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1. Introdugao



Os mecanismos que controlam a duragdo da gestacdo na espécie humana e o inicio do
trabalho de parto, tém sido objeto de diversos estudos. Durante a gestacado o Utero passa por
importantes mudancgas bioquimicas e fisiolégicas ao se expandir para acomodar o feto em
crescimento e permanecendo quiescente. Ao mesmo tempo, o colo do Utero permanece rigido
e fechado, para reter o feto em desenvolvimento no interior do Utero. Durante a gestagao,
fatores favordveis a manutengdo da gestacdo, assim como a progesterona e prostaciclinas sdo
produzidos com a finalidade de inibir a contratilidade miometrial. O processo de parto envolve
uma sincronizacdo da atividade miometrial que se manifesta como contragdes uterinas
dolorosas, rotura das membranas fetais e mudancgas na estrutura da cérvice, levando a
dilatagcdo e ao apagamento cervical. No final da gestacdo, fatores favoraveis ao parto sdo
secretados para mediar o remodelamento do colo uterino, e o Utero é estimulado a iniciar as
contragdes coordenadas’. Tem sido sugerido, que o trabalho de parto é resultado da ativagdo
de cassette of contraction-associated proteins (CAPs), que convertem o miométrio de um
estado quiescente para um estado contratil. As CAPs incluem proteinas da juncao celular,
ocitocina e receptores prostandides, enzimas para sintese de prostaglandinas e proteinas de
sinalizagdo celular. E provdvel que as CAPs possam também ativar a secre¢do de
prostaglandina e citocinas pelas membranas fetais, bem como a remodela¢do e maturagao
cervical®. Portanto, esses processos distintos e interdependentes que envolvem uma variedade
de eventos anatdmicos, fisioldgicos, bioquimicos, imunoldgicos, enddcrinos e neural® que
determinam o momento em que a gesta¢do chega ao desfecho: o remodelamento cervical, a
contratilidade uterina e o enfraquecimento e rotura das membranas fetais, que juntos
permitem a expulsdo do feto apds a 372 semana de gestacdo™”.

As membranas fetais envolvem o feto durante a gestacdo e formam uma estrutura de
extrema importancia para o desenvolvimento fetal, isolando e protegendo contra o estresse
mecanico ao longo da gestacdo, manutencao do liquido amniético e de protecao dos vasos do

cordao umbilical contra compressao. Além de atuarem como barreira fisica separando o feto e



o liquido amniético estéreis do ambiente externo protegendo contra infec¢Ges oriundas do
trato genital inferior. As membranas corioamniéticas devem permanecer intactas durante toda

a gestacdo e rompida, seja naturalmente ou artificialmente, somente no momento do parto®.

2. Estrutura das membranas fetais

A placenta é um 6rgdo transitorio de origem materno-fetal constituido de uma
porgdo fetal originada a partir do saco coriénico e uma por¢do materna derivada do
endometrio. O componente fetal é representado pelo cérion viloso e o componente
materno € formado pela decidua basal. A decidua, que corresponde ao endométrio
gravidico, fornece um ambiente imunoldgico protetor para o desenvolvimento do
embrido com a producdo de substancias imunossupressoras pelas células deciduais, para
inibir a ativacdo das células T no estroma do endométrio, e a infiltracdo de leucécitos no
estroma endometrial que secreta Interleucina-2 para prevenir a rejeicdo do embrido pelo
tecido materno®. E composta de uma justaposicdo de trés camadas distintas de acordo
com sua relacdo com o local de implantacdo: decidua basal, correspondente a zona de
implantacdo, ricamente vascularizada a qual constitui a parte mais distante do feto;
decidua capsular ou reflexa, que corresponde a porcéo superficial que recobre o embrido
em desenvolvimento e 0 saco coridnico e a decidua parietal, que representa o restante da
decidua que corresponde & camada ndo ocupada pelo embriéo”.

Devido a expansdo do saco coridnico durante o desenvolvimento embrionario
ocorre a compressdo das vilosidades coridnicas aproximando a decidua capsular da
parietal. Essa reducdo no suprimento sanguineo das vilosidades coridnicas leva a rapida
degeneracédo das mesmas, formando uma regido relativamente avascular denominada de

corion liso. Posteriormente a formacdo do corion liso, as vilosidades associadas a



decidua basal tornam-se numerosas e ramificadas, constituindo o cérion viloso, também
conhecido como cérion placentario ou frondoso®.

O saco amniético cresce mais rapidamente que o coriénico® e consequentemente,
por volta da 16% de gestacdo o &mnio e o corion liso se fundem, originando as
membranas corioamniéticas, desaparecendo a cavidade coridnica'®. As membranas
corioamnioticas fundem-se a decidua capsular e ap0s o desaparecimento da porcao

capsular da decidua, elas aderem a decidua parietal®.

Figura 1. Representacéo esquematica da estrutura das membranas fetal, evidenciando as camadas que compde o
amnio e corio, seus principais tipos de colageno e producéo local de metaloproteinases (MMPS) e seus
inibidores (TIMPs). (Fonte: Parry & Strauss, 1998).

As membranas que revestem a cavidade amniotica séo compostas pelo amnio e
corio, 0s quais sdo conectados pela matriz extracelular (MEC)"**. A MEC, complexo de
proteinas e glicoproteinas que envolvem as células dos mais diversos tecidos, composta
principalmente por colagenos, disposta em complexa rede. E responsavel pela
resisténcia mecanica do tecido. Os coldgenos comp&em uma grande familia de proteinas

tripla hélice que interagem com outros componentes da matriz extracelular Os



colagenos dos tipos I, I, 1V, V e VI sdo os principais constituintes da MEC,
juntamente com as fibronectinas, elastina, lamininas e proteoglicanas, nas quais as
fibras de proteinas estdo inseridas®. Os diversos tipos de colagenos da MEC sdo
submetidos a rotatividade constante durante toda gestacdo com a finalidade de
acomodar o volume e a tensdo crescente do feto com o progresso gestacional®.

O epitelio amniodtico é formado por monocamada de celulas epiteliais
colunares*? a camada mais superficial das membranas e em contato direto com o liquido
amnidtico® e repousam sobre a decidua reflexa, constituindo o corio leve e, acima dos
cotiledones, originando a membrana corial. O &mnio, que se localiza internamente e em
contato com o feto, apresenta-se liso, translucido e delgado, enquanto o cérion € mais
externo, estd em proximidade com a cavidade uterina e apresenta-se irregular e opaco,
sendo mais espesso na membrana corial e mais delgado no cérion leve. Consiste em
diversos tipos de células, incluindo epiteliais, mesenquimais e trofoblasticas embebidas
em matriz colagenosa, que tém a funcdo de reter o liquido amnidtico, secretar
substancias nele em direcdo ao (tero e proteger o feto contra infeccdes ascendentes®.
Embora o @&mnio seja mais delgado que o corio, com cerca de 50 um de espessura
possui maior elasticidade e resisténcia, devido a maior concentracdo de colageno. O
corio apresenta cerca de 200 um de espessura, possui menor quantidade de colageno,
apresentando tecido conjuntivo menos organizado™®.

O amnio é formado por cinco camadas distintas, ndo possuem nervos e Sao
avasculares, e seus nutrientes sdo supridos pelo liquido amniético. O epitélio amniotico
é a camada mais interna, préxima ao feto, secreta colageno tipo 1l e IV e glicoproteinas
ndo-colagenas (laminina, nidogina e fibronectina) que compdem a membrana basal, a
proxima camada do amnio. O principal esqueleto fibroso do amnio adjacente a

membrana basal, composto por uma camada compacta de tecido conjuntivo. Os



colagenos que compdem essa camada sao intersticial tipos 1 e 111 e filamentosos tipo V e
VI. Os colagenos | e 111 desempenham um papel critico na manutencdo da integridade
das membranas fetais e s@o os principais reguladores de sua resisténcia ténsil. A fonte
celular na producdo de coldgeno na camada compacta do amnio € incerto. Segundo
Casey e MacDonald™, células mesenquimais expressaram niveis significativamente
elevados de colagenos | e Ill quando comparado com ceélulas epiteliais. Em
contrapartida, em outro estudo usando cultura de membranas corioamnidticas a
producdo de colagenos intersticiais foi verificada por ambas as células epiteliais e
mesenquimais. A contribuicdo das células epiteliais para a sintese de colageno é
provavelmente dependente da idade gestacional, assim como a densidade das células
mesenquimais no &mnio diminui durante o terceiro trimestre. Portanto, ambas as células
epiteliais e mesenquimais parecem contribuir para o pool de colagenos intersticiais na
camada compacta. O colageno IV é uma proteina que compdem a membrana basal, é
secretada pelas celulas epiteliais do @&mnio e células na membrana pseudo-basal do
corio'®. Este colageno fornece um suporte sobre o qual outros componentes da
membrana basal, tais como a laminina, proteoglicanas e sulfato de heparina possam se
anexar*O colageno IV é produzido pelas células epiteliais do amnio e estabiliza as
membranas fetais através da criagdo de fibrilas de ancoragem que ligam a lamina basal
do amnio com os outros componentes da matriz extracelular™>*°. Ja os outros colagenos
da camada compacta, como os tipos V e VI, desempenham um menor papel na
manutencdo da resisténcia das membranas fetais*"*®.Devido & auséncia de substancia
amorfa entre as fibrilas de colageno no tecido conjuntivo amniético a termo, 0 @mnio
mantém toda a sua capacidade de estiramento durante o final da gestacdo normal.
Dentre as camadas amnidticas, a camada fibroblastica é a mais espessa e consiste em

células mesenquimais e macrofagos dentro da matriz extracelular (MEC). A camada



intermediaria, também conhecida como zona esponjosa € rica em colageno tipo Il e se
situa entre o amnio e o cério. Sua aparéncia esponjosa nas preparacdes histoldgicas é
devido ao seu abundante conteddo de proteoglicanos hidratados e glicoproteinas. A
zona esponjosa absorve o estresse fisico, permitindo que o &mnio deslize sob o corio
subjacente, que esta firmemente aderido & decidua®.

