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A rotura espontanea das membranas ovulares ou amniorrexe &
um acontecimento normal durante o trabalho de parto, ocorrendo
rotineiramente apos o inicio do mesmo. Quando precede o inicio do
trabalho de parto é intitulada de rotura prematura de membranas
(RPM). Sua ocorréncia em idade gestacional inferior a 37 semanas
recebe a denominacdo de rotura prematura de membranas pré-termo

(RPM-PT)1:2.

A incidéncia de RPM ocorre em cerca de 9,0% das gestacoes3

variando de 2%#% a 4,6%5 das gestacoes pré-termo.

Essa intercorréncia esta associada com aumento da morbidade
materna e da morbimortalidade perinatal?-6-8. O maior risco materno € a
infeccdo, que pode apresentar-se desde a forma de processo localizado
como a endometrite ou a endomiometrite puerperal até a sepse. Os
riscos fetais estdo relacionados a idade gestacional em que o acidente

ocorre, aumentando a prematuridade e a infeccao fetal e neonatal?.

Os fatores de risco associados a RPM podem ser classificados em
passiveis e ndo passiveis de prevencao. Entre os passiveis de prevencao
destacam-se: infeccoes cérvico-vaginais como vaginose bacteriana® e
infeccao clamidianal® assim como infeccdes causadas por Mycoplasma
hominis!l, Ureaplasma urealyticumll e Streptococcus agalactiaell,
tabagismo, sugerido por alguns estudosl214 e nao confirmado por
outroslS; toques vaginais repetidos e procedimentos diagnosticos pré-
natais invasivos como amniocenteselé. Dentre os fatores nao passiveis

de prevencdo destacam-se o antecedente de parto prematuro,
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sangramento vaginal durante a gestacdo, antecedente de procedimento
cirargico cervical, patologia placentaria e aumento acentuado do volume
do utero causado por gemelaridade e polidramniol?.

A RPM acontece como um evento repentino e de dificil predicao,
sendo o ponto final de muitas vias bioquimicas e mecanicas ainda nao
completamente compreendidas. Em gestacao de termo, na presenca de
colo uterino desfavoravel para inducado do parto, a RPM esta associada
com alta incidéncia de corioamnionite, cesarea, hemorragia pos-parto,
endomiometrite e infeccdo neonatall®. Quando a RPM acontece em
gestacao pré-termo predispde as mesmas complicacdoes que na gestacao
de termo, aumentando a incidéncia de prematuridade e, quando se
torna prolongada, o feto corre riscos de malformacoes estruturais e de
desenvolvimento inadequadol9:20,

Embora a patogénese da RPM nao esteja completamente
elucidada, a ascensdo bacteriana, do trato genital inferior para a
decidua e membranas corioamnio6ticas, parece ser o evento chave na
etiologia da RPM assim como do parto prematuro21,22,

Teoricamente, os microrganismos podem ter acesso as
membranas ovulares e a cavidade amniotica pelas vias ascendente
transcervical, hematogénica através da placenta, iatrogénica durante
procedimentos invasivos ou oriunda da cavidade peritoneal por meio
das tubas uterinas?3.

O conceito que a invasao microbiana da cavidade amniotica segue
a via ascendente € apoiado pela observacdao de que, em geral, os

microrganismos isolados do liquido amnio6tico de gestantes com RPM,
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sdo similares aos encontrados no trato genital inferior?4. Sustentando
este conceito, Galask et al.25 descreveram que os microrganismos da
microbiota vaginal apresentam capacidade de atingir as membranas
corioamnioticas e infectar a cavidade amnidtica, apresentando alguns
desses microrganismos maior capacidade de invasao?26.

Entre os possiveis mecanismos envolvidos na RPM destacam-se
os efeitos das proteases, secretadas pela flora cérvico-vaginal e pelo
organismo materno, em resposta a corioamnionite. Os leucocitos que
infiltram as membranas fetais, como parte da resposta inflamatéria a
corioamnionite, podem liberar elastase que, como a tripsina, degrada
especificamente o colageno tipo III, componente importante da
estrutura das membranas?7?.

E conhecido que alta porcentagem de gestantes com rotura
prematura de membranas pré-termo apresentam corioamnionite e
segundo Menon et al.28 as membranas corioamnioticas sdo locais de
producao de citocinas inflamatérias.

As citocinas sao moléculas de proteinas de baixo peso molecular,
secretadas pelos leucocitos e outras células do organismo em resposta a
uma variedade de estimulos, atuando como mediadores das células do
sistema imune. Desempenham papel importante em muitos
mecanismos biologicos, incluindo os processos reprodutivos como
ovulacao, implantacdo, placentacdo e dilatacdo cervical. Durante a
gestacdo o estroma decidual, assim como o sinciciotrofoblasto,
citotrofoblasto, coério e amnio, sdo fontes adicionais de citocinas pro-

inflamatorias e anti-inflamatérias e essas citocinas participam na
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inducdo da tolerancia ao aloenxerto fetal, na regulacdo imune local
contra agentes infecciosos e remodelamento tecidual durante a invasao
trofoblastica29,30,

As citocinas sao consideradas moléculas-chave no processo de
inducao do trabalho de parto prematuro e de RPM, principalmente pela
inducao da sintese de prostaglandinas, potentes estimuladores da
contratilidade do miométrio, desencadeando o trabalho de parto. Na
presenca de infeccao da cavidade amniotica, as células inflamatoérias
que infiltram os tecidos maternos aumentam a producdo das
citocinas3!. Dollner et al.32, empregando a técnica de imuno-
histoquimica, demonstraram que na presenca de corioamnionite
intensa a concentracao de citocinas pro-inflamatoérias como interleucina
(IL) 1B, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) nos tecidos
placentarios foi mais elevada que na auséncia do processo inflamatério.

Na presenca de corioamnionite ou parto prematuro, o perfil de
citocinas encontrado é o Th133. Do mesmo modo, nos casos de RPM as
razdes Th1l/Th2 sado maiores que em gestantes normais34. Muitos
estudos confirmam esses achados3537 e ainda existem estudos que
demonstram que essas citocinas sao deletérias para a gestacdo, uma
vez que em casos de abortos recorrentes elas foram encontradas em
niveis elevados, principalmente o interferon (IFN-y) e o TNF-q 38:39,

Algumas condicées que podem induzir o parto prematuro ou
rotura prematura de membranas tém sido propostas, dentre elas a acao
das citocinas inflamatorias4?. Essas citocinas sdo capazes de estimular

o metabolismo do acido araquidonico em tecidos reprodutivos
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humanos*143 e através desse mecanismo, induzem a sintese de
prostaglandinas, levando ao inicio do parto*. Na presenca de infeccao
da cavidade amnio6tica, as células inflamatérias que infiltram a decidua
aumentam a producao de citocinas4s.

