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Resumo

1. Resumo

Introducgao: Pentraxina 3 (PTX3) € um componente essencial da resposta imune
inata e age como receptores de reconhecimento de padrées (PPRs) reconhecendo
produtos microbianos, opsonizando fungos, bactérias Gram positivas e negativas,
além de apresentar a capacidade de ativar o sistema complemento. Poucos estudos
na literatura mundial tém investigado a expressdo de PTX3 nas complicacdes
gestacionais associadas a invasdo microbiana da cavidade amniotica e resultados
conflitantes tém sido descritos. Objetivo: Avaliar a expressdo génica e protéica de
PTX3 em membranas corioamnidticas de gestacbes pré-termo complicadas por
Trabalho de Parto Prematuro (TPP) e bolsa integra ou Rotura Prematura de
Membranas Pré-Termo (RPM-PT), na presenca de corioamnionite histolégica (CA).
Pacientes e Métodos: Foram incluidas no estudo 30 gestantes com TPP, sendo 15
na auséncia e 15 na presenca de corioamnionite histolégica e 30 gestantes com
RPM-PT, sendo 15 na auséncia e 15 na presenca de corioamnionite histologica.
Cortes parafinizados foram encaminhados a analise histopatoldgica para
confirmacdo de corioamnionite histolégica. Outros fragmentos de 1cm? das
membranas foram submetidos a extracdo de RNA total. ApGs a extracdo do RNA, as
amostras com concentracdo entre 0,02 e 0,2ug/ uL de RNA foram submetidas a
obtencdo de cDNA para posterior utilizacdo na quantificacdo da expressao génica
de PTX3 pela técnica da PCR em tempo real empregando-se o Sistema TagMan®
Gene Expression Assays. Fragmentos das mesmas amostras incluidas no estudo
foram utilizados para verificar a expresséo da proteina PTX-3 através da técnica de
Western Blotting. Resultados: Dentre as 60 membranas corioamnidticas incluidas no

estudo, 56 (93,3%) expressaram PTX-3. Ndo houve diferenca estatisticamente



significativa na expressdo de mRNA de PTX-3 (p=0,137) entre os grupos: RPM-PT
na presenca de CA (Md: 0.355; 0.11-1.03), RPM-PT na auséncia de CA (Md: 0,049;
0.001-0.32), TPP na presenca de CA (Md: 0.067; 0.02-1.73) e TPP na auséncia de
CA (Md: 0.184; 0.09-1.00). A expressao protéica de PTX-3 foi verificada em todas as
amostras de membranas corioamnidticas processadas dos grupos de interesse e
essa andlise quantitativa encontra-se em fase de finalizacdo. Conclusao: PTX-3 &
expressa pelas membranas corioamnioticas e a expressdo génica ndo é modulada

pela presenca de corioamnionite histoldgica.

Palavras-chave: Gestacdo Pré-Termo, Rotura Prematura de Membranas, Trabalho

de Parto Prematuro, Corioamnionite Histologica, Pentraxina 3.



Introducio

2. Introducgao

A interacdo entre o sistema imune materno e células fetais permite o
desenvolvimento adequado do feto durante a gestacdo. O papel da interface
materno-fetal € fundamental, pois garante o adequado desenvolvimento da gestacao,
promovendo tolerancia ao aloenxerto enquanto mantém a resposta imune materna
contra possiveis patdgenos.

O conceito de que a placenta e seus anexos atuam como barreiras
imunoldgicas contra a invasdo de patdgenos na cavidade amnidtica baseia-se em
estudos que demonstram que esses tecidos expressam agentes antimicrobianos® e
componentes do sistema imune inato®. O sistema imune inato atua como primeira
linha de defesa contra a invasédo de patdégenos. Os receptores do sistema imune
inato sdo conhecidos como receptores de reconhecimento de padrdo (PRRS), os
quais sdo capazes de reconhecer regides microbianas denominadas padrées
moleculares associados a patogénos (PAMPs)°. Diferentes PRRs interagem com
diferentes PAMPs, ativando vias de sinalizacdo especificas®. Dentre as principais
funcbes dos PPRs destacam-se opsonizacdo, ativagcdo do sistema complemento,
fagocitose, inducdo de apoptose e ativacdo de vias de sinalizacdo de citocinas proé-
inflamatérias®.

