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Revisdo da Literatura

1. Introducéo

O dtero é um o6rgdo do sistema reprodutivo feminino, composto de parede
muscular espessa, epitélio de revestimento (endométrio) e colo do ttero, por onde se
comunica com o trato genital inferior. E um 6rgao oco, situado profundamente na
cavidade pélvica, entre a bexiga e o reto. Sua parte superior comunica-se com as tubas
uterinas, por onde os 6vulos sao transportados a partir dos ovarios até o tdtero. Se ao
chegar a cavidade uterina o 6vulo estiver fecundado, ocorre a nidacao na parede uterina, e
esta entdo passa por mudancas no tamanho e estrutura para acomodar-se as necessidades
do embrido em crescimento! 2. Assim, em torno da 12% semana de gravidez, a placenta e

seus anexos ja se desenvolveram o suficiente, e delimitam, portanto, a cavidade amniétical

A visdo tradicional é que a cavidade amnidtica durante a gravidez normal seja
estéril, e ndo contenha bactérias vidveis® apesar da grande quantidade de micro-
organismos que colonizam o trato genital inferior (vagina e ectocérvice). O estado estéril
da cavidade amniética é, presumivelmente, realizado pela participacao do sistema imune
inato, incluindo a presenca e composicdo do muco cervical?, componentes celulares e
proteicos presentes nos tecidos gestacionais, como células inflamatérias, mediadores e
antimicrobianos, e a propria estrutura fisica da cavidade amniética. Nesse contexto, as
membranas corioamniéticas, que constituem a “bolsa das dguas” que abriga o feto, sdo
tecidos de extrema importancia para o desenvolvimento fetal ao proporcionarem a
manutencdo do volume do liquido amnidtico (LA) e a protecdo do feto e do cordao

umbilical contra compressdo e traumas. Além de atuarem também como barreira fisica
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contra infeccdes vindas do trato genital inferior, as membranas corioamnidticas

desempenham importante funcao secretorad.

2. Estrutura das membranas corioamnioticas

A placenta é um 6rgao materno-fetal constituido de uma porcao fetal que se
origina a partir do saco coridonico, de origem fetal, e uma por¢do materna de origem
endometrial. O componente fetal da placenta corresponde ao cério viloso e o0 componente
materno é formado pela decidua basalé. A decidua, que corresponde ao endométrio
gravidico, possui trés regides distintas: decidua basal, a qual constitui a parte mais
distante do feto; decidua capsular, que corresponde a porcao superficial que cobre o feto; e

decidua parietal, que representa o restante da placenta que delimita a cavidade uterinal &

Durante o desenvolvimento embrionario, por volta da 17¢ semana de gestacao, com
o aumento do tamanho do feto e consequente crescimento do saco coridnico, as
vilosidades coridnicas sofrem compressdo e sao associadas a decidua parietal. A reducao
no suprimento sanguineo das vilosidades coridnicas leva a rdpida degeneracdo das
mesmas, formando uma regido relativamente avascular denominada de cério liso. Apods a
formacdo do cério liso, as vilosidades associadas a decidua basal aumentam em niimero e
se ramificam, constituindo o cério viloso, também chamado de cério placentario ou
frondoso!.

O terceiro tecido placentario corresponde ao amnio, que delimita a superficie
interna do trofoblasto¢. Morfologicamente, possui uma por¢do membranosa, que se acopla
ao coério liso; uma porcao placentaria, que recobre o cério viloso e uma porgao funicular,

que circunda o corddo umbilical2.
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O crescimento do saco coridnico é acompanhado por crescimento ainda mais
rapido do saco amniéticol. Em decorréncia desse crescimento, ocorre a fusdo dessas duas
membranas, originando as membranas corioamnidticas®. Tal estrutura se torna, entdo,
composta por duas camadas adjacentes, o amnio e o cério, que, por sua vez, sdo
constituidos por diversos tipos celulares>. No epitélio amniético, uma monocamada de
células epiteliais colunares reveste a cavidade amnidtica, e tais células apresentam
conexdes intercelulares especializadas em suas superficies laterais e basais, para ligacao
com a membrana basal, a proxima camada do dmnio? 0. As células epiteliais amniéticas
secretam colagenos tipos III e IV e glicoproteinas ndo colagenas que formam a membrana
basal. Essas subcamadas sdo alicercadas por uma camada compacta, formada por uma
trama de colageno, com densidades variadas!!, os quais sdo secretados por células
mesenquimais e fibroblastos!2. As fibras intersticiais (coldgenos tipos I e III) formam feixes
paralelos que mantém a integridade mecanica do amnio, ja os tipos V e VI formam
filamentos conectivos entre o coladgeno intersticial e a membrana basal epitelial®s.

A camada intermedidria entre o &mnio e o cério tem aspecto histolégico esponjoso,
pois é livre de figuras celulares e apresenta grande quantidade de glicoproteinas
hidratadas, além de conter uma malha ndo fibrilar de coldgeno tipo IV3. Esta camada
absorve estresse fisico, pois permite que o &mnio deslize sobre o cério, o qual é firmemente
aderido a decidua®. O cério é mais externo, liga-se ao amnio pela matriz extracelular
(MEC) - camada intermedidria, e apresenta sua primeira por¢do composta por células
reticulares e tecido conectivo coridnico, o qual é constituido por escassas fibras coldgenas
apoiadas em uma membrana basall’. Sua camada celular assemelha-se a uma tipica

membrana epitelial, com o citotrofoblasto polarizado em direcdo a decidua. A camada
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citotrofobléstica é multicelular, podendo assim, variar em espessura’, e o contato direto
entre as células parece ser mais evidente que no &mnio?°.

A camada decidual é associada externamente ao corioAmnio, deriva da decidua
parietal e localiza-se internamente a parede uterina. Embora apresente pouca funcao
mecanica, desempenha importante papel hormonal e imunolégico!t. Essa conformacao
final das membranas fetais, com o &mnio internamente fundido ao cério, que por sua vez,
se alicerca na decidua, ocorre ap6s trés fases distintas de desenvolvimento e dois processos
de fusao, os quais se acreditam acontecer por volta da 20% semana de gestacao®.

As fibras colagenas que compdem a MEC sofrem constante remodelacao ao longo
da gestacao para acomodar o volume e tensdo crescentes, uma vez que a manutencao da
integridade estrutural das membranas fetais é essencial para o sucesso gestacional.
Durante as ultimas oito semanas de gestagdo, este processo de remodelacdo resulta em
diminuicado do teor de coldgeno no &mnio?, alteragdo que favorece o fendmeno biol6gico
subsequente, a rotura das membranas no momento do parto. Em mais de 90% das
gestacdes, a rotura das membranas fetais segue o inicio do trabalho de parto’>, e o
aumento da separagdo espontdnea, associado a diminui¢do da adesdo das camadas
amnidtica e coriodecidual, contribuem para o enfraquecimento das mesmas durante o

processo de trabalho de parto?.

3. Mecanismos envolvidos no enfraquecimento das membranas corioamnibticas na

Rotura Prematura de Membranas

Propde-se que o enfraquecimento estrutural das membranas fetais ao final da

gestacdo decorra, inicialmente, de mudancas no tipo de colageno da MEC (revisado por
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McParland & Bell?), processo que se deve ndo somente a processos fisicos, como forca
mecédnica advinda das contragdes uterinas e separagdo das camadas celulares, mas
também de processos bioquimicos caracterizados pela transcricdo e ativacdo de proteinas
que promovem apoptose e remodelamento da matriz extracelular’-19. Ja foi sugerido na
literatura que exista uma zona de enfraquecimento nas membranas fetais (ZAM - zone of
altered morphology), a qual apresenta morfologia alterada, ou seja, caracteristicas
histolégicas proprias em relacdo ao restante das membranas, e é neste local que ocorre a
rotura? 21, Trabalhos recentes sustentam essa hipétese, uma vez que o remodelamento de
colageno na ZAM foi correlacionado com o enfraquecimento fisico das membranas fetais?”.
Além disso, Reti et al.22 demonstraram que a ZAM apresenta super regulacao de proteinas
pro-apoptoticas, e, concomitante, subexpressdo de proteinas anti-apoptdticas. Moore et
al.1® integraram estudos bioquimicos e histolégicos com conceitos de engenharia e
observaram que, na maioria dos casos estudados, a sequéncia da rotura das membranas
corioamnidticas se apresenta como a) distensdo das membranas intactas, b) separagao do
amnio da coriodecidua, c) rotura da corioadecidua, d) distensao nao eléstica do &mnio e e)
rotura subsequente do amnio. Tal sequéncia de eventos normalmente acontece
sincronizado ao trabalho de parto, no entanto, a ativagdo precoce da perda arquitetonica e
forca mecanica das membranas, ou seja, em momento anterior ao inicio do trabalho de
parto, caracterizam a rotura prematura de membranas (RPM)2. Alteracdes na cascata
bioquimica de controle de remodelacao tecidual e apoptose, acompanhados da agdo da
forca fisica uterina, tém sido considerados os principais mecanismos envolvidos no
enfraquecimento e rotura das membranas fetais”7. E conhecido que casos de RPM

apresentam reducdo na sintese de colageno e elevada atividade colagenolitica nas
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membranas quando comparadas a casos de rotura no momento do trabalho de parto,
salientando que a RPM estd associada a degradacdo da matriz extracelular?4.

O entendimento dos mecanismos envolvidos na RPM é de fundamental
importancia uma vez que tal processo pode ocorrer ao longo da gestacdo, em idades
gestacionais inferiores a 37 semanas, quando passa a ser denominada de rotura prematura
de membranas pré-termo (RPM-PT)2. Essa intercorréncia obstétrica, que acomete de 25 a
40% das gestacdes pré-termoS, representa a maior causa de trabalho de parto e parto pré-
termo e também de morbimortalidade perinatal? 25, especialmente por aumentar a
compressdao do corddo umbilical e o potencial para infeccdo perinatal?. Muitos fatores
clinicos e associacdes sao comumente atribuidos & RPM-PT e parto pré-termo, o que faz
aumentar as questdes sobre os potenciais mecanismos que conduzem a essas complicagdes

gestacionais.