Muitos estudos na literatura mundial tém buscado validar a
associacao de citocinas e complicacoes gestacionais. A analise do
padrao de citocinas, bem como seu valor preditivo positivo nas
patologias gestacionais, tém sido realizados na tentativa dessas
dosagens serem utilizadas como preditoras de complicacoes maternas e
perinatais mesmo, antes que ocorram. Nesse cenario, a rotura
prematura de membranas tem seu lugar de destaque ja que €, sem
davida, um dos mais dificeis problemas da Clinica Obstétrica. Assim,
torna-se importante conhecer o papel que as citocinas inflamatorias
desempenham na RPM-PT, na presenca ou nao de corioamnionite,
assim como a acao de citocinas reguladoras nesse processo.

A IL-1B é um produto de monécitos / macrofagos, que atua como
estimulador para linfocitos e timocitos, sendo ainda secretada por
células de Hofbauer da placenta*¢. Desempenha papel central na
regulacao da resposta inflamatéria em tecidos lesados, sendo produzida
na infeccao intra-uterina por células deciduais humanas em resposta a
endotoxinas bacterianas*547. Em pacientes com corioamnionite clinica
e histologica a IL-1B é expressa em células inflamatérias do cério e
decidua, tendo os macréfagos como sua principal fonte48. Em parto
prematuro com presenca de infeccdo da cavidade amniética, niveis de

IL-1pB estao elevados, e na auséncia, a concentracao é inferior4s. IL-1f
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também esta aumentada no parto quando ha RPM e infeccao
amni6ticaté, revelando sua participacdo no momento da resolucao da
gestacao. A IL-1, agindo sinergicamente com TNF-a, induz producéao de
prostaglandina, conduzindo indiretamente ao parto#. Esse efeito
sinérgico também induz a producdo de IL-6 pelo trofoblastoSo,
potencializando a producao de prostaglandina, e consequentemente,
aumentando as contracoes uterinas.

A acao da IL-1PB nos casos de RPM pode estar relacionada a sua
capacidade de induzir apoptose em membranas fetais. Fortunato &
Menon40 obtiveram inducdo da atividade de caspases apos estimulacao
de membranas fetais com IL-1f recombinante. A ativacdo da cascata
das caspases € um dos mecanismos de iniciacdo do processo de
apoptose nas células das membranas corioamnioticas.

A IL-6, a exemplo da IL-1pB, é secretada por varios tipos celulares,
dentre elas células endometriais, deciduais e macréfagos. Sua
concentracao aumentada no soro materno tem sido considerada
marcador para parto prematuro ou infeccdo da cavidade amnio6tica??.
Muitos estudos revelaram aumento dessa citocina em secrecao
cervical3?, circulacao fetal 3% e no liquido amni6tico?8. Goffinet et al.51
verificaram que em gestantes com parto prematuro e membranas
ovulares integras, a expressao aumentada de RNAm de IL-6 na secrecao
cervical estava associada a maior risco de infeccdo neonatal. Lockwood
et al.52, determinando a concentracao de IL-6 na secrecdo cervical de
pacientes com parto prematuro, concluiram que os niveis aumentados

dessa citocina, quantificados entre a 24* e 36® semanas de gestacao,
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estdo relacionados com RPM, sendo que, em metade dos casos, niveis
maiores que 250 pg/mL estdo associados a RPM. Uma analise do
liquido amnidtico revelou que em casos de RPM e parto prematuro o
aumento da concentracdo de IL-6 foi maior que nos casos de parto
prematuro e bolsa integra, demonstrando que a propria RPM é capaz de
induzir aumento de IL-628. Segundo Edwin et al.42 quase a totalidade
dos casos de RPM com infeccdao da cavidade amnidtica apresentaram
elevados niveis de citocinas no liquido amniético, e aproximadamente
metade desses casos tiveram elevacao dos niveis de citocinas no soro
materno. Além disso, quando ha associacao de corioamnionite e RPM, a
producao de IL-6 pelos tecidos placentarios € elevada 3742,

De acordo com esses resultados, considera-se que a IL-6
desempenha papel fisiolégico nos mecanismos do parto??, sendo um
deles a inducdo da sintese de prostaglandina na presenca de
infeccao?1,42,

A IL-8 é uma citocina que induz quimiotaxia neutrofilica, tendo
funcdo importante no mecanismo de defesa do hospedeiro. E produzida
pela placenta humana durante a gestacado53 e detectada no liquido
amnio6tico, a partir do segundo trimestre da gestacdo normal54. Niveis
elevados de IL-8 sao detectados no liquido amniotico, durante infeccoes
por microrganismos presentes nos tecidos materno-fetaisS5, havendo
correlacdo entre a concentracdo dessa citocina e o numero de
neutrofilos presentes no liquido amnidtico*S. Esses dados séao
confirmados por diversos outros estudos37:45.32 considerando assim

que a determinacao de IL-8 no soro materno seja sensivel para avaliar
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presenca de corioamnionite, comparado com métodos convencionais4s.
Por outro lado, Witt et al.37 ndo demonstraram aumento de IL-8 no soro
materno na presenca de corioamnionite, revelando que a resposta
inflamatoria parece afetar mais os compartimentos fetais. Assim,
quando somente o soro materno for avaliado, os melhores parametros
para detectar infeccao sao contagem de células brancas e a
concentracao de proteina C reativa. Segundo esses mesmos autores,
existe relacado positiva entre aumento de IL-8 no liquido amniotico e
infeccao por Ureaplasma urealyticum, e esse aumento nao foi verificado
em infeccoes por outros patégenos. Por outro lado, em trabalho recente,
MarconiSédescreveu que niveis aumentados de IL-1Be IL-6 estdo
associados a infeccdo polimicrobiana na cavidade amnidtica em
gestantes com parto prematuro, porém essa associacdo nao foi
verificada para IL-8 e TNF-o. Em outras patologias obstétricas, o
comportamento da IL-8 também parece controverso. A concentracao
dessa citocina no soro materno durante o primeiro trimestre de
gestacao nao foi diferente entre grupos de mulheres gravidas com e sem
hiperemese57. Por outro lado, niveis séricos aumentados de IL-8 foram
encontrados em mulheres com gravidez ectdopica comparadas a
gestantes normais 58.

O TNF-a tem sido detectado em varias células do compartimento
materno-fetal, atuando como regulador da proliferacido celular na
unidade feto-placentaria, ja que o papel dessa citocina no aumento do
mecanismo de apoptose esta bem documentado$%6°. O TNF-o tem

propriedades similares a IL-1B, sendo secretado por macrofagos
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ativados. A identificacdo de TNF-a na decidua humana e de seus
receptores nas células placentarias, sugere que o TNF-a desempenha
papel fundamental na rede de citocinas produzidas na gestacao®l. No
liquido amnio6tico de gestantes com infeccdo intra-amniotica, os niveis
dessa citocina encontram-se mais elevados do que em gestantes sem
infeccao®2.