As pentraxinas sdo uma familia de PPRs sollUveis constituidas por diversas
proteinas multifuncionais conservadas, sendo detectadas dos aracnideos até os
mamiferos’. Essas proteinas caracterizam-se por estrutura multimétrica e presenca
de uma regido de cerca de 200 aminoacidos na porcao carboxiterminal, conhecida
como dominio pentraxina®. Tendo como base a estrutura primaria dos seus

mondmeros, as pentraxinas sdo subdividas em dois grupos, as moléculas de cadeia



curta e as moléculas de cadeia longa. A proteina C-reativa (PCR) e o componente
amiloide P (SAP) s&o exemplos classicos de pentraxinas de cadeia curta, produzidas
predominantemente por hepatécitos, enquanto que o protétipo de pentraxina de
cadeia longa é a pentraxina 3 (PTX3).

A PTX3, primeira pentraxina de cadeia longa a ser identificada na década de
1990°, também conhecida como gene 14 estimulado por Fator de Necrose Tumoral
(TNF), é uma proteina de 381 aminoacidos com peso molecular de 40kD e seu gene
esta localizado no cromossomo 3°*. E rapidamente produzida e liberada por muitos
tipos celulares apds ativacdo, em particular por macrofagos, células dendriticas,
fibroblastos e células endoteliais em resposta a sinais inflamatérios, tais como
interleucina (IL-)1, TNF-a. e ativacdo de Receptores Toll-like (TLR)'?*°. A PTX3 é
ainda expressa por mondcitos do sangue periférico apds estimulacdo com
componentes microbianos como lipopolissacarides (LPS), enquanto IL-6, MCP-1, M-
CSF, GM-CSF ou IFN-y ndo sdo potentes indutores de PTX3'%,

A PTX3 est4d também presente em granulos de neutréfilos?, agindo como
reservatorio para rapida liberacdo ap6s reconhecimento microbiano®’. Células
dendriticas produzem altas concentragdes de PTX3 em resposta a LPS ou agonistas
de TLRs, como peptidioglicano (TLR-2), fita dupla de DNA (TLR-3), Candida spp.
(TLR-4) e flagelina (TLR-5)?*%. Em contraste aos neutréfilos, células dendriticas e
macréfagos produzem PTX3 de novo em resposta aos sinais inflamatorios*’.

As propriedades multifatoriais dessa proteina devem-se, principalmente, a
sua capacidade de interagir com diversos ligantes. A PTX3 liga-se a conidios de
Aspergillus fumigatus, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, além de
particulas virais 22?7,

A PTX3 desempenha papel importante na regulacdo da resisténcia inata a
patdgenos. Células da resposta imune inata produzem PTX3 em resposta a sinais

inflamatérios como ativacdo de TLRs, agindo como proteina de resposta de fase



aguda. Somado a isso, sob condi¢cdes normais, sua concentracdo no plasma é baixa
(<2ng/mL), mas aumenta rapidamente, em picos de 6 a 8 horas, em pacientes com
resposta inflamatoéria sistémica, sepse, choque séptico ou outras condicdes
infecciosas e inflamatdrias, sempre correlacionada com a severidade da doenca®®?®,
Estudos recentes demonstram que, durante a gestacdo, a concentracao de
PTX3 encontra-se aumentada em relagdo a concentracdo dessa proteina em nao-

16,29

gestantes ™, porém os resultados dos estudos que avaliaram as altera¢des da

concentracdo de PTX3 ao longo da gestacéo sdo conflitantes. Rovere-Querini et al.*®
relataram aumento de PTX3 no soro materno com o avanco da idade gestacional e
altas concentracfes durante o trabalho de parto®, enquanto Cetin et al.*® no
encontraram diferencas nas concentragbes de PTX3 durante o progresso

1.3 os niveis de PTX3 aumentam continuamente

gestacional. Segundo Larsson et a
no soro durante a gestacdo normal e essa evidéncia foi mais acentuada apds a 312
semana de gestacdo, com niveis mais elevados imediatamente antes do parto e
decréscimo no puerpério. Entretanto, esse estudo apresenta limitagdes relacionadas
ao numero reduzido de mulheres estudadas além do desconhecimento dos grupos
étnicos incluidos no estudo.

