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manutencao da gravidez continua sendo um enigma biolégico, pois
ﬂ o feto é considerado, para o organismo materno, um semi-enxerto,
com metade da carga genética oriunda da mae e metade do pai. Embora seja
esperado que o sistema imune materno rejeite o feto, isto ndo ocorre com
frequéncia, por existir tolerdncia materna ao enxerto feto-placentario. A
resposta imune materna contra o feto €, em parte, inibida pelos mesmos
mecanismos de tolerancia periférica a antigenos proprios, resultando na
integracdo de numerosos mecanismos que atuam sinergicamente, permitindo o
sucesso gestacional®.

Muitos fatores contribuem para a protecdo do feto contra a rejeicéo
materna®®. A interacdo de proteinas transmembrana FasL presentes nas
células trofoblasticas com moléculas Fas expressas por linfécitos maternos
ativados promovem apoptose dessas células imune?. Além disso, a migragao
de células T maternas da circulagao ao tecido fetal pode ser inibida por agdo da
enzima indolamina 2,3 dioxigenase (IDO), produzida por macréfagos teciduais.
Segundo Munn et al.*, a expressdo da IDO na placenta de camundongo é
responsavel pela ndo rejeicao do feto semi-alogénico pelas células T maternas.

No entanto, a principal estratégia para se evitar a rejeicao fetal é a
expressao de antigenos leucocitarios humanos né&o-classicos (HLA-G) pelo
trofoblasto, que bloqueiam a resposta imune das células T alorreativas
maternas. Assim, a resposta materna especifica contra HLA-fetais é suprimida,
enquanto a resposta de célula T contra outros antigenos alogénicos nao é
influenciada®. Sem duvida, o grau de invasao do trofoblasto e a interagéo das
células desse tecido com o sistema imune materno sdo fundamentais para

definir o progndstico da gestagao®.
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A participacdo das células natural killer (NK) no sucesso gestacional
também estd bem documentada. Essas células sdo células encontradas na
circulacao periférica e no utero e, quando ativadas, induzem a morte celular. O
reconhecimento das moléculas HLA-G, por receptores especificos presentes
nas células NK uterinas, promove uma resposta imune favoravel ao sucesso
gestacional, uma vez que a expressao dessas moléculas pelo tecido
trofoblastico inibe mais de 80% da proliferacdo de células mononucleares
uterinas, incluindo as NK, diminuindo a resposta imune materna contra o feto’.
Além disso, a atividade citotoxica de células NK deciduais encontra-se
diminuida devido a inabilidade dessas células em maturar a sinapse de
ativacdo dos microtubulos e granulos citotéxicos, independentemente da
expressdo de HLA-G® mostrando que, além da participacdo das moléculas
HLA-G, outros fatores também contribuem para que a gestagcédo se desenvolva
de maneira favoravel.

As células NK uterinas possuem consideravel expressdo de citocinas,
que pode ser afetada pela expressdo de moléculas HLA-G, provocando
aumento de producao de interferon gama (INF-y) pelas referidas células’. Esse
aumento de producdo de INF-y condiz com o paradigma Th1/Th2 proposto por
Wegmann et al.®, no qual o predominio do perfil Th1 de citocinas é prejudicial
ao sucesso gestacional. Desse modo, a regulacdao imune durante a gestacao é
caracterizada pela supressdo da imunidade mediada por célula e pela
regulacao da funcédo imune humoral. Diferentes sub-populacdes de linfocitos T
helper CD4+ produzem citocinas diferenciadas'®, caracterizando a resposta

imune a ser desencadeada. Isso significa que, dependendo do patégeno, a
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resposta imune se caracteriza por um perfil Th1 ou Th2 de producdo de
citocinas.

Citocinas sao proteinas de baixo peso molecular, secretadas pelos
leucécitos e outras células do organismo em resposta a diferentes estimulos,
atuando como mediadores das células do sistema imune. Interleucinas como
IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, fator de necrose tumoral (TNF-a) e INF-y
encontram-se entre as citocinas produzidas por células Th1, sendo esta
associada a resposta mediada por células, particularmente em resisténcia a
patdgenos intracelulares, enquanto IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 sao citocinas
perfil Th2, que estdo envolvidas na resposta humoral e producdo de
imunoglobulina E™,

Estudos mostram a importancia do balanco entre os tipos Th1 e Th2 de
citocinas na manutencao da gestacdo, na qual o padrdo Th2 é mediador
predominante na interface materno-fetal'>'3. Evidéncias da predominancia do
perfil Th2 durante a gestacdo normal sdo observadas em mulheres portadoras
de doengas autoimunes. Doengas com padrdo Th2 de resposta, como lupus
eritematoso sistémico, se exacerbam durante a gestacdo', enquanto doencas
com padrdo Th1, como esclerose multipla, permanecem controladas’. Além
disso, estudos indicam que as citocinas padrdao Th1 sdo deletérias para a
gestacdo, uma vez que em casos de abortos recorrentes seus niveis estao
elevados no sangue periférico materno'®'”.

Citocinas produzidas no endométrio contribuem para a modulagéo local
da resposta imune adaptativa materna, e atuam no processo de implantacéao
endometrial, facilitando o sucesso da implantacdo do embrido e a manutencao
da gestacdo. Analise da expressao de RNA mensageiro (RNAmM) para

citocinas, no local de implantagdo do ovo, realizada por Lim et al. '® demonstrou
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predominio de citocinas de perfil Th2, como IL-4. Os autores acreditam que
mulheres que tiveram sucesso em gestacao anterior devem ter seu endométrio
condicionado a exposicdo a antigenos embrionarios como o HLA-G,
conduzindo a diminuicao da expressao de citocinas Th1 por esse tecido.

A literatura procura validar a associagdo de citocinas e complicacdes
gestacionais. Assim, a andlise do perfil de citocinas, bem como seu valor
preditivo positivo nas patologias gestacionais poderiam ser utilizados como
fatores preditores de complicacbes maternas e perinatais. Aliado a isso, o
estudo do envolvimento das citocinas nos mecanismos de complicagdes
gestacionais sdo desejaveis. Nesse cenario, a rotura prematura de membranas
tem lugar de destaque ja que é, sem duvida, um dificil problema da Clinica
Obstétrica.

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

A incidéncia de RPM-PT varia entre 3% e 18% das gestacdes®' e é
responsavel por aproximadamente um terco de todos os nascimentos pré-
termo®. Essa intercorréncia estd associada com aumento da morbidade
materna e da morbimortalidade perinatal®. Na década de 80, Beydoun et al.?
descreveram que, em gestacéo inferior a 28 semanas e na presenca de RPM,

as complicacdes neonatais aumentam devido a prematuridade.
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A RPM é um evento repentino e de dificil predicdo, sendo o ponto final
de muitas vias bioquimicas e mecanicas pouco compreendidas. Em gestacao
de termo, na presenca de colo uterino desfavoravel para inducéao do parto, a
RPM esta associada com alta incidéncia de corioamnionite, cesarea,
hemorragia pés-parto, endomiometrite e infeccdo neonatal. Quando a RPM
acontece em gestacao pré-termo predispbe a essas mesmas complicacoes,
aumenta a incidéncia de prematuridade e, quando se torna prolongada, o feto
corre riscos de malformacdes estruturais e de desenvolvimento inadequado?.

Os fatores de risco associados a RPM podem ser classificados em
passiveis € nao passiveis de prevencdo. Entre os passiveis de prevencao
destacam-se: infeccdes cérvico vaginais, causadas por agentes como
Trichomonas vaginalis, fungos, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum

e Streptococcus do grupo B; tabagismo, sugerido por alguns estudos®**®

e
negado por outros?®?’; toques vaginais repetidos e procedimentos diagnésticos
pré-natais invasivos como a amniocentese®®. Dentre os fatores ndo passiveis
de prevencao destacam-se: antecedente de parto prematuro, sangramento
vaginal durante a gestagcado, antecedente de procedimento cirurgico cervical,
patologia placentaria e aumento acentuado do volume do Utero causado por
gemelaridade® e polidramnio®.