3.1. Metaloproteinases e Apoptose

Os componentes moleculares da MEC sdo altamente resistentes a acdo das
proteases extracelulares e a degradacdo fisioloégica exige participagdo de um grupo
especifico de proteases, as metaloproteinases (MMPs), que sdao enzimas endégenas zinco
dependentes e possuem a capacidade de degradar componentes da MEC através da
hidrélise dos mesmos?” 28. Assim, as MMPs apresentam importante papel no processo de
remodelamento e acomodagao das membranas fetais com o avango da gestacao®.

Dentre as MMPs com possivel envolvimento em complicagdes gestacionais,
destacam-se as MMP-2 e MMP-9, (gelatinases A e B respectivamente), além das MMP-8 e
MMP-13 (colagenases 2 e 3, respectivamente), pois sdo enzimas capazes de degradar a

elastina, fibronectina e o coldgeno tipo IV, um dos principais componentes das
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membranas corioamnidticas’®. Muitos estudos tém demonstrado que a MMP-2 ¢é
constitutivamente expressa pelo dmnio332 e decidua®, independente da presenca do
trabalho de parto. Por outro lado, estudos recentes encontraram forte imunoexpressao da
forma ativa da MMP-2 no epitélio amniético3 e aumento da sua concentragao nesse tecido
durante o trabalho de parto3, e foi sugerido pelos autores que essa enzima possa ter papel
nos mecanismos envolvidos no desencadeamento do parto. A MMP-9 tem sua expressao e
atividade pronunciadas ao final da gravidez pelos tecidos gestacionais?! 30 31 36, com
pronunciado aumento durante o trabalho de parto®?, fazendo com que essa enzima possa
ser um marcador para a iniciagdo desse processo’’. Embora a MMP-13 tenha afinidade
pelos colagenos I, III e VI das membranas corioamniéticas®, sua expressao diminuiu no
tecido decidual com o avanco da idade gestacional33, e seu papel nos mecanismos do parto
ainda permanece obscuro. J4 a MMP-8, juntamente com a MMP-2, foi a enzima mais
abundante encontrada nos tecidos corioamniéticos® e sua presenca na secrecdo cervical® e
no tampao cervical de gestante de termo% sugerem sua participa¢do na dilatacdo cervical e
rotura das membranas durante o trabalho de parto.

Evidéncias da degradagdo de colageno por acdo das MMPs nas membranas
corioamniéticas estdo nas observacdes de que niveis dessas enzimas estdo aumentados no
liquido amniético de gestantes com RPM, tanto a termo como pré-termo, sugerindo o
papel-chave dessa enzima nos mecanismos de rotura per se 36 41-44,

A auséncia do equilibrio entre a produgdo de enzimas ativas e seus inibidores pode
resultar em doencas associadas com a remodelacdo descontrolada da MEC, inflamacao,
crescimento e migragdo celular. Os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) sao
inibidores endégenos dessas enzimas e, assim, controlam a quantidade e atividade de

MMP ativa®. Os TIMPs sao produzidos por células secretoras de metaloproteinases* e
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compreendem uma familia de quatro membros estruturalmente relacionados, TIMP-1, -2, -
3 e -4, que injbem MMPs, mas com afinidades que variam entre os diferentes pares
MMP/TIMP. Entre os quatro TIMPs, o TIMP-3 tem o mais amplo espectro de inibicao,
enquanto que TIMP-1 forma preferencialmente complexo com a MMP-9, e o TIMP-2 atua
sobre a MMP-2. O TIMP-4 pode formar complexo com a proMMP-2, porém nao atua sobre
a ativacao dessa metaloproteinase (revisado por Brew & Nagase#). O principal papel dos
TIMPs na remodelagdo tecidual é o equilibrio entre eles e as MMPs, com a formagao de
complexos na razao de 1:1, inibindo a atividade proteolitica das tltimas?8. Durante o parto
e/ou RPM, os niveis de TIMPs estdo diminuidos no LA% 4 47, amnio e cério®s, o que
favorece a atividade das MMPs e consequentemente permite a desagregacdo dos
componentes da MEC, facilitando a rotura das membranas fetais. Dessa forma, a RPM-PT
tem sido associada principalmente com o desbalango em favor da expressdo e ativacdo de
MMPs em relagdo a seus reguladores®.

Considerando as suas capacidades destrutivas, o nivel de transcricio das MMPs é
estreitamente regulado por fatores de crescimento, hormonios, interagdo celular ou
citocinas (revisado por Yan & Boyd%). As citocinas, pequenos peptideos catidonicos
atuantes no sistema imune, possuem potencial de modular a expressao de MMPs nas
membranas fetais (Tabela 1) (revisado por Vadillo-Ortega & Estrada-Gutierrez®?), e

trabalhos recentes consolidam tais observagdes 5.,
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Tabela 1. Resumo da modulacdo de metaloproteinases nas membranas fetais por
citocinas inflamatérias (Vadillo-Ortega & Estrada-Gutiérrez, 2005%).

Citocina Célula-alvo Acao resultante
IL-1P Células epiteliais amniéticas ~ Aumento na expressao e
atividade de MMP-9
Trofoblastos Secre¢cao de MMP-9
TNF-a Células corionicas Expressao de MMP-9
Trofoblastos Aumento de atividade de

MMP-9 e diminuic¢éo de
atividade de MMP-2

Células amnioticas Aumento da secrecdo e
atividade de MMP-9
IL-6 Trofoblastos Aumento da atividade de

MMP-9 e MMP-2

Menon & Fortunato®? hipotetizaram que a RPM-PT é uma alteracdo endégena, na
qual a resposta inflamatéria e seus mediadores ativam MMPs, conduzindo ao
enfraquecimento e predisposicao a rotura. Dessa forma, o aumento da expressao de MMPs
associado a RPM pode ainda estar ligado ao processo de apoptose, uma vez que a ativagao
de ambos 0s mecanismos pode ser desencadeado por citocinas!” % e prostaglandinas® 5.
Nesse sentido, a participacdo interligada dos mecanismos de ativacdo de MMPs e
apoptose nos casos de RPM e RPM-PT se evidencia, pois tais membranas apresentam
elevados niveis de genes e proteinas pré-apoptéticos, quando comparado com membranas
intactas® %. Assim, o efeito sinérgico de ativacdo de MMPs e mudangas apoptéticas que
conduzem a rotura das membranas tem sido proposto por diversos grupos de pesquisa>”-
60,

Dependendo do estimulo, a apoptose nas membranas fetais pode ser iniciada por

duas vias intrinsecas principais, a via TNF receptor/Fas e a via do gene p53%2 ou ainda em
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resposta a estimulos exégenos como as citocinas pré-inflamatdriasé’. Uma vez que os
niveis desses mediadores estio aumentados nos casos de RPM-PT¢2, torna-se evidente sua
interligagdo com o desencadeamento do processo de apoptose nas membranas fetais. E
sugerido que a interleucina (IL)-1p participe do processo de apoptose nas membranas
fetais50 6 através da inducdo da atividade de caspases, principais mediadores das vias
apoptoticas. Estudos in vitro consolidam essas observagdes®. A participagdo do Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a) no processo de apoptose também ja estd bem estabelecida, e
envolve diversas vias de ativacdo®. A acdo dessas duas citocinas no processo de
remodelamento do coldgeno e apoptose é alicercada nas observacdes de que elas
provocam aumento da atividade de MMPs e decréscimo na acdo de TIMPs em membranas
fetais®0 51 65, Devido a IL-18 estimular a apoptose via Fas ligante em células natural killer e
células T helper 1%, foi sugerido que o mesmo acontecesse nas membranas fetais, porém tal

mecanismo foi encontrado ser incompleto nesses tecidos®’.

4. RPM-PT, corioamnionite e invasdo microbiana da cavidade amni6tica

A etiologia da RPM-PT é multifatorial, j& que muitos fatores de risco podem estar
envolvidos e atuando conjuntamente até a instalagdo deste processo¢. Fatores como raga,
tabagismo, doencas sexualmente transmissiveis®®7!, deficiéncia materna de vitamina C72,
complicacdes obstétricas anteriores!> 70 73 e vaginose bacteriana’ ja foram associados a
ocorréncia de RPM-PT. No entanto, a infecgdo da cavidade amniética parece ser o evento
chave na sua patogénese5 75,

O possivel mecanismo de infeccdo da cavidade amniética, j& bem consolidado na

literatura, considera que a ascensdo de micro-organismos do trato genital inferior para a
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cavidade amniédtica pode incitar infeccdo e inflamagdo da placenta e das membranas
corioamniéticas?6. Outra hipdtese é que muitos micro-organismos comumente presentes
na microbiota vaginal também secretem proteases que podem desencadear resposta
inflamatdria na interface materno-fetal’””. De uma forma ou de outra, micro-organismos
tém sido associados ao desencadeamento de uma mudanca na cascata inflamatéria, que
pode levar ao enfraquecimento e degradacdo das membranas corioamnidticas
precocemente, especialmente através de processos como alteragdo na estrutura das jungdes
celulares”s, aumento dos indices apoptéticos, modulagdo de MMPs nas membranas fetais e
producao de prostaglandinas na interface materno-fetal?”. Estudos recentes indicam que o
parto espontineo a termo é caracterizado por um perfil inflamatério na decidua,
membranas corioamniodticas e na cérvice uterina’”®, porém, na vigéncia de infeccdo intra-
amnidtica durante a gestacdo, ocorrem subseqiientes recrutamento e ativacao de leucdcitos
para as membranas fetais®?, resultando em amplificacdo da resposta inflamatéria e
corioamnionite histolégica, considerada importante indicador de infeccdo da cavidade
amniotica®l.