Cruciani et al.3

demonstraram que PTX3 é um constituinte normal do liquido
amniodtico (LA) e que sua concentracao € significativamente elevada na presenca de
infeccaol/inflamacao intra-amniética (IAl), sugerindo que a PTX3 desempenha um
papel importante na resposta imune inata contra invasdo microbiana da cavidade
amnidtica. A origem da PTX3 presente no LA ainda permanece incerta, porém
diversas fontes tém sido sugeridas, entre elas a expressdo de PTX3 pelas

1632 Roveri-Querini*® detectaram, pela técnica de

membranas corioamniéticas
imunoistoquimica, a expressdo de PTX3 no epitélio amniético e no cério de
membranas corioamnidticas de gestacfes normais. O mesmo trabalho demonstrou

maior expressdo de PTX3 em membranas corioamnibticas de gestacdes



complicadas por corioamnionite histologica’®, sugerindo que as membranas
corioamnioticas atuam como fonte de PTX3 nos casos de IAl.

O estudo da PTX3 em complicacbes gestacionais também é recente®2°3%:3337
e os resultados s&@o ainda mais controversos. Assi et al.*® apesar de terem relatado
elevadas concentracdes de PTX3 no plasma materno de gestantes em Trabalho de
Parto Prematuro (TPP) com membranas integras e em TPP com Rotura Prematura
de Membranas Pré-Termo (RPM-PT) que tiveram a resolu¢cdo da gestacao anterior a
34 semanas, nao concluiram que infeccdo da cavidade amnidtica esteve associada
com significantes mudancas nas concentragfes de PTX3.

Os achados de IAl associada a niveis elevados de PTX3 em gestacdes
complicadas por TPP ou RPM-PT na presenca de corioamnionite histolégica também
s&0 muito recentes. Cruciani et al.**. demonstraram que, em gestantes com RPM-PT
ou TPP, a presenca de IAl foi associada com aumento de 12 a 20 vezes na
concentracdo de PTX3 no LA respectivamente®. Similarmente, gestantes que
apresentaram corioamnionite histolégica tiveram aumento significativo de 22 vezes
na concentragdo de PTX3 no LA quando comparado com mulheres que néo
apresentaram resposta inflamatoria nos tecidos gestacionais. Nesse sentido, Greco
et al.** relataram elevadas concentracdes de PTX3 no LA coletado do fornix vaginal

de gestantes que apresentaram RPM-PT e a concentracdo de PTX3 esteve

relacionada com presenca de corioamnionite histolégica.

Considerando a importéncia da PTX3 na regulacdo da resposta imune inata
através do reconhecimento de microrganismos envolvidos na invasdo microbiana da
cavidade amnidtica e que essa infeccdo desempenha papel importante na ativacao
da resposta inflamatéria das membranas corioamnidticas, além da escassez de
trabalhos na literatura avaliando a expressdo dessa proteina em tecidos

gestacionais, o estudo da expressao génica e proteica da PTX3 podera contribuir



para o entendimento do papel da imunidade inata nas gestacfes complicadas por

TPP ou RPM-PT.



Objetivo
3. Objetivo

O objetivo do estudo foi avaliar a expressdo génica e protéica de PTX3 em
membranas corioamnidticas de gestacfes complicadas por Trabalho de Parto
Prematuro (TPP) e bolsa integra ou Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo

(RPM-PT) na presencga de corioamnionite histologica.