Embora a patogénese da RPM nao esteja completamente elucidada, a
ascensao bacteriana, do trato genital inferior para a decidua e membranas
corioamnibticas, parece ser o evento chave tanto na etiologia da RPM como do
parto prematuro'*2.

O conceito que a invasao microbiana da cavidade amniética segue a via

ascendente é apoiado pela observacao de que, em geral, 0s microrganismos

isolados do liquido amnidtico de gestantes com RPM sao similares aos
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encontrados no trato genital inferior®®. Sustentando este conceito, Galask et
al.3* descreveram que os microrganismos da flora vaginal apresentam
capacidade de atingir as membranas corioamniéticas e infectar a cavidade
amniodtica. Segundo Gyr et al.%, alguns desses microrganismos teriam maior
capacidade de invasao.

Entre os possiveis mecanismos envolvidos na RPM destacam-se os
efeitos das proteases, tanto secretadas pela flora cérvico-vaginal como pelo
organismo materno, em resposta a corioamnionite. Os leucécitos que infiltram
as membranas fetais, como parte da resposta inflamatéria a corioamnionite,
podem liberar elastases que degradam componentes da matriz extracelular,
conduzindo & rotura precoce das membranas ovulares®®.

E conhecido que alta porcentagem de gestantes com parto prematuro ou

rotura prematura de membranas apresenta corioamnionite®”°

ou pelo menos
evidéncias de infeccdo clinica® e segundo Menon et al.*', as membranas
corioamniébticas sao locais de producdo de citocinas inflamatérias. Esses
mediadores do sistema imune sdo moléculas-chave no processo de inducao do
trabalho de parto prematuro e de RPM, principalmente pela estimulacdo do
metabolismo do acido araquidénico em tecidos reprodutivos humanos*®,
induzindo a sintese de prostaglandinas, potentes estimuladores da
contratilidade do miométrio, desencadeando o trabalho de parto. Na presenca
de infeccdo da cavidade amnidtica, as células inflamatérias que infiltram os

tecidos maternos aumentam a producédo das citocinas**. Dollner et al.*®

, pela
técnica de imuno-histoquimica, demonstraram que na presengca de
corioamnionite intensa a concentracao de citocinas pré-inflamatérias como IL-

1B, IL-6, IL-8 e TNF—-o nos tecidos placentarios foi estatisticamente mais

elevada que na auséncia da infeccao.
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E conhecido que a IL-1p atua como estimulador para linfécitos e
timécitos, sendo ainda secretada por células de Hofbauer da placenta®.
Desempenha papel central na regulacao da resposta inflamatéria em tecidos
lesados e na infeccao intra-uterina é produzida por células deciduais humanas
em resposta a endotoxinas bacterianas*’. Em gestantes com corioamnionite
clinica e histologica, a IL-1B € expressa em células inflamatérias do coério e
decidua, sendo os macrofagos a principal fonte dessa citocina nesses
tecidos**. Em parto prematuro, na presenca de infecgdo da cavidade amniética
a IL-1B estd aumentada no liquido amnidtico, e na auséncia, a concentragao é
significativamente inferior*®. Para Leviton®, a infecgdo uterina materna e o
subsequente aumento de IL-1B, TNF-a e IL-6 estiveram associados ao parto
prematuro, e a lesdo neurologica desses recém-nascidos. Esta hipétese foi

confirmada por Yoon et al.*®

, que relatam altos niveis de citocinas inflamatérias
no liguido amniodtico de gestantes que tiveram recém-nascidos com lesdes
cerebrais. Recentemente, Rodts-Palenik et al.*® sugeriram que a terapia com
IL-10, em ratas infectadas com Escherichia coli, pode fornecer neuroprotecao
aos RN de maes com infeccéo uterina.

A IL-1, agindo sinergicamente com TNF-a, induz producao de
prostaglandina®!, e esse efeito induz a producdo de IL-6 pelo trofoblasto®,
potencializando a producao de prostaglandina, e consequentemente, induzindo
as contracdes uterinas necessarias para a ocorréncia do parto a termo.

A acado da IL-1B, nos casos de RPM, pode estar relacionada a sua
capacidade de induzir apoptose em membranas fetais. Nesse sentido,

Fortunato & Menon®® obtiveram inducdo da atividade de caspases apds

estimulacdo de membranas fetais com IL-1B recombinante, sendo a ativacao
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da cascata das caspases um dos mecanismos de iniciagdo do processo de
apoptose nas células das membranas corioamnioticas.

No contexto das citocinas inflamatérias e gestacao, a IL-6 também tem
seu papel avaliado nas complicagbes gestacionais. A exemplo da IL-18, a IL-6
€ secretada por varios tipos celulares, incluindo-se células endometriais,
deciduais e macrofagos. Desempenha papel fisiolégico nos mecanismos do
parto, uma vez que os niveis dessa citocina aumentam consideravelmente no
soro materno durante o trabalho de parto®. Ao longo da gestacdo, os niveis
dessa citocina permanecem inalterados até que a gestacdo chegue ao termo.
Por isso, a concentragcdo aumentada, no sangue materno, durante a gestacao é
considerada um marcador para o parto prematuro ou infeccdo uterina®. Com o
objetivo de associar altos niveis dessa citocina e complicacdes gestacionais,

sdo realizadas andlises de secregdo cervical®®®, sangue materno e

|55,58 | 57

umbilical®*8, liquido amniético®® e de tecidos gestacionais*'. Goffinet et a
verificaram que, em mulheres com parto prematuro e membranas ovulares
intactas, a expressdo aumentada de RNAm de IL-6 na secregéo cervical estava
associada ao maior risco de infeccao neonatal. Além disso, niveis elevados
dessa citocina no soro do corddao umbilical de recém-nascidos prematuros
aumentam o risco de morbidade neonatal®. Lockwood et al.*®, determinando a
concentracdo de IL-6 na secrecao cervical de gestantes com parto prematuro,
concluiram que os niveis aumentados dessa citocina, quantificados entre a 242
e 362 semanas de gestacdo, estavam relacionados com RPM, sendo que, em
metade dos casos, niveis maiores que 250 pg/mL estavam associados a RPM.

IGO

Por outro lado, Hatzidak et al.”™ mostraram que as concentra¢des de 81pg/mL e

108,5 pg/mL de IL-6 no sangue materno e umbilical, respectivamente,
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ofereciam oportunidade de deteccdo precoce de sepse em recém-nascidos
prematuros.

A presenca da infecgdo da cavidade amnibtica parece aumentar ainda
mais os niveis de IL-6 nos casos de RPM. Estudo realizado em gestantes com
RPM mostrou que, praticamente, todos os casos associados a infecgao tiveram
elevados niveis de citocinas no liquido amniético, incluindo a IL-6, e
aproximadamente metade desses casos esteve associada com elevacéo
dessas citocinas também no soro materno®'. A deteccdo de altos niveis de
citocinas no liquido amniotico revela a contribuicao dos tecidos placentarios ou
fetais na produgéao desses mediadores inflamatorios.

A IL-8 é uma citocina que induz quimiotaxia neutrofilica e tem funcgao
importante no mecanismo de defesa do hospedeiro, sendo exaustivamente
estudada durante a gestacio. E produzida pela placenta humana® e detectada
no liquido amniético a partir do segundo trimestre da gestacdo normal®:. A
participacao dos tecidos gestacionais na produgcdo dessa citocina esta
documentada, especialmente em relacdo ao cério e a decidua durante o parto
a termo, o que sugere também o papel da IL-8 no processo do trabalho de
parto a termo 2.