O papel da inflamacao aguda com liberacdo de enzimas proteoliticas e citocinas
ativadoras certamente deve ser considerada no subgrupo de recém-nascidos prematuros
com RPM-PT e corioamnionite, uma vez que sepse, pneumonia, estresse respiratorio e
6bito neonatal estdo entre as complicagdes decorrentes de infec¢do e/ou inflamagdo intra-
amniética®2. A corioamnionite histolégica, definida pela infiltracdo das membranas fetais
por leucécitos polimorfonucleares, ocorre na maioria dos casos, na auséncia de sinais
clinicos e sintomas de infeccdo, e este diagnostico pode ser feito em mais de 20% das

gestacoes de termo e em mais de 50% dos partos pré-termo®3$5. Casos de RPM-PT
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apresentam maior incidéncia de corioamnionite em relagdo a auséncia dessa complicagao
obstétricast, ou em relacdo a gestagdes de termo?’.

Na presenca de infeccdo da cavidade amnidtica as células inflamatérias que
infiltram os tecidos maternos aumentam a producdo das citocinas®, e essa observacao foi
evidenciada no aumento da concentracdo de citocinas pré-inflamatérias no liquido
amniético quando comparado com auséncia de processo inflamatério®. A IL-8 é uma
citocina que induz quimiotaxia neutrofilica e niveis elevados de IL-8 sdo detectados no
liquido amniético e corddo umbilical durante infec¢des por micro-organismos presentes
nos tecidos materno-fetaiss %, assim como no muco cervical de pacientes com RPM-PT*L.

As analises do liquido amni6tico®2 e do corddo umbilical®® revelaram que, em casos
de RPM e parto prematuro, o aumento da concentracao de IL-6 foi maior que em casos de
parto prematuro e bolsa integra, demonstrando que a RPM est4 associada com aumento
de IL-6. Na presenca de corioamnionite, os niveis dessa citocina no cordao umbilical estdo
aumentados®, podendo ser considerado preditor de sepse neonatal em casos de RPM-
PT.

Nas mulheres com RPM-PT, na auséncia de infeccdo detectada, maiores niveis de
IL-18 foram detectados no LA em comparagdo a mulheres com parto pré-termo ou termo®’.
Segundo Pacora et al.%, gestantes com trabalho de parto pré-termo e invasao da cavidade
amnibtica apresentam niveis elevados de IL-18, mas tal relagdo nao foi encontrada nos
casos de RPM-PT*% %7. Assim, a participacao dessa citocina no processo de RPM-PT ainda é
inconclusiva.

Ainda como primeira linha de defesa durante a gestagdo, a IL-1B pode regular
outros mediadores inflamatérios com consequente promocao de infiltracdo de macréfagos

no tecido decidual®. Nesse sentido, Lockwood et al.® evidenciaram que, durante a
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corioamnionite, a infiltracdo neutrofilica nas células deciduais deriva, pelo menos em
parte, da inducao de IL-1B e TNF-a sobre a produgao de IL-8 nesse tecido. Salientando o
papel do TNF-a como participante da defesa do hospedeiro, a estimulacdo de membranas
fetais com LPS induz aumento de TNF-a nesse tecido!®, e tecidos gestacionais
complicados por corioamnionite apresentam aumento da expressdo da enzima conversora
de TNF-a%.

Nesse contexto, a participagdo dos mediadores inflamatérios nos mecanismos de
RPM-PT pode ser melhor compreendida pela elucidacdo da interagdo entre os mesmos.
Assim, os trabalhos in vitro que mimetizam a infec¢do intra-amnidtica revelam que os
tecidos gestacionais, especialmente o epitélio amnidtico e as células coridnicas e deciduais,
respondem ao estimulo bacteriano com o aumento da producao de citocinass 101103, e de
MMPs31, 43, 104, Esses dados salientam que a presenca de micro-organismos na cavidade
amnidtica pode alterar a producdo de uma variedade de mediadores importantes na
defesa materno-fetal e na integridade fisica e funcional dos tecidos gestacionais!®.
Holmlund et al.l% descreveram que células trofoblasticas de placenta de termo
estimuladas com zimozam ou lipopolissacéride (LPS) produzem IL-6 e IL-8, e isso foi
sugerido através da ligacdo de receptores Toll-like (TLR)-2 e TLR-4, respectivamente.

Fortunato et al.1” relataram producdo de RNA mensageiro (RNAm) de MMP-9 nas
membranas fetais em resposta a toxinas bacterianas. Nos casos de RPM, na presenca de
infeccdo na cavidade amnidtica, a concentracdo da forma ativa da MMP-9 encontra-se
aumentada em relacdo aos casos de trabalho de parto pré-termo (TPP) e bolsa integra,
sendo considerada marcador sensivel para infeccdo intra-amnidtical®®. Esses dados
sugerem o papel das MMPs nos mecanismos responsaveis pela rotura das membranas

corioamnidticas na presenca de infeccao3s.
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Outros componentes da resposta imune inata também participam como
mediadores durante a infeccdo da cavidade amnidtica. Células amnidticas e coridnicas,
obtidas de gestacdo de termo, foram descritas como tendo efeito inibitério sobre o
crescimento de muitas bactérias e isto foi sugerido, em parte, pela producdo de
antimicrobianos naturais (AN) endégenos por esse tecidol®.

Estudos recentes mostraram que varios AN sdo superestimulados por citocinas
inflamatodrias em tecidos gestacionais!10112, e, nesse sentido, outros trabalhos encontraram
relagdo positiva entre a presenca de defensinas neutrofilicas no liquido amniético e no
plasma materno de gestagao pré-termo, na presenca de infecgdo intra-amnidtica’? 114, Soto
et al.1’5 descreveram aumento de human beta defensin (HBD)-2 no liquido amniético na
presenca de infeccao e/ou inflamacao na cavidade amniética em pacientes em trabalho de
parto pré-termo e rotura prematura de membranas pré-termo, demonstrando que essa
defensina é constituinte do liquido amniético e participa da resposta antimicrobiana. Sob
estimulos inflamatérios, a HBD-3 foi a p-defensina mais abundante e mais expressa em
células de epitélio amnidticol’6. Nesse contexto, Szukiewicz et al.l’” descreveram que na
presenca de rotura prematura de membranas pré-termo e corioamnionite, as células
amnioéticas estimuladas com LPS apresentam significante aumento de expressao de HBD-3
em relacdo a gestacdo de termo. A fonte de HBDs no liquido amniético ainda é incerta,
porém sugere-se que as membranas corioamnidticas contribuam como fonte de ANs, uma
vez que a expressio de RNAm de HBDs ja foi relatada pelas células coridnicas e do
epitélio amniotico??6 118,

De acordo com o exposto, os estimulos bacterianos ou inflamatérios podem
desencadear liberacdo de citocinas nas membranas corioamnidticas, o que deflagra

alteragdo na cascata inflamatéria precocemente na interface materno-fetal, com
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consequente enfraquecimento e remodelagdo tecidual, culminando na RPM-PT. Assim, é

possivel determinar que as citocinas, assim como outros mediadores do sistema imune

inato, sejam considerados preditores bioquimicos do parto pré-termo e RPM-PT. Portanto,

os estudos de expressdo génica e protéica de mediadores envolvidos na resposta

inflamatdria nas membranas corioamnidticas podem contribuir para o entendimento do

conjunto de interagdes que ocorrem na cavidade amniética e que deflagram a RPM-PT.
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Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo e corioamnionite histolégica: Aspectos da

resposta imune inata e de repercussdes no periodo neonatal

Resumo

Introducao: A rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-PT) é uma importante
intercorréncia obstétrica e a infeccdo da cavidade amniética advinda do trato genital
inferior € um dos principais fatores associados a sua fisiopatologia. As membranas
corioamnidticas sdo barreiras mecanicas contra a ascensdo de micro-organismos e
possuem papel fundamental no sistema imune, pois sdo importantes fontes de mediadores
inflamatérios como as citocinas e também de antimicrobianos naturais, como as
defensinas. Em resposta a infeccdo, ocorrem recrutamento e ativagdo de leucdcitos para as
membranas fetais, o0 que caracteriza a corioamnionite histolégica, que ativa a cascata
inflamatéria na interface materno-fetal e contribui com o0s mecanismos de
enfraquecimento e rotura das membranas. Além acometer os tecidos gestacionais de
gestagdes complicadas por RPM-PT, a corioamnionite histolégica é um fator de risco para
resultados adversos maternos e morbidades neonatais. Objetivos: 1) Quantificar a
expressao de [} defensinas (HBD1, 3 e 4) por membranas corioamnidticas de gestagdes
complicadas por prematuridade associada a corioamnionite histolégica; 2) Quantificar a
expressio de RNA mensageiro (RNAm) e proteina de IL-18 em membranas
corioamni6ticas de mulheres com RPM-PT e correlacionar a expressdao com a presenga de
corioamnionite histolégica; 3) Avaliar os resultados neonatais adversos de gestagdes pré-
termo complicadas por corioamnionite histolégica. Material e Métodos: Foram incluidas
no estudo, gestantes com parto pré-termo e diagnéstico histolégico de corioamnionite.
Para o estudo da expressio de P defensinas, 40 fragmentos de membranas
corioamniéticas, com diagnostico histolégico de corioamnionite, provenientes de gestagdes
complicadas por rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-PT) ou trabalho de
parto prematuro com bolsa integra (TPP), que apresentaram parto prematuro como
desfecho gestacional, constituiram o grupo estudo. Como grupo controle, foram avaliadas
40 membranas corioamniéticas, com auséncia de corioamnionite e pareadas pela idade
gestacional ao grupo estudo. Para a avaliacdo da expressdo de IL-18 foram incluidas no