Materiais e Métodos

4. Materiais e Métodos

4.1 Constituicao dos grupos de estudo

Foi realizado estudo transversal no qual foram incluidas no estudo 60
gestantes que apresentaram TPP e bolsa integra ou RPM-PT e parto prematuro
como desfecho gestacional, na presenca ou ndo de corioamnionite histolégica,

constituindo os seguintes grupos de estudo:

G1: TPP na auséncia de corioamnionite histolégica (n=15)
G2: TPP na presenga de corioamnionite histolégica (n=15)
G3: RPM-PT na auséncia de corioamnionite histolégica (n=15)

G4: RPM-PT na presenga de corioamnionite histolégica (n=15)

O célculo do tamanho amostral do estudo transversal prospectivo foi
baseado na média de expressao de PTX3 em membranas corioamniéticas, em
estudo piloto de gestacbes normais, considerando que a expressdo de PTX3
esteja aumentada em 10% nos casos de RPM-PT ou TPP e considerando um
erro do tipo | de 5% e erro do tipo Il de 20% e resultou em 15 pacientes por
grupo.

As gestantes foram consideradas normais quando néo apresentaram
complicagdes, nem médicas nem obstétricas, e quando o parto ocorreu em idade
gestacional de termo, com apropriado peso do recém-nascido ao nascimento.

Para se estabelecer a idade gestacional das pacientes incluidas no estudo
foi avaliada a data da Ultima menstruacdo e/ou o exame ultra-sonografico
precoce (até 20 semanas). Nas gestantes que apresentaram RPM-PT, o
diagnéstico foi confirmado pela histéria clinica e constatacéo de liquido amniético

na cavidade vaginal ou quando isto ndo foi possivel, por meio de testes



realizados na secrecédo do fundo de saco vaginal: cristalizacdo do esfregaco em
lamina seca, queima de esfregaco em lamina, pH vaginal e pesquisa de células
fetais pela coloracdo do azul de Nilo**. O diagnéstico de TPP foi confirmado pela
presenca de uma ou mais contragfes a cada 10 minutos com ritmo e freqiéncia
regulares e esvaecimento cervical igual ou superior a 50% e/ou dilatacdo cervical
igual ou superior a 2 cm*.

Foram excluidas do estudo pacientes que apresentaram sindrome
anticorpos anti-fosfolipides, sindrome HELLP, incompeténcia istmo-cervical,
descolamento prévio de placenta, placenta prévia, incompatibilidade de RH,
trauma mecanico, oligodmnio ou polidramnio, gestantes com restricdo de
crescimento intra-uterino, ma formacao fetal ou 6bito fetal e, pdlipo endocervical.
gestantes acometidas por doencas ou infec¢cdes sistémicas como lUpus
eritematoso sistémico, hipertensdo arterial crénica, doencas na tiredide, ou
soropositividade para HIV, assim como pacientes que tenham sido submetidas a
amniocentese ou fertilizacdo in vitro ou que facam uso de drogas e alcool
também foram excluidas do estudo.

Todas as gestantes do estudo foram informadas quanto a finalidade da
pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, apoés a
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de

Botucatu, UNESP.(Protocolo CEP 3161-2009).

4.2 Coleta de membranas corioamniéticas

No momento da resolugdo da gestacdo, logo apds a dequitacdo, foram
coletadas membranas corioamnidticas de todas as gestantes do estudo.
Fragmentos de 1 cm? da borda das membranas foram coletados em condicées
estéreis e acondicionados em tubos de 1,5 mL tipo eppendorf contendo solucao
estabilizadora de RNA (RNA later - Qiagen®) por 4 horas. Ap6s esse periodo, 0s

fragmentos foram transferidos para novo tubo de 1,5 mL e armazenados a -80°C.



As membranas corioamnioticas foram acondicionadas em recipiente apropriado
contendo formol a 10% para a fixacdo do material. Apds a fixacdo, fragmentos
das membranas corioamniéticas foram desidratados em alcool, diafanizados em
xilol e a seguir incluidos em blocos de parafina. Os blocos de parafina obtidos

foram seccionados em microtomo comum, obtendo-se cortes de 4 um de

espessura, 0s quais foram montados em laminas de vidro. As laminas foram
coradas pelo método classico de Hematoxilina-Eosina (HE) para a analise
histopatolégica das membranas. O critério histopatolégico empregado para o
diagnéstico de corioamnionite foi o descrito por Yoon et al*'.
4.3 Detecgdao de RNAm de PTX3 por PCR em tempo real