Romero et al.®® foram os primeiros autores a descrever concentragdes
elevadas de IL-8 no liquido amniético de mulheres em TPP e naquelas com
infeccdo na cavidade amniética. Cherouny et al.?* também descreveram niveis
elevados de IL-8 no liquido amnidtico de gestantes com corioamnionite
histolégica e TPP, sendo, na década de 90, considerada o indicador mais
sensivel de corioamnionite histolégica e parto prematuro. Puchner et al.*
encontraram altos niveis de IL-8 no liquido amni6tico de mulheres com infeccao

na cavidade amniotica, quando comparado com mulheres sem infec¢ao. Para
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Albert et al.%®, a IL-8 pode predizer a resposta & terapia tocolitica e quando sua
concentragao no liquido amnidtico era maior que 15 ng/mL, esteve associada
com TPP. Witt et al.%® estabeleceram uma relagdo positiva entre o aumento de
IL-8 no liquido amnidtico e a infeccdo da cavidade amnidtica por Ureaplasma
urealyticum, fato nao verificado em infecgcdes por outros patégenos. Para esses
autores, o fato de ndo se encontrar elevadas concentracdes de IL-8 no soro
materno sugere que a resposta inflamatéria ao U. urealyticum parece afetar
mais os compartimentos fetais que o materno.

O TNF-a é detectado nas células de Hofbauer e deciduais, atuando
como regulador da proliferacdo celular na unidade feto-placentaria, estando
bem documentado o papel dessa citocina no aumento do mecanismo de
apoptose®”. Fortunato & Menon®® demonstraram que a estimulacdo das
membranas cérioamniéticas com TNF-a leva a 80% de apoptose nesses
tecidos.

O TNF-a tem propriedades semelhantes a IL-1B3, sendo secretado por
macrofagos ativados. A identificacdo de TNF-a na decidua humana e de seus
receptores nas células placentarias, sugere que essa citocina desempenha
papel fundamental na rede de citocinas produzidas na gestagao®. A presenca
de corioamnionite esta associada a alta expressao de citocinas, como o TNF-q,
nas membranas fetais, devido a intensa infiliracdo de células
polimorfonucleares. Assim, no liquido amniético de gestantes com infeccéao
intra-amnidtica, os niveis dessa citocina encontram-se mais elevados que em
gestantes sem infecc&o®.

Segundo Fortunato et al.”, o lipopolissacarideo (LPS) induz a producio

de TNF-a. em membranas corioamniéticas. Porém, segundo estes mesmos
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autores, quando ha associacao de estimulo com LPS e imunorregulacao com
IL-10, ocorre diminuicdo dose-dependente da producdo de RNAmM de TNF-a. A
IL-10 é uma citocina padrdo Th2 e inibe a produgdo de citocinas Th1”',
reduzindo a apresentacdo de antigenos pelos mondcitos’®. Holmes et al.”®
mostraram que a concentracdo plasmatica de IL-10 foi maior em mulheres
gravidas em relagdo as nao-gravidas, nos trés trimestres de gestacdo até o
terceiro dia de puerpério, confirmando o papel imunorregulatério da IL-10.

|.74

A decidua materna é fonte potencial de TNF-a. Casey et al.”® mostraram

que cultura de células deciduais estimuladas com LPS produzem TNF-a. Vince

et al.”

observaram que TNF-a, no primeiro trimestre de gestacao, é produzido
primariamente em macrofagos deciduais, enquanto que no terceiro trimestre
células deciduais e células trofoblasticas contém RNAmM de TNF-a.

Em conjunto, os dados da literatura apontam uma interacdo complexa
entre citocinas inflamatérias na unidade feto-placentaria. A quantificacao

dessas citocinas podera contribuir para melhor entendimento dos mecanismos

envolvidos na RPMPT.
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“As adversidade despertam em nés capacidades que, em
circunstdncias favordveis, teriam ficado adormecidas”
(Hordcio)

Capitulo IT
— Manuscrito —
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Andlise quantitativa da expressdo de citocinas
inflamatdrias em membranas corioamnidticas
de gestantes com rotura prematura de
membranas pré-termo.



Rotura Prematura de Membranas e Citocinas 24

Resumo

Introducado: 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
corioamniédticas. Objetivo: quantificar a expressao das citocinas inflamatérias
interleucina (IL) -1B, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF-a) pelas
membranas corioamnidticas de gestantes com RPM-PT, e avaliar a correlacéo
dessa expressdao com a presencga e intensidade do infiltrado inflamatério nas
membranas e decidua. Material e Métodos: Foram incluidas no estudo, 25
gestantes com RPM-PT em trabalho de parto e 15 gestantes com RPM-PT fora
do trabalho de parto. Como grupo controle foram avaliadas 25 gestantes em
trabalho de parto prematuro (TPP) e bolsa integra. No momento da resolucao
da gestacao, ap6s a dequitacao, foram retirados fragmentos das membranas
corioamniéticas e acondicionados em RNA later para posterior quantificacao do
RNA mensageiro (RNAm) das citocinas inflamatérias pela técnica de PCR em
tempo real. Outros fragmentos das membranas foram submetidos a andlise
histopatolégica para avaliacdo da presenca e semi-quantificacdo do infiltrado
inflamatério. Resultados: No periodo do estudo, a incidéncia de RPM-PT foi de
4,6%. A presenga de infiltrado inflamatorio nas membranas corioamnidticas
e/ou decidua foi de 75% no grupo RPM-PT. A concentracao relativa de RNAm
de IL-1B, IL-6 e IL-8 nao foi estatisticamente diferente nos grupos estudados.
Para TNF-a, a concentracao relativa de RNA foi estatisticamente superior nas
membranas de gestantes com TPP em relacdo aos grupos com RPM-PT. Na
presenca de infiltrado inflamatério nas membranas corioamnidticas, a
concentragdo de RNAm de IL-1B foi estatisticamente maior no grupo RPM-PT
fora de trabalho de parto. Nao houve diferenca na intensidade de RNAm das
citocinas de interesse em relacédo a intensidade do infiltrado inflamatério. Em
87,2% das membranas corioamnioticas das gestantes incluidas no estudo, foi
detectado o RNAm para todas as citocinas estudadas. Conclusdo: As
membranas corioamnidticas sao fontes de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a e a
concentragdo de RNAm dessas citocinas, na RPM-PT, nao esta relacionada a

intensidade do infiltrado inflamatério presente nas membranas.



Rotura Prematura de Membranas e Citocinas 25

Abstract

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
inflammatory cytokines interleukin-1 (IL) -1B, IL-6, IL-8 and tumor necrosis
factor alpha (TNF-o) in the chorioamniotic membranes of pregnant women with
PPROM and evaluate the correlation of this expression with the presence and
intensity of the inflammatory infiltrates present in the membranes and decidua.
Material and Methods: Twenty-five PPROM women in labor and 15 PPROM
without labor women were studied. As a control group of 25 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 4.6% and in 75% of these samples the presence of
inflammatory infiltrates in the chorioamniotic membranes and/or decidua was
observed. mRNA expression of IL-1B, IL-6 and IL-8 was not statistically different
in the groups studied. For TNF-a, the expression of mMRNA was statistically
higher in the PTL group in relation to the groups with PPROM. In the presence
of inflammatory infiltrates in the membranes, the concentration of mRNA of IL-
1B it was statistically greater in the PPROM without labor group. No difference
occurred in the intensity of cytokine mRNA in relation to the intensity of the
infiltrated inflammatory in the groups studied. In 87.2% of the chorioamniotic
membranes included in the study, mMRNA was expressed for all the cytokines
studied. Conclusion: The chorioamniotic membranes are sources of IL-1B, IL-6,
IL-8 and TNF-a and the concentration of mRNA of these cytokines in PPROM is
not related with the intensity of the inflammatory infilirates present in the

membranes.
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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
apds o inicio do mesmo. Quando precede o inicio do trabalho de parto é
intitulada de rotura prematura de membranas. Sua ocorréncia em idade
gestacional inferior a 37 semanas recebe a denominacao de rotura prematura
de membranas pré-termo (RPM-PT)"2,

Pela associagdo com nascimento prematuro e morbidade perinatal®, a
RPM é objeto de muitos estudos epidemioldgicos e clinicos, na tentativa de
identificar fatores de risco. Esses fatores sdo multiplos, incluindo-se raca?®,
tabagismo®®, atividade sexual®, deficiéncia materna de zinco” ou vitamina C§,
cirurgia cervical prévia®, gemelaridade, sangramento vaginal durante a
gestacdo, polidramnio, hipertensdo e diabetes materna®'? e infeccdo da
cavidade amniotica, sendo essa Ultima associada a maioria dos casos de RPM-
PT13-15.