estudo 42 mulheres nos seguintes grupos: RPM-PT fora de trabalho de parto (n = 28) e
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gestantes de termo, com membranas integras, fora de trabalho de parto, que foram
submetidas a cesarea eletiva (n = 14), constituindo o grupo controle do estudo. Para a
avaliacdo dos resultados neonatais adversos de gestagdes complicadas por corioamnionite
histolégica foram avaliadas 284 gestantes, com idade gestacional inferior a 37 semanas, no
momento do parto. Fragmentos das membranas corioamniéticas incluidos em cada estudo
foram encaminhados a analise histopatolégica. A expressdo de RNA mensageiro (RNAm)
de B defensinas e de IL-18 pelas membranas corioamniéticas foi avaliada pela técnica de
PCR em tempo real. A expressdo proteica e imunolocalizagdo de IL-18 foram analisadas
pelas técnicas de western blot e imunoistoquimica, respectivamente. Os dados soécio-
demograficos e gestacionais das pacientes com parto pré-termo, bem como as
repercussdes, no periodo neonatal, foram coletadas a partir da analise dos prontuarios
médicos das gestantes e dos respectivos recém-nascidos incluidos no estudo. Resultados:
A expressao de RNAm de P defensinas e IL-18 pelas membranas corioamniéticas ndo foi
estatisticamente diferente entre os grupos de estudo considerados em cada avaliacdo, bem
como em relacdo a presenca de corioamnionite histologica. ProlL-18 foi expressa
constitutivamente em todas as amostras de membranas corioamniéticas avaliadas. A
imunolocalizagao de IL-18 mostrou presenca da proteina no epitélio amniético, células
corionicas e deciduais. O estudo retrospectivo demonstrou que a corioamnionite
histolégica esteve relacionada com menor peso do recém-nascido, menor Apgar de 5
minutos, necessidade de ventilacdo mecanica e pneumonia. Conclusdes: As membranas
corioamniéticas sao fontes de RNAm de [} defensinas e IL-18, e de prolL-18, e as
expressdes desses mediadores nao esta relacionada a presenca de corioamnionite
histolégica nos casos de RPM-PT. Os dados do presente estudo ainda nos permitem
concluir que a corioamnionite histolégica estd associada a repercussdes neonatais

adversas.
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Preterm premature rupture of membranes and histological chorioamnionitis: Aspects of

the innate immune response and of outcomes in the neonatal period

Abstract

Introduction: The preterm premature rupture of membranes (PPROM) is an important
obstetric issue, and infection in the amniotic cavity from the lower genital tract is one of
the main factors associated with its physiology. Chorioamniotic membranes are
mechanical barriers against the microorganism’s ascension, and they play a fundamental
role in the immune system, since they are important sources of inflammatory mediators,
such as cytokines, and of natural antimicrobials, like as defensins. In response to infection,
leukocytes are recruited and activated in fetal membranes, which characterizes histological
chorioamnionitis. This condition activates the inflammatory cascade on the maternal-fetal
interface and contributes to weakening mechanisms and membrane rupture. In addition to
affecting the gestational tissues of pregnancies complicated by PPROM, histological
chorioamnionitis is a risk factor for adverse maternal outcomes and neonatal morbidities.
Objectives: 1) To quantify the expression of [} defensins (HBD1, 3 and 4) by
chorioamniotic membranes of pregnancies complicated by prematurity associated with
histological chorioamnionitis; 2) To quantify the expression of IL-18 mRNA and protein in
the chorioamniotic membranes of pregnant women with PPROM and correlate expression
with histological chorioamnionitis; 3) To evaluate adverse neonatal outcomes in preterm
pregnancies complicated by histological chorioamnionitis. Materials and Methods:
Pregnant women with preterm delivery and histological diagnosis of chorioamnionitis
were included in the study. In order to study the expression of  defensins, 40 fragments
of chorioamniotic membranes with histological diagnosis of chorioamnionitis from
pregnancies complicated by PPROM or preterm labor with intact membranes (PTL), and
with preterm labor as a gestational outcome, comprised the study group. As a control
group, 40 chorioamniotic membranes without chorioamnionitis and paired by gestational
age to the study group were evaluated. The IL-18 expression study included 42 pregnant
women not in labor in the following groups: PPROM (n=28) and controls with intact
membranes who underwent selective cesarean section at term (n=14). In order to evaluate

adverse neonatal outcomes of pregnancies complicated by histological chorioamnionitis,
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284 pregnant women at gestational age lower than 37 weeks were evaluated at the
moment of delivery. Fragments of the chorioamniotic membranes included in each study
were sent for histopathological analysis. Expression of messenger RNA (mRNA) of
defensins and of IL-18 in chorioamniotic membranes was determined by real time
polymerase chain reaction, and IL-18 protein expression was measured by western blot.
Histopathological analyses and immunolocalization of IL-18 by immunohistochemistry
were also performed. The socio-demographic and gestational data of patients with
preterm delivery as well as the outcomes in the neonatal period were collected from the
analysis of the pregnant women’s medical records and from those of their respective
newborns included in the study. Results: The expression of 3 defensin and IL- 18 mRNA
in chorioamniotic membranes was not statistically different between the study groups
considered in each evaluation or in relation to the presence of histological
chorioamnionitis. ProlL-18 was constitutively expressed in all chorioamniotic membrane
samples evaluated. IL-18 immunolocalization showed the presence of protein in the
amniotic epithelium, chorionic and decidual cells. The retrospective study showed that
histological chorioamnionitis is associated with neonatal outcomes such as newborns” low
weight, lower 5-minute Apgar, use of mechanical ventilation and pneumonia.
Conclusions: Chorioamniotic membranes are sources of  defensin and IL-18 mRNA, and
of prolL-18, and the expression of these mediators is unrelated to the histological
chorioamnionitis in PPROM cases. The data in the present study also allow us to conclude

that histological chorioamnionitis is associated with adverse neonatal outcomes.
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Condensation:
Chorioamniotic membranes from women not in labor are sources of IL-18 mRNA and
prolL-18 protein and their expression is not altered by PPROM or histological

chorioamnionitis.
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Abstract

Introduction: Preterm premature rupture of membranes (PPROM), one of the major
causes of prematurity, can result from various mechanisms, including bacterial
invasion of the amniotic cavity, histological chorioamnionitis and cytokine-mediated
apoptosis. Interleukin (IL)-18 upregulates apoptosis in some tissues and participates in
host defense against infections. Objective: To quantify the expression of IL-18 mRNA
and protein in the chorioamniotic membranes of pregnant women with PPROM and
correlate expression with histological chorioamnionitis. Methods: The study included
42 pregnant women not in labor in the following groups: PPROM (n=28) and controls
with intact membranes who underwent selective cesarean section at term (n=14).
Expression of IL-18 mRNA in chorioamniotic membranes was determined by real time
polymerase chain reaction, and IL-18 protein expression was measured by western
blot. Histopathological analyses and immunolocalization of IL-18 by
immunohistochemistry were also performed. Analysis utilized the Mann-Whitney test
or Fisher’s exact test and the group effect was considered significant if the adjusted p-
values were <0.05 and the magnitude of change was higher than 2-fold for mRNA
expression. Results: IL-18 mRNA was present in 100% of samples and no difference in
expression was observed between term vs. PPROM membranes (fold-change 0.12;
p=0.88). In the PPROM group, no difference was observed in IL-18 mRNA regarding
gestational age (fold-change 0.11; p=0.42) or the presence of histological
chorioamnionitis (fold-change 0.26; p=0.15). ProlL-18 was present in all samples. IL-18
was immunolocalized to amnion, chorion and decidua cells, with intense
immunohistochemical staining at the choriodecidual junction. Conclusion:
Chorioamniotic membranes are sources of IL-18 mRNA and expression unrelated to

PPROM or to histological chorioamnionitis.

Keywords: Preterm premature rupture of membranes, interleukin-18, prolL-18,

histological chorioamnionitis.
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Introduction

Rupture of membranes (ROM) is a physiologic process occurring during labor.
When it occurs spontaneously before 37 weeks of gestation in the absence of labor, it is
referred to as preterm premature rupture of membranes (PPROM) [1], and is one of the
major causes of prematurity [2]. Premature rupture can result from various
mechanisms, including bacterial invasion of the ammniotic cavity and histological
chorioamnionitis [3], physiological membrane weakening, decreased repair potential
and in utero stretch forces with altered physical properties, which induce transcription
and activation of proteins that promote apoptosis and remodeling of the
chorioamniotic membranes [4]. Recent studies have demonstrated that fetal
membranes from women with PPROM had a higher apoptotic index [5], and that there
is an increase in apoptosis in the presence of histological chorioamnionitis as compared
with its absence in PPROM [6] and term [7] membranes.

The two major pathways that trigger apoptosis in fetal membranes during
PPROM are a p53-mediated pathway and the Fas-FasL/TNF-TNFR p55 (TNFR1)
mediated pathway [8-10]. These activators can incite inflammatory changes, with fetal
membrane degradation and weakening [11]. Moreover, apoptosis may also lead to
matrix degrading enzyme activation, promoting membrane degradation and rupture
[8]. Both mechanisms lead to the activation of nuclear factor (NF)-kB, a transcription
factor that is involved in the synthesis and regulation of proinflammatory cytokines
and prostaglandins [12-14].

IL-18 is a novel multifunctional cytokine which paradoxically participates in the
regulation of both Thl and Th2 responses and augments both innate and acquired
immunity [15, 16]. In driving the Th1 response, IL-18 appears to act in association with
IL-12 in inducing IFN-y [17, 18]. Moreover, IL-18 has the ability to induce the synthesis

of TNF-a, IL-1p, IL-8, and other cytokines as well as to activate effector cells and
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molecules, like NF-xB, [19]. IL-18 shares structural similarities with IL-1p and is
produced as a 24-kD inactive precursor lacking a signal peptide (proIL-18) [20, 21].
This form of IL-18 requires cleavage to an active cytokine by the IL-1p-converting
enzyme (caspase-1), an intracellular cysteine protease [22, 23].