4.3.1 Extragdo de RNA

Os fragmentos de membranas corioamnidticas coletados conforme
descrito no item 4.2 foram retirados dos tubos tipo eppendorf e submetidos a
extracdo de RNA total, usando o kit RNAspin Mini RNA Isolation (GE
Healthcare). Com o auxilio de um bisturi foi obtida quantidade de 30 mg de
tecido, a qual foi macerada em cadinho contendo nitrogénio liquido, com posterior
adicdo de 350 uL de tampao RA1 acrescido de B- mercaptoetanol e lise em
vortex. A seguir, o tecido lisado foi transferido para um filtro com tubo coletor e
centrifugado por 1 minuto a 11.000g. Apés a centrifugacéo, o filtro foi descartado
e o filtrado transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 350 uL
de etanol 70% e o contetdo dos tubos foi homogeneizado no vortex por 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 tampédo MBD e o material foi centrifugado por 1 minuto a 11.000g para
a secagem da membrana de gel-silica. Apo6s centrifugacdo, o filtrado foi

descartado e o tubo coletor colocado de volta na coluna. As amostras foram



submetidas ao tratamento com a enzima DNase livre de RNase, com objetivo de
eliminar possivel contaminacdo com DNA residual genémico. Posteriormente, foi
realizado o processo de lavagem do material, no qual primeiramente foram
adicionados 200 uL de tampao RA2 com centrifugacdao por 1 minuto a 8.000g.
Em seguida as colunas foram transferidas para novos tubos coletores, nos quais
foram adicionados 600 uL de tampdo RA3. Os novos tubos coletores foram,
entdo, centrifugados por 1 minuto a 11.000 g e, apos descarte do conteudo do
tubo coletor, foram adicionados 250 uL de tampdo RA3, com centrifugacdo por 2
minutos a 11.000g. As colunas foram transferidas para novos tubos de 1,5 uL e o
RNA extraido serd eluido em 40 uL de agua RNase-free. Apds o término da
extracdo, a eficacia do tratamento com a DNAse foi verificada por amplificacdo do
gene constitutivo da B-globina por PCR direta seguida de visualizacdo em gel de
agarose 1,5%. Somente as amostras que ndo apresentaram essa amplificagdo

foram incluidas no estudo.

4.3.2 Obtencao de cDNA

O RNA total extraido das membranas corioamniéticas foi quantificado
por leitura em aparelho Epoch (Biotek), na absorbancia de 260nm (Az). A
pureza do RNA obtido foi determinada pela razdo da absorbancia de 260 nm pela
absorbancia de 280nm (Axeo/A2s0). Foram consideradas aceitaveis as razdes
entre 1,8 e 2,1.

Em seguida & quantificacdo, as amostras com concentracdo entre 0,02 e
0,2ug/ uL de RNA foram submetidas a obtencdo de cDNA utilizando-se o High-
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). As amostras com
concentracdes superiores foram diluidas em agua livre de RNAse.

Para cada amostra foi produzido um mix contendo 8 uL de RT-buffer, 3,2

uL de dNTP (100 mM), 8uL de random primer, 4 uL de multiscribe RT e 16,8 uL



de agua livre de RNAse, totalizando volume final de 40 uL. Em seguida, foram
adicionados 40uL de RNA em cada mix. Os tubos contendo mix e RNA foram
acondicionados no termociclador e as condi¢cbes da reacdo foram de 25°C por 10
minutos, seguidos de 37° por 120 minutos e 85°C por 5 segundos. Imediatamente
apos o término da reacdo as amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C

para posterior quantificacdo da expressédo dos genes de interesse.

4.3.3 PCR em tempo real

A partir do cDNA obtido foi efetuada a amplificacdo dos genes PTX3
(Hs00173615_m1) de acordo com o protocolo da Applied Biosystems TagMan®
Gene Expression Assays, em termociclador Line Gene K (Bioer®), no volume final
de 20 uL com adicdo de 5 uL de cDNA das amostras na diluicdo 1:5. As
condicbes 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 extensdo do ciclo de
amplificacdo (60 °C por 1 minuto). Em todos os ensaios, as amostras foram
processadas em duplicata. Paralelamente, foi realizada a amplificacdo do gene
TBP (TATA box binding protein) (Hs9999910_m1) como controle endégeno, visto
gue o valor real de expressdo génica foi dado através da comparacdo do

resultado de amplificacdo dos genes PTX3 e desse gene constitutivo.
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Figura 1: Amplificagdo da PCR em tempo real dos genes TBP (verde e vermelho, caracterizando

duplicata) e PTX3 (azul e preto, caracterizando duplicata).