A invasdo da cavidade amnibtica e infeccao intra-amniética induzem
resposta inflamatéria materna e fetal, caracterizada pela presenca de
corioamnionite histolégica e aumento da producédo de citocinas inflamatérias.
Trabalhos relatam elevadas concentragdes de citocinas, como interleucina (IL)-

16,17

1B, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), no liquido amniético e

tecidos gestacionais'® de mulheres com infeccdo da cavidade amniética e

RPM-PT.

|.18

De acordo com Menon et al.’®, as membranas corioamnidéticas sao locais

de producao de citocinas inflamatérias. Esses mediadores do sistema imune

sdo moléculas-chave no processo de indugdo da RPM-PT, pois segundo

| 19,20

Fortunato et a , a biodisponibilidade do TNF-a, a apoptose e a atividade de
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metaloproteinases sao 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 estimulacdo do
metabolismo do 4cido araquiddnico em tecidos reprodutivos humanos®'?2, Na
presenca de infeccdo da cavidade amnidtica, as células inflamatérias que
infiltram os tecidos gestacionais aumentam a producéo das citocinas?.

Entretanto, em estudo in vitro, Laham et al.?*

descrevem que a liberacao
de IL-8 pelo amnio, corio, decidua e placenta nao foi significativamente
diferente no pré-termo, na auséncia ou presenca de corioamnionite. Nesse

.2% observaram niveis similares de intensidade de

mesmo sentido, Shimoya et a
RNA mensageiro (RNAm) de IL-8 nos tecidos gestacionais de primeiro,
segundo e terceiro trimestre e na presenca de corioamnionite.

Silva®®, correlacionando a imunomarcacao de citocinas inflamatérias em
membranas corioamniéticas de gestantes com RPM-PT, na presenca ou nao
de corioamnionite, observou marcagao discreta para IL-6 e IL-8, e moderada
para IL-1B e TNF-o na auséncia de infiltrado inflamatério nas membranas
corioamniébticas e/ou decidua capsular. Na presenca de infiltrado inflamatério
houve predominio de membranas com marcacgao intensa para IL-18 e TNF-q,
enquanto que para IL-6 e IL-8 o predominio foi de marcagdo moderada,
considerando os critérios morfolégicos para semi-quantificacdo dessa
imunomarcacao.

Considerando a elevada freqiéncia de corioamnionite nos casos de
RPM-PT, o objetivo deste estudo foi quantificar a expressao das citocinas
inflamatdrias, IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, pelas membranas corioamniéticas de
gestantes com RPM-PT, bem como avaliar a relacdo dessa expressdo com a

presenca e a intensidade do infiltrado inflamatério presente nas membranas.
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2. Material e Métodos

2.1. Casuistica

Foram estudadas 25 pacientes com gestacdo Unica, cuja rotura de
membranas ovulares ocorreu espontaneamente entre 26 e 36 semanas de
gestacdo em trabalho de parto (RPM-PT em TP) e 15 gestantes com RPM-PT
fora do trabalho de parto (RPM-PT fora de TP). Gestantes portadoras de
diabetes, anomalias fetais congénitas comprovadas, placenta prévia, infeccao
urinaria ou outras infecgoes foram excluidas do estudo. Como grupo controle
foram avaliadas 25 gestantes, com gestacdo uUnica, em trabalho de parto
prematuro (TPP), com idade gestacional entre 26 e 36 semanas e bolsa das
aguas integra. Todas as gestantes incluidas no estudo foram atendidas no
Servico de Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP.

A idade gestacional foi estabelecida pela data da ultima menstruacao e
por exame ultra-sonogréafico precoce (até 20 semanas). O tempo de rotura das
membranas foi obtido por informacdo materna no momento da admissao
hospitalar. As variaveis sécio-demograficas e os dados referentes as gestacoes
anteriores foram obtidos pela analise dos prontuarios médicos.

O diagnéstico de RPM-PT foi confirmado pela histéria clinica e
constatacao 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 azul de Nilo.

O diagnodstico de trabalho de parto prematuro foi confirmado pela

presenca de contracbes freqlentes, uma a cada cinco ou oito minutos,
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acompanhadas de modificacées cervicais caracterizadas por dilatacdo maior
que 2cm e/ou esvaecimento maior que 50%, em gestacdo entre 22 e 37
semanas?’.

As pacientes permaneceram internadas na Enfermaria de Obstetricia,
sendo controladas clinicamente por meio de avaliacéo da freqiiéncia cardiaca e
temperatura a cada 6 horas e, laboratorialmente por hemograma em dias
alternados e cultura de secrecéao cervical semanal até a resolucao da gestagao.

Todas as pacientes envolvidas no estudo foram previamente
informadas quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP

(Protocolo 612/2004) (Anexo 2).

2.2. Colheita de membranas corioamniodticas

No momento da resolucdo da gestacao, logo ap6s a dequitacdo, foram
colhidas membranas corioamniéticas de todas as pacientes incluidas no
estudo. Foram retirados fragmentos de 1cm? da borda das membranas, que
foram acondicionados a 4°C por 4 horas em tubos de 1,5mL tipo eppendorf
contendo RNA later (RNA Stabilization Reagent - Qiagen ). Apds esse periodo,
os fragmentos foram transferidos para novo tubo e imediatamente
armazenados a -70°C para posterior extracdo de RNA. Em seguida, as
placentas e seus anexos foram pesados, fixados e acondicionados em
recipiente apropriado, contendo formalina a 10%, por 24 horas para fixacao.
Fragmentos das membranas corioamnidticas 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
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de espessura para montagem em laminas de vidro. As laminas foram coradas
pelo método classico de Hematoxilina-Eosina (HE) para analise

histopatoldgica.

2.3. Analise semi-quantitativa do infiltrado inflamatério nas membranas
corioamnioticas

O infiltrado inflamatério presente nas membranas corioamnibticas e
decidua capsular foi avaliado semi-quantitativamente de acordo com os
seqguintes critérios: (0) Ausente, quando ndo havia infiltrado inflamatério; (+)
Discreto, quando poucas células polimorfonucleares (PMNs) estavam
presentes e limitadas a decidua capsular; (++) Moderado, quando moderada
quantidade de células PMNs estavam infiltrando o cério e o amnio e (+++)
Intenso, quando uma grande quantidade de PMNs estavam presentes no

amnio e freqlientemente acompanhados por ulceragdo do epitélio amniético®®.

2.4. Deteccao de citocinas por PCR em tempo real
2.4.1. Extracao do RNA

Os fragmentos das membranas corioamniéticas, armazenados em tubos
tipo eppendorf, foram submetidos a extracdo de RNA total, por meio do kit
RNeasy (Qiagen), segundo as instru¢des do fabricante e precedido de algumas
modificag¢des. Inicialmente foi determinada a quantidade de 30mg de tecido a
ser macerado em nitrogénio liquido, com posterior adicdo de 1mL de Trizol
Reagent® (Invitrogen) e incubacédo a temperatura ambiente por 5 minutos. A
seqguir, 200uL de cloroférmio foram adicionados a cada tubo e, apés agitacao,
as amostras foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 12.000 rpm. A fase
aquosa, contendo o RNA, foi coletada em novo tubo, ao qual foram

adicionados 500uL de isopropanol. As amostras foram transferidas para a
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coluna com membrana de silica gel e centrifugadas por 1 minuto a 10.000 rpm.
A seguir, foram adicionados 500uL de tampao RW1 na coluna, com posterior
centrifugacdo por 1 minuto a temperatura ambiente para lavar a coluna. O
conteudo do tubo coletor foi descartado e a coluna transferida para novo tubo
de 2mL. Quinhentos microlitros de tampao RPE foram adicionados a coluna e
esta foi novamente centrifugada por 1 minuto a 10.000 rpm, sendo descartado
0 conteudo do tubo coletor. A Ultima etapa foi repetida, poréem com
centrifugacdo por 2 minutos. Na auséncia de tampao, as amostras foram
novamente centrifugadas para eliminacdo de residuos. As colunas foram
transferidas para tubos de 1,5mL, aos quais foram adicionados 30uL de agua
RNase-free diretamente na membrana de gel-silica, com posterior
centrifugagé@o por 1 minuto a 10.000 rpm. As colunas foram descartadas e o
RNA extraido foi tratado com inibidor de RNase (RNA Guard - Amersham)
durante 10 minutos a 56°C. As amostras foram entdo submetidas ao
tratamento com a enzima DNase (Promega) livre de RNAse, por 30 minutos a
37°C, para eliminagao de possivel contaminacdo de DNA. O RNA extraido foi
quantificado pela leitura em biofotémetro (Eppendorf) no comprimento de onda

de 260nm.