Para Silva®® a analise de citocinas inflamatérias demonstrou
niveis elevados de IL-6 no soro das gestantes com RPM-PT, enquanto no
liquido amnié6tico, os niveis de IL-1f3, IL-6 e IL-8 estavam aumentados
em gestantes com infiltrado inflamatério moderado e intenso nas
membranas corioamnié6ticas.

Fortunato et al.64 descreveram que lipopolissacarideo (LPS) induz
producao de TNF-a em membranas corioamnioéticas. Porém, segundo
estes mesmos autores, quando ha associacdo de estimulo com LPS e
imunorregulacao com IL-10, ocorre diminuicdo dose-dependente da
producdo de RNAm de TNF-a.

Em trabalho recente, estudando gestantes com RPM-PT e em
trabalho de parto prematuro e bolsa integra, Polettini® descreveu que a
concentracao relativa de RNAm de IL-1B,IL-6 e IL-8 nao foi diferente
nos grupos estudados. Ainda segundo esse autor ndao houve diferenca
na intensidade de RNAm das citocinas inflamatorias em relacdo a
presenca e intensidade da corioamnionite e que citocinas anti-
inflamatorias, nas membranas corioamniéticas, poderiam estar

regulando a expressao de RNAm de citocinas pro-inflamatorias.
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A IL-10, importante citocina anti-inflamatoria, € capaz de
diminuir a producdo de IL-1f3, TNF-a, IL-6 e IL-8 em macrofagos
estimulados com LPS%5, ou pode ser inibida pela préopria IL-10, uma vez
que a secrecao dessa citocina parece ser auto-limitada e sua sintese
pode ocorrer relativamente mais tarde em relacao as outras citocinas
produzidas por macrofagos%6:67. Segundo Greig et al.68 a IL-10 esta
presente no liquido amnidtico da maioria das gestacdoes, com
concentracoes mais altas no terceiro trimestre da gestacao. Na presenca
de infeccdo intra-uterina ha significativo aumento nas concentracoes
dessa citocina, sendo detectados niveis mais elevados do que nas
gestacdes pré-termo. Porém, para outros autores ndo ha associacdo
entre parto prematuro e aumento das concentracdées de IL-1069,70,
Raghupathy et al.3% descreveram que niveis aumentados de IL-10 no
sangue estao significativamente elevados na gestacdo normal quando
comparadas as gestantes com RPM-PT. Para Fortunato et al.%4, na
presenca de LPS, a IL-10 regula negativamente a expressao de RNAm de
IL-8, sugerindo que a producado de IL-8 nas membranas ovulares pode
ser controlada por IL-10 durante o processo inflamatorio.

Em primatas ndao humanos a administracdo intra-amniotica de
IL-10 inibe a atividade uterina estimulada por IL-1p”' e em modelo
murino com prematuridade induzida por inflamacdo, a administracao
intra-uterina de IL-10 previne o parto prematuro e a perda fetal?2.

Segundo Modestin-Sorrentino et al.73, a concentracao de IL-10 na
secrecao cervical diminui enquanto os niveis de IL-8 aumentam com

avanco gestacional, sugerindo que essa mudanca contribua para o
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inicio do trabalho de parto. Para Hanna et al.7# a concentracao de IL-10
esta significativamente diminuida nos casos de parto prematuro
associado com corioamnionite, assim como na placenta de gestante a
termo quando comparadas com gestantes normais durante o segundo
trimestre. A IL-10 ainda inibe a expressao da ciclooxigenase-2 nas
culturas de placentas de gestantes em trabalho de parto prematuro,
mas nao nas gestantes em trabalho de parto a termo. A IL-10 tem um
papel indefinido na gestacdo e no trabalho de parto prematuro
complicado por infeccao da cavidade amniotica®8.

A exemplo da IL-10, a IL-4 é uma citocina anti-inflamatéria,
produzida por células T ativadas, mastécitos e basoéfilos?5. E
pleiotropica?s, estimula o desenvolvimento e expansdo das células Th2,
inibe a ativacdo de macrofagos e estimula a troca de classe pelo isotipo
IgE na célula B76.

Segundo a literatura, niveis elevados de IL-4 foram detectados no
liquido amniético de gestantes com evidéncia clinica de infeccao intra-
amnio6tica??. A IL-4 possui um comportamento paradoxal no tecido
gestacional, pois inibe a producdo de prostaglandina, sugerindo seu
efeito anti-inflamatorio?®. Entretanto, em células do amnio, coério e
decidua podem acentuar a producdo de prostaglandina??. Para Simhan
et al.7” a IL-4 reduz a producdo de prostaglandina 2 pelas células
deciduais in vitro em resposta ao LPS.

Em conjunto, a presenca de citocinas pro e anti-inflamatoérias
produzidas nos tecidos gestacionais, sugere que mecanismos de

imunidade, importantes na defesa contra infeccoes, estejam agindo na
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interface materno-fetal. Muitas dessas citocinas estdo envolvidas na
inducao da sintese de prostaglandina e/ou expressao do receptor para
ocitocina. Assim, o estudo de citocinas com atividade anti-inflamatéria
ou reguladora nas membranas ovulares, podera contribuir para melhor
compreensdo do papel das citocinas na rotura prematura de
membranas pré-termo.
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Analise quantitativa da expressao de IL-4 e IL-10 em
membranas corioamnioticas de gestantes com Rotura
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Resumo

Introducao: A Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo (RPM-PT) € um
dos principais problemas da Clinica Obstétrica, com etiologia relacionada a
ascensao bacteriana do trato genital inferior para a decidua e membranas
corioamni6ticas. Objetivo: Quantificar a expressao de interleucina (IL)-4 e IL-
10 pelas membranas corioamnioticas de gestantes com RPM-PT e avaliar a
relacdo dessa expressao com presenca de corioamnionite. Material e
Meétodos: Foram incluidas no estudo 30 gestantes com RPM-PT em trabalho
de parto (RPM-PT em TP) e 20 gestantes com RPM-PT fora do trabalho de parto
(RPM-PT fora de TP). Como grupo controle foram avaliadas 30 gestantes em
trabalho de parto prematuro (TPP) e bolsa das aguas integra. No momento da
resolucao da gestacdo, apos a dequitacao, foram retirados fragmentos das
membranas corioamnioticas e acondicionados em RNA later para posterior
quantificacdo do RNAm das citocinas pela técnica de PCR em tempo real.
Fragmentos das membranas foram submetidos a4 analise histopatologica para
avaliacdo da presenca de corioamnionite. Resultados: No periodo do estudo,
a incidéncia de RPM-PT foi de 6,2% e de TPP foi de 5,5%. Para a IL-10, a
concentracao relativa de RNAm foi estatisticamente superior nas membranas