IL-18 is expressed by human gestational tissues [24, 25], but studies of IL-18 in
relation to its role in pregnancy have been inconclusive. Some investigations showed
an increase in serum and amniotic fluid (AF) IL-18 levels throughout pregnancy and
during labor [26, 27]. Ekelund et al. [28] found that serum from women delivering
before 34 weeks of gestation had significantly lower levels of IL-18 compared with
women delivering after 34 weeks. Conversely, Daskalais et al. [29] demonstrated
recently that AF from preterm deliveries had significantly higher concentrations of IL-
18 compared to term pregnancies. In non-infected women with PPROM, higher AF
levels of IL-18 have been detected compared to women with preterm labor with intact
membranes or with term delivery [25].

Considering that proinflammatory cytokine-induced collagen remodeling and
apoptosis correlate directly with fetal membrane physical weakness [11], and that IL-18
has proinflammatory properties, the objective of the present study was to investigate
the expression of IL-18 mRNA and protein in chorioamniotic membranes in relation to

PPROM and chorioamnionitis.

Materials and methods

This was a cross-sectional study to evaluate the expression of IL-18 in
chorioamniotic membranes from pregnant women with PPROM. All studied patients
were admitted to the Obstetrics Unit of the Hospital of Botucatu Medical School,
located in central Sdo Paulo State, Brazil, in 2008. From a total of 1560 deliveries, 96

(6.2%) had PPROM. Incomplete labor and delivery information, difficulties in sample
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collection and exclusion criteria resulted in the inclusion of 28 women with PPROM
without labor and 14 control pregnant women at > 37 weeks of gestation. These
women were scheduled for an elective caesarean section for the following indications:
previous caesarean sections or breech presentation. None of the women at term were in
labor or presented with rupture of membranes prior to surgery. Women with multiple
pregnancies, preeclampsia, diabetes, fetal anomalies and placenta previa were
excluded. Gestational age was calculated from the first day of the last menstruation
and/or from the first trimester ultrasound.

PROM was diagnosed by sterile speculum examination confirming pooling of
amniotic fluid in the vagina, positive nitrazine paper test, positive fern test and fetal
cells in cervicovaginal secretion, and was defined according to the Brazilian Ministry of
Health guidelines, available at: (http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/
Manual %20Puerperio %202006.pdf). The Institution Human Research Ethics Committee
approved the study and written informed consent was obtained from all participants.

Chorioamniotic membrane samples were immediately obtained after placental
delivery and stored in RNA later® solution at -80°C until RNA extraction and IL-18
expression analysis. Additional samples were fixed in 10% formalin, embedded in
paraffin, sectioned and stained with hematoxylin and eosin for histological evaluation
and IL-18 and caspase-1 immunolocalization by immunohistochemistry. Other
chorioamniotic samples were snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
protein expression analysis.

Total RNA was extracted from tissue samples stored in RNA Iater using a
commercial RNA isolation kit (Illustra RN Aspin Mini Isolation Kit (GE Healthcare). A
total of 1.0 pg of RNA from each sample were reverse transcribed using High-Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) following the

manufacturer’s instructions. The qPCR reactions were assembled based on the TagMan
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Universal PCR Master Mix protocol (Applied Biosystems), using GAPDH for
quantification of the housekeeping gene and the TagMan gene expression assay (Hs
00155517_m1) for IL-18 mRNA. Data were collected by the ABI Prism 7300 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). The results are expressed as the ratio of IL-18
to GAPDH expression and the threshold cycle number (CT) was used to determine
relative IL-18 mRNA expression, using the ddCT method [30]. A mix from some
studied samples was used as a calibrator on all plates to account for eventual plate
effects. Relative mRNA expression for IL-18 is given as relative folds, increased or
decreased, between the studied groups.

For immunohistochemical analysis, eight micron-thick sections from formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue blocks were mounted on slides, dried at 37°C for 24
hours and subjected to deparaffinization and to antigen-retrieval by boiling in
Trilogy™ solution (Cell Marque, Hot Springs, AR) for 30 minutes. Sections were then
immediately transferred to fresh hot Trilogy™ solution in a second staining dish for
five minutes and washed in PSB buffer (Biocare Medical, Concord, CA, USA). Before
the primary antibodies for IL-18 [mouse monoclonal anti-human IL-18 (1:12000) (MBL,
Naka-ku, Nagoya, Japan)] or caspase-1 [mouse monoclonal anti-human caspase-1
(1:1200) (ab54932, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA)] were applied, endogenous
peroxidase activity was quenched with Peroxidazed 1 (Biocare Medical) for 10 minutes
at room temperature, and sections were washed again in PBS buffer. The primary
antibodies were applied for 3 hours at room temperature. Staining was performed
using the MACH 4 universal detection system (Biocare Medical) according to
manufacturer's instructions and was visualized with DAB (3,3'-diaminobenzidine
tetrahydrochloride) (Biocare Medical). Sections were counterstained with Harris
hematoxylin. Negative controls were performed for each specimen, in which sections

were incubated without the primary monoclonal antibodies. Sections from normal
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human prostate and pancreatic tissue were obtained from the Department of Pathology
Archives at the Botucatu Medical School and applied as positive and negative controls
for caspase-1 expression [31, 32], respectively.

Snap frozen chorioamniotic membranes samples were lysed in a lysis buffer
[PBS, 1% (v/v) Nonidet P-40, 0.5% (w/v) sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl
sulfate (SDS) and protease inhibitor (10pL/mL, Amersham®)]. The insoluble material
was then removed by centrifugation at 1500g for 20 min at 4°C. The concentration of
protein in each cell lysate was determined using a BCA protein assay kit (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) with bovine serum albumin (BSA) as the standard. An identical
amount of protein (30 ug) from each sample was loaded onto a 10% SDS-PAGE gel and
electrophoresed at 200 V. The resolved proteins were transferred to an Hybond-P
membrane (Amersham Biosciences, GE Healthcare Ltd, Chalfont St.Giles, Bucks., UK)
using a wet transfer apparatus (Bio-Rad Laboratories®). The membranes were blocked
in Tris-Buffered Saline (TBS) containing 0.1% Tween 20 (TBS-T) and 5% skim milk for
1h at room temperature. Blots were incubated with anti-IL-18 [mouse monoclonal anti-
human IL-18 (1/1000 dilution) (MBL, Naka-ku, Nagoya, Japan)] and anti-B-actin
specific primary antibody [(1:6000) [mouse monoclonal anti-human beta-Actin (1/6000
dilution) (ab6276, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) at 4°C and shaking overnight.
Blots were washed three times with TBS-T and then incubated with peroxidase-
conjugated goat anti-mouse IgG secondary antibody [(1/5000 dilution) (SAB
Signalway Antibody) for 1h at room temperature. All blots were developed using
chemiluminescence reagents ECL Plus Western Blotting Detection System
(Amersham™) according to the manufacturer’s instructions. The signals were captured
by the Alpha Innotech FluorChem® FC2 Imager.

Statistical analyses were performed with SigmaStat Software version 3.1. After

checking for normality of the data, maternal age, gestational age at delivery and IL-18
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mRNA concentrations were compared between the studied groups using the Mann
Whitney test. Ethnicity, smoking habits, parity, previous pregnancy complications and
histological chorioamnionitis were compared employing the Fisher’s exact test. A p

value <0.05 was considered to be statistically significant.

Results

Demographic and clinical characteristics of the study population are shown in
Table 1. Maternal age was lower in the PPROM group compared to term women.
Parity and the presence of histological chorioamnionitis were statistically different
between the studied groups, while ethnicity, smoking habits and previous pregnancy
complications were similar.

IL-18 mRNA was present in 100% of the samples, demonstrating constitutive
gene expression in chorioamniotic membranes. No statistical difference in the relative
fold expression of IL-18 was observed in the PPROM group vs. the term group (Figure
1A). A similar finding was observed regarding gestational age in the PPROM group,
stratified into 2 subgroups: less than 34 weeks gestation and between 34 and 36 weeks
gestation (Figure 1B), or regarding the presence or absence of histological
chorioamnionitis (Figure 1C).

Samples subjected to immunohistochemistry showed the presence of IL-18
localized to amnion, chorion and decidua cells (Figure 2). The staining was most
intense at the area of the choriodecidual junction.

In order to quantify IL-18 levels in chorioamniotic membranes, western blot
was performed. Only the 24 kDa immunoreactive band, corresponding to the
immature form of IL-18 (prolL-18), was detected. The 18 kDa mature bioactive form
was not observed (Figure 3), perhaps due to the fact that predominantly intracellular

material was being analyzed. However, due to the absence of mature IL-18, the
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samples were also evaluated for the presence of the enzyme caspase-1, that creates
mature IL-18 from its precursor. Discreet immunoperoxidase staining of caspase-1 was

observed in amniotic, chorionic, and decidual cells (Figure 4).

Comment

The present study demonstrates that chorioamniotic membranes from women
not in labor are constitutive producers of IL-18 mRNA, and that the extent of this
expression is unrelated to the presence or absence of PPROM and/or histological
chorioamnionitis. Furthermore, the precursor prolL-18 protein was detected within the
chorioamniotic membranes along with caspase-1. Presumably mature IL-18 was
identified at the choriodecidual junction. We cannot exclude the possibility that small
amounts of bioactive IL-18, below the detection limit of Western blot analysis, may
have been present within the chorioamnotic membrane preparations. The antibody
used in our study to measure IL-18 recognized both mature and unprocessed forms. A
prior publication by Gotsch et al. [33] concluded that caspase-1 levels in amniotic fluid
were absent at mid-trimester and were highest in samples obtained from women in
labor at term. Thus, production of bioactive IL-18 may only occur to a limited extent
prior to parturition. Serum IL-18 concentrations were shown to be reduced in women
in preterm labor relative to women in term labor [28]. Similarly, reduced amniotic fluid
IL-18 levels were identified in women who delivered preterm [34]. Although caspase-1
cleavage of prolL-18 is not exclusive and other proteases, such as proteinase 3 [35] and
granzyme B [36], have been recently reported to also generate biological activity from
precursor IL-18, little is known regarding the expression and regulation of these
proteins in gestational tissues.