2.4.2. Obtencao do cDNA

Apébs a extracdo do RNA, as amostras com concentracdo 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), de acordo com as instrugcdes
do fabricante. O cDNA produzido foi quantificado por biofotémetro (Eppendorf),

no comprimento de onda de 206 nm e armazenado a — 70°C para posterior
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utilizacdo na detecgcdo e quantificacao das citocinas pela técnica da PCR em

tempo real.

2.4.3. PCR em tempo real

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada em volume final de 20uL
contendo 1X Tag Man Universal PCR Master Mix No AmpErase-UNG (Applied
Biosystems, cat n® 4304437), 250ng de cDNA e agua livre de RNAse, em ABI
Prism® 7300 Sequence Detector. Os genes das citocinas IL-1B3, IL-6, IL-8 e
TNF-a foram amplificados usando-se 20X TagMan® Gene Expression Assays -
cat n? Hs 99999029 mi1, Hs 99999032 m1, Hs 99999034 mi1 e Hs
99999043_m1, respectivamente. As sondas especificas foram marcadas com
substancia fluorescente FAM para detectar os produtos de PCR diretamente, e
as condicoes de reacao 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 0s sinais de
fluorescéncia adquiridos nos passos de anelamento e extensdo do ciclo de
amplificagdo (60 °C por 1 minuto). Em todos os ensaios as amostras foram
processadas em duplicata. Paralelamente, foi realizada a amplificagéo do gene
da B actina como controle enddgeno, visto que o valor real de expressao génica
foi dado através da comparacao do resultado de amplificacdo dos genes das
citocinas e desse gene constitutivo.

O cDNA de referéncia para as citocinas estudadas consistiu da mistura
de varios cDNAs produzidos a partir do RNA das préprias amostras das
membranas corioamnidticas incluidas no estudo. Esse cDNA foi diluido na
razdo de 1:2 a 1:128 em agua ultrapura estéril e estas diluicées foram testadas,
em duplicatas, na PCR em tempo real, para cada uma das citocinas de

interesse e para o gene da B-actina. A curva padrao foi estabelecida de acordo
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com os dados fornecidos pelo programa SDS versdo 1.2.3 (“Sequence
Detection Systems” 1.2.3 — 7300 Real Time PCR System - Applied
Biosystems), produzidos por cada diluicao. As quatro diluicbes que
apresentaram Ct entre os ciclos 25 e 35 foram escolhidas para constituir a
curva padrao utilizada em todas as reacées. A menor diluicdo do cDNA de
referéncia recebeu o valor relativo igual a 100 e, seguindo a mesma razao da
diluicdo, as outras trés diluicbes do cDNA foram determinadas como 50, 25 e
12,5 e foram consideradas como referéncia na quantificacdo relativa da
expressdao dos genes das citocinas pro-inflamatérias. Para normalizar a
expressao dos genes das citocinas, a maior expressao de B actina, em relagéao
a cada citocina, foi adotada como referéncia, a qual foi dividida pelo valor da
B actina da amostra e o valor obtido foi entdo multiplicado pelo valor da

expressao da citocina na referida amostra.

2.5. 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 variadveis estado civil, raca,
habito de fumar, bem como as caracteristicas obstétricas das pacientes, como
via de parto, paridade e freqiiéncia de intercorréncias gestacionais anteriores
foram submetidos ao teste de comparagcdo de proporcéao (Teste de Tukey). A
idade gestacional da ocorréncia de RPM-PT foi submetida ao teste de Mann-
Whitney para comparacdo entre dois grupos, e o tempo de rotura das
membranas, ao teste z de proporcao. O nivel de significAncia adotado para

todos os testes empregados foi de 5%°.
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3. Resultados

3.1. Caracteristicas das pacientes
No periodo do estudo foram realizados 1038 partos no Centro Obstétrico
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp. Deste

total, 4,6% corresponderam a gestantes portadoras de RPM-PT (Tabela 1).

Tabela 1. Incidéncia de rotura prematura de membranas e de trabalho de parto prematuro no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, no periodo de
junho de 2005 a julho de 2006.

Numero (%)

RPM-PT 48 4.6

RPM-T 61 5,9

TPP 82 7,9
Outros 847 81,6
Total 1038 100,0

RPM-PT=rotura prematura de membranas pré-termo; RPM-T =rotura prematura de membranas a termo; TPP = trabalho de parto prematuro
As variaveis sécio-demograficas das pacientes incluidas no estudo estao
apresentadas na Tabela 2. A mediana da idade materna foi estatisticamente

maior no grupo RPM-PT fora de TP em comparacao ao grupo TPP (p=0,03).

Tabela 2. Variaveis socio-demogréficas das gestantes incluidas no estudo, no periodo de junho
de 2005 a julho de 2006.

Variaveis RPM-PT em TP RPM-PT fora TP TPP
(n=25) (n=1 5) (n=25)
Idade (anos) 22 (19-31)® 25,5 (23-31)? 19 (16-24,5)°
Estado civil
Solteira 9 (36%)? 6 (40%)? 9 (36%)?
Casada 11 (44%)? 3 (20%)? 9 (36%)?
Uniao estavel 5 (20%)? 6 (40%)? 7 (28%)?
Raca
Branca 22 (88%)* 11 (75%)? 19 (76%)?
Negra 1 (4%)? - 1 (4%)?
Parda 2 (8%)? 4 (25%)® 5 (20%)?
Tabagismo 3 (12%)? 1 (6%)? 3 (12%)?

Na comparacdo dos grupos foram utilizadas letras minasculas, considerando-se que as proporgcdes
seguidas de, pelo menos, uma mesma letra nao diferem.
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Os dados referentes a gestacdo atual, bem como as gestacoes
anteriores das pacientes incluidas no estudo, estdo apresentados na Tabela 3.
A mediana da idade gestacional, no momento do parto, foi estatisticamente
maior no grupo RPM-PT fora de TP em comparacao ao grupo TPP (p=0,02).

Em relacdo ao tempo de rotura das membranas ovulares, podemos
observar que 54,0% das gestantes apresentavam mais de 24 horas de rotura
no momento da resolugdo da gestacdo. A idade gestacional, no momento da

rotura, foi estatisticamente superior no grupo RPM-PT fora de TP (Tabela 4).

Tabela 3. Caracteristicas obstétricas das pacientes incluidas no estudo no periodo de junho de
2005 a julho de 2006.

Caracteristicas RPM-PT em TP RPM-PT fora TP TPP
obstétricas (n=25) (n=15) (n=25)
Via de parto
Vaginal 19 (76%)? - 19 (76%)?
Cesarea 6 (24%)° 15 (100%)? 6 (24%)°
Idade gestacional no 33s1d 35s2d 32s4d
momento do parto (30s3d — 34s1d)® (34s1d —36s2d)®  (29s6d — 34s6d)°
Paridade
Primigesta 12(48%)? 5 (33%)? 10 (40%)?
Secundigesta 4 (16%)? 4 (27%)? 8 (32%)?
Multigesta 9 (36%)? 6 (40%)? 7 (28%)?
Intercorréncias
gestacionais
anteriores
RPM 3/13% 0/10% 3/15%
Aborto 5/132 4/102 4/15%
TPP 4/13% 1/102 8/152

Na comparagéo dos grupos foram utilizadas letras minusculas, considerando-se que as proporgdes
seguidas de, pelo menos, uma mesma letra ndo diferem.
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Tabela 4. Distribuicdo das gestantes em relagdo a idade gestacional e ao tempo de rotura
das membranas corioamniéticas.