O corio ¢é formado por trés camadas: uma reticular, estruturalmente semelhante
ao mesénquima amnidtico, predominantemente constituida por fibroblastos e

macréfagos™®®

e rica em colageno e proteogliganas que se encontra em contato com a
superficie profunda do &mnio, lamina basal e as células trofoblasticas?. A 1amina basal
separa a camada reticular da camada subjacente citotrofoblastica. As células
citotrofoblasticas do corio, semelhantes a todos os outros trofoblastos encontrados fora
do vilo placentério, sdo conhecidas como trofoblasto extraviloso, variam na aparéncia e
s30 bem diferenciadas®®?*. Sua funcéo est4 associada contra a rejeicdo imunoldgica ao
feto®® e é responsavel pela inativacido de horménios, prostaglandinas, ocitocina e
endotelina-1 localmente produzidas®’. Embora mais espesso desempenha um menor
papel na resisténcia mecanica das membranas fetais®*.

A decidua corresponde ao endométrio ndo gravidico e é composta de células
materna e matriz extracelular em abundancia®'. E formada a partir da reacdo das células
do endométrio a invasdo sinciciotrofobléstica, fenémeno conhecido como
decidualizacdo. Reagindo a essa invasdo, a parede uterina promove a proliferacdo dos
vasos sanguineos na regido, dando origem a uma estrutura altamente vascularizada.
Devido as enzimas secretadas pelas projecfes do sinciciotrofoblasto as paredes dos
vasos sanguineos ao seu redor sdo destruidos, formando na decidua lacunas de sangue,

por onde passa a circular sangue materno, em contato intimo com o tecido embrionario.

A interface entre corio e decidua permite a difusdo de nutrientes a partir do lado



materno para o lado fetal, além de funcionar como barreira imunolodgica fetal entre os

dois compartimentos® .

3. Parto Pré-termo e Rotura Prematura de Membranas

z

E um dos principais determinantes da mortalidade e morbidade neonatal e a longo

2- . N
3234 Criangas que nascem prematuramente tém

prazo apresenta consequéncias adversas
maiores taxas de paralisia cerebral, deficiéncias sensoriais, dificuldades de aprendizagem e
doengas respiratdrias em relagdo as criangas nascidas a termo. Dentre todos os o6bitos
neonatais precoces, aqueles que ocorrem nos sete primeiros dias de vida, e que nao estao
relacionados com malformagdes congénitas, 28% sdo em decorréncia ao parto prematuro®.

A incidéncia do parto pré-termo é bastante varidvel, refletindo as diferentes
classificagdes empregadas pelos 6rgdos oficiais. Nos paises desenvolvidos variam entre 5 e 7%.

3637 Embora os

Na América latina essa taxa varia de 1 a 43%, sendo no Brasil estimado 11%
eventos envolvidos no parto prematuro ndo sejam completamente compreendidos, acredita-
se que sua etiologia seja multifatorial. Os fatores ligados ao parto prematuro estdo associados
as condicGes de saude maternas e fetais, influéncias genéticas, fatores comportamentais e
socioecondmicos, prematuridade iatrogénica e infeccdo ou inflamacgdo®.

Os precursores obstétricos que podem levar ao parto pré-termo incluem os de origem
idiopatica, responsavel por cerca de 55% dos casos, podendo ser subdivididos em trabalho de

parto prematuro com bolsa integra (TPP) e rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-

PT), e os eletivos por indicagdo médica em decorréncia & complicagdes maternas ou fetais>.

A faléncia tecidual que ocorre na rotura das membranas fetais € um evento fisioldgico
normal e Unico se comparado ao mesmo evento em outros tecidos™. Portanto, a rotura
espontanea das membranas ovulares 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 (RPM). Sua ocorréncia em idade



gestacional inferior a 37 semanas recebe a denominagdo de rotura prematura de membranas
pré-termo (RPM-PT)*»42,

A incidéncia de RPM ocorre em cerca de 9,0% das gestacdes® variando de 2%™ a
4,6%* das gestacdes pré-termo.

A RPM-PT é uma das maiores causas de prematuridade e é a mais importante causa de
morbidade e mortalidade neonatal, particularmente por estar associada ao periodo de laténcia
entre a rotura das membranas fetais e o parto, infeccdo perinatal e compressdo do cordao
umbilical devido a reducdo do liquido amnidtico. De acordo com Parry® o trabalho de parto
espontaneo ocorre dentro de 24 horas culminando com o parto em até 60% dos casos de
RPM-PT. Os riscos fetais estdo relacionados a idade gestacional em que o acidente ocorre e é
inversamente proporcional a idade gestacional. A frequéncia e severidade das complicacdes
neonatais apds a RPM-PT variam conforme a idade gestacional em que ocorreu e estdo
aumentadas na presenca de infeccdo perinatal®, elevando o indice de infecgdo neonatal de 1 a
3% para 8 a 30%, aumentando os indices de mortalidade neonatal, independente da idade

46
|

gestacional™. Dentre as complicacGes, a corioamnionite clinica é a segunda frequentemente

associada a RPM-PT, ocorrendo em 13-60% dos casos”. Além disso, 55% das gestantes com

849 A sindrome do

RPM-PT apresentam sinais histoldgicos de infec¢gdo no momento do parto
desconforto respiratério, seguida de enterocolite necrotizante, hemorragia intraventricular e
sepse sdao as complicagdes mais graves e frequentemente associadas a prematuridade e
raramente encontradas nas gestagdes a termo™.

E conhecido que o nimero de recém-nascidos sadios de maes com RPM-PT é maior
que os infectados, no entanto entre os recém-nascidos infectados a frequéncia de RPM-PT é
variavel, chegando a 50% dos casos e estd associada com aumento da morbidade materna e da
morbimortalidade perinatal. O maior risco materno é a infec¢do puerperal e o aumento nas

taxas de cesareas*>*%*2,



Muitos estudos epidemioldgicos e clinicos tém identificado fatores de risco

associados a RPM-PT que incluem, mas ndo estdo limitados a fatores socioeconémicos, stress

53-55 57-59

psicossociais, tabagismo, raca’’, complicacdes obstétricas e infecgBes cérvico-vaginais

#2605 o infecgdo clamidiana® assim como infecg8es causadas por

como vaginose bacteriana
Mycoplasma hominis®’, Ureaplasma urealyticu® e Streptococcus agalactiae®. Fatores
ambientais e predisposicdo genética®’, também devem ser considerados. Somado a esses
fatores sinais bioquimicos de origem fetal e a ocorréncia de apoptose nas membranas fetais
também tém sido relacionados com a RPM-PT®®7%,

Estimulos enddgenos ou exdgenos desencadeiam uma resposta inflamatdria no
hospedeiro, mediada em grande parte pela ativacdo da cascata das citocinas. Estas, por
sua vez, promovem a ativacdo de neutréfilos, a sintese e liberacdo de uterotdnicos,
como as prostaglandinas e metaloproteinases, determinando o inicio da contracdo
uterina, o enfraquecimento das membranas e o remodelamento do colageno cervical®®,

Diversos mecanismos importantes tém sido relacionados a RPM-PT. O
enfraguecimento das membranas corioamnioticas pela degradacédo do colageno presente
na matriz extracelular € um dos eventos chave que predispdem a rotura das membranas
fetais. Fatores enddgenos e exdgenos sdo capazes de ativar a degradacdo de colageno.
Dentre os fatores end0genos estdo a variacdo na espessura e a reducdo da quantidade de
colageno presente. Entre os fatores exdgenos esta incluido produto do metabolismo
bacteriano e a resposta inflamatéria materna ao hospedeiro. A ativacdo de enzimas
especificas na degradacdo da matriz extracelular denominada metaloproteinases de
matriz (MMPs) na presenca de infeccdo tém sido recentemente associadas a rotura das
membranas fetais. A hip6tese de que a RPM-PT ¢ uma °‘sindrome de resposta

inflamatoria ao hospedeiro’ ¢ justificada pela presenca de marcadores inflamatorios

encontrado na interface materno-fetal independente de sua etiologia®.



3.1. Vias moleculares distintas para a ocorréncia de RPM-PT e TPP

A etiologia associada a RPM-PT e ao TPP é em, parte, similar, e a infeccdo esta
associada com cerca de 50% destes casos. Neste cenario, uma intrigante questao surge:
porque algumas mulheres apresentam RPM-PT e outras o TPP, se os fatores etioldgicos
associados com ambas as complicagdes patolégicas podem ser os mesmos’®?