corioamnio6ticas de gestantes do grupo RPM-PT fora de TP em relagdo ao grupo
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TPP. Em relacao a IL-4 nao houve diferenca significativa entre os grupos
estudados. A presenca de corioamnionite foi de 44,0% no grupo RPM-PT e de
66,7% no grupo TPP. A analise estatistica ndo apontou diferenca significativa
entre a expressao de IL-4 e IL-10, na presenca ou auséncia de corioamnionite,
nos grupos estudados. Conclusao: A concentracéo relativa de RNAm de IL-10
€ superior nas membranas corioamnioticas do grupo RPM-PT fora de TP em
relagdo ao grupo TPP e entre os grupos RPM-PT e TPP a expressao de IL-4 é

similar. Nao existe relacdo entre a expressao de IL-4 e IL-10 e corioamnionite.
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Detection of IL-4 and IL-10 mRNA in chorioamniotic
membranes from the pregnant women with preterm
premature rupture of membranes.
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MTSS3, Silva MG1.
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Introduction: The preterm premature rupture of membranes (PPROM)
is one of the major problems of Clinical Obstetrics. Its etiology is related
to the ascending pathway of bacteria from the lower genital tract to the
decidua and chorioamniotic membranes. Objective: To quantify the
expression of the interleukin (IL)-4 and IL-10 in the chorioamniotic
membranes of pregnant women with PPROM and evaluate the relation
of this expression with the presence of chorioamnionitis. Material and
Methods: Thirty PPROM women in labor and 20 PPROM without labor
women were studied. As a control group 30 pregnant women in
premature labor (PTL) were studied. After delivery, samples of the
chorioamniotic membranes were collected for histopathological analyses
and others fragments were conditioned in RNA later for posterior
quantification of cytokine mRNA expression by real time PCR. Results:
In the study period, the incidence of PPROM was 6,2% and 5,5% for
PTL. For IL-10, the expression of mRNA was statistically higher in the
PPROM without labor group in relation to the groups with PTL. mRNA
expression of IL-4 was not statistically different in the groups studied.
In 44,0% of samples in PPROM group the presence of chorioamnionitis
was observed and for PTL group the incidence was 66,7%. No difference
occurred in the expression of cytokine mRNA in relation to the presence
of chorioamnionitis in the groups studied. Conclusion: The expression
of mRNA was statistically higher in the PPROM without labor group in
relation to the group with PTL and among the PPROM and PTL groups
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mRNA expression of IL-4 was not statistically different. No difference
occur in the expression of IL-4 and IL-10 mRNA in relation to the

presence of chorioamnionitis.
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1. Introducao

A rotura espontanea das membranas ovulares ou amniorrexe é
um acontecimento normal durante o trabalho de parto, ocorrendo
rotineiramente apos o inicio do mesmo. Quando precede o inicio do
trabalho de parto é intitulada de rotura prematura de membranas
(RPM). Sua ocorréncia em idade gestacional inferior a 37 semanas
recebe a denominacao de rotura prematura de membranas pré-termo

(RPM-PT)1:2.

Pela associacdo com nascimento prematuro e morbidade
perinatal?, a RPM é objeto de muitos estudos epidemiologicos e clinicos,
na tentativa de identificar fatores de risco. Esses fatores sdo maultiplos,
incluindo-se tabagismo3, atividade sexual4, nivel socioeconoémico5,
gemelaridade®, sangramento vaginal durante a gestacao3, polidramnio®,
vaginose bacteriana? e infeccdo da cavidade amnidtica, sendo essa
ultima associada a maioria dos casos de RPM-PT#8-10,

A invasao da cavidade amniodtica e infeccdo intra-amnioética
induzem resposta inflamatéria materna e fetal, caracterizada pela
presenca de corioamnionite histologica e aumento da producao de
citocinas inflamatérias. Trabalhos relatam elevadas concentracées de
citocinas no liquido amnio6tico? e tecidos gestacionais!1:12 de mulheres
com infeccao da cavidade amniotica e RPM-PT.

De acordo com Menon et al.12, as membranas corioamnioéticas sao
locais de producao de citocinas inflamatorias e esses mediadores do
sistema imune sdo moléculas-chave no processo de inducao da RPM-

PT, pois segundo Fortunato et al.13:14 g biodisponibilidade do fator de
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necrose tumoral (TNF-a), a apoptose e a atividade de metaloproteinases
sdo mecanismos responsaveis pela rotura prematura de membranas. O
papel das citocinas na inducao do trabalho de parto prematuro (TPP) ja
esta bem documentado, principalmente pela estimulacao do
metabolismo do acido araquidonico em tecidos reprodutivos
humanos15:16, Na presenca de infeccdo da cavidade amnié6tica, as
células inflamatérias que infiltram os tecidos gestacionais aumentam a

producado das citocinas!?.

Em trabalho recente, estudando gestantes com RPM-PT e em
trabalho de parto prematuro e bolsa das aguas integra, Polettinil®
descreveu que as concentracoes relativas de RNAm de interleucina (IL)-
18,IL-6 e IL-8 nao foram diferentes nos grupos estudados. Ainda
segundo esse autor, ndo houve diferenca na intensidade de RNAm das
citocinas inflamatorias em relacdo a presenca e intensidade da
corioamnionite e que citocinas anti-inflamatoérias, nas membranas
corioamnioticas, poderiam estar regulando a expressdo de RNAm de
citocinas proé-inflamatérias.

A IL-10, importante citocina anti-inflamatéria, é capaz de
diminuir a producdo de IL-1f3, TNF-a, IL-6 e IL-8 em macrofagos
estimulados com lipopolissacarideos!®. A producao de IL-10 esta
significativamente reduzida nas placentas de gestantes a termo fora de
trabalho de parto quando comparadas com gestantes durante o

primeiro e segundo trimestres, sugerindo que este seja um evento
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fisiologico favorecendo um estado inflamatorio temporario para o inicio
do trabalho de parto20.

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatoéria, produzida por células T
ativadas, mastoécitos e basofilos?!. E uma citocina pleiotropica?!, que
estimula o desenvolvimento e expansao das células Th2, inibe a
ativacao de macrofagos e estimula a troca de classe pelo isotipo IgE na
célula B22. Inibe a producao de prostaglandinas2?324, e segundo a
literatura, os niveis elevados de IL-4 sao detectados no liquido
amniodtico de gestantes com evidéncia clinica de infeccdo na cavidade
amniotica?s.