RPM-PT em TP RPM-PT fora TP Estatistica
(n=25) (n=1 5)

Idade gestacional no

b a —
momento da RPM 33s (30s1d - 34s)®  35s2d (34s - 36s1d) p=0,01

Tempo RPM
< 6 horas 2 (8,0%) 1 (6,0%) p=0,69
6-12 horas 4 (16,0%) 3 (20,0%) p=0,91
12-24 horas 5 (20,0%) 3 (20,0%) p=0,68
> 24 horas 14 (56,0%) 8 (54,0%) p=0,83

3.2. Analise histopatolégica das membranas corioamniéticas

A anadlise histopatol6gica das membranas corioamniéticas foi realizada
em todas as amostras incluidas no estudo. No grupo RPM-PT em TP a
presenca de infiltrado inflamatério nas membranas corioamniéticas e/ou
decidua capsular esteve presente em 88% dos casos, nos quais 45,5% das
membranas apresentaram infiltrado inflamatério de intensidade discreta. O
infiltrado inflamatério esteve presente em 53% dos casos de RPM-PT fora de
TP, nos quais 62,5% das membranas apresentaram discreto infiltrado
inflamatério. No grupo TPP, 42,8% apresentaram infiltrado discreto, seguido de

28,6% de infiltrado moderado e intenso (Tabela 5, Figura 1).

Tabela 5. Porcentagem de corioamnionite e intensidade do infiltrado inflamatério presente nas
membranas corioamniéticas e/ou decidua nos grupos estudados.

Intensidade do infiltrado inflamatério

Grupos Corioamnionite
+ ++ +++
RPM-PT em TP 22 (88%) 10 (45,5%) 7 (31,8%) 5 (22,7%)
RPM-PT fora TP 8 (53%) 5 (62,5%) - 3 (37,5%)

TPP 21 (84%) 9 (42,8%) 6 (28,6%) 6 (28,6%)
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Figura 1 Fatorricrografias das membranas conoammohcas de gastanies corm rolura prematura de
membranas pré-terrmao com diferentes intensidades de mfitrado inflarnatdria. A) Infiltradoe inflamatano
discreta (+) com poucas celulas polimorfonucleares (PRR) limitadas & decidus capsular. HE. 100%; B}
Cretalhe da fotomicrografia anterior. HE. 2003, C) Infiltrado inflamatario moderado (++) com moderada
guantifade de PR imfiltranda o corin. HE 100%; [ Detalhe da folomicrografia anterior. HE 200%; E)
Infiltrade inflamatdna mtensa (+++) com presenca de grande quanbidade de PMM aa lango das
rmembranas conoarmnidticas. HE. 100 F Detalie da folarnicrogeafia anterior. HE. 2003,
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3.3. Quantificacao relativa da expressao das citocinas inflamatorias
3.3.1. Determinacao da curva padrao na PCR em tempo real para os genes
da IL-1B, IL-8 e B actina com TagMan®

As diluicbes do cDNA de referéncia testadas para serem utilizadas na
quantificacdo relativa da expressdao de IL-1B, IL-8 e Pactina estao
representadas na Tabela 6 e nas Figuras 2 a 4. Para isso, foram selecionadas
quatro diluicdes (1:8, 1:16, 1:32 e 1:64 ), com o threshold determinado na fase

exponencial da curva de amplificacao.

Tabela 6. Valor relativo e Ct do cDNA de referéncia para IL-1B, IL-8 e B actina obtidos, em
diferentes diluicbes, pela PCR em tempo real das amostras de membranas
corioamnidticas.

cDNA Valor relativo CtIL-1B CtIL-8 Ct B actina

1:8 100 31,4 28,1 29,3
1:16 50 32,4 29,2 30,3
1:32 25 33,9 30,2 31,3
1:64 12,5 35,1 31,7 32,3
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Figura 2. A. Grafico da curva de amplificacao da PCR em tempo real para IL-1p das diluicdes
do cDNA de referéncia utilizado como padrdo nas reagdes. Em ordem decrescente
de diluicdo, da esquerda para a direita, apresentam-se as diluicdes 1:8, 1:16, 1:32 e
1:64. B. Gréfico da curva padrdo, construida com quatro pontos nas referidas
diluicdes, obtida a partir da PCR em tempo real para IL-1p.
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Figura 3. A. Grafico da curva de amplificacdo da PCR em tempo real para IL-8 das diluigdes do
cDNA de referéncia utilizado como padrao nas reagdes. Em ordem decrescente de
diluicdo, da esquerda para a direita, apresentam—se as diluicdes 1:8, 1:16, 1:32 e
1:64. B. Gréfico da curva padrdo, construida com quatro pontos nas referidas
diluicdes, obtida a partir da PCR em tempo real para IL-8.

Delta Rn
i
Ct

Nuamero de ciclos Log[]

Figura 4. A. Grafico da curva de amplificacdo da PCR em tempo real para  actina das
diluicbes do cDNA de referéncia utilizado como padrdo nas reagdes. Em ordem
decrescente de diluicdo, da esquerda para a direita, apresentam—se as diluicdes 1:8,
1:16, 1:32 e 1:64. B. Grafico da curva padrao construida com quatro pontos nas

referidas diluicdes obtido a partir da PCR em tempo real para B actina.

3.3.2. Determinacao da curva padrao na PCR em tempo real para os genes

da IL-6 e TNF- o« com TagMan®
As diluicbes do cDNA de referéncia testadas para serem utilizadas na

quantificacao relativa da expressao de IL-6 e TNF-a estdo representadas na

Tabela 7 e nas Figuras 5 e 6. Para isso, foram selecionadas quatro diluicdes
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(1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 ), com o threshold determinado na fase exponencial da

curva de amplificagao.

Tabela 7. Valor relativo e Ct do cDNA de referéncia para IL-6 e TNF-o obtidos, em diferentes
diluicdes, pela PCR em tempo real das amostras de membranas corioamniéticas.

cDNA Valor relativo CtIL-6 Ct TNF-a
1:2 100 29,5 26,9
1:4 50 30,5 28,6
1:8 25 31,6 30,4
1:16 12,5 33,1 32,5
F

é -

8 54 -

a

R B '
Numero de ciclos Log[]

Figura 5. A. Grafico da curva de amplificacdo da PCR em tempo real para IL-6 das diluigdes do
cDNA de referéncia utilizado como padrao nas reagdes. Em ordem decrescente de
diluicdo, da esquerda para a direita, apresenta-se as diluicdes 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16. B.
Gréfico da curva padrdo construida com quatro pontos nas referidas diluigbes obtido

a partir da PCR em tempo real para IL-6.
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Figura 6. A. Grafico da curva de amplificagdo da PCR em tempo real para TNF-a das diluicdes
do cDNA de referéncia utilizado como padrdo nas reagdes. Em ordem decrescente
de diluicdo, da esquerda para a direita, apresentam-se as diluicoes 1:2, 1:4, 1:8 e
1:16. B. Grafico da curva padrdo construida com quatro pontos nas referidas

diluicdes obtido a partir da PCR em tempo real para TNF-o.
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3.3.3. Deteccao de RNAm de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a nhas membranas
corioamnioticas

Do total de amostras processadas em cada grupo, o RNAm para todas
as citocinas avaliadas foi detectado em 95,8% no grupo RPM-PT em TP,
83,3% no grupo RPM-PT fora de TP e em 82,6% em TPP.