It appears from our findings that IL-18 is not specifically involved in the

induction of premature rupture of the chorioamniotic membranes or is a factor in
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chorioamnionitis-related membrane disruption but, rather, that IL-18 becomes
activated and functional during term labor and participates in the parturition process.
Previous studies demonstrated no relationship between the amniotic fluid
concentration of IL-18 and PPROM [26,27]. In addition, Amash et al. [24] showed the
levels of IL-18 in the ammnion, chorion and placenta from uncomplicated term
pregnancies were unchanged in the presence of LPS. A possible function for IL-18 prior
to parturition can be implied from experiments in mice. Deletion of the gene coding
for IL-18 was shown to result in ammarkedly elevated rate of fetal loss compared to
intact control animals [37].

Further investigations are necessary to clarify the molecular mechanisms
involved in IL-18 activation at the maternal-fetal interface, to evaluate protease and
inflammasome activity in chorioamniotic membranes from women not in labor and to

define the biological role(s) of IL-18 following term labor initiation.
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Table 1. Demographic and obstetrics characteristics of study subjects.

Term PPROM P
(n=14) (n=28)
Maternal age (years)* 30 (27-37) 23.5 (19-29.5) 0.007
Ethnicity**
White 11 (78.6) 26 (92.8) 0.31
Non-white 3 (21.4) 2(7.2)
Smoking habits**
yes 2 (14.3) 2(7.2) 0.59
no 12 (85.7) 26 (92.8)
Gestational age at 38w4d 34w3d <0.0001

delivery (weeks, days)* (38w-38w6d) (33w-35w4d)

Parity**
1 1(7.1) 17 (60.7) <0.001
>1 13 (92.9) 11 (39.3)
Histological
chorioamnionitis
yes - 12 (42.8) 0.003
no 14 (100.0) 16 (57.2)
Prior adverse
gestational
outcomes**
yes 7/13 (53.8) 5/11 (45.5) 1.000
no 6/13 (46.2) 6/11 (54.5)

* Median (interquartile range); Mann Whitney test.
**n(%); Fisher’s exact test
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Figure 1. Box plot representing IL-18 mRNA expression in chorioamniotic membranes, analyzed by
real time PCR. GAPDH mRNA expression was used for the normalization of the data A.
Comparison between term pregnancies vs. PPROM group (fold-change 0.12; p=0.88). B. IL-18
mRNA in relation to gestational age (<34 weeks of gestation and > 34 weeks of gestation) in
the PPROM group (fold-change 0.11; p=0.42). C. IL-18 mRNA in relation to histological
chorioamnionitis in the PPROM group (fold-change 0.26; p=0.15). Mann-Whitney test.

Figure 2. Immunohistochemical detection of IL-18 in chorioamniotic membranes. Negative control,
sections were incubated without polyclonal antihuman interleukin-18 (A). Sections incubated
with polyclonal anti-human IL-18 in the presence (B) or absence (C) of histological
chorioamnionitis (original magnification of all images, x400).
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Figure 3. Western blot analysis of IL-18 in chorioamniotic membranes using monoclonal anti-human
IL-18. Lane 1: recombinant IL-18 protein (positive control, 10 ng, 18 kDa). Lanes 2-8:
chorioamniotic membranes samples, showing the characteristics bands of prolL-18 (24kDa).
Lane 9: prestained protein marker (20 and 15 kDa).

Figure 4. Immunohistochemical detection of caspase-1 in chorioamniotic membranes. Negative
controls from prostate tissue and chorioamniotic membranes, sections were incubated
without the polyclonal antibody antihuman caspase-1 (A and B, respectively). Sections from
prostate and pancreatic tissues incubated with polyclonal antibody anti-human IL-18 (C and
D, respectively). Chorioamniotic membranes incubated with polyclonal antihuman caspase-1
(E and F) (original magnification of all images, x400).






RPM-PT e corioamnionite histoldgica: Aspectos da resposta imune inata e de repercussdes no periodo neonatal 49

Artigo Cientifico III

Repercussdes no periodo neonatal de gestacdes complicadas por

corioamnionite histolégica

Jossimara Polettini!, Larissa Doddi Marcolino?!, Bruna Ribeiro de Andrade Ramos!, Natalia
Prearo Moco!, Laura Fernandes Martins!, Leonardo Parizzi Lealdini3, Graziella Galvao

Gongalves!, Mércia Guimaraes da Silval*

1. Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP - Univ Estadual Paulista. Departamento de
Patologia, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

2 Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP - Univ Estadual Paulista. Departamento de
Ginecologia e Obstetricia, Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

3. Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP - Univ Estadual Paulista. Departamento de

Pediatria, Botucatu, Sao Paulo, Brasil.



RPM-PT e corioamnionite histoldgica: Aspectos da resposta imune inata e de repercussdes no periodo neonatal 50

Resumo

Introdugao: Corioamnionite histolégica é definida pela infiltracdo das membranas fetais
por leucdcitos polimorfonucleares, sendo que a maioria dos casos ocorre na auséncia de
sinais clinicos e sintomas de infec¢do. Essa condi¢do histopatologica ocorre em cerca de
20% das gestacdes de termo e em mais de 50% das gestagdes pré-termo. As repercussoes
no periodo neonatal, decorrentes de gestagdes complicadas por corioamnionite, vém sendo
avaliadas, porém os resultados ainda sdo inconsistentes. Objetivo: Avaliar repercussdes
neonatais de gestagdes pré-termo complicadas por corioamnionite histolégica. Material e
Métodos: Trata-se de estudo retrospectivo, no qual foram avaliadas 284 gestantes que
apresentaram parto pré-termo, atendidas no Servico de Obstetricia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, no periodo de 2003 a 2010. Os
dados soécio-demogréficos das gestantes incluidas no estudo, dos desfechos gestacionais e
das repercussdes neonatais foram coletados a partir da analise dos prontuarios médicos
das gestantes e dos respectivos recém-nascidos. As varidveis sécio-demograficas avaliadas
foram idade materna, etnia e hdbito tabagista. As varidveis obstétricas foram idade
gestacional no parto, tipo de parto, paridade, intercorréncias gestacionais anteriores,
corioamnionite clinica além de comorbidades maternas associadas. Resultados: A
prevaléncia de corioamnionite histolégica foi de 33,8% (96/284) nas gestagdes pré-termo
avaliadas e correlacionou-se com a idade materna, tipo de parto, idade gestacional e
ocorréncia de Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo. Em relagdo as repercussdes no
periodo neonatal, a corioamnionite histologica esteve relacionada com menor peso do
recém-nascido, menor Apgar de 5 minutos, necessidade de ventilagdo mecéanica e
pneumonia. Conclusdo: Em estudo retrospectivo de gestacdes pré-termo foi possivel
determinar associacdo entre corioamnionite histolégica e repercussdes no periodo

neonatal.
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Introducao

A invasdo microbiana da cavidade amnidtica estd frequentemente presente em
gestacoes complicadas por Trabalho de Parto Pré-Termo (TPP) na presenca ou nao de

Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo (RPM-PT) e é um fator de risco para

resultados adversos maternos e morbidades relacionadas a infeccao neonatal!-3.

Alguns estudos tém demonstrado que a infec¢do da cavidade amniética pode estar
envolvida com resultados adversos neonatais*’, incluindo paralisia cerebral, sepse
neonatal, sindrome do desconforto respiratério, enterocolite necrotizante, pneumonia

entre outros8-12,

O termo corioamnionite clinica é empregado para referir as manifestacdes
maternas e fetais que refletem a infeccio da cavidade amniética. E diagnosticada na
presenca de temperatura materna acima de 38°C e pelo menos dois dos seguintes achados:
leucocitose materna (acima de 15 mil células/ cm?), taquicardia materna (acima de 100
bpm), taquicardia fetal (acima de 160 bpm) e fisiometria 3. Esses sinais clinicos aparecem
somente quando a resposta inflamatéria estd bem estabelecida na interface materno-fetal e
o diagnostico pode ser feito de 1% a 2% dos partos a termo e de 5% a 10% dos partos pré-

termol4.

No entanto, sabe-se que, em resposta a infeccdo da cavidade amnibtica, por
ascensao de micro-organismos do trato genital inferior, ocorre recrutamento e ativagao de
leucdcitos para as membranas fetais'5, deflagrando resposta inflamatéria materna e fetal,
que caracteriza a corioamnionite histolégica. A maioria dos casos de corioamnionite

histoloégica ocorre na auséncia de sinais clinicos e de sintomas de infeccdo e este
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diagnoéstico pode ser feito em mais de 20% das gestacdes de termo e em mais de 50% dos

partos pré-termol6-18,

A corioamnionite tem sido relatada como um fator desencadeante da cascata
inflamatéria que deflagra o trabalho de parto pré-termo, uma vez que, na presenca de
infeccao na cavidade amnidtica, as proprias bactérias ou seus produtos estimulam os
tecidos gestacionais a produzirem mediadores pré-inflamatérios'® 20, tornando o
microambiente materno-fetal susceptivel ao desencadeamento do parto pré-termo 2!, na

presenca ou nao de RPM-PT.

Devido a alta incidéncia de corioamnionite histolégica em gestagdes pré-termo,
trabalhos recentes na literatura tém sido conduzidos de modo a investigar sua associagao
com resultados adversos neonatais, associagdo ja bem estabelecida para a corioamnionite
clinica10 2. O aumento de repercussodes clinicas e 6bito perinatais ja foram associados ao
aumento de resposta inflamatodria na interface materno-fetal?>25, e a maior prevaléncia de
sepse neonatal em recém-nascidos pré-termo tem sido atribuida, pelo menos em parte, a
presenca de corioamnionite histolégica?¢ 27. Por outro lado, Prendergast et al.?8, analisando
gestacOes pré-termo, ndo encontraram associacdo entre piora da funcdo pulmonar ou
severidade de displasia broncopulmonar na presenca de corioamnionite histolégica. Da
mesma forma, Amim et al.2? descreveram que a corioamnionite histologica ndo esta

associada a prejuizos neurolégicos em recém-nascidos pré-termo.