4.4 Deteccgao de proteina PTX3 por Western Blotting

Os fragmentos de membranas corioamniéticas armazenados a -80°C no
Biobanco do Laboratério de Imunopatologia da Relagcdo Materno Fetal do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina, UNESP e as amostras
coletadas no periodo do estudo foram utilizados para obtencdo das proteinas totais
de cada amostra. Para isso, os fragmentos foram homogeneizados em tampéo de
lise (Tris-HCI — 50mM pH 7.4, NaCl — 0.2 M, Triton X -100 0,1%, CaCl, - 10mM)
acrescido de inibidor de protease na propor¢édo de 30mg de tecido/ 100 pl de tampé&o.
Apbs determinacdo da concentracdo de proteina total em cada amostra, pelo método
de Bradford', as proteinas foram diluidas numa concentracdo de 50ng.

Posteriormente, foi realizada eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida



(SDS-PAGE), em condices redutoras previamente descritas por Laemmli?, sob

voltagem constante de 120V.

Em seguida, o gel foi transferido para um tampéao de equilibrio (Tris 25mM, glicina
192mM, metanol 20%, SDS 0,1%) por 15 minutos em agitacdo constante, seguido de
incubacdo em tampédo de transferéncia (Tris 25mM, glicina 192 mM, metanol 20%)
por 15 minutos, também em agitacdo constante. O gel foi colocado em contato direto
com a membrana de nitrocelulose em cassete apropriado, e submetido a
eletroblotting para transferéncia das bandas para a membrana. Apés a transferéncia,
foi realizado o bloqueio dos sitios livres da membrana com solu¢éo de TBS-T (Buffer
Tris Saline Tween) contendo leite desnatado em p6 na concentracao de 5% durante
guarenta minutos a temperatura ambiente e agitacdo constante. Apés 3 lavagens da
membrana com TBS-T por 5 minutos, foi realizada a incubacdo com o anticorpo
primario para PTX-3 anti-rabbit (1:500) (P 0496 - Sigma) e B-Actina anti-mouse
(1:1000) (643802 - BioLegend) overnight a 4°C com agitacdo constante. As
membranas entdo foram lavadas com TBS-T, e incubadas com o0 anticorpo
secundario IgG anti-rabbit, conjugado a peroxidase (1:1000) (SAB Signalway
Antibody). A revelacdo foi realizada com reagente quimioluminescente ECL
(Amersham) por 3 minutos em contato com a membrana e reveladas em aparelho

Alpha Innotech FluorChem® FC2 Imager.

4.5 Analise estatistica

A variavel idade das pacientes (anos) foi submetida ao teste de andlise de
variancia para comparacdo entre 0s grupos. As variaveis estado civil, etnia, paridade
e intercorréncias gestacionais anteriores foram comparadas entre 0s grupos pelo
Teste de comparacéo de proporcdes (Teste z). A comparacédo dos dados de PTX-3 e
a idade gestacional no momento do parto entre os grupos foi realizada através do

teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis. O nivel de significAncia adotado para todos



os testes empregados foi de 5%. A analise estatistica foi realizada utilizando o

software Sigma Stat 9.0.
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5. Resultados

5.1. Caracteristicas das pacientes

As caracteristicas socio-demogréficas e gestacionais das pacientes incluidas

no estudo estdo apresentadas na Tabela 1.

As variaveis idade materna, paridade, intercorréncias gestacionais anteriores,
estado civil e etnia, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre

0s grupos estudados.

Em relagcédo a idade gestacional no momento do parto, observa-se que esta
ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa nos grupos pré-termo,
quando comparadas membranas corioamnidticas com ou sem corioamnionite

histologica.



Tabela 1. Caracteristicas sécio-demograficas e gestacionais das pacientes
incluidas no estudo.