Para Fortunato e Menon®, alguns fatores moleculares presentes em gestantes
com RPM-PT estdo ausentes ou minimamente expressos em gestantes em TPP e bolsa
integra. A ativagéo da via das citocinas, em maior ou menor grau dependendo do status
da infeccdo, € uma caracteristica essencial tanto na RPM-PT quanto no TPP. Na
presenca das principais citocinas pré-inflamatérias como a IL-1pB, IL-6 e TNF-o. em
ambas as condicdes, ficou evidente que o TNF-o desempenha um importante papel na
RPM-PT através da inducdo da apoptose, ativacdo de metaloproteinases (MMPSs) e
caspases levando a degradacéo da MEC nas membranas fetais’*. Ja a IL-1p tem menor
participacdo nesse processo, enquanto a IL-6 tem participacdo minima na inducdo das
MMPs ou apoptose nas membranas fetais’.

Estudos tém mostrado que MMPs, seus inibidores e elementos apoptdticos, em
ambas as formas ativa ou pro-ativa estdo elevados, tanto na expressdo génica quanto na
proteica, em membranas corioamnioticas e liquido amnidtico de uma grande parcela de
gestacGes complicadas por RPM-PT. Embora a expressao de proteinas pro-apoptoticas,
como a p53, bax e caspase-8 tenham sido todas elevadas nos casos complicados por
RPM-PT quando comparados com o TPP, foi observado também um aumento de Bcl-2,
uma proteina anti-apoptotica, no grupo TPP quando comparado com o grupo RPM-PT,
exercendo um efeito protetor contra a apoptose no grupo TPP™*"®™ Além disso, o
aumento de fatores pro-apoptoticos foi também observado através do aumento da

fragmentacdo do DNA em membranas corioamnidticas apds a RPM-PT, evento ndo



observado nos casos de TPP™®"® . Somado a isso, a promog&o da apoptose via p53, FAS
e rTNF séo funcionais na RPM-PT. Os genes relacionados com a via rTNF, incluindo a
caspase-8, outras caspases efetoras e 0s receptores associados com o dominio da morte
(TRADD), sdo expressos nas membranas fetais de gestantes com RPM-PT, mas ndo no
grupo TPP™-™3,

Assim, sugere-se que a RPM-PT seja uma entidade clinica molecularmente
distinta do TPP. Embora ambas as condi¢cGes compartilhem os mesmos fatores
etiologicos e em muitos casos se sobrepdem em um mesmo paciente, € observado que
eventos moleculares distintos levam a RPM-PT, distinguindo-a do TPP. Apesar de
compartilharem parte da ativacdo de citocinas pré-inflamatérias como via comum, no
momento em que as vias apoptoéticas e das MMPs sdo requisitadas fica evidente a
divergéncia entre a RPM-PT e o TPP. Assim, 0s autores sugerem que uma ou mais
citocinas podem atuar como interruptores entre as duas vias que levam a RPM-PT em

algumas gestantes e ao TPP em outras’>"37® 7",

4. Mecanismos morfoldgicos e bioquimicos do enfraquecimento e degradacéo das
membranas fetais

A degradagdo das membranas corioamnioticas ¢ um fenémeno fisiologico
observado durante toda a gestacdo, sendo essencial para o crescimento e remodelacao
tecidual. Um delicado equilibrio entre sintese e degradacdo da matriz extracelular
garante a integridade e resisténcia das membranas fetais®. Enquanto a sintese de
colageno parece estar aumentada no inicio da gestacao, atingindo seu pico por volta da
vigésima semana gestacional, a degradacdo do coladgeno esta aumentada apds a metade
do segundo trimestre de gestacdo®. Dessa forma sugere-se que uma série de eventos
biogquimicos e morfoldgicos atue conjuntamente resultando no enfraquecimento das

membranas fetais no final da gestacdo’®. Para EI Khwad et al.”®, o enfraquecimento das



membranas fetais esta associada com caracteristicas bioquimicas e histologicas
consistentes com a remodelacdo do colageno e apoptose.

A quantidade de matriz extracelular diminui consideravelmente nas ultimas
semanas de gestacdo®, no entanto a sintese de colageno continua até o mesmo periodo
embora a um nivel inferior do que no inicio da gestagdo™. A producdo constitutiva de
relaxina® e interleucina 8 (I1L-8)* pelas células deciduais sdo capazes de estimular a
producdo de enzimas responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular, conhecidas
como MMPs®® . Assim, a producéo excessiva de relaxina e IL-8 pode levar a uma
perda maior de matriz extracelular, enfraquecer o tecido e predispor a sua ruptura®.
Portanto, a rotura das membranas fetais é o resultado de um processo de remodelacao e
maturacdo anéloga a observada na cérvice uterina. Tanto na cérvice como no amnio,
propde-se que a degradagédo da matriz extracelular causa o enfraquecimento inicial, que

é entdo seguido pela apoptose celular®®®®,

4.1.  Zone of altered morphology (ZAM)

Na tentativa de explicar o fenbmeno da rotura das membranas fetais, muitos
estudos tém sido propostos. Neste sentido, num estudo conduzido por Malak etal.* | ao
realizarem 0 mapeamento completo de seg¢des congeladas de membranas
corioamnioticas ap0s a rotura espontanea a termo foi identificada uma area com
caracteristicas morfoldgicas Unica, encontrada apenas dentro de uma area restrita ao
logo da linha de ruptura. Esta regido restrita tem-se denominado de zone of altered
morphology (ZAM), cujas caracteristicas descritas consistem com o seu potencial de
enfraquecimento estrutural.

A ZAM trata-se de uma regido que abrange uma area com cerca de 21 cm?

caracterizada por marcada reducdo da camada trofoblastica, associada com a perda



celular, reducdo da decidua, e inchaco dos componentes do tecido conjuntivo com
aumento do numero total de ceélulas na camada reticular, particularmente dos
miofibroblastos. Ocorre uma diminui¢do da quantidade de colageno, principalmente dos
tipos I, 111, V, e um aumento na expressdo de tenascina, a qual é caracteristicamente
expressa durante o remodelamento tecidual de locais em cicatrizagdo. Portanto, sua
expressao nas membranas corioamniodticas sugere uma resposta de cicatrizacdo a
presenca de uma lesdo nas membranas fetais. Além disso, é observada uma reducéo dos
elementos necessarios para manter a integridade estrutural das células e a diminuicéo do
contato entre as células, culminando com o enfraquecimento da regido, 0 amnio e o
cério se separam as fibras de colageno se desorganizam e sdo rompidas e sua densidade
é reduzida. Além disso, tem sido demonstrado um aumento da apoptose nesta regido de
alteracdo®. Tal sequéncia de eventos normalmente acontece sincronizado ao trabalho de
parto, no entanto, a ativacdo precoce da perda arquitetbnica e forca mecénica das
membranas, ou seja, em momento anterior ao inicio do trabalho de parto, caracterizam a
RPMs®.

Assim, devido as caracteristicas estruturais da ZAM e sua restrita area de
localizagéo dentro da linha de ruptura, tem sido proposto que a ZAM pode representar o
local inicial de ruptura da membrana fetal em resposta ao aumento da tensdao com o

avanco da gestacao®.

4.2.Metaloproteinases e seus Inibidores Teciduais

As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas enddgenas calcio e zinco
dependentes®, que possuem extensa homologia na sequéncia, mas diferem em termos
de especificidade ao substrato e regulacdo transcricional, funcionam em pH neutro e
coletivamente sdo capazes de degradar a maioria, se ndo todas as moléculas da matriz

extracelular®™, desempenhando importante papel no processo de remodelamento e



acomodacdo das membranas fetais com o avanco da gestacdo'®. Aproximadamente 20
membros da familia das MMPs foram identificadas®, cada uma capaz de degradar
multiplos substratos, levando significante sobreposicéo de suas atividades®’. As MMPs
sdo secretadas por uma variedade de células, incluindo as células musculares lisas,
fibroblastos e células inflamatérias™, as quais séo capazes de responder a fatores de
crescimento e citocinas. Na presenca desses mediadores essas celulas liberam as MMPs
de granulos especificos de armazenamento para o meio extracelular®. Variados tipos
celulares podem expressar diferentes grupos de MMPs e citocinas distintas geram
diferentes efeitos transcricionais no mesmo tipo celular. No entanto, diferentes células
ndo reagem da mesma forma em resposta a mesma citocina. Em funcdo destas
caracteristicas e das varias interacdes sinergisticas e antagdnicas que existem entre duas
ou mais citocinas, sugere-se que diferentes infiltrados inflamatérios pode variar
conforme seu potencial de destruicio®.

Apesar de degradarem multiplos substratos as MMPs podem ser classificadas de
acordo com a especificidade do substrato e a sua homologia interna: as colagenases,
estromelisinas, estromelisinas “like”, gelatinases, matrilisinas, metaloproteinases
transmembrana (MT-MMP) e outras metaloproteinases®®’.

Todas as MMPs descritas derivam de um prot6tipo de trés a cinco dominios. O
dominio catalitico, que contém um ion zinco no sitio catalitico da proteina. E o pro-
dominio ou dominio pré-peptidico, que contem um residuo cisteina responsavel pela
manutencdo da proteina sob sua forma latente, mantendo a proteina na forma de
zimégeno até que seja removido por protedlise®. As sequéncias adicionais contribuem
para o funcionamento Unico de cada enzima. O dominio hemopexina, rico em cisteina,
determina os substratos especificos de cada MMP e de seu inibidor. No entanto, os

substratos e seus inibidores ndo s&o exclusivos para cada MMP%1%.