Considerando os potenciais riscos da relagdo entre corioamnionite histolégica e
resultados neonatais adversos, o objetivo do presente estudo foi avaliar repercussoes

neonatais de gestagdes pré-termo complicadas por corioamnionite histoldgica.
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Material e Métodos

Trata-se de estudo retrospectivo, no qual foram avaliadas gestantes que
apresentaram parto pré-termo, atendidas no Servico de Obstetricia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, no periodo de 2003 a 2010, em que
o exame histopatolégico da placenta e anexos foi realizado para diagnéstico de
corioamnionite histologica. Os critérios de exclusdo do estudo foram presenca de diabetes
materna, hipertensao arterial crénica, malformagdes congénitas, 6bito fetal, gemelaridade

e natimortos.

Considerando os critérios de exclusdao adotados, 337 gestantes foram elegiveis ao
estudo. Desse total, 53 prontudrios médicos maternos e/ou neonatais ndo estiveram
disponiveis para andlise, portanto, foram avaliadas 284 pacientes. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu,

UNESP.

Os dados socio-demogréficos das pacientes incluidas no estudo, dos desfechos
gestacionais e das repercussdes neonatais foram coletados a partir da andlise dos
prontuarios médicos das gestantes e dos respectivos recém-nascidos. As varidveis sécio-
demograficas avaliadas foram idade materna, etnia e habito tabagista e as obstétricas
foram idade gestacional no parto, tipo de parto, paridade, ocorréncia de aborto, TPP ou
RPM em gestacOes anteriores, corioamnionite clinica e infeccao genital materna além de

comorbidades maternas associadas.

Dentre as comorbidades maternas, foram consideradas a presenca de pré-

eclampsia, diabetes gestacional, incompeténcia istmo-cervical, disfungdes tireoidianas ou
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hipertensao arterial gestacional. Todas as gestantes foram acompanhadas segundo
protocolo padronizado no Servico de Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu,

UNESP.

Foram consideradas as seguintes varidveis pés-natal: corioamnionite comprovada
histologicamente, peso ao nascer, Apgar e complicacdes neonatais. As repercussoes
neonatais incluiram hemorragia peri-intraventricular (graus III e IV), sindrome do
desconforto respiratdrio, intubacao com suporte ventilatério, displasia broncopulmonar,
hemocultura positiva, convulsdo, enterocolite necrotizante, perfuracdo intestinal,
retinopatia da prematuridade, meningite, pneumonia, hipertensao pulmonar persistente,
persisténcia do canal arterial, hiperbilirrubinemia, taquipnéia transitéria do recém-nascido
ou disttrbios metabdlicos (hipoglicemia ou hiper ou hiponatremia).

As placentas e as membranas corioamniéticas foram  analisadas
histopatologicamente no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP. Logo ap6s a dequitacdo, as placentas e seus anexos foram
acondicionados em recipiente apropriado, contendo formalina a 10%, por 24 horas para
fixacdo. Fragmentos da placenta, membranas corioamnidticas e corddo umbilical foram
desidratados em alcool, diafanizados em xilol e a seguir incluidos em blocos de parafina.
Os blocos obtidos foram seccionados em micrétomo comum, obtendo-se cortes de 6 um de
espessura que foram montados em laminas de vidro. As laminas foram coradas pelo
método classico de Hematoxilina-Eosina (HE) para a andlise histopatolégica das
membranas. O critério histopatolégico empregado para o diagnéstico de corioamnionite

foi o descrito por Yoon et al.30.
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Os dados so6cio-demograficos, os desfechos gestacionais e as repercussoes
neonatais foram comparados entre os grupos com e sem corioamnionite histologica,
empregando-se os testes de X2, exato de Fisher, Mann-Whitney ou Teste t, de acordo com o
comportamento das varidveis estudadas. Posteriormente, ajustou-se o modelo de
regressdo logistica considerando cada uma das repercussdes neonatais como varidveis
independentes e a presenca de corioamnionite histol6gica e comorbidades maternas como
variaveis explanatérias. As analises foram realizadas no Software SAS for Windows versao

9.2, e para todos os testes utilizados foi adotado o nivel de significancia de 5%.

Resultados

No periodo do estudo, a prevaléncia de parto pré-termo no Servico de Obstetricia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, foi de 17,5%
(1600/9118). As caracteristicas socio-demogréficas e gestacionais das pacientes incluidas
no estudo estdo apresentadas na Tabela 1. A corioamnionite histolégica esteve presente em
96 (33,8%) gestacOes, e correlacionou-se com a idade materna, tipo de parto, idade
gestacional, ocorréncia de RPM-PT e comorbidades maternas.

Em relacdo as repercussdes no periodo neonatal, a corioamnionite histolégica
esteve relacionada com menor peso do recém-nascido, menor Apgar de 5 minutos,
presenca de hemorragia peri-intraventricular (graus III e IV), necessidade de ventilagao
mecénica, meningite, pneumonia e morte neonatal (Tabela 2). No entanto, apds aplicacao
do modelo de regressdo logistica das repercussdes neonatais quanto a presenca de
comorbidades maternas, as varidveis significativamente afetadas pela corioamnionite
histolégica foram o peso do RN (p=0,02), Apgar de 5 minutos (p=0,03) e pneumonia,

apresentada na Tabela 3.



RPM-PT e corioamnionite histoldgica: Aspectos da resposta imune inata e de repercussdes no periodo neonatal 56

Para ressaltar as associagdes significativas entre corioamnionite histologica e as
variaveis peso do RN, Apgar de 5 minutos, pneumonia e necessidade de ventilacao
mecanica nova andlise considerando a presenca ou auséncia de comorbidades maternas foi
realizada (Tabela 4), confirmando que todas essas varidveis foram significativamente
associadas a presenca de corioamnionite histolégica, na auséncia de comorbidades
maternas.

As repercussdes neonatais avaliadas no presente estudo nido apresentaram
diferencas estatisticamente significativas quando comparadas em relacdo a idade

gestacional estratificada no momento do parto e em relacdo a presenca ou nao de RPM-PT.

Discussdo

O parto pré-termo é a principal causa de morbidade e mortalidade perinatais e, em
todo o mundo, essa intercorréncia gestacional acomete cerca de 10% das gestagdes, sendo
descritas prevaléncias de 6,2% na Europa, 7,9% América do Sul, 10,6% na América Norte e
11,9% na Africa’. Apesar dos avangos quanto ao atendimento neo e perinatal, a
prematuridade permanece sendo o fator de risco mais importante para 6bito no primeiro
ano de vida, mesmo em paises desenvolvidos®2. Além da mortalidade, as comorbidades
associadas a prematuridade podem ter conseqiiéncias tardias na vida do neonato, como
perdas auditivas® e asma3.

Dados de estudo multicéntrico recente demonstram estreita relagdo entre
evidéncias histolégicas de infeccdo placentdria e parto pré-termo®. Nesse sentido, o
presente estudo que teve por objetivo avaliar gestacdes pré-termo, a frequéncia de

corioamnionite histoldgica foi de 33,8%, resultado concordante com estudos anteriores'?. 18



RPM-PT e corioamnionite histoldgica: Aspectos da resposta imune inata e de repercussdes no periodo neonatal 57

29,3, Em relatos considerando gestacdes pré-termo precoce (<32 semanas de gestacdo), a
incidéncia de corioamnionite histologica é de cerca de 50% ou mais# 37,38,

A presenca de corioamnionite histologica associou-se com maior idade materna,
porém essa diferenca ndo foi observada por outros autores?: 3. Além dessa variavel, o
presente estudo demonstrou associagdo de corioamnionite histolégica e parto vaginal,
menor idade gestacional e ocorréncia de RPM. J& foi documentado na literatura que os
resultados neonatais melhoram proporcionalmente com o avango da idade gestacional,
independente do tipo de parto®. Adicionalmente, observagdes anteriores demonstram que
a corioamnionite histologica estd frequentemente associada a ocorréncia de RPM-PT26. 4, e,
no presente estudo, mais de 50% das membranas corioamniéticas que apresentaram
infiltrado inflamatério, eram de gestacdes complicadas por RPM-PT.

Alguns trabalhos da literatura mundial tém demonstrado que a corioamnionite
histologica esta associada com aumento dos riscos de morbidade neonatal, incluindo
sindrome do desconforto respiratério, displasia broncopulmonar, hemorragia peri-
intraventricular, sepse precoce e 6bito*4. Considerando a analise bivariada, o presente
estudo corrobora as associacdes entre corioamnionite histoloégica e menor peso do recém-
nascido, menor Apgar de 5 minutos, maior ocorréncia de hemorragia peri-intraventricular
(graus III e IV), necessidade de ventilacdo mecanica, meningite e pneumonia no recém-
nascido. Por outro lado, o peso do RN e menor Apgar de 5 minutos mantiveram-se
estatisticamente significativos ap6s ajuste de regressdo logistica, resultados que
concordam com os dados de Dempsey et al.#>. Outra repercussao importante que manteve
sua associa¢do ap6s ajuste quanto a presenca de comorbidades maternas foi a pneumonia.
A associacdo entre inflamacdo/ infeccdo intra-amniética e resultados respiratérios

neonatais adversos tém sido extensivamente estudada, porém com consideravel
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inconsisténcia dos resultados (revisado por Thomas & Speer#. Alguns estudos
demonstram atividade protetora da corioamnionite histolégica na sindrome respiratéria
aguda ou broncodisplasia pulmonar?s 43 45, e esse efeito é atribuido a maturacdo pulmonar,
uma vez que a exposicdo pré-natal a mediadores inflamatérios estimula a producao de
proteinas surfactantes*. Em contrapartida, Zanardo et al.¥ descreveram que a
corioamnionite histolégica é um potencial fator de risco clinico para o desenvolvimento de
doenga pulmonar croénica no neonato. Nesse sentido, Been et al.#8 descreveram que a
eficacia do tratamento exdgeno com surfactante diminui na presenca de corioamnionite,
além dos RN apresentarem piora na funcao respiratdria, caracterizada pela sindrome do

desconforto respiratério.

