor 1A foi significativamente maior nas

139  gestacdes a termo (Tabela 3).

140 Tabela 3. Comparacao da porcentagem de area de células positivas por campo
141  para expressao de triptofano-hidroxilase e do Receptor 1A da melatonina, entre
142 as gestacbes a termo e nos prematuros das autépsias perinatais.

143

TH (% acpc)
Mediana 25% 75%

Grupos n (%)

n (%) Melatonina — R 1A (% acpc)
Mediana 25% 75%

Termo 3(16,7) 6,5 4,0 10,6 2(18,2) 15,6 11,7 22.9
Prematuro 15 (83,3) 6,5 3,3 11,1 9 (81,8 8,5 5,8 11,8
Total 18 (100) 11 (100)

Testes T= 17848,500; p= 0,893 T = 11062,500; p< 0,001

144  TH: Triptofano-hidroxilare; R 1A: Receptor 1A. acpc: Area de células positivas

145  por campo.

146 Houve correlacao positiva e significativa entre a idade gestacional e a

147  porcentagem de area por campo positiva para expressdo de receptor 1A na

148  placenta (Pr: 0,705; p: 0,007) (Figura 3).

149
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Figura 3. Correlacdo entre a porcentagem de area por campo positiva para
expressao de receptor 1A na placenta e a idade gestacional nas autdpsias

perinatais.

Idade gestacional
(semanas)

38

34 -

30 -

26 -

22 ! ! ! ! ! ! ! !
5 7 9 11 13 15 17 19 21

Receptor 1A (% acpc)

Coeficiente de correlacio - Pr: 0,705, p= 0,007
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Discussdo

As principais estruturas imunomarcadas foram o trofoblasto e células
inflamatérias no espaco interviloso, quando wutilizado o anti-triptofano
hidroxilase, e ainda houve marcacdo do endotélio vascular nos casos de
imunomarca¢ao pelo anti-receptor 1A para melatonina. Na placenta estudos
demonstram, através da reacdo de cadeia em polimerase, a expressdo de
receptores para melatonina como o MT1 and MT2, e enzimas como a
arilalkilamina N-acetil-transferase e a hydroxil-O-metiltransferase, que sao
utilizadas no processo de conversdo de serotonina em melatonina (Iwasaki e
cols. 2005). No entanto, ndo foram encontrados estudos na literatura que
descrevessem a localizacdo in situ destes marcadores. A imunomarcacao do
endotélio vascular e de células inflamatdorias é descrita em outros Orgaos
(Kvetnoy 2002). Em relacdo ao trofoblasto, a imunomarcacio foi evidenciada
tanto no uso do anti-triptofano-hidroxilase, como do anti-receptor 1A para
melatonina, reforcando a hipétese de outros estudos que sugeriram uma
capacidade de regulacdo da funcido placentaria de maneira paracrina e
autécrina pela melatonina (Iwasaki e cols. 2005). Estudos demonstram que o
uso de melatonina exdgena aumenta a sintese de substancias como a
glutadiona peroxidase do corion, que passa a proteger indiretamente contra as
lesbes provocadas por radicais livres (Okatani e cols 2001).

A porcentagem de area de células positivas por campo para anti-
triptofano-hidroxilase e  anti-receptor 1A  para  melatonina  foi
significativamente maior nos casos com stress intra-uterino. Funcionalmente,
as células envolvidas na producdo de melatonina podem ser consideradas uma
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parte do sistema neuroendécrino, com funcado antioxidante direta, e
indiretamente, protecdo contra lesdoes causadas pela producdo de radicais
livres (Okatani e cols 2001; Kvetnoy 2002;). No presente estudo, o aumento
tanto de receptores de melatonina como da enzima produzida como parte de
sua sintese nos casos com stress intra-uterino comprovam sua atuacao nos
mecanismos de protecao na placenta.