Considerando os resultados controversos da literatura acerca dos
niveis das citocinas em complicacdes gestacionais e a hipotese de que
citocinas anti-inflamatorias nas membranas corioamnio6ticas poderiam
regular expressao de citocinas inflamatérias, o objetivo desse estudo foi
quantificar a expressdao de IL- 4 e IL-10 pelas membranas
corioamnioticas de gestantes com RPM-PT bem como avaliar a relacao

dessa expressao com presenca de corioamnionite histologica.

Material e Métodos

2.1. Casuistica

No periodo do estudo, de julho de 2006 a novembro de 2007,
foram estudadas 30 mulheres com gestacdo Unica, cuja rotura de
membranas ovulares tenha ocorrido espontaneamente entre 26 e 36

semanas de gestacao e que estavam em trabalho de parto (RPM-PT em
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TP) e 20 gestantes com RPM-PT fora do trabalho de parto (RPM-PT fora
de TP). Gestantes portadoras de diabetes, anomalias fetais congénitas
comprovadas, placenta prévia, infeccdo urinaria ou outras infeccoes
foram excluidas do estudo. Como grupo controle, foram estudadas 30
gestantes em trabalho de parto prematuro e bolsa das aguas integra
(TPP). Todas as gestantes incluidas no estudo foram atendidas no
Servico de Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

A idade gestacional foi estabelecida pela data da ultima
menstruacdo ou por exame ultra-sonografico precoce (até 20 semanas).
O tempo de rotura das membranas na admissdo da paciente foi obtido
por informacao materna.

O diagnéstico de RPM foi confirmado pela histéria clinica e
constatacdo de liquido amniético na cavidade vaginal ou quando isto
nao foi possivel, por meio de testes realizados na secrecao do fundo de
saco vaginal: cristalizacao do esfregaco em lamina seca, queima de
esfregaco em lamina, pH vaginal e pesquisa de células fetais pela
coloracao do sulfato de azul de Nilo26.

As pacientes permaneceram internadas na Enfermaria de
Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, sendo
controladas clinicamente por meio de avaliacao da frequiiéncia cardiaca e
temperatura a cada 6 horas e, laboratorialmente por hemograma em
dias alternados até a resolucao da gestacao.

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram previamente
informadas quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), tendo sido o projeto de
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pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu, UNESP, protocolo 512/2007-CEP.

2.2. Colheita de membranas corioamnioticas e analise

histopatologica

No momento da resolucao da gestacao, logo apds a dequitacao,
foram colhidas membranas corioamnidticas de todas as gestantes
incluidas no estudo. Foram retirados fragmentos da borda das
membranas, com bisturi, que foram acondicionados em tubos de 1,5
mL tipo eppendorf contendo RNA later (RNA Stabilization Reagent —
Qiagen) por 4 horas. Apbés esse periodo, os fragmentos foram
transferidos para novo tubo e imediatamente armazenados a -70°C para
posterior extracao de RNA. Apos esses procedimentos, as placentas e
seus anexos foram fixados e acondicionados em recipiente apropriado,
contendo formalina a 10%, por 24 horas para fixacdo. Fragmentos das
membranas corioamnioticas foram desidratados em alcool, diafanizados
em xilol e a seguir incluidos em blocos de parafina. Os blocos obtidos
foram seccionados em micrétomo comum, obtendo-se cortes de 6 um de
espessura para montagem em laminas de vidro. As laminas foram
coradas pelo método classico de Hematoxilina-Eosina (HE) para a
analise histopatologica das membranas. O critério histopatolégico
empregado para o diagnostico de corioamnionite foi o descrito por

Hargitai et al.27.

2.3. Deteccao de citocinas pela PCR em tempo real

2.3.1. Extracao de RNA
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Os fragmentos das membranas corioamniéticas armazenados em
tubos tipo eppendorf de 1,5 mL contendo RNA later foram submetidos a
extracao de RNA total, usando o kit RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE
Healthcare), segundo as instrucdoes do fabricante. Inicialmente foi
determinada a quantidade de 30mg de tecido a ser macerado em
nitrogénio liquido, com posterior adicao de 350uL de tampao RAIl,
acrescido de B-mercaptoetanol e lisado no vortex. A seguir, o tecido
lisado foi transferido para um filtro com tubo coletor e centrifugado por
1 minuto a 11.000 g. Apés a centrifugacao, o filtro foi descartado e o
filtrado transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados
350uL de etanol 70% e homogeneizado no vortex duas vezes.
Posteriormente, o lisado foi transferido para a coluna com membrana
gel-silica e centrifugado por 30 segundos a 8.000g. Em seguida foram
adicionados 350 uL de tampao MBD e centrifugadas por 1 minuto a
11.000 g para secagem da membrana. O filtrado foi descartado e o tubo
coletor retornado a coluna. As amostras foram entdao submetidas ao
tratamento com enzima DNase livre de RNase, com objetivo de eliminar
possivel contaminacdao com DNA residual genomico. A seguir, foram
adicionados 200 uL de tampao RA2 com centrifugacdo por 1 minuto a
8.000g e as colunas foram transferidas para novos tubos coletores.
Seguindo o processo de lavagem da membrana, foram adicionados 600
uL de tampao RA3, centrifugados por 1 minuto a 11.000 g e, apés
descarte do contetido do tubo coletor, foram adicionados 250 uL de
tampao RA3, centrifugados por 2 minutos a 11.000 g. As colunas foram

transferidas para novos tubos e o RNA foi eluido em 40uL de agua
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RNase-free, com posterior centrifugacdo por 1 minuto a 11.000 g. O
RNA extraido foi quantificado pela leitura em biofotometro (Eppendorf),

na densidade optica de 260nm.

2.3.2. Obtencao de cDNA

Em seguida a extracao de RNA, as amostras com concentracao
entre 0,02 e 0,2ug/ uL de RNA foram submetidas a obtencao de cDNA
utilizando-se o High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems),
seguindo as instrugdées do fabricante. O cDNA produzido foi
quantificado por biofotometro (Eppendorf), na densidade o6ptica de 206
nm e armazenado a — 70°C para posterior utilizacdo na deteccao e

quantificacdo de IL-10 pela técnica da PCR em tempo real.

2.3.3. PCR em tempo real

A partir do cDNA obtido foi efetuada a amplificacdo dos genes das
citocinas IL-4 (Hs 00174122_m1) e IL-10 (Hs 01038788 _m1) de acordo
com o protocolo da Applied Biosystems TagMan® Gene Expression
Assays em ABI Prism® 7300 Sequence Detector, em volume final de 20
uL com adicdao de S5 uL de cDNA das amostras na diluicdo 1:10. As
condicoes da reacdo foram de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40
ciclos compostos por 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, sendo
os sinais de fluorescéncia adquiridos nos passos de anelamento e
extensao do ciclo de amplificacdao (60 °C por 1 minuto). Em todos os
ensaios, as amostras foram processadas em duplicata. Paralelamente,

foi realizada a amplificacdo do gene da p-actina, como controle
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endoégeno, visto que o valor real de expressao génica foi dado através da
comparacao do resultado de amplificacdo dos genes da citocina e desse
gene constitutivo.

O cDNA de referéncia para as citocinas estudadas consistiu da
mistura de varios cDNAs produzidos a partir do RNA das proprias
amostras das membranas corioamniéticas incluidas no estudo. Esse
cDNA foi diluido na razao de 1:2 a 1:128 em agua ultrapura estéril e
estas diluicoes foram testadas, em duplicatas, na PCR em tempo real
para IL-4, IL-10 e para o gene da p-actina. Pela determinacdo do
baseline, threshold e dos Ct (cycle threshold) produzidos por cada
diluicdo, a curva padrao foi estabelecida de acordo com os dados
fornecidos pelo programa SDS versao 1.2.3 (“Sequence Detection
Systems” 1.2.3 — 7300 Real Time PCR System — Applied Biosystems). As
quatro diluicoes que apresentaram Ct entre os ciclos 25 e 35 foram
escolhidas para constituir a curva padrao utilizada em todas as reacoes.
A menor diluicao do cDNA de referéncia recebeu o valor relativo igual a
100 e, seguindo a mesma razao da diluicdo, as outras trés diluicoes do
cDNA foram determinadas como 50; 25 e 12,5, e foram consideradas
como referéncia na quantificacao relativa da expressao dos genes da IL-
4 e IL-10. A concentracdo de cada amostra testada foi fornecida
diretamente pelo programa SDS 1.2.3, calculada em relacdo a curva

padrao e ao valor igual a 100, estabelecido para o cDNA de referéncia.
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2.4. Analise estatistica

Os dados referentes a idade materna, idade gestacional no
momento do parto e concentracao relativa de RNAm das citocinas nos
grupos estudados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. As
variaveis estado civil, raca, habito de fumar, bem como as
caracteristicas obstétricas das pacientes, como paridade, freqiiéncia de
intercorréncias gestacionais anteriores e o tempo de rotura das
membranas foram submetidos ao teste de comparacao de proporcao
(Teste z). A idade gestacional da ocorréncia da rotura foi submetida ao
teste de Mann- Whitney para comparacao entre os grupos com RPM-PT.
O nivel de significancia adotado para todos os testes empregados foi de

5%?28,

3. Resultados

3.1. Incidéncia de rotura prematura de membranas e trabalho

de parto prematuro
No periodo do estudo foram realizados 1560 partos no Centro
Obstétrico do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, Unesp. Deste total, 6,2% corresponderam a gestantes

portadoras de RPM-PT e 5,5% de TPP.

3.2. Caracteristicas das pacientes

As variaveis soécio-demograficas e gestacionais das pacientes

incluidas no estudo estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Variaveis socio-demograficas e obstétricas das gestantes
incluidas no estudo.

RPM-PT fora RPM-PT em TPP
Variaveis de TP (n=20) TP (n=30) (n=30)
20 (14-
Idade (anos) 26 (16-42)a 22 (14-44)ab 28)b
Estado Civil
10
Solteira 6(30,0%)2 12(40,0%)2 (33,3%)a
10
Casada 6 (30,0%)2 14 (46,7%)2 (33,3%)a
10
Uniao Estavel 8 (40,0%)2 4 (13,3%)2 (33,3%)a
Etnia
23
Branca 14 (70,0%)2 29 (96,7%)b (76,7%)ab
Nao Branca 6 (30,0%) 1(3,3%)= 7(33,3%)2
Via de parto
20
Vaginal - 23 (76,7%)2 (66,7%)2
10
Cesarea 20 (100,0%)2 7 (23,3%)P (33,3%)P
Idade gestacional 34s5d 33s4d 32s4d
(25s5d- (25s3d-
no momento do parto (26s-36s4d)2 36s5d)a 36s)2
Paridade
Primigesta 10 (50,0%)a 15 (50,0%)a 9 (30,0%)2
5
Secundigesta 5 (25,0%)2 6 (20,0%)2 (16,7%)2
16
Multigesta S (25,0%)2 9 (30,0%)2 (53,3%)a
Intercorréncias
gestacionais
anteriores
RPM 2/102 3/15a 3/21a
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Aborto 6/102 5/152 7/212
TPP 2/10 4/15a 12/21a

Na comparacao dos grupos foram utilizadas letras minusculas, considerando-se que as proporcoes seguidas de, pelo menos, uma
mesma letra nao diferem.

Em relacao a via de parto podemos observar que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos RPM-PT fora de TP, RPM-
PT em TP e TPP. Quanto as variaveis idade gestacional no momento do
parto, paridade, intercorréncias gestacionais anteriores, nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa nos grupos
estudados.

Em relacdo ao tempo de rotura das membranas ovulares,
podemos observar que mais de 50% das gestantes apresentavam
periodo de laténcia superior a 24 horas, no momento da resolucao da

gestacao (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicao das gestantes em relacdo a idade gestacional e
ao tempo de rotura das membranas corioamnioticas no
momento da resolucdo da gestacéo.

RPM-PT fora TP RPM-PT em TP Estatistica

(n=20) (n=30) P

Idade gestacional
no momento da 34§é§4213)5*‘d ) 33s (25s2d - 36s6d)a 0,14
RPM
Tempo RPM

< 12 horas 4 (20,0%) 2 9 (30,0%) @ 0,76

12-24 horas 4 (20,0%) 2 5(16,7%)2 0,45
> 24 horas 12 (60,0%) 2 16 (53,3%) 2 0,97
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3.3. Analise histopatologica das membranas corioamniéticas

A analise histopatologica referente a presenca de infiltrado
inflamatorio nas membranas corioamnidticas estdo apresentados na
Tabela 3 e Figuras 1 e 2. Podemos observar que nao houve diferenca
estatisticamente significativa na freqiiéncia de corioamnionite nos

grupos RPM-PT fora de TP, RPM-PT em TP e TPP.

Tabela 3. Numero e porcentagem de corioamnionite presente nas
amostras de membranas corioamnioticas nos grupos

estudados.
RPM-PT fora TP RPM-PT em TP TPP
(n=20) (n=30) (n=30)
Presenca de
Corioamnionite 6 (30,0%) 2 16 (53,3%)a 20 (66,7%)2
Auséncia de 14 (70,0%) 2 14 (46,7%) 2 10 (33,3%) =

Corioamnionite

Na comparagcao dos grupos foram utilizadas letras minusculas, considerando-se que as proporcoes
seguidas de, pelo menos, uma mesma letra nao diferem.
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Figura 1.Fotomicrografia das membranas corioamnioticas de
gestantes do grupo rotura prematura de membranas pré-

Figura 2. Fotomicrografia das membranas corioamnioticas de
gestantes com rotura prematura de membranas pré-
termo demonstrando rico exsudato polimorfonuclear.
HE. 400X.
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3.4. Quantificacao relativa da expressao de IL-4 e IL-10

3.4.1. Determinacao da curva padrao na PCR em tempo real

para o gene da pB-actina

As diluicoes do cDNA de referéncia testadas para serem utilizadas

na quantificacdo relativa da expressao da B-actina estdo representadas

na Tabela 4 e na Figura 3. Para isso, foram selecionadas quatro

diluicoes (1:16, 1:32, 1:64 e 1:128), com o threshold determinado na

fase exponencial da curva de amplificacao.

Tabela 4. Valor relativo e Ct do cDNA de referéncia para B-actina
obtidos, em diferentes diluicoes, pela PCR em tempo real das
amostras de membranas corioamnioticas.

cDNA Valor relativo Ct 8 actina

1:16 100,0 24,1
1:32 50,0 25,1
1:64 25,0 26,4
1:128 12,5 28,2

1 les0Ct

1064000

102000
i
3

3
O 122

10203

102004
P23 4867 8 I I TN 2N RN INRIAHERITR RN

Coee Mumber

Suiedied 0

Detector: ’W
Slope: -3.257341

Intercept: 31.248173

R2 0896467

Ly e

Figura 3. A. Representacao grafica da curva de amplificacao da
PCR em tempo real para e B-actina das diluicoes do cDNA
de referéncia utilizado como padrao nas reagcdes. Em ordem
decrescente de diluicao, da esquerda para a direita,
apresentam-se as diluicées 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128. B.
Representacdo grafica da curva padrdo, construida com
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quatro pontos nas referidas diluicoes, obtidas a partir da
PCR em tempo real para a B-actina.

3.4.2. Determinacao da curva padrao na PCR em tempo real
para os genes da IL- 4 e IL-10

As diluicoes do cDNA de referéncia testadas para serem utilizadas
na quantificacao relativa da expressdao de IL-4 e IL-10 estao
representadas na Tabela 5 e nas Figuras 4 e 5. Para isso, foram
selecionadas quatro diluicées (1:2, 1:4, 1:8 e 1:16), com o threshold
determinado na fase exponencial da curva de amplificacdo.
Tabela 5. Valor relativo e Ct do cDNA de referéncia para IL- 4 e IL-10

obtidos, em diferentes diluicoes, pela PCR em tempo real das
amostras de membranas corioamniéticas.

cDNA Valor relativo CtIL-4 Ct IL-10
1:2 100,0 31,4 25,5
1:8 50,0 33,3 26,5
1:16 25,0 34,4 27,7
1:32 12,5 35,2 28,7

Detector: |IL-4 Tagman car -

Slope: -3.256193
e Intercept: 42 627045
Detifes s .
R2: 0999755

S 1wtz

TSN TR NN SN TR NN AN AN D NN

Figura 4. A. Representacao grafica da curva de amplificacado da PCR
em tempo real para IL-4 das dilui¢cées do cDNA de referéncia
utilizado como padrdao nas reacdoes. Em ordem decrescente
de diluicdo, da esquerda para a direita, apresentam-se as
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diluicoes 1:2, 1:4, 1:16 e 1:32. B. Representacao grafica da
curvas padrao, construida com quatro pontos nas referidas
diluicoes, obtidas a partir da PCR em tempo real para IL-4.

Detector: |IL10 Taqman

DefaPss (e i G Slope: -3.473193
10

' Intercept; 32553185
B Rz 0338143
10010 n

7
77
1007 i 1
[id o
2 AT
5 AT
8 ppemn LA /\ i hif

\
106008 e

108034

TIATE TR BRI A BN ER T EANN R ENRRNTENL

A ] . “ =

L Mmber

Figura 5. A. Representacao grafica da curva de amplificacdo da PCR
em tempo real para IL-10 das diluicoées do cDNA de referéncia
utilizado como padrao nas reacoes. Em ordem decrescente de
diluicao, da esquerda para a direita, apresentam-se as
diluicoes 1:2 1:4, 1:8 e 1:16. B. Representacao grafica da
curva padrao, construida com quatro pontos nas referidas
diluicoes, obtidas a partir da PCR em tempo real para IL-10.

3.4.3. Quantificacio relativa de RNAm de IL-4 nas

membranas corioamnioticas

As concentracoes relativas de RNAm de IL-4 nas membranas
corioamnioticas das gestantes com RPM-PT fora de TP, RPM-PT em TP e
em TPP estao apresentadas na Figura 6. Podemos observar que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos RPM-PT

fora de TP, RPM-PT em TP e em TPP.
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Figura 6. Box-Plot representando a concentracao relativa de RNAm de
IL-4 em membranas corioamnioticas de gestantes pertencentes
aos grupos RPM-PT fora de TP, RPM-PT em TP e TPP. No Box-
plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o

traco horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem
aos percentis 5 e 95; e os circulos os valores outliers.

3.4.4. Quantificacao relativa de RNAm de IL-10 nas

membranas corioamniodticas

As concentracoes relativas de RNAm de IL-10 nas membranas
corioamnioticas das gestantes com RPM-PT fora de TP, RPM-PT em TP e
em TPP estdo apresentadas na Figura 7. Podemos observar que a
expressao de IL-10 foi significativamente superior no grupo RPM-PT
fora de TP em relacdao ao grupo TPP (p<0,01) e ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos RPM-PT fora de TP e RPM-

PT em TP.
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Figura 7. Box-Plot representando a concentracdo relativa de RNAm
de IL-10 em membranas corioamnioticas de gestantes
pertencentes aos grupos RPM-PT fora de TP, RPM-PT em TP
e TPP. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75%
dos valores, o traco horizontal, a mediana; as barras de erro
correspondem aos percentis 5 e 95; e os circulos, os valores
outliers.
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3.4.5. Quantificacao relativa de RNAm de IL-4 e IL-10 nas
membranas corioamnidticas em relacdo a presenca de

corioamnionite.