As MMPs pela hidrdlise de componentes da matriz extracelular estdo envolvidas

em diversos processos como embriogénese'®}, implantacio'®, invasdo trofoblastica™®,
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placentacdo - e involucdo uterina apds o parto Assim, as metaloproteinases

apresentam importante papel nos varios estagios da gestagdo®* %0104,

Em condicbes
fisioldgicas, ha rigorosa regulacao da secrecdo das MMPs, as quais séo secretadas como
pré-enzimas, ou seja, zimégenos®!, que posteriormente sdo ativadas em um processo
que requer a clivagem proteolitica dos dominios amino-terminal’®. Essa regulacéo
ocorre apenas em momentos especificos, nos quais existem processos multifasicos de
ativagdo dos zimbgenos, além de haver vérios inibidores sanguineos e teciduais para
monitorar a acao da proteinase. O controle da quantidade de enzima ativa é feito pelos
inibidores teciduais da MMPs. O desequilibrio entre MMP e seu inibidor pode resultar
em varias intrecorréncias'®.

A atividade das metaloproteinases no substrato da matriz extracelular é regulada
por: regulagéo na transcricdo génica das MMPs, ativacdo de precursores, diferenca de
especificidade ao substrato e por inibidores de MMPs*,

Os inibidores especificos de MMPs, também conhecidos como inibidores
teciduais de MMPs (tissue inhibitors of metalloproteionases — TIMPS) séo pequenas
gliproteinas (21 — 34 kDa) e multifuncionais que regulam tanto o nivel de sua ativacdo
quanto a sua habilidade em hidrolisar um determinado substrato®™. S&o formados por
cerca de 184-194 aminoacidos e s&o subdivididos em subdominio N-terminal e C-
terminal. Cada dominio contém trés pontes de dissulfeto conservadas e o dominio N-
terminal funciona como uma unidade separada e capaz de inibir a atividade das MMPs.
Os TIMPs sdo proteinas secretadas, mas podem ser encontradas na superficie celular em
associacdo com proteinas de membranas. Compreendem uma familia de quatro

membros estruturalmente relacionados, TIMP-1, -2, -3 e -4. Os TIMPs-1 e -2 sdo



secretados na forma soltvel, enquanto o TIMP-3 esté associado & MEC**"*°. Os quatro
TIMPs descritos possuem a capacidade de efetuar fortes ligagdes com membros da
familia das MMPs, com consequente formacdo de complexos inibitérios™. Sdo
produzidos por diversos tecidos, apesar de nem todo o tecido expressar todos 0s tipos,
mas de uma forma geral diversos tipos celulares incluindo a maioria das células

93,107,108

mesenquimais, epidermais e as células secretoras de metaloproteinases sao

responséveis pela sua producéo'®. Também podem ser identificados na maioria dos
fluidos corpéreos como saliva, soro e urina®%71%,

Os TIMPs inibem as MMPs de uma forma seletiva, mas reversivel com
estequiometria de 1:1. Normalmente todos os TIMPs sdo capazes de inibir todas as
MMPs descritas tanto nas formas ativas e, em alguns casos, com 0S precursores
latentes®™. No entanto, a eficacia da inibicio da MMP varia de acordo com cada
TIMPIOT08LILIZ “Embora 0s TIMPs sejam considerados os principais inibidores das
MMPst?7 1081112 6tr05 inibidores e mecanismos inibitérios tém sido identificados,
dentre esses estdo as macroglobulinas o, um potente inibidor das proteinases nos fluidos
teciduais que sdo capazes de capturar as formas ativas de MMPs, desempenhando um

importante papel na regulacdo de sua atividade®'0" 111113

, € a proteina RECK, 0 Unico
inibidor de MMP transmembrana conhecido®®"****!2 As espécies reativas de oxigénio e
a endocitose também sdo capazes de silenciar as MMPs in vivo'*''*. Enquanto as
macroglobulinas funcionam como reguladoras das MMPs nos fluidos corpdreos, 0s
TIMPs provavelmente atuam pericelularmente. No entanto, durante a inflamacéo as a.2-
macroglobulinas de alto peso molecular podem escapar da circulacdo e atuar na matriz
extracelular®.

A acdo inibitdria dos TIMPs sobre as MMPs ¢é efetuada por meio da inibicdo da

forma catalitica ativa da enzima e da prevencao ou atraso na conversdo dos zimdgenos



para a forma ativa'’®>. Este mecanismo deve-se ao desenho em forma de cunha da
molécula de TIMP, que a torna capaz de abrir uma fenda na ranhura do sitio da MMP,
de forma similar aquela feita pelo substrato®’.

Além dos inibidores endogeno, a atividade proteolitica das MMPs pode ser
modificada por inibidores exdgenos representados pelos quelantes de metais, como o
acido etil diamino tetracético (EDTA), APMA, e as tetraciclinas (TTC), refletindo
importancia dos fons calcio para a atividade 6tima das MMPs™®,

Embora a inibi¢do da atividade enzimatica das MMPs tenha sido considerada a
funcdo primaria dos TIMPs por muitos anos, o numero de func@es atribuidas a esses
inibidores tém crescido rapidamente. Além de atuarem como inibidores das MMPs, 0s
TIMPs estdo relacionados com a ativacdo das MMPs, a capacidade de estimulo
antiapoptético e mitogénico, ao controle indireto da pressdo sanguinea por meio do seu
efeito sobre as MMPs e as interacdes imunoldgicas que podem ser justificadas pelo fato
de que muitas das citocinas produzidas pelo sistema imune estdo envolvidas na
sinalizagéo celular e algumas sdo capazes de interagir com a transcri¢cdo de genes das
MMPs e TIMPs ou alterar sua expressao, o que faz com que o efeito das citocinas sobre
essas moléculas seja extremamente complexo. Portanto, dependendo do tipo celular,
uma mesma citocina pode estimular ou inibir a expressido de MMP e dos TIMPs**.

A placenta expressa TIMPs-1, -2 e -3, sendo que atividade da MMP-9 ¢ regulada
pelo TIMP-1'%, enquanto a atividade da MMP-2 é inibida pelo TIMP-2"*. Durante o
parto, os niveis de TIMPs estdo diminuidos no amnio e corio, favorecendo a atividade
das MMPs, permitindo a desagregacdo dos componentes da MEC, facilitando a rotura
das membranas fetais®*%*.

Segundo Vadillo-Ortega & Estrada-Gutiérre*??, a homeostase da MEC parece

ser 0 evento chave na etiologia da RPM-PT. Ao contrario da rotura normal das



membranas fetais durante o trabalho de parto, na RPM-PT a expressdo e secre¢do das
metaloproteinases ndo ocorrem em sincronia com 0s mecanismos do trabalho de parto,
resultando na degradacdo anormal da MEC. Embora ndo sejam conhecidos os fatores
fisiolégicos envolvidos na expressdo das MMPs, os produtos bacterianos e/ou produgéo
de citocinas pro-inflamatorias, assim como o0 TNF—a e a IL-1B, podem ativar essa
cascata enzimatica em gestacdes complicadas por infeccdo na cavidade amnidtica,

desencadeando a RPM-PT.

4.1.1. Metaloproteinases e a RPM-PT

Dentre as metaloproteinases, com possivel envolvimento em complicacdes
gestacionais, destacam-se as MMP-2 e MMP-9, conhecidas como gelatinases A e B,
respectivamente, que sio capazes de degradar a elastina, fibronectina®® e o colageno tipo
IV, um dos principais componentes das membranas corioamnidticas'?% .

As gelatinases possuem trés dominios de fibronectina em sua estrutura, 0s quais
sdo responsaveis pela ligacdo a gelatina, laminina, elastina e os coladgenos tipos IV e
VI, A ligagdo Cis-Zn** presentes no pré-dominio e dominio catalitico
respectivamente mantém as pro-MMPs na forma inativa, prevenindo que moléculas de
4gua se liguem ao atomo de zinco, levando a sua ativagéo™*.

Embora essas duas gelatinases apresentarem estrutura e especificidade ao
substrato similar, difere em sua origem celular. Enquanto a gelatinase B é secretada por
fatores de crescimento e células pro-inflamatérias como os neutréfilos, macréfagos,
células epiteliais e alveolares dos bronquios, fibroblastos e células malignas, a
gelatinase A foi purificada inicialmente a partir de células tumorais de rato com
metastase'?*,

A MMP-9 é sintetizada na pro-forma latente de 92 kDa e processada para ser

125

ativada nas formas de 68-82 kDa ™, pode ainda ser encontrada associada ao TIMP-1 e



TIMP-2 formando complexos de 92kDa ou ainda em um complexo de 120 kDa com
NGAL (Gelatinase-associated lipocain)*®. E secretada por fatores de crescimento,
células alveolares e epiteliais dos bronquios, fibroblastos, células endoteliais, células
malignas, células pré-inflamatérias como os neutréfilos e macréfagos™?’%°.