Em condigoes de stress a producao de espécies reativas de oxigénio
influencia na patogénese das lesdes e suas complicacdes (Batra e cols. 2000).
Os tecidos lesados sdao permeados por macroéfagos, que secretam citocinas como
a Interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral o (TNF-o). Estas ativam
células inflamatérias como neutroéfilos, macréfagos/mondcitos, plaquetas e
mastocitos, que liberam grande quantidade de substancias oxidantes, reagindo
com o oxigénio e causando lesdao celular por peroxidacdo das membranas
lipidicas e alteracdo das proteinas do DNA (Gitto e cols. 2001). Estas
substancias oxidativas estdo em maiores concentracbes em neonatos com
septicemia (Batra e cols. 2000), mas também podem ser encontradas em
criancas com hipéxia (Okatani e cols. 2001). Em nosso estudo foi demonstrado
que independente da causa do stress intra-uterino ocorreu aumento da sintese
de melatonina, através da marcacdo da anti-triptofano-hidroxilase, e de sua
acao, através da maior expressao do receptor 1A na placenta.

Em neonatos a producdo de melatonina é pequena fazendo com que
nesta faixa etaria a acdo de radicais livres produzidos em resposta ao stress
intra-uterino seja mais prejudicial (Gitto e cols 2004). Por causa disto, a

melatonina tem sido usada em neonatos com sepse, hipdxia perinatal e
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doencas respiratérias (Gitto e cols 2004). Em nosso estudo demonstramos a
possibilidade de producao de melatonina pela placenta, abrindo a possibilidade
do uso de estimuladores exégenos desta produc¢ao na vida intra-uterina.

A expressao do receptor 1A foi significativamente maior nas gestacoes
a termo, tendo correlacdo positiva e significativa com a idade gestacional.
Estes dados sugerem uma maior maturidade do sistema imune placentario na
resposta ao stress intra-uterino.

Em conclusao, a importancia de nosso estudo reside na caracterizacao
do trofoblasto em relacdo a melatonina, envolvido na producdo, e também
sendo um local de sua acao. A atuacdo da melatonina independe do tipo de
estimulo, sendo parte da resposta placentaria a diferentes tipos de stress intra-
uterino. Estes dados podem ter uma aplicacdo terapéutica em varias
intercorréncias perinatais que envolvem lesdes causadas pela producao de

radicais livres, entre elas a infeccdo ascendente e a hipdxia perinatal.
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Consideracées Finais

Apo6s analise de varios 6rgaos envolvidos na resposta ao stress intra-
uterino observamos que as les6es morfolégicas encontradas sdo conseqiiéncia
da resposta fetal ao stress, mas independem do seu tipo. Este estudo reforgou a
1idéia de que a lesdo nos d6rgao fetal deve ser utilizada para estabelecer a
presenca de doenca fetal antes da morte, mas que as alteracdoes nio sio
especificas para um tipo de mecanismo de morte fetal. O estudo sobre a
producao e as células alvos da melatonina acrescentaram mais um passo no
entendimento do mecanismo de acdo deste hormonio e abrem novas

possibilidades terapéuticas.
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Conclusoes

. Diferentes causas de morte podem influenciar nos parametros

antropométricos nas autdpsias pediatricas realizadas no periodo
perinatal, sendo que sua andalise contribui para melhorar a
interpretacao dos achados de autdpsia e a sua relacdo anatomoclinica.

O grau de vacuolizagao da supra-renal foi relacionado a resposta fetal ao
stress, que causou a morte fetal, em nossos casos provocada pela
Hipoéxia/Anéxia Perinatal e pela Infeccao Ascendente.

O aumento do numero de macrofagos e das alteragdoes morfologicas
relacionadas ao stress no timo é indicativo de hipdxia intra-uterina
conseqiente a uma doenca cronica.

O acumulo citoplasmatico de lipidios é uma alteracdo freqiientemente
encontrada em autopsias perinatais a termo, tendo como conseqiiéncia o
aumento do peso hepatico e nao apresentando relacdo com a causa de
morte. A porcentagem de fibrose no figado foi maior nos casos com
Hipoéxia/Anéxia Perinatal e Infeccao Ascendente, e aumenta de acordo
com a 1dade gestacional. Ocorre alteracdo na eritropoiese hepatica
independente do tipo de stress. Os focos de eritropoiese sofrem
influéncia de estimulos infecciosos ou alterag¢ao nos niveis de oxigenacao,
sendo a diferenca da resposta relacionada a idade gestacional.

A atuacido da melatonina independe do tipo de estimulo, sendo parte da
resposta placentaria a diferentes tipos de stress intra-uterino, entre eles
a infecgdo ascendente e a hipoxia perinatal. O trofoblasto é envolvido na

produc¢ao e também na acdo da melatonina.
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