Variaveis

Idade (anos) *

Estado civil

Etnia

IG no
momento do

parto (dias)*

Paridade

Intercorréncias
gestacionais

anteriores

Solteira

Uniao

estavel

Branca

Nao-

branca

>1

TPP

RPM-PT

Aborto

RPM-PT
presenca de

corioamnionite corioamnionite

(n=15)

25,3+ 7,1%

30,8% (4/13)

69,2% (9/13)*

93,3% (14/15) ?

6,7% (1/15) ®

238 (214-258)®

53,3% (8/15) %
46,7% (7/15) 2
6,7% (1/15)?
7,1% (1/14)

6,7% (1/15) *

RPM-PT
auséncia de

(n=15)

24,3+ 53°

13,3% (2/15) 2

86,7% (13/15)?

86,7% (13/15) ?

13,3% (2/15) 2

239 (200 — 258)#

40,0% (6/15)2
60,0% (9/15)°
14,3% (2/14)*
20,0% (3/15)*?

28,6% (4/14)

TPP
presenca de
corioamnionite
(n=15)

20,3+ 5,4°

26,7% (4/15) 2

73,3% (11/15) ®

73,3% (11/15) ®

26,7% (4/15) 2

231 (182-252)®

46,7% (7/15)°
53,3% (8/15)°
26,7% (4/15)°
13,3% (2/15)?

0,00% (0/15)*

TPP auséncia de
corioamnionite
(n=15)

24,1+ 58°

15,4% (2/13)

84,6% (11/13)?

80,0% (12/15)?

20,0% (3/15)

227 (177 — 257)°

33,3% (5/15)°
66,7% (10/15)?
38,5% (5/13)?
7,7% (1/13)2

50,0% (7/14) 2

*valores expressos em média + desvio padréo

+ valores expressos em MD (min-max)

2 Letras

iguais ndo denotam diferenca estatistica

RPM-PT: Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo

TPP: Trabalho de parto Prematuro



5.2. Analise histopatolégica das membranas corioamniéticas

O diagndstico de corioamnionite histolégica foi confirmado pela presenca de
infiltrado neutrofilico nas membranas corioamniéticas, de acordo com Yoon et al.*

(Figura 2).

Figura 2. Fotomicrografia das membranas corioamniéticas A. Membranas corioamniéticas dentro dos limites de
normalidade. Observa-se epitélio colunar em monocamada apoiado em tecido conjuntivo frouxo avascular.
HE. 400x. B. Membranas corioamnidticas com intenso infiltrado inflamatério polimorfonuclear. HE. 400x.

5.3. Quantificagao da expressao génica de PTX-3

Para quantificar a expresséo génica de PTX-3, foi realizada a técnica de PCR
em tempo real. Nao houve diferenga estatisticamente significativa na expressdo de
RNAmM de PTX-3 nas membranas corioamnidticas dos grupos RPM-PT e TPP com
bolsa integra, tanto na presenca quanto na auséncia de corioamnionite histolégica

(p=0,137) (Figura 3).
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Figura 3. Quantificacdo relativa de PTX-3 em membranas corioamniéticas dos grupos RPM-PT na
presenca de corioamnionite histolégica, RPM-PT na auséncia de corioamnionite histologica,
TPP na presenca de corioamnionite histolégica e TPP na auséncia de corioamnionite
histologica. Teste de Kruskal-Wallis; p>0,05.

5.4. Quantificacdao da expressao protéica de PTX-3

A expressdo protéica de PTX-3 foi verificada em todas as amostras de
membranas corioamnioticas processadas até 0 momento dos grupos incluidos no

estudo (Figura 4). Essa andlise quantitativa estd em fase de finalizacao.

B - actina - e AR oas Al —> 42kD
1 2 3 -+ 5 6 7 8 9
R - . > 40kD

Figura 4. Analise por Western blot das membranas corioamniéticas utilizando anticorpo monoclonal anti-
PTX-3.
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6. Discussao

O objetivo desse estudo foi avaliar a expressédo génica e protéica de PTX3
pelas membranas corioamniéticas de gestacbes complicadas por RPM-PT ou TPP
com bolsa integra na presenca de corioamnionite histologica.