Nos tecidos gestacionais € expressa no final da gestacdo pelo trofoblasto, &mnio
e células deciduais e é a maior enzima expressa durante o trabalho de parto™°. A
correlacdo entre expressdo de MMP-9 e o declinio da resisténcia ténsil das membranas
corioamni6ticas tem sido descrita pela literatura'®. Dessa forma, a expresséo seletiva e
temporaria da MMP-9 a torna possivel candidata a marcador molecular do inicio do
trabalho de parto™?'?%. Subpopulacdes especificas de linfécitos T (CD3*) expressando
MMP-9 sdo atraidos para a interface coriodecidual, e eles sdo capazes de estabelecer
contato com outras populacdes celulares localizadas nas proximidades das membranas,
e juntos colaboram na degradagdo da MEC'?,

A literatura tém associado aumento da proteina MMP-9 e de sua atividade nas

121,131,

membranas fetais, placenta e liquido amniotico de gestagdes pré-termo e de termo

103132133 'sugerindo seu papel durante o parto'’***2. Porém tém sido encontrados niveis
cinco vezes elevados na expressaio de MMP-9, em gestacGes pré-termo, quando
comparado com gestantes de termo**°. Segundo Fortunato et al.”* houve producéo de
RNAmM de MMP-9 nas membranas fetais em resposta a toxinas bacterianas. Nos casos
de rotura prematura de membranas complicadas por infeccdo na cavidade amnidtica, a
concentragdo da forma ativa da MMP-9 esteve aumentada em relagcdo aos casos de
trabalho de parto pré-termo e bolsa integra. Esses dados sugerem o papel das gelatinases

nos mecanismos responsaveis pela rotura das membranas corioamnioticas na presenca

de infeccdo™®.



A secrecdo e liberacdo de MMP-9 podem ser induzidas pelo trabalho de parto ou
pela presenca de infeccdo®” e niveis aumentados desta enzima leva ao inicio da cascata
de degradacdo da MEC que esta associada a rotura das membranas corioamnioticas.
Athayde et al."®* relataram que gestantes com RPM-PT apresentaram concentragdes
mais elevadas de MMP-9 no liquido amnidtico e propuseram que esse aumento no
liqguido amniotico estaria relacionado ao aumento da producdo nas membranas fetais.

Nesse sentido, Fortunato et al.1%

também relataram aumento na concentragdo de MMP-
9 no liquido amniotico de gestantes com RPM-PT quando comparado com gestantes de
termo.

Outros estudos também relataram a atividade MMP-9 aumenta nas membranas
fetais durante o parto, tanto em gestacdes de termo quanto em gestacdes pré-termo’**3*.
Alguns autores demonstram ainda uma expressdo aumentada de MMP-9 em membranas
corioamnioticas de gestacbes de termo com bolsa rota, quando comparadas com
membranas de termo com bolsa integra, sugerindo que esses partos, em parte, possuem
similar processo de rotura das membranas, na qual, o aumento de MMP-9 é um
processo bioquimico importante™*>%.

A MMP-2 é secretada por células endoteliais, fibroblatos, macrofagos e células
malignas na forma latente de 72 kDa e, quando clivada, adquire a forma de 59-62 kDa.
E seu principal substrato alvo é a elastina™®. E uma enzima constitutivamente expressa

6553 est4 acentuada durante o trabalho de parto®™. Seu

pelo amnio durante a gestacao

padrdo de expressdo assemelha-se a de controle enddgeno®, e sua atividade biolégica

controlada é necessaria para a remodelacdo tecidual, incluindo o crescimento da
x~69

placenta ao longo da gestacao™.

A expressdo aumentada de MMP-2 requer transativacdo especifica, pois o gene

promotor da MMP-2 ndo possui proteinas ativadoras para transcricdo®, exceto a AP-2,



que é necesséria para a expressdo constitutiva, e a proteina pré-apoptotica p53->°4.
Dessa forma, 0 aumento na expressao da p53 nas membranas fetais gera aumento na
expressao da MMP-2. Para alguns autores a MMP-2 também estd aumentada em
gestacdes complicadas por RPM-PT®*, porém seu papel ainda ndo esta bem definido
nessa intercorréncia obsteétrica.

As prostaglandinas assim como as contragdes possuem a capacidade de induzir o
aumento na producdo de MMP-2 e MMP-9 e diminui¢do na producdo de TIMP-1 nas
células da decidua levando ao desequilibro na razdo MMP/TIMP favorecendo a
atividade proteolitica. Refletindo assim, o papel das prostaglandinas na rotura das
membranas'**. Segundo a literatura, apés o inicio das contragdes uterinas niveis
diferencialmente aumentados de MMP-2 e MMP-9 foram encontrados. Enquanto a
MMP-2 esteve aumentada na decidua, um aumento expressivo de MMP-9 no &mnio foi
documentado. J& no cério a producdo tanto de MMP-2 quanto de MMP-9 nédo sofreu

influéncia do trabalho de parto®*.

McLaren et al.**

colaboradores propuseram que as alteragcdes que ocorrem nas
membranas fetais proximo ao colo do Utero, local onde eventualmente ocorre a rotura
das membranas, diferem das demais regides, pois niveis aumentados da pré-enzima
MMP-9 foi significativamente superior na membrana amnidtica proxima da cervix
guando comparada com a mesma regido a 10 cm de distancia a partir da borda cervical.
Ja os niveis de MMP-2 ndo diferiram quando comparadas as duas regifes. Uma possivel
explicacdo para esses achados é que a preparagdo das fetais para a ocorréncia da rotura
durante o parto levou a um aumento de MMP-9 préximo ao local da rotura. No trabalho
de parto, a producdo de MMP-9 é maximizada independentemente da sua distancia do

colo do atero. Esta associacdo temporal entre a producdo de MMP-9 inicialmente

proximo da cervix e mais tarde em toda a extensdo das membranas fetais reflete o fato



de inicialmente a MMP-9 enfraquecer as membranas para a ocorréncia da rotura durante
0 parto e posteriormente sua producdo torna-se necessaria ao logo de toda a membrana
para a ocorréncia da separacdo das membranas fetais a partir da decidua e superficie
uterina.

Tanto o TPP quanto a RPM-PT frequentemente estdo associados com a infeccao
na cavidade amniotica, e a resposta inflamatdéria materna e fetal histologicamente
denominada como corioamnionite. Esta resposta inflamatdria envolve a producdo de
citocinas inflamatorias como a IL-1, IL-8 e TNF-a e a producdo de prostaglandinas.
Enquanto a resposta inflamat6ria € comum para ambos TPP ou RPM-PT ¢ interessante
notar em que ponto esses processos se diferem e que irdo determinar a ocorréncia do
TPP ou da RPM-PT. Fica claro a participacdo da MMPs e dos seus inibidores da
diferenciacdo destes dois caminhos, ja que a expressdo de MMP-2 e MMP-9 foram
significativamente superiores nas membranas corioamniéticas de gestantes com RPM-
PT quando comparadas com gestantes em TPP. Em contraste, os niveis de TIMP-2 nao

diferiram’.

4.3.Apoptose

A apoptose é um importante processo de morte celular que envolve uma variedade
de sistemas biologicos como a renovagdo celular, o desenvolvimento embrionario,
involucdo mamaria apds a lactacdo, atrofia horménio-dependente, neutréfilos e outros
leucdcitos apds o término de reacdes inflamatdrias, morte celular induzida por células T
citotoxicas entre outros'*. Por outro lado a ocorréncia indevida de apoptose esta
relacionada a diversos eventos patoldgicos que incluem as doencas neurodegenerativas,

doencas autoimunes e diversos tipos de cancer**. No cenario gestacional a apoptose

145,146 146-148
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poder ser associada a toxemia gravidica , crescimento intra-uterino restrito

diabetes gestacional***'*° e a RPM-PT*1%1,



A apoptose € um , morfologicamente distinto e individual primeiramente descrito
por Kerr et al. . O padréo de alteragdes morfologicas e bioquimicas celulares associadas
com esse evento inclui a formagdo de vacuolos citoplasmaticos retracdo celular
causando perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas,
despolarizacdo da membrana mitocondrial, condensacdo da cromatina e concentracao
junto a membrana nuclear que permanece intacta, alteragdes na assimetria de
fosfolipideos da membrana plasmatica e fragmentacéo internucleossomal do DNA. Os
vacuolos citoplasmaticos formadas aumentam de tamanho e nimero e rompem,
originando estruturas contendo conteudo celular, os chamados corpos apoptoticos. Os
corpos apoptoticos sdo sinalizados através da translocacdo da fosfatidilserina do lado
interno para o lado externo da membrana marcando as células que deverdo ser
fagocitadas, sendo entdo rapidamente retiradas por macréfagos sem causar uma resposta

inflamatoria*>?*%,

4.3.1. Caracteristicas moleculares da apoptose

As alteracBes morfologicas observadas na apoptose sdo consequéncia de uma
cascata de eventos bioquimicos e moleculares geneticamente regulados™’.

As caspases sdo enzimas pertencentes a familia das cisteinas proteases que possuem
a capacidade de reconhecer e clivar substratos que tenham em sua composicao residuos
de aspartato. Séo sintetizadas como precursores inativos e ap6s um sinal de morte
celular, as caspases sdo ativadas por clivagem do sitio proteolitico. As caspases
sinalizam e clivam esses substratos levando a condensacdo e fragmentacdo nuclear,
além de externalizar os fosfolipideos de membrana que serdo utilizados como
sinalizadores para fagocitose pelos macréfagos. Das catorze caspases humana
conhecidas, seis (caspase -3, -6, -7, -8, -9, -10) estdo envolvidas com processo de

apoptose™’.