3.3.4. Quantificacao relativa de RNAm de IL-1B nas membranas

corioamnioticas

A quantificagdo relativa de RNAm de IL-1B nas membranas
corioamniédticas das gestantes com RPM-PT em TP, RPM-PT fora de TP e em
TPP esta apresentada na Figura 7. Podemos observar que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na expressao de IL-1B entre os grupos

(p=0,09).
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Figura 7. Box-Plot representando a concentragéo relativa de RNAm de IL-1B em membranas
corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores,
o trago horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95;
e os circulos, os valores outliers.
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3.3.5. Quantificacao relativa de RNAm de IL-6 nas membranas
corioamnioticas

A quantificagdo relativa de RNAm de IL-6 nas membranas
corioamniédticas das gestantes com RPM-PT em TP, RPM-PT fora de TP e em
TPP esta apresentada na Figura 8. Podemos observar que nao houve

diferenca estatisticamente significativa na expressao de IL-6 entre os grupos

(p=0,18).
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Figura 8. Box-Plot representando a concentragéo relativa de RNAm de IL-6 em membranas
corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores,
o trago horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95;
e os circulos, os valores outliers.
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3.3.6. Quantificacao relativa de RNAm de IL-8 nas membranas
corioamnioticas

A quantificagdo relatva de RNAm de IL-8 nas membranas
corioamniédticas das gestantes com RPM-PT em TP, RPM-PT fora de TP e em
TPP esta apresentada na Figura 9. Podemos observar que nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos RPM-PT e TPP na
expressdao de IL-8, porém, nesse ultimo grupo, existe uma tendéncia a

significancia (p=0,053) (Figura 9).
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Figura 9. Box-Plot representando a concentracdo relativa de RNAm de IL-8 em membranas
corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores,
o trago horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95;
e os circulos, os valores outliers.
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3.3.7. Quantificacao relativa de RNAmMm de TNF-a nas membranas
corioamnioticas

A quantificagdo relativa de RNAm de TNF-o nas membranas
corioamniédticas das gestantes com RPM-PT em TP, RPM-PT fora de TP e em
TPP esta apresentada na Figura 10. Podemos observar que a quantificacao
relativa foi significativamente maior no grupo TPP em relagdo aos grupos
RPM-PT em TP e RPM-PT fora de TP e ndo houve diferenca estatisticamente

significativa na expressao de TNF-a entre os grupos com RPM-PT.
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(3) #(2), (3) #(1), (2) =(1), p<0,001; Teste de Dunn.

Figura 10. Box-Plot representando a concentracdo relativa de RNAm de TNF-a em
membranas corioamnidticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em
TP, RPM-PT fora de 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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3.3.8. Quantificacao relativa de RNAm de IL-1B,IL-6, IL-8 e TNF-a nas

membranas corioamnidticas em relacado a presenca do infiltrado
inflamatério

A quantificagéo relativa de RNAm de IL-6, IL-8 e TNF-a foi avaliada em
relacdo a presenca do infiltrado inflamatério nas membranas corioamnioticas. A
analise estatistica ndo apontou diferenca significativa entre a expressao dessas
citocinas e presenca do infiltrado inflamatério dentro dos grupos RPM-PT em
TP, RPM-PT fora de TP e em TPP (Figuras 11, 12 e 13). Para a IL-1j3, no grupo
RPM-PT fora de TP, existe relacdo entre a concentracdo de RNAm e presenca

de infiltrado inflamatério (Figura 14).
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Figura 11. Box-Plot representando a concentracéo relativa de RNAm de IL-6 em membranas
corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM -PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP em relagéo a presenca do infiltrado inflamatério. 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.



Rotura Prematura de Membranas e Citocinas 46

Il auséncia de infiltrado inflamatoério
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Figura 12. Box-Plot representando a concentragao relativa de RNAm de IL-8 em membranas
corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM -PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP em relagéo a presenca do infiltrado inflamatério. 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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Figura 13. Box-Plot representando a concentracdo relativa de RNAm de TNF-a em
membranas corioamnidticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM -PT em
TP, RPM-PT forade TP e TPP em relacao a intensidade do infiltrado inflamatério.
No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o trago
horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e 0s
circulos, os valores outliers.
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Figura 14. Box-Plot representando a concentracao relativa de RNAm de IL-13 em membranas
corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP em relagéo a presenca do infiltrado inflamatério. 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.

3.3.9. Quantificacao relativa de RNAm de IL-1B,IL-6, IL-8 e TNF-a nas

membranas corioamnidticas em relacao a intensidade do infiltrado
inflamatério.

A quantificacao relativa de RNAm para todas as citocinas avaliadas nao
esteve relacionada a intensidade do infiltrado inflamatério presente nas
membranas corioamnibticas dentro dos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT fora
de TP e em TPP (Figuras 15 a 18). Para essa avaliagado foram agrupados os
achados histopatolégicos de auséncia de infiltrado inflamatério e intensidade
discreta e os achados de infiltrado inflamatério moderado e intenso presente

nas membranas.
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Figura 15. Box-Plot representando a concentracao relativa de RNAm de IL-13 em membranas
corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP em relagao a intensidade do infiltrado inflamatério. 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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Figura 16. Box-Plot representando a concentragdo relativa de RNAm de IL-6 em membranas
corioamnidticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP em relacdo a intensidade do infiltrado inflamatério. No Box-plot,
0s quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o trago horizontal, a
mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os circulos, os
valores outliers.
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Figura 17. Box-Plot representando a concentragéo relativa de RNAm de IL-8 em membranas
corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT
fora de TP e TPP em relagao a intensidade do infiltrado inflamatério. No Box-plot, os
quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o trago horizontal, a mediana; as
barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os circulos, os valores outliers.
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Figura 18. Box-Plot representando a concentracdo relativa de RNAm de TNF-aem
membranas corioamniéticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em
TP, RPM-PT fora de TP e TPP em relagao a intensidade do infiltrado inflamatério.
No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o trago
horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os
circulos, os valores outliers.
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4. Discussao

No presente estudo foi analisado quantitativamente o RNAm de IL-1p,
IL-6, IL-8 e TNF-ao em membranas corioamniéticas 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 integra,
constituindo o grupo controle do estudo. Também foi objetivo desse trabalho
avaliar a relacdo entre presenga e intensidade do infiltrado inflamatério nas
membranas corioamnibticas com a expressao das citocinas de interesse.

No periodo do estudo, a freqiéncia de RPM foi de 5,9% em gestacdes
de termo e 4,6% em gestagdes pré-termo. Segundo Polzin & Brady*®, a RPM
esteve presente em 15% das gestacdes de termo e em aproximadamente 30%
das gestacdes pré-termo, nos 4 milhdes de nascimentos ocorridos nos Estados
Unidos em 1990. O trabalho de parto prematuro em gestantes com bolsa
integra, no presente estudo, ocorreu em 7,9% das gestacdes, freqiiéncia
similar & descrita pelo ACOG?' de 6 a 8% de todas as gestacdes. Nas
gestagcdes de termo e pré-termo, a literatura atual com dados do Servico de
Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, descreve
freqiiéncias similares®®2.

A similaridade das variaveis sécio-demograficas e obstétricas entre as
pacientes constituintes dos grupos estudados demonstrou homogeneidade
entre os mesmos. Em relagdo ao habito de fumar, alguns autores*® consideram
o tabagismo como sendo fator de risco para RPM-PT, porém, no presente
estudo, a porcentagem de mulheres fumantes néo foi diferente nos grupos

RPM-PT e TPP. Esses dados estdo de acordo com Naeye® e Mercer et al.*?
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que nao demonstraram associacao entre tabagismo e RPM-PT. Segundo Lee
& Silver', esse aspecto ainda permanece controverso.