A PTX3 é rapidamente produzida e liberada por diversos tipos celulares como
macrofagos, fibroblastos e células dendriticas ap6s a ativacdo através de sinais
inflamat6rios*?*°. E também armazenada em granulos de neutréfilos®, sendo entéo
considerados reservatorios de rapida liberacdo apds reconhecimento microbiano.
Células do sistema imune inato produzem PTX3 em resposta a sinais inflamatorios,
portanto sdo consideradas proteinas de resposta de fase aguda.'®**

Estudos recentes demonstraram que os niveis de PTX3 estdo aumentados
em gestantes quando comparados a ndo gestantes.'®?® Porém, esses resultados
ainda séo conflitantes.

1.3!, os dados demonstram que a PTX3 é

Em estudo realizado por Cruciani et a
um constituinte natural do liquido amnidtico e a concentracdo encontra-se
aumentada na presenca de infeccdo/inflamacgéo intra-amnidtica, sugerindo que a
PTX3 tem papel na resposta imune inata contra invasdo microbiana da cavidade
amnidtica. A origem da PTX3 presente no LA ainda permanece incerta, contudo
vérias fontes sdo sugeridas, entre elas, as membranas corioamniéticas*®*?. Roveri-
Querini'® descreve a expressdo de PTX3 no epitélio amniético de membranas
corioamnidticas de gestacbes normais. Segundo esses mesmos autores, ha
elevacdo da expressdo de PTX3 nas membranas corioamnidticas de gestacdes

complicadas por corioamnionite histolégica, quando comparadas com membranas na

auséncia de infiltrado inflamat6rio. Tal observacdo sugere que as membranas atuam



como potencial fonte adicional de PTX3 na presenca de infeccdo da cavidade
amnidtica.

Em contraposicdo ao estudo de Roveri-Querini, no presente estudo nao foi
observada diferenca nos niveis de PTX3 quando comparadas membranas com e
sem infiltrado inflamatério, tanto no grupo TPP quanto no grupo RPM-PT. Porém, até
0 momento do estudo, apenas a quantificacio de RNAm foi realizada e essa
expressdo ndo significa, necessariamente, producdo de proteina. E importante
salientar que todas as técnicas utilizadas para quantificacdo de RNAm proporcionam
um nivel de informag&o empirica e ndo uma condi¢@o estavel absoluta. Além disso,
sabe-se que a diferenca na quantidade de um RNAm especifico, entre duas
amostras biolégicas, ndo é necessariamente refletido por uma diferenca quantitativa
equivalente no nivel de quantidade da proteina, que muitas vezes esta implicito nos
estudos. Existem, portanto, limitacGes intrinsecas da técnica, dentre as quais, a
guantidade do RNA mensageiro nem sempre esta correlacionada a quantidade da
proteina; a sensibilidade e variacdo dindmica dos métodos existentes séo tais que os
RNAmM que estdo em menos quantidade, potencialmente codificando as proteinas
regulatérias mais importantes, ndo sdo facilmente medidos como acontece com 0s
RNam em maior quantidade; e a atividade das proteinas codificadas pelo RNAm é
regulada em varios niveis apés a sua expressao. Por exemplo, a localizagao
subcelular e/ou a extensdo em que as proteinas séo pds-traducionalmente

modificadas, ndo séo reveladas pela medicdo da quantidade do RNAmM*,

Para avaliar a quantidade de RNAm traduzido em proteina, a técnica de
Western Blotting estd sendo finalizada e assim sera possivel verificar o nivel de
traducdo de pentraxina-3 das membranas corioamnioticas das gestantes incluidas no
estudo. A expressdo protéica de PTX-3 foi verificada em todas as amostras de
membranas corioamnidticas processadas até o momento dos grupos incluidos no

estudo.



Portanto, de acordo com as amostras incluidas no estudo e com a
metodologia empregada, conclui-se que as membranas corioamniéticas expressam
PTX3 e que a presenca de infiltrado inflamatério, que caracteriza a corioamnionite

histolégica, ndo modula a expressao génica.
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