As caspases podem ser classificadas de acordo com o papel exercido na apoptose.
As capases iniciadoras estdo envolvidas na iniciacdo da cascata proteolitica e possuem
pro-dominios longos, ja as caspases efetoras sdo responsaveis pela clivagem de
substratos e apresentam pro-dominios curtos ou inexistentes. Sdo capazes de clivar
diversos substratos entre os quais a mdm-2 (murine double minute), uma proteina que
se liga a p53 e a mantém no citoplasma. Quando clivada essa proteina libera a p53 que
se transloca para o ndcleo e ativa a transcricdo de genes pré-apoptéticos™ .

A familia Bcl-2 s@o um conjunto de proteinas que participam ativamente tanto na
inducdo como na inibicdo da apoptose'®®. Os reguladores antiapoptéticos previnem a
liberacdo de citocromo e, portanto inibem a apoptose dentre eles estdo a proteina Bcl-2
e Bel-XL. J4 as proteina Bax, Bid e Bax funcionam como pré-apoptéticas'®. Quando
expressa, a Bcl-2 é capaz de inibir a geracdo de espécies reativas de oxigénio e a
acidificagdo intracelular, assim como estabilizar o potencial de membrana
mitocondrial'®,

A homeostasia celular € mantida através do controle da quantidade de proteinas
antiapoptdticas e pro-apoptéticas. As proteinas Bcl-2 e Bax sdo capazes de formar
heterodimeros e homodimeros, e o equilibrio entre eles pode definir o balango pro-
apoptotico ou anti-apoptotico na célula. A proteina Bax é capaz de promovera apoptose
através de sua interacdo com a mitocdndria independente da interacdo com proteinas
apoptoticas. A Bcl-2 apds receber um sinal de morte, inibe a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa através do sequestro de Bax, ou por competi¢cdo dos
sitios que seriam ocupados pela Bax na membrana mitocondrial™®.

As proteinas inibidoras da apoptose (IAP) sdo moléculas que exercem seu papel

antiapoptatico através da capacidade de modular a transcri¢cdo do fator NF-kp3, além de

inibir atividade enzimética das caspases -3, -7 e -9'%1%>,



Na ocorréncia da apoptose as IAPs sdo removidas pela Smac/DIABLO (second
mithocondria-derived activator of caspases/Direct IAP-Binding Protein with Low pl),
uma proteina liberada pela mitocondria do espaco intermembrana para o citoplasma
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juntamente com o citocromo ¢ ap6s o dano mitocondria . No citoplasma, o

citocromo ¢ ativa a caspase-9 através da ligacdo com a APAF-1 e a Smac/DIABLO

remove as IAP de sua ligacdo inibitéria com as caspases*®®™*".

A proteina c-Myc é uma fosfoproteina nuclear que tem sua expressdo regulada
pela fosforilagdo e interacdo com outras proteinas celulares. E um gene que responde
diretamente ao sinais mitogénicos estimulando a passagem das células da fase G1 do
ciclo celular. Além disso, pela transcricdo de genes importantes no controle do ciclo
celular tais como as ciclinas, quinases e outros, exerce efeito na progresséo do ciclo
celular. Além do seu papel no ciclo celular, essa proteina apresenta um importante papel
na regulacédo da apoptose, onde a superexpressao como a diminui¢do da expressao de c-

Myc pode levar a morte celular'™**72,

Os receptores do fator de necrose tumoral (rTNF) constituem uma superfamilia de
receptores cuja a principal caracteristica inclui um dominio uma regido C-terminal'’® de
aproximadamente 80 aminoécidos em comum denominado de dominio de morte®™.
Oito membros dessa familia ja foram identificados e alguns deles como: Fas, TNF-R1,
TRAIL-R1 e TRAIL-R2 foram mais bem estudados. Varios desses receptores
encontram-se na membrana celular sem atividade biologica, embora estejam prontos
para atuar, provavelmente para proteger a célula em determinadas condicdes, da

apoptose induzida por receptores da morte'”>.

A interacdo entre molécula ligante e seu receptor de morte presente ha membrana

celular, levara a ativacdo de processos associados aquele receptor com a finalidade de



promover a apoptose’’®. Os receptores de morte do TNF possuem trés regides
intracelulares que sdo responsaveis pelas interagdes proteina-proteina com outras
proteinas relacionadas a apoptose, dentre esses estdo o dominio de morte associado a
TNF-R e o dominio de morte associado a Fas (Fas-associated death domain —
FADD/MORT 1)'"". Apés a ligacdo do FADD & extremidade citoplasmética do receptor
da morte, a pré-caspase -8 e -10 e outras proteinas séo recrutadas via dominio efetor de
morte (death-effector domain — DED) para formar o DISC*®. Assim que expresso o

DISC, as caspases-8 e -10 tornam-se ativas™"".

Uma grande variedade de fatores séo capazes de desencadear a apoptose, dentre
esses fatores estdo a radiacdo ionizante, danos no DNA, ligacdo de moléculas a
receptores de membrana, agentes quimioterapicos, privacdo de fatores de crescimento,
choque térmico, niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio e baixa quantidade
de nutrientes. Assim a ativacdo da apoptose pode ocorrer através duas vias: a extrinsica

(citoplasmatica) ou intrinsica (mitocondrial)'®.

Quando ocorre a ligacdo de ligantes especificos aos receptores de membrana da
superfamilia rTNF, a via extrinseca é ativada e a cascata das caspases € iniciada. A
sinalizacdo a seguir é mediada pela porcdo citoplasméatica destes receptores, 0s
chamados “dominios de morte”®°. Ao reconhecer um ligante especifico seus dominios
de morte interagem com moléculas que possuem a capacidade de recrutar a caspase-8,
conhecidas como FADD/MORT-1, que ir4 ativar a caspase-3 e assim executar a

apoptose™®’,

Ja& a via intrinsica é ativada na ocorréncia de estresse extra ou intracelular, como a
privacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou a ativacdo de oncogenes.

Esses estimulos convergem principalmente para a mitocéndria que atuam como o



principal mediador deste tipo de morte, induzindo a permeabilizacdo mitocondrial com
consequente liberacdo de moléculas pré-apoptéticas presentes no seu interior'®%. Ao
alcancar a mitocondria, os sinais de morte levam a um colapso do potencial de
membrana mitocondrial interna e a0 mesmo tempo a dgua presente no espago entre as
membranas passa para a matriz mitocondrial, culminando com a ruptura da organela e

liberacdo de proteinas apoptéticas para o citoplasma'®18*

, além disso ocorre a perda da
homeostasia celular e como consequéncia ha a interupcdo na sintese de ATP
aumentando as especies reativas de oxigénio que além de induzir a ativacdo das
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caspases -3 e , induz a oxidacdo lipidica, proteica e dos acidos nucleicos

aumentando o colapso do potencial de membrana mitocondrial interna®’.

Durante a apoptose ocorre a formacdo de um megaporo que abrange ambas as

membranas (interna e externa) mitocondrial'®®

, € através desse poro ocorre a liberagdo
do citocromo c para o citoplasma. No citosol o citocromo ¢ forma um complexo com a
APAF-1 e a caspase-9, denominado apoptossomo que promove a a clivagem da proé-
caspase-9, liberando a caspase-9 ativa, que por sua vez vai liberar a caspase-3 levando a

ocorréncia da apoptose®®3*%.

4.3.2. Apoptose e a RPM-PT

A proliferacdo celular e a apoptose, desempenham um importante papel na
funcdo da placenta, sendo inversamente proporcional com o avango da idade
gestacional™®.

Durante a evolucéo da gestacdo, o trofoblasto, camada epitelial de origem fetal
que separa o tecido materno do fetal, sofre modificagcbes em suas camadas celulares

com o objetivo de diminuir a espessura do trofoblasto e facilitar a nutricdo e a

oxigenacdo fetal. Observa-se nesse tecido a ocorréncia de apoptose durante toda a



gestacdo, com expressivo aumento no terceiro trimestre, sugerindo ser este um processo
normal da senescéncia placentaria™®.

Embora a apoptose faca parte da programacdo normal de envelhecimento da
placenta, situacdes adversas como a presenca de inflamagéo e ou infeccdo possuem a
capacidade de antecipar e acelerar esse processo, fazendo deste um evento patoldgico
essencial'®.

Alguns mediadores inflamatérios produzidos por células do sistema imune*®**%

e tecidos gestacionai8184,185193,194

caracterizados por sua agdo pré-inflamatoria, podem
estar relacionado com a capacidade de induzir a apoptose nas membranas fetais nas
gestacGes complicadas por RPM. Neste cenério estdo as citocinas IL-1 e 0 TNF-a. Para
Fortunato e Menon'? ap6s a estimulacdo das membranas fetais com IL-1 recombinante
ocorreu uma inducdo na atividade das caspases nesses tecidos. Sendo a ativacdo da
cascata das caspases um mecanismo inicial no processo de apoptose nas células das
membranas corioamnioticas. A estimulacdo desse tecido gestacional com TNF-a levou

a 80% de apoptose nesses tecidos'®. No mesmo contexto, Daher et al.*®® demonstraram

que o TNF-a prejudica o crescimento e funcdo de células trofoblasticas in vitro.