De acordo com Lee et al.4, existe associacdo entre inflamacdo intra-amnidtica e
presenca de doenca pulmonar cronica, descrita como injaria pulmonar causada por
oxigenoterapia e ventilagdo mecanica. Apos ajuste das varidveis e exclusao dos casos com
comorbidades maternas, nossos dados apontam associagao de corioamnionite histologica e

necessidade de ventilacdo mecanica e pneumonia.

As demais repercussdes neonatais (sindrome do desconforto respiratério, displasia
broncopulmonar, hemocultura positiva, convulsdo, enterocolite necrotizante, perfuracao
intestinal, retinopatia da prematuridade, meningite, hipertensdo pulmonar persistente,
persisténcia do canal arterial, hiperbilirrubinemia, taquipnéia transitéria do RN e
distarbios metabdlicos) ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas a
presenca ou auséncia de corioamnionite histolégica. E importante se considerar que
algumas repercussdes neonatais podem ser atribuidas a prematuridade, independente da

presenca de corioamnionite. Lahra et al.50 descreveram que varidveis como sexo do RN,
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persisténcia do canal arterial e sepse neonatal ndo foram diferentes entre presenca ou
auséncia de corioamnionite histolégica em RN com idade gestacional inferior a 30
semanas. Wang et al.5!, em estudo com RN com prematuridade tardia encontraram que
hipoglicemia e ictericia ocorreram mais frequentemente do que em RN de termo. De fato,
no presente estudo, mais de 50% dos RN apresentou hiperbilirrubinemia e mais de 20%,
distarbios metabolicos como a hipoglicemia, independente da presenga de corioamnionite

histolégica.

Uma importante observacao é de que a comparacdo entre os estudos da literatura
é dificil devido aos diferentes critérios de inclusdo adotados, como idade gestacional e
peso do RN, além da limitagdo do presente estudo por se basear em informacdes descritas
nos prontuarios médicos maternos e dos recém-nascidos. Holzman et al.52 e Salafia et al.5
(2009) salientam que fatores como definicdo de corioamnionite histologica, critérios de
inclusdo/ exclusao, critérios de analise e etnia podem explicar a heterogeneidade dos
resultados dos trabalhos envolvendo a participacdo da corioamnionite nos mecanismos de

parto e, em especial, na associagdo com os resultados neonatais.

De qualquer forma, a placenta e seus anexos constituem material biol6gico
fundamental para o entendimento das vias de infeccdo e / ou inflamagdo que levam a
prematuridade, e estudos de avaliagdo dos resultados adversos gestacionais, fatores de
risco associados e as complicacdes neonatais decorrentes da corioamnionite histolégica
poderdo contribuir para melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na

prematuridade.
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Tabela 1. Caracteristicas maternas e obstétricas das gestantes com e sem corioamnionite histolégica.

Caracteristicas Corioamnionite - Corioamnionite + p
(n=188) (n=96)
Caracteristicas maternas
Idade (anos)* 23 (18-28) 25 (20-30) 0,03
Etnia**
Branca 157 (83,5) 75(781) 026
Nao branca 31 (16,5) 21 (21,9) ’
Habito tabagista**
Sim 23 (12,2) 18 (18,8)
Nao 67 (35,6) 27 (28,1) 0,22
NA 98 (52,2) 51 (53,1)
Paridade**
Primigesta 77 (40,9) 49 (51,0) 013
Multigesta 111 (59,1) 47 (49,0) '
Caracteristicas Obstétricas
Tipo de parto**
Cesérea 91 (48,4) 34 (35,4) 0.05
Vaginal 97 (52,6) 62 (64,6) ’
Idade gestacional no parto 33s2d (31s-34s5d)  31s5d (28s4d-33s2d) <0,0001
(semanas, dias)*
Corioamnionite clinica** 94,8 6 (6,2) 0,84
RPM-PT** 75 (39,9) 50 (52,1) 0,05
Infec¢do genital materna** 14 (74) 12 (12,5) 0,16
Comorbidades materna** 74 (39,4) 20 (20,8) 0,001
Resultados adversos em
gestacoes anteriores**
RPM-PT 13/158 1/158 0,06
Aborto 39/158 20/158 0,18
TPP 24/158 16,/158 0,09

* Mediana (25-75); Teste Mann Whitney.

**n(%); Teste X2 ou Teste Exato de Fisher
NA: ndo avaliado, RPM-PT: rotura prematura de membranas pré-termo; TPP: trabalho de parto pré-termo
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Tabela 2. Caracteristicas do parto e repercussdes neonatais das gestagdes com e sem corioamnionite

histologica.
Caracteristicas Corioamnionite - Corioamnionite + p
(n=188) (n=96)
Caracteristicas neonatais
Sexo do RN**
Feminino 79 (42) 39 (40,6) 0.9
Masculino 109 (58) 57 (59,4) ’
Peso RN (g) ¥ 1868,0 + 627,2 1660 + 630,3 0,01
Apgar, 1 min* 6 (3-8) 6 (1-8) 0,27
Apgar, 5 min* 9 (7-9) 8 (5-9) 0,04
Apgar, 10 min* 9 (8-10) 9 (7-10) 0,32
Repercussoes neonatais™*
Hemorragia peri-intra ventricular 5(2,6) 8 (8,3) 0.03
(graus III e IV) ’ ’ ’
Sindrome do desconforto respiratorio 36 (19,1) 18 (18,7) 0,90
Ventilacao mecéinica 43 (22,8) 33 (34,3) 0,03
Displasia broncopulmonar 11 (5,8) 9(9,3) 0,27
Hemocultura positiva 20 (10,6) 13 (13,5) 0,47
Convulsao 14 (7,4) 9(9,3) 0,58
Enterocolite necrotizante 4(21) 2(2,0) 0,98
Perfuracio intestinal 1(0,5) 0 047
Retinopatia da prematuridade 2(1,0) 1(1,0) 0,97
Meningite 4(21) 7 (7,3) 0,03
Pneumonia 33 (17,5) 30 (31,2) 0,007
Hipertensao pulmonar persistente 0 1(1,0) 0,16
Persisténcia do canal arterial 31 (16,5) 24 (25,0) 0,08
Hiperbilirrubinemia 110 (58,5) 55 (57,3) 0,80
Taquipnéia transitéria do RN 1(0,5) 2(2,0) 0,22
Distarbios metabodlicos 40 (21,2) 27 (28,1) 0,19
Morte neonatal (<28 dias) 18 (9,6) 17 (17,7) 0,05

RN: recém-nascido

* Mediana (25-75); Teste Mann Whitney
**n(%); Teste X2 ou Teste Exato de Fisher
¥ media + d.p. (Teste t)
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Tabela 3. Repercussdes neonatais das gestacdes com e sem corioamnionite histologica,

ajustado para a presenca de comorbidades maternas.

Variavel Estimativa EP p OR (IC 95%)

Hemorragia peri- Corioamnionite + 0,5768 02975 0,0526 3,169 (0,987 - 10,174)

intraventricular Comorbidade -0,1411 0,3433  0,6811 0,754 (0,196 - 2,897)
materna +

Ventilagao Corioamnionite + 0,2703 0,1406  0,5460 1,717 (0,989 - 2,979)

Mecénica Comorbidade -0,0793 0,1494  0,5956 0,853 (0,475 - 1,533)
materna +

Meningite Corioamnionite + 0,5965 0,3248 0,0663 3,297 (0,923 - 11,780)
Comorbidade -0,2908 0,4036 0,4712 0,559 (0,115 - 2,720)
materna +

Pneumonia Corioamnionite + 0,3770 0,1489 0,0113 2,125 (1,186 - 3,810)
Comorbidade -0,0121 0,1593  0,9393 0,976 (0,523 - 1,822)
materna +

EP: erro padrao, OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; Comorbidades maternas: presenca de pré-eclampsia,
diabetes gestacional, incompeténcia istmo-cervical, disfung¢des tireoidianas ou hipertensao arterial gestacional

Tabela 4. Repercussdes neonatais das gestacdes com e sem corioamnionite histologica,

considerando a presenca ou auséncia de comorbidades maternas.

Auséncia de Presenca de
Comorbidade Materna Comorbidades Materna P
(n=190) (n=94)
CA- CA+ CA- CA+
Hemorragia peri-
intraventricular 180 (94,7) 10 (5,3) 0,20 91 (96,8) 332 0,11
Ventilagao
Mecinica 136 (71,6) 54 (28,4) 0,02 72 (76,6) 22 (23,4) 0,77
Meningite 181 (95,3) 947) 0,15 92 (97,9) 2(21) 0,38
Pneumonia 146 (76,8) 44 (23,2) 0,01 75 (79,8) 19 (20,2) 0,06

n(%); Teste X2 ou Teste Exato de Fisher
CA: presenca de corioamnionite histol6gica; Comorbidades maternas: presenca de pré-eclampsia, diabetes
gestacional, incompeténcia istmo-cervical, disfung¢des tireoidianas ou hipertensao arterial gestacional
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Conclusdes

Considerando o tamanho amostral em cada estudo e as metodologias empregadas,
podemos concluir que as membranas corioamnidticas sdao fontes de RNAm de f
defensinas e de IL-18, e de prolL-18, e as expressdes desses mediadores nao esta
relacionada a presenca de corioamnionite histologica nos casos de RPM-PT. Os dados do
presente estudo ainda nos permitem concluir que a corioamnionite histolégica estd

associada a repercussdes neonatais adversas.
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Anexos
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