Quanto aos antecedentes obstétricos, a freqiéncia de TPP, RPM e
abortos anteriores foi a mesma nos 3 grupos estudados, demonstrando que
complicagdes obstétricas anteriores podem ser consideradas como fator de
risco para desencadeamento de RPM-PT, como sugerido por varios
autores®'1*2,

A concentracdo relativa de RNAm das citocinas avaliadas no presente
estudo mostra que n&o houve diferenca entre os grupos estudados, em relacéao
a IL-1B, IL-6 e IL-8, e esses resultados estdo concordantes com a fisiopatologia
da RPM-PT e do TPP. Embora ja esteja bem estabelecido que a ascensao
bacteriana do trato genital inferior para as membranas corioamnibticas e
decidua é o evento chave na etiologia da RPM bem como no TPP, pois ambas
sado caracterizadas por elevadas concentracdes de citocinas inflamatérias no
liquido amniético®®, o mecanismo pelo qual se instala a RPM em
determinadas gestacdes e o TPP em outras, ndo estda completamente
elucidado. Nesse sentido, Fortunato et al.'® descrevem que muitos fatores
moleculares como a ativacdo de metaloproteinases (MMP) e elementos proé-
apoptéticos estdo aumentados, especificamente durante a RPM, quando

1.2% examinando a

comparada com o TPP. Em trabalho posterior, Fortunato et a
influéncia de IL-1, IL-6 e TNF-a. na expressao e atividade de MMP sobre as
membranas corioamnibticas, descrevem que a MMP-9, colagenase do tipo IV,
¢é influenciada apenas pelo TNF-o e ndo por outras citocinas pré-inflamatérias.
Segundo esses autores, o TNF-a é a unica citocina com capacidade de ativar

MMP, aumentando a atividade gelatinase e enfraquecendo as membranas

corioamniéticas, cujo principal componente da matriz extracelular que conecta
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0 amnion ao cérion & o colageno do tipo IV. Também é capaz de induzir
apoptose nas membranas fetais'®, sugerindo que a biodisponibilidade do TNF,
a apoptose e a atividade de MMP sao os mecanismos responsaveis pela rotura
prematura de membranas.

No presente trabalho, a concentracdo relativa de TNF-a esta
significativamente aumentada no grupo TPP. A literatura mostra que o TNF
parece mediar uma série de eventos na gestacdo. Segundo Daher et al.*®, os
achados de niveis aumentados de TNF fornecem evidéncias do papel dessa
citocina na inducao do trabalho de parto. Essa hipétese é defendida por outros
autores, que demonstram que o TNF age em sinergismo com outras citocinas
inflamatérias, estimulando a sintese e liberacao de prostaglandinas, induzindo
contratilidade uterina e o inicio do trabalho de parto 3%,

Em relagdo ao infiltrado inflamat6ério presente nas membranas
corioamniédticas e/ou decidua, a freqiéncia em nosso estudo foi de 88% no
grupo RPM-PT em TP; 53% em RPM-PT fora de TP e em 84% no grupo TPP.
Incidéncia similar € descrita na literatura, variando de 30 a 80% nos casos de
RPM 4%%2 ¢ atingindo até 75% nas pacientes em TPP'¥*3%_Segundo Ramsey
et al.*®, a incidéncia de corioamnionite aumenta significantemente em idades
gestacionais inferiores.

Quando analisamos a presenca e intensidade do infiltrado inflamatério
nas membranas corioamniéticas e/ou decidua ndo observamos associacao
entre esses achados e concentracao relativa de RNAm de IL-6, IL-8 e TNF-a
nos grupos RPM-PT e TPP. Nos grupos RPM-PT, esses resultados podem ser
atribuidos ao tempo de rotura das membranas corioamniéticas no momento da
resolucdo da gestacdo. Em relacdo a essa variavel, no momento do parto

pudemos observar que 56% das gestantes em RPM-PT em TP e 54% delas no
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RPM-PT fora de TP tinham mais de 24 horas de rotura. Esse periodo se torna
importante se considerarmos que, no momento da resolucédo da gestacédo, com
periodos de laténcia superiores a 24 horas, chegando até 11 dias no grupo
RPM-PT fora de TP, a producdo de citocinas pré-inflamatérias pode estar
sendo regulada pelas citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10. Esta citocina,
que foi originalmente descrita como um produto de células TH2 é capaz de
suprimir a producéo de citocinas e proliferacdo das células TH1%.

Somente no grupo RPM-PT fora de TP a concentragao relativa de IL-1
esteve significativamente aumentada na presenca de infiltrado inflamatério.
Nesse grupo, a expressao das demais citocinas estudadas pode estar sendo
regulada no periodo péds-transcricao.

Em estudo anterior®®, utilizando imuno-histoquimica, estabeleceu-se
critérios para analise semi-quantitativa da expressao de citocinas inflamatérias,
na auséncia e presenca de corioamnionite, pelas células do epitélio amniético,
células coribnicas e deciduais. Observou-se predominio de marcag&o variando
de moderada a intensa para IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, havendo maior
frequéncia de depdsito intenso para IL-1B e TNF-anas membrans com
corioamnionite. A diferenca entre esse estudo e o atual € o tempo de rotura das
membranas no momento do parto. No estudo anterior, 76,7% das gestantes
apresentavam menos de 24 horas de rotura das membranas no momento do
parto. Ainda nesse estudo®, os dados relativos & imunomarcacéo das citocinas
nas membranas corioamni6ticas mostraram predominio de discreto depésito de
IL-1B, IL-6, IL-8 em gestantes normais de termo. Portanto, as membranas
corioamniéticas incluidas no presente estudo, por apresentarem um tempo de

laténcia relativamente grande, podem estar apresentando niveis elevados de
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citocinas anti-inflamatérias que ja estariam regulando a cascata de producao
das citocinas inflamatoérias.

No grupo TPP também ndo observamos associacdo entre a
concentragao de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a e presenca de infiltrado inflamatério.

Segundo Laham et al.?*

, estudos in vitro de producéo de citocinas por tecidos
gestacionais demonstraram que a liberacdo de IL-8 pelas células amnidticas e
coriodeciduais, em gestagdes em trabalho de parto prematuro, ndo diferia na
presenca ou nao de corioamnionite. Para esses autores, o efeito da presenca
de corioamnionite ndo pode ser confirmado em tecidos gestacionais pré-termo.
Ainda em relagédo a concentracao relativa de RNAm para as citocinas Shimoya
et al.® descreveram resultados similares aos do presente estudo, nao
demonstrando aumento da expressdao de RNAm para IL-8 na presenca de
corioamnionite. Por outro lado, Zhao et al.*® relataram que a presenca de
infiltrado inflamatério intenso nas membranas corioamniéticas esta associada
com elevados niveis de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, quando comparada com
membranas livres de infiltrado inflamatério.

Assim, ndo podemos deixar de considerar que a presenca de RNAmM nao
significa, necessariamente, producdo de citocinas. A transcricdo consiste na
sintese do RNA e resulta em uma sequéncia de RNA complementar ao
comprimento total do gene®.

A quantidade de proteina produzida depende da estabilidade dos RNAm
correspondentes no citoplasma e da taxa de sua traducéo. 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
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citocinas. A expressao dessas proteinas ocorre em pulsos curtos porque a
transcricdo dos seus genes pode ser ligada ou desligada rapidamente, e seus
RNAm geralmente tém uma meia-vida curta, em torno de 30 minutos ou
menos®.

Portanto, € importante salientar que todas as técnicas utilizadas para
quantificacdo de RNAm proporcionam um nivel de informacao empirica e nao
uma condicdo estavel absoluta. Além disso, sabe-se que a diferenca na
quantidade de um RNAm especifico, entre duas amostras bioldgicas, ndao é
necessariamente refletido por uma diferenca quantitativa equivalente no nivel
de quantidade da proteina, que muitas vezes esta implicito nos estudos.
Existem, portanto, limitacbes intrinsecas da técnica, dentre as quais, a
quantidade do RNA mensageiro nem sempre esta correlacionado a quantidade
da proteina; a sensibilidade e variacao dinamica dos métodos existentes sao
tais que os RNAmM que estdo em menor quantidade, potencialmente codificando
as proteinas regulatérias mais importantes, nao sao facilmente medidos como
acontece com os RNAm em maior quantidade; e a atividade das proteinas
codificadas pelo RNAm é regulada em varios niveis ap0s a sua expressao. Por
exemplo, a localizacado subcelular e/ou a extensdo em que as proteinas sao
pos-traducionalmente modificadas, ndo sao reveladas pela medicdo da
quantidade do RNAm®',

Os achados do presente estudo ndo permitem relacionar a intensidade do
infiltrado inflamatério presente nas membranas corioamniéticas com a
concentragao relativa de RNAm para as citocinas de interesse. Sem duvida,
esses achados podem ser complementados com a quantificacdo das citocinas,
por Westhern Blott seguido de immunoblotting com  reagente

quimioluminescente, presente nas membranas.
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