Outro mediador inflamatorio associado com o mecanismo de apoptose é a IL-18,
uma citocina pro-inflamatdria com caracteristicas pro-apoptoticas. Possui a capacidade
de induzir a apoptose devido ao aumento da expressao de Fas em células natural killer
e células T. Quando Fas liga-se ao FasL, a via das caspases é ativada e a apoptose é
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desencadeada Dessa forma, foi sugerido que o0 mesmo pudesse ocorrer nas

membranas fetais, no entanto tal mecanismo foi encontrado ser incompleto nesses
tecidos™®’.
Muitas evidéncias sugerem que a ativacdo das metaloproteinases e degradacgéo
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das membranas sdo desencadeadas por sinais apoptoticos Fortunato et al™.



sugerem que a apoptose pode predispor a inducdo e ativacdo do gene MMP-2
conduzindo a RPM.

T75'79'200,

Estudos tém sugerido associacdo entre a apoptose e a RPM-P com

150,151,202,203. Nesse

pouco conhecimento nos casos complicados por corioamnionite
cenario inflamatério, George et al.™™, empregando a técnica de TUNEL, avaliaram 30
gestacdes complicadas por RPM-PT e concluiram que a apoptose esta acelerada nas

células coridnicas de membranas com corioamnionite. Em outros estudos conduzidos
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por Kataoka et a e por Murtha et al.”*, avaliando gestagdes com RPM e
corioamnionite, concluiram que ha aumento dos indices apoptdticos nas membranas
fetais de gestacbes complicadas por RPM e corioamnionite. Entretanto Tanir et al.*
empregando a mesma técnica, avaliaram gestacdes complicadas por RPM e gestacBes
com bolsa integra e concluiram que nas gestacdes complicadas por RPM ha aumento
dos nucleos apoptoéticos nas membranas corioamnioticas, porém ndo encontraram
relacdo entre corioamnionite e aumento dos indices apoptdticos. Assim, 0 mecanismo
de morte celular programada parece ser acelerado pela infeccéo e inflamacdo, levando a
aceleracdo da degradacdo das membranas fetais normais™***?%*?% Alguns relatos da
literatura tém mostrado que na presenca de corioamnionite histolégica, infiltracdo das
membranas fetais por leucdcitos polimorfonucleares, ocorre uma duplicacdo no grau de
apoptose das células do corion, sugerindo que a presenca de infeccdo e ou inflamacao
podem alterar o equilibrio entre sobrevivéncia e morte celular nas gestacbes
complicadas por RPM-PT 2%,

As células amnidticas submetidas ao processo de morte celular programada
estdo associadas com a degradacdo orquestrada da MEC antes do inicio do trabalho de

parto®’, sugerindo que a RPM é provavelmente o resultado de mudancas bioquimicas,

assim como a presenca de forca fisica®.



Entretanto, a apoptose ocorre nas membranas fetais sob circunstancias normais

em associagdo com o trabalho de parto®®. Para Runi¢*”’

a apoptose ocorre como parte
da senescéncia programada das células coridnicas e deciduais e ndo sdo desencadeadas
em associacdo com o trabalho de parto. Em gestaces complicadas por infeccdo intra-
uterina, ocorre aumento da apoptose nas membranas fetais'® e observa-se elevadas

concentragfes da proteina nucleossomal, um marcador de células apoptéticas, no

liquido amni6tico®®.
5. Infecgéo da cavidade amniotica, coriamnionite e prematuridade

A ascensdo microbiana do trato genital inferior para a cavidade amnidtica tem sido
considerada o principal mecanismo de infeccdo e inflamacdo nos tecidos
gestacionais®®. associados com o parto prematuro*®#%%* A importancia da infeccéo
como um fator etioldgico é mais pronunciado numa idade gestacional menor, ou seja, a
infeccdo intrauterina e a inflamacdo sdo inversamente proporcinal com a idade
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gestacional“™“. InfecgBes maternas sistémicas, como a pneumonia, pielonefrite, malaria
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entre outras , € infecgOes do trato genital s&o conhecidas por predispor ao parto

pré-termo, podendo essas infeccdes ter inicio antes mesmo da concepgdo®®4.

A amniocentese é o método padrdo ouro para 0 diagnostico de infeccdo e
inflamacéo intra-amniética, no entanto, por se tratar de uma técnica invasiva e cercada
de riscos para o feto, é pouco utilizada para este fim*?'%. O liquido amniético é estéril
para bactérias em 99% dos casos, portanto o isolamento de qualquer micro-organismo
através de técnicas microbioldgicas de cultivo ou moleculares constitui evidéncia de
invasdo da cavidade amnidtica®, esta condicdo muitas vezes existe na auséncia de sinais
clinicos e sintomas de infeccdo. Dessa forma os micro-organismos e seus produtos

desencadeiam uma resposta inflamatoria com subsequente recrutamento e ativacao de

leucécitos para as membranas fetais?'®, resultando em amplificacdo da resposta



inflamatdria e corioamnionite histolégica, considerada importante indicador de infecgédo
da cavidade amniética®®. Por outro lado, para alguns autores através da técnica de
hibridizacdo in situ utilizando uma sonda especifica de DNA para as regides
conservadas do DNA bacteriano, foi detectado DNA bacteriano em 70% das
membranas corioamnioticas de gestantes submetidas a cesarea eletiva a termo. Esses
achados sugerem que a presenca de bactérias por si s6 ndo o suficiente para causar parto
pré-termo e que a colonizacdo microbiana nas membranas corioamnioticas nem sempre
estimulam uma resposta inflamatdria®?°.

A invasdo microbiana da cavidade intra-amiética esta presente em 12,8%%%%* dos
casos de gestantes em trabalho de parto prematuro com bolsa integra, e em 32% dos
casos complicados por RPM-PT??1%% Gestantes com invasdo microbiana da cavidade
amniotica estdo mais propensas a desencadearem o parto prematuro, a sofrerem rotura
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espontanea das membranas fetais e a desenvolver corioamnionite clinica
organismos mais comumente encontrados no liquido amniético sdo os micoplasmas
genitais??®#’, Sreptococus do grupo B, Streptococcus viridans, Gardnerella vaginalis,
entre outros. E em cerca de 30 a 50% dos pacientes o cultivo é polimicrobiano®®.
Corioamnionite é o termo utilizado como referéncia as condicGes clinica, sub-
clinica e histoldgica, sendo a corioamnionite clinica freqlientemente denominada de
infeccdo intra-amniética ou amnionite?®. Clinicamente, a corioamnionite é definida
pela 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 odor fétido do liquido amni6tico®®. J4 a
corioamnionite histologica € definida pela presenca de infiltrado inflamatdrio

polimorfonuclear nas membranas corioamnioticas, consequente de infeccdo bacteriana

do liquido amnidtico, das membranas fetais, da placenta e do Gtero'***?*! A maioria



dos casos de corioamnionite histoldgica ocorre na auséncia de sinais clinicos e de
sintomas de infeccdo®! e este diagnéstico pode ser feito em mais de 20% das gestacdes
de termo e em mais de 50% dos partos pré-termo*>°122°,

A principal complicacdo materna associada a infeccdo intra-amniética é a
bacteremia, no entanto, na presenca de corioamnionite clinica somente 5% a 10% das

gestantes apresentam tal complicagio®***%.

Dentre outras complicacbes estdo o
aumento nas taxas de cesareas, hemorragia puerperal, anormalidades do trabalho de
parto incluindo contratilidade uterina anormal, levando a uma maior necessidade de
administracéo de ocitocina e endometrite®?.

A morbidade e mortalidade neonatal relacionada com a corioamnionite Sao
inversamente proporcional com a idade gestacional do parto®*. Em gestacdes de termo
complicadas por corioamnionite, a morbidade é baixa, os indices de pneumonia €
inferior a 2% e o indice de sepse (diagnosticado por hemocultura) varia entre 2% a
8%%°%?%  Tratando-se de gestacBes pré-termo, a infeccéo intra-amnidtica leva a um
aumento de complicacGes infecciosas como a meningite (3%), enterocolite necrosante
(4,5%), pneumonia (10% a 21%) e sepse (7% a 28%), dentre as complica¢cbes ndo
infecciosas estdo a hemorragia intra-craniana (22% a 24%), sindrome do desconforto
respiratorio (62% a 63%) e mortalidade neonatal, com taxas superiores a 25%°%*.

A infeccdo ascendente do trato genital inferior para a cavidade amnidtica é a via
mais comum, no entanto outras vias sdo descritas, como a infeccdo hematogénica,
retrégrada (a partir da cavidade peritonial atravé das trompas uterinas) e acidentalmente
através de um procedimento invasivo como a amniocentese %%,
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Para Galask et al*®’, os micro-organismos da flora vaginal possuem a capacidade de

atingir as membranas fetais e infectar a cavidade amnidtica, no entanto, ndo estava claro



se a propagacdo microbiana pelas membranas fetais precedia a invasdo da cavidade
amniotica.

Baseado nesta questdo, em trabalho recente foi proposto um novo modelo de
invasdo microbiana da cavidade amnidtica (Figura 1), no qual o estagio inicial é
caracterizado pela adesdo microbiana em limitada regido das membranas
corioamnioticas, seguida de proliferacdo microbiana intra-amniética e invasdo das

membranas por extensdo da proliferacdo no liquido amniético®®.