As concentracoes relativas de RNAm de IL-4 e IL-10 foram
avaliadas quanto a presenca de corioamnionite e ndo houve relacao
entre essas variaveis dentro dos grupos RPM-TP fora de TP, RPM-TP em

TP e em TPP (Figuras 8 e 9).
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(1) =(2), (3) = (4), (5) = (8); (1)=(3)=(5); (2)=(4)=(6), p>0,05; Test de Kruskal Wallis

Figura 8. Box-Plot representando a concentracao relativa de RNAm de
IL-4 em membranas corioamnioticas de gestantes pertencentes
aos grupos RPM-PT fora TP, RPM-PT em TP e TPP em relacao a
presenca ou nao de corioamnionite. No Box-plot, os quadrantes
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representam de 25 a 75% dos valores, o traco horizontal, a
mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95.
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Figura 9. Box-Plot representando a concentracao relativa de RNAm de
IL-10 em membranas corioamniéticas de gestantes pertencentes
aos grupos RPM-PT fora TP, RPM-PT em TP e TPP em relacao a
presenca ou nao de corioamnionite. No Box-plot, os quadrantes
representam de 25 a 75% dos valores, o traco horizontal, a
mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95.
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4. Discussao

No presente estudo foram analisadas as concentracoes relativas
de RNAm de IL-4 e IL-10 em membranas corioamnioticas de gestantes
com rotura prematura de membranas pré-termo em trabalho de parto e
fora dele, assim como em gestantes em trabalho de parto prematuro e
bolsa da aguas integra. Também foi objetivo desse trabalho avaliar a
relacdo entre a presenca de corioamnionite com a expressao de das
citocinas de interesse.

No periodo do estudo, foram realizados 1560 partos no Servico de
Obstetricia da Faculdade de Botucatu, Unesp. A prevaléncia de RPM foi
de 7,7% em gestacoes de termo e 6,2% em gestacoes pré-termo,
freqiiéncias semelhantes as relatadas na literatura29.18 Segundo Polzin
& Brady?®!, a RPM esteve presente em 15% das gestacoes de termo e em
aproximadamente 30% das gestacoes pré-termo, nos 4 milhoes de

nascimentos ocorridos nos Estados Unidos em 1990.

A paridade e a freqtiéncia de TPP, RPM e abortos anteriores foi a
mesma nos grupos estudados, nao tendo, portanto, influéncia maior do
antecedente do parto prematuro como fator de risco para

desencadeamento de RPM como sugerido por Newton®.

A concentracao relativa de RNAm de IL-10 nas membranas
corioamnioticas de gestantes com RPM-PT fora de trabalho de parto foi
significativamente superior em relacao ao grupo TPP. Segundo Dudley
et al.31 a concentracao de IL-10 no liquido amniético nao se encontra

elevado em gestantes com TPP, corioamnionite ou em trabalho de parto
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a termo. Para Menon et al.32 também néao houve associacao entre parto
prematuro aumento na concentracao de IL-10. Para Hanna et al.33 os
niveis de IL-10, em placentas de termo, estdo diminuidos no periodo
proximo ao parto e se mantém diminuido durante o trabalho de parto.
Em contrapartida, Greig et al.34 avaliando o papel da IL-10 em
gestantes em TPP, associado a infeccao da cavidade amniética,
relataram niveis elevados dessa citocina em gestantes com
corioamnionite e Cadet et al.35 encontraram elevadas concentracoes de
RNAm de IL-10 em placentas de gestacao a termo. Para Modestin-
Sorrentino et al.36 a concentracao de IL-10 na secrecao cervical reduz
enquanto niveis de IL-8 aumentam com o avanco gestacional, sugerindo
que essa mudanca contribua para o inicio do trabalho de parto. Em
nosso estudo, concentracoes elevadas de RNAm de IL-10 foram
observadas apenas no grupo RPM-PT fora de TP em relacdo ao grupo
TPP, sugerindo que os processos anti-inflamatérios estejam atenuados
no cenario de trabalho de parto. Entretanto o padrao de expressao de

IL-4 nao diferiu nos grupos em trabalho de parto e fora dele.

Ja € bem estabelecido na literatura que a IL-10 € uma citocina de
padrao Th2 que regula a producao de citocinas Th136. As citocinas
inflamatorias sao moléculas-chave no processo de inducao do trabalho
de parto prematuro, principalmente pela estimulacdo do metabolismo
do acido araquidonico em tecidos reprodutivos humanos37.15, induzindo
a sintese de prostaglandinas, potentes estimuladores da contratilidade
uterina, desencadeando o trabalho de parto. Baseado nesses

conhecimentos e nos resultados obtidos nesse estudo, podemos
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concluir que a IL-10 diminui a producao de prostaglandina, resultando
em maior tempo de laténcia entre a rotura das membranas ovulares e o
desencadeamento do TPP. A IL-10 inibe a producao de prostagandina
E2 através da regulacao da expressao da ciclooxigenase 2 (COX-2)38-40,
Segundo Bry & Hallman4?, a IL-4, outra citocina anti-inflamatoéria,
induz diminuicao de atividade de prostaglandina das células deciduais
e induz diminuicao de citocinas inflamatoérias que estimulam a
producao de prostaglandinas em cultura trofoblastica. Em
contrapartida, a IL-4 tem comportamento paradoxal ja que em
monocitos pode inibir a atividade da ciclooxigenase, reduzindo a
producao de prostaglandinas23 e nos tecidos gestacionais, como em
células amnié6ticas, corionicas e deciduais a IL-4 pode amplificar a
producao de prostaglandinas4l. Spaziani et al.#2 confirmaram que IL-4

induz COX-2 e producao de prostaglandina pelas células amniéticas.

Em relacao a concentracao relativa de RNAm de IL-4 e IL-10 e
presenca de corioamnionite, ndo observamos relacao entre essas
variaveis nos grupos estudados. A auséncia dessa relacdo, pode ser
explicada em parte, pelo fato que corioamnionite esteja numa fase
inicial, sendo as citocinas anti-inflamatérias produzidas numa etapa
mais tardia do processo inflamatorio. No entanto, no presente estudo o
periodo de laténcia foi de 60,0% e 53,3% para os grupos RPM-PT fora de

TP e RPM-PT em TP, respectivamente.

Baseado nos resultados obtidos temos que considerar que a

presenca de RNAm néo significa, necessariamente, producdo de
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citocinas. A transcricdo consiste na sintese do RNA e resulta em
sequiéncia de RNA complementar ao comprimento total do gene43. A
quantidade de proteina produzida depende da estabilidade dos RNAm
correspondente no citoplasma e da taxa de sua traducédo. A estabilidade
do RNAm também determina quanto tempo deve durar a sintese da
proteina codificada e a maioria dos RNAm dos organismos
multicelulares tem meia-vida de varias horas. No entanto, algumas
proteinas sao necessarias apenas durante curtos periodos de tempo e
devem ser expressas em pulsos, como as citocinas. A expressao dessas
proteinas ocorre em pulsos curtos porque a transcricao dos seus genes
pode ser ligada ou desligada rapidamente e seu RNAm geralmente tém

meia-vida curta, em torno de 30 minutos ou menos44.

Portanto, a analise dos nossos resultados evidenciam que a a
expressao de IL-10 é superior nas membranas corioamniéticas do grupo
RPM-PT fora de TP em relacéo ao grupo TPP e entre os grupos RPM-PT e
TPP a expressao de IL-4 é similar e que ndo existe relacao entre a

expressao de IL-4 e IL-10 e corioamnionite.
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