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Resumo




O parto pré-termo espontaneo, definido como nascimento antes das 37 semanas completas
de gestacao apesar dos consideraveis avancos cientificos ainda representa um importante
problema médico, humano e social. E representado por dois grandes grupos de patologias
obstétricas definidas como Trabalho de Parto Prematuro (TPP) e Rotura Prematura de
Membranas Pré-Termo (RPM-PT). O primeiro objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de
8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) em membranas corioamnidticas de gestacdes
complicadas pela prematuridade. Neste estudo transversal, foram estudadas 31 membranas
corioamnioticas de gestacdes complicadas por TPP e 35 com RPM-PT cujos partos
ocorreram no periodo compreendido para a prematuridade. Como grupo controle foram
incluidas 37 membranas corioamniéticas de partos a termo. As membranas corioamniéticas
foram coletadas e a extracado total de DNA foi realizada pelo Kit genomic-Prep Mini Spin e os
niveis de 8-OHdG niveis foram analisados pela técnica de ELISA empregando-se o kit Highy
Sensitive 8-OHdG. Em relagédo aos dados obtidos, os niveis de 8-OHdG (2,90 ng/mL [1,54 -
4,06]) nas membranas corioamniéticas do grupo termo foram significativamente maiores que
no grupo de partos prematuros (0,61ng/mL [minimo: 0,37 — maximo: 0,92]) (p <0,0001). Os
niveis de 8-OHdAG foram também mais elevados no grupo de termo do que nos grupos PTL
(0,71 ng/mL [minimo: 0,40 — méaximo:1,47]) ou RPM-PT (0,53 [minimo: 0,37 — maximo:
0,71]) (p <0,0001), respectivamente. Nossos dados reforcam a tese que os danos oxidativos
estao presentes nas membranas corioamniéticas de gestacdes a termo como consequéncia
de um processo fisiolégico do envelhecimento dos tecidos gestacionais. O segundo objetivo
deste estudo foi analisar a associacdo entre corioamnionite histolodgica, ocorréncia de
apoptose e niveis de 8-OHdG em membranas corioamniéticas de gestacdes complicadas
por RPM-PT e TPP. Foi realizado um estudo prospectivo e um total de 60 gestantes foram
recrutadas, sendo 31 gestac6es complicadas por RPM-PT e 29 com TPP. Apés o parto, as
membranas corioamnidticas foram submetidas ao exame histopatologico, a analise dos
niveis de 8-OHdG por ELISA, empregando-se o kit Highy Sensitive 8-OHdG, e quanto a
ocorréncia de apoptose pela imunomarcacao da proteina p53. A corioamnionite histologica
foi detectada em 64,5% das membranas corioamniéticas do grupo RPM-PT e em 44,8% do
grupo TPP (p = 0,12). A ocorréncia de apoptose no grupo RPM-PT (32,2%) foi semelhante
no grupo TPP (24,1%) (p=0,48). Os niveis de 8-OHdG no grupo TPP [0,71 (minimo: 0,43 —
méximo: 1,38)] foram significativamente maiores do que no grupo RPM-PT [0,53 (minimo:
0,37- maximo: 0,69)] (p = 0,02). A analise de regresséo logistica entre esses mecanismos
demonstra que apenas a corioamnionite histolégica esta relacionada a apoptose (OR = 3,7,
IC 95% = 1,19-14,9; p = 0,04). Concluimos que entre os fatores analisados a corioamnionite
e a imunomarcacdo da proteina p53 foram mais prevalentes no grupo de mulheres

acometidas pela RPM-PT, que os niveis de 8-OHdG foram mais elevados no grupo de




mulheres acometidas pelo TPP e que entre estes fatores a corioamnionite histol6gica parece
estar mais claramente associada a ocorréncia de apoptose em membranas corioamniéticas
de gestacdes complicadas por prematuridade espontanea. O terceiro objetivo deste estudo
foi analisar a associacdo de desfechos neonatais adversos, especialmente a sepse neonatal
precoce, em gestacbes complicadas por RPM-PT e TPP na presenca de corioamnionite
histologica. Foi realizado um estudo caso-controle e um total de 73 gestantes foram
incluidas no estudo, sendo 39 gestantes com RPM-PT e 34 com TPP. Apés o parto, as
membranas foram submetidas ao exame histopatolégico e o0s recém-nascidos foram
avaliados para o diagndstico de eventos adversos: escore de Apgar <7 aos 5 min e 10 min,
admissdo em unidade de terapia intensiva neonatal, dificuldade respiratoria, intubagéo
tragueal e sepse neonatal precoce (SNP), esta ultima definida como sendo uma sindrome
clinica observada nas primeiras 72 h de vida do recém-nascido. Em ambos 0s grupos as
caracteristicas maternas e neonatais (idade materna, indice de massa corpérea, etnia,
paridade, idade gestacional e peso do recém-nascido) ndo foram significativamente
diferentes. Entre as variaveis analisadas no contexto da prematuridade observamos que a
SNP foi a mais prevalente no grupo RPM-PT e corioamnionite distinguindo-se
estatisticamente (p = 0,04). Os outros desfechos neonatais adversos ndo mostraram
diferenca estatistica entre si ou entre as patologias obstétricas envolvidas na pesquisa. No
modelo de regressédo logistica, verificou-se que a presenca de corioamnionite histolégica
(OR =7,4, IC 95%: 1,95-35,9, p =0,0005), a dificuldade respiratéria (OR = 3,5; IC 95%: 1,02-
12,9; p = 0,049) e RPM-PT (OR = 9,8; IC95%: 2,95-38,5; p = 0,0004), entre as variaveis
independentes, influenciaram diretamente a ocorréncia de SNP. A andlise da curva ROC
reforca a tese que a corioamionite e a RPM-PT sao critérios relevantes para o evento de
SNP com indices de sensibilidade de 76% e especificidade de 82%, respectivamente.
Conclui-se que a corioamnionite histolégica e a ocorréncia de RPM-PT estdo associadas a

desfechos neonatais adversos, especialmente a ocorréncia de sepse neonatal precoce.

Palavras-chave: Prematuridade, corioamnionite histologica, estresse oxidativo e apoptose.




Abstract




Spontaneous preterm birth, defined as birth before 37 weeks completed gestation, despite
the considerable scientific advances, still represents an important medical problem, human
and social. It is represented by two large groups of obstetric pathologies defined as preterm
labor (PTL) and premature rupture of preterm ovular membranes (pPROM). The first
objective of this study was to evaluate the levels of 8-oxo-2'-deoxiguanosine (8-OHdG) in
amniochorion membranes from pregnancies complicated by prematurity. In this cross-
sectional study, were enrolled 31 with PTL and 35 with pPRM who presented preterm
delivery. As control group was included 37 pregnant women that delivery at term.
Amniochorion membranes were collected and total DNA extraction was performed by
ILLUSTRA tissue & cells genomic-Prep Mini Spin Kit and 8-OHdG levels were measured by
an ELISA Highy Sensitive 8-OHdG Check kit. Regarding to data, 8-OHdG levels in
amniochorion membranes of term group (2,90 ng/mL [min: 1,54 — max:4,06]) were
significantly higher than premature group (0,61 ng/mL [min: 0,37 — max:0,91]) (p<0.001). 8-
OHdG levels were also higher in term group than in PTL (0,71 ng/mL [min: 0,40 — max:1,47])
or pPROM groups (0,53 ng/mL [min: 0,37 — max:0,71]) (p<0.001), respectively. Our data
reinforces that oxidative damage are present at term pregnancies as physiologic process of
amnionchorion aging. The second objective of this study was to analyze the association
among histologic chorioamnionitis, apoptosis occurence and 8-OHdG levels in amniochorion
membranes from pregnancies complicated by pPROM and PTL. It was a prospective study
and a total of 60 pregnant women were enrolled, being 31 pregnant women who presented
pPROM and 29 with PTL. After delivery, the amniochorion membranes were subjected to a
histopathological examination, to 8-OHdG levels analysis by an ELISA Highy Sensitive 8-
OHdG Check kit and occurrence of apoptosis by p53 protein immunohistochemical study.
Histologic chorioamnionitis was detected in 64.5% of the amniochorion membranes from
pPROM group and in 44.8% from PTL group (p=0.12). The occurence of apoptosis in the
pPROM group (32.2%) was similar in the PTL group (24.1%) (p=0.48). The 8-OHdG levels in
the PTL group [0.71 (0.43-1.38)] were significant higher than in the pPROM group [0.53
(0.37-0.69)] (p=0.02). Logistic regression analysis among these mechanisms showed that
only histologic chorioamnionitis is related to apoptosis (OR=3.7; 95%CIl= 1.19-14.9; p=0.04).
Histologic chorioamnionitis seems to be more clearly associated with apoptosis occurrence
in amniochorion membranes from pregnancies complicated by spontaneous prematurity. The
third objective of this study was to analyze the association of adverse neonatal outcomes,
especially early neonatal sepsis (ENS), in pregnant women affected by pPROM and PTL in
the presence of histologic chorioamnionitis. It was a case-control study and a total of 73
pregnant women were enrolled, being 39 pregnant women who presented pPROM and 34

with PTL. After delivery, the membranes were subjected to a histopathological examination




and the newborn infants were evaluated for the diagnosis of adverse events: Apgar score <7
at 5 min and 10 min, admission to a neonatal intensive care unit, respiratory distress, use of
continuous positive airflow pressure (CPAP), tracheal intubation and early neonatal sepsis,
defined as being a clinical syndrome observed in the first 72 h of life of the newborn. In both
groups, the sample general characteristics (maternal age, body mass index, ethnicity, parity,
gestational age, and weight of the newborn) were not statistically different. Except ENS,
which was the most prevalent in the pPROM and chorioamnionitis groups (p=0.04), the other
neonatal adverse outcomes showed no statistical difference between them or between
obstetric pathologies involved in the research. In a logistic regression model, we found that
the presence of histologic chorioamnionitis (OR=7.4; 95%CI=1.95-35.9; p=0.0005),
respiratory distress (OR=3.5; 95%CI=1.02-12.9; p=0,049) and pPRM (OR=9.8; 95%ClI= 2.95-
38.5; p=0.0004) among the independent variables, directly influenced ENS occurrence. ROC
analysis reinforced that choriamnionites and pPROM are as criteria of relevant sensitivity
(76.0%) and specificity (82.0%) for the ENS event. We conclude that histological
chorioamnionitis and the occurrence of pPROM are associated with adverse neonatal

outcomes, especially the occurrence of early neonatal sepsis.

Keywords: Prematurity, histologic chorioamnionitis, oxidative stress, apoptosis.
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Considerando o tamanho amostral incluido nesse estudo bem como as metodologias

empregadas para atingir os objetivos propostos, podemos concluir que:

1)

2)

3)

Nossos dados reforcam que os danos oxidativos estdo presentes em gestacdes a
termo como processo fisiolégico do envelhecimento das membranas corioamnioticas;
A corioamnionite histologica, entre os mecanismos analisados, parece estar mais
claramente associada a ocorréncia de apoptose em membranas corioamnioticas de
gestagOes complicadas pela prematuridade espontanea.

A Rotura Prematura de Membras Pré-Termo e a corioamnionite histolégica estdo
associadas a desfechos neonatais adversos, especialmente a ocorréncia de sepse

neonatal precoce.