Figura 1. Etapas da invasdo microbiana da cavidade amniética. Modelo proposto por Kim et al.,2009.

Nos tecidos gestacionais 0s micro-organismos séo reconhecidos pelos receptores
Toll- Like (TLRs) , que sdo capazes de ativar o sistema imune inato, induzindo a uma
cascata pré-inflamatéria orquestrada, entre outros elementos, pelo fator de transcricdo
NF-kpB culminando numa elaborada cascata de moléculas efetoras tais como as citocinas
inflamatdrias ( IL-1, IL-6,IL-8 e 0 TNF-0))***?*, proteases, prostaglandinas entre outras
enzimas®®para produzir uma resposta coordenada incluindo contracdes uterinas,
infiltracdo de células inflamatdria nos tecidos gestacionais e uma série de alteracdes
bioquimicas e estruturais no colo do tutero, denominado de ‘amadurecimento cervical’ e

enfraquecimento das membranas fetais*®.



A inflamacdo e seus mediadores, como as quimiocinas (IL-8), citocinas pro-
inflamatdrias (IL-1B, TNF-a), prostaglandinas entre outros desempenham papel central
na ocorréncia do parto pré-termo induzidos pela infeccdo. A IL-1 foi a primeira citocina

associada a este evento?*!

, € produzida pela decidua em resposta a produtos bacterianos
ealL-1B e IL-1a sdo capazes de estimular a producéo de prostaglandinas pelo @mnio e
decidua. ConcentracGes elevadas dessas citocinas sdo encontradas no liquido amnidtico
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de gestantes em trabalho de parto pré-termo na presenca de infeccdo™“. Estudos

experimentais ttm mostrado que a administracdo intravenosa de IL-1 em animais
prenhas estimula a contragdo intra-uterina e induz ao trabalho de parto pré-termo?*32*,
no entanto este efeito pode ser bloqueado através da administracdo do seu antagonista
natural, o receptor antagonista IL-1 (IL-1ra)*®.

O TNF-a, outro mediador envolvido no mecanismo de trabalho de parto pré-
termo na presenca de infeccdo, possui a capacidade de estimular a producdo de
prostaglandinas pelo amnio, miométrio e decidua®*®, apresentando esta Gltima a
capacidade de produzir prostaglandinas em resposta a produtos bacterianos®’**. Na
presenca de infeccdo niveis aumentados dessa citocina sdo encontrados no liquido
amnidtico de gestantes em trabalho de parto pré-termo com bolsa integra e na RPM-
PT?*®. Além disso, 0 TNF-a possui a capacidade de estimular a producdo de MMPs,

sendo assim associados com a rotura de membranas**'¥#° E conhecido que 0 TNF-a

e a IL-1p possuem a capacidade de aumentar a expressdo de IL-8 pelas células da
decidua, por sua vez, a IL-8 é altamente expressa na presenca de corioamnionite®*.
Considerandp que o parto prematuro representa hoje um dos maiores desafios da

Perinatologia, sendo responsavel por grande parte da morbimotalidade nas unidades de

terapia intensiva do mundo inteiro, torna-se imperioso o estudo da fisiopatologia das



complicacBes associadas ao parto prematuro. O entendimento desses mecanismos

podera contribuir para o desenvolvimento dessas gestacoes.
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1. Resumo

Introducdo: A participagdo das metaloproteinases (MMPs) na fisiopatologia da Rotura Prematura de
Membranas (RPM) tem sido discutida na literatura mundial e a degradacdo anormal da matriz
extracelular (MEC) parece ser um dos principais eventos na etiologia da Rotura Prematura de Membranas
Pré-Termo (RPM-PT) associada a infeccdo na cavidade amnidtica. Objetivo: Avaliar a expressao das
metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) e de seus inibidores (TIMP-1 e TIMP-2) e a atividade enzimatica
de MMP-2 e MMP-9 em membranas corioamnidticas de gestacGes complicadas por RPM-PT e
corioamnionite histologica. Pacientes e Métodos: Foram incluidas no estudo 40 gestantes que
apresentaram RPM-PT na presenga ou nao de corioamnionite histolégica. Como grupo controle, foram
incluidas no estudo 37 gestantes que apresentaram Trabalho de Parto Prematuro com bolsa das aguas
integras (TPP) na presenca ou ndo de corioamnionite histologica. Todas as pacientes envolvidas no
estudo foram atendidas no Servigo de Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP. As membranas corioamniéticas foram coletadas imediatamente apés a dequitagdo da
placenta e em seguida transportadas ao Laboratério de Imunopatologia da Relagdo Materno-Fetal do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina, UNESP. Fragmentos das membranas
corioamni6ticas foram encaminhados a andlise histopatoldgica. Outros fragmentos foram submetidos a
extracdo de RNA total. Amostras com concentragdo entre 0,02 e 0,2ug/ uL de RNA foram submetidas a
obtencdo de cDNA e utilizadas na quantificacdo da expressdo dos genes das MMPs e TIMPs pela
técnica da PCR em tempo real. Os fragmentos restantes das membranas corioamnioticas foram
submetidos a extragdo de proteinas e utilizados na quantificacdo proteica por western blot das MMPs e
TIMPs e quantificagdo da atividade proteolitica das MMPs pela técnica de zimografia. Os dados socio-
demograficos e gestacionais foram submetidos ao Teste Exato de Fisher e os dados de expressdo génica e
proteica das MMPs e de seus inibidores além da atividade proteolitica das MMPs nos grupos estudados
foram submetidos aos testes de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis de acordo com a comparagédo entre
dois ou mais grupos. O nivel de significancia adotado para todos os testes empregados foi de 5%.
Resultados: As variaveis idade materna, estado civil, etnia, tabagismo, tipo de parto, paridade, idade
gestacional no momento do parto e intercorréncias gestacionais anteriores ndo apresentaram diferenga
estatistica significativa entre os grupos estudados (p>0,05). A expressdao génica de MMP-9 foi
estatisticamente superior no grupo RPM-PT [1,782 (0,0232-1673,903)] quando comparado ao grupo TPP
[0,486(0,000237-5,934)], p=0,009. A expressao proteica de MMP-9 foi estatisticamente superior no
grupo RPM-PT [2,606 (1,017-5,185)] quando comparado ao grupo TPP [1,683(0,250-2,865)], p=0,001.
Da mesma forma, a atividade proteolitica de MMP-9 foi estatisticamente superior no grupo RPM-PT
[1,224 (0,0623-7,579)] quando comparado ao grupo TPP [0,503(0,0513-12,737)], p=0,001. Considerando
0 status de corioamnionite histoldgica, a expressdo génica, proteica e atividade proteolitica de MMP-9 foi
estatisticamente superior na presenca de corioamnionite no grupo RPM-PT (p<0,05). No grupo TPP, a
expressdo génica e a atividade proteolitica de MMP-9 foi estatisticamente superior na presenga de
corioamnionite histoldgica (p<0,05). A expressao génica, proteica e atividade proteolitica de MMP-2 ndo
diferiu entre os grupos estudados, independente do status de corioamnionite histolégica. Da mesma
forma, ndo houve diferenca significativa na expressao génica e proteica de TIMP-1 e TIMP-2 nos grupos
avaliados. A relacdo MMP-9/TIMP-1 em favor a atividade de MMP-9 foi maior nos grupos RPM-PT
(2,367) e TPP (1,617) na presenca corioamnionite. Conclusdo: O desequilibrio da razdo MMP-9/TIMP-1
€ um mecanismo importante na fisiopatogénese da RPM-PT associado a corioamnionite histoldgica.

2. Abstract

Participation of metalloproteinases (MMP) in premature rupture of membranes (PROM) has been
extensively discussed in the literature and abnormal degradation of extracellular matrix seems to play a
key role in preterm PROM (pPROM) associated with intra-amniotic infection. Aim: To evaluate the
expression of metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9) and its inhibitors (TIMP-1 and TIMP-2) as well



as the enzymatic activity of MMP-2 and MMP-9 in chorioamniotic membranes from pregnancies
complicated by pPROM and histologic chorioamnionitis (CAM). Patients and Methods: We included in
the study 40 pregnant women that presented with pPROM in the presence or absence of CAM. The
control group comprised 37 patients that presented with preterm labor (PL) and intact membranes in the
presence or absence of CAM. All patients included were seen at the Obstetrical Unit Care of Botucatu
Medical School, UNESP between January 2010 and December 2012. Fragments of amniotic membranes
were collected immediately after labor and transported to the laboratory for histological analysis and
extraction of total RNA. Samples with a RNA concentration of 0.02 — 0.2ug/puL were submitted to cDNA
production followed by quantification of the expression of MMPs and TIMPs by real-time PCR.
Fragments of amniotic membranes were also submitted to protein extraction for quantification of the
same markers by western blot and quantification of proteolitic activity of MMPs by zymografy. Socio
demographic and gestational data were submitted to Fisher’s exact test. Data on gene and protein
expression were submitted to Mann-Whitney for comparison between two groups and Kruskal-Wallis for
comparison among three or more groups. A p-value < 0.05 was considered significant. Results: Maternal
age, marital status, ethnicity, smoking habits, mode of delivery, parity, gestational age at delivery and
previous history of pregnancy complications showed no difference between the groups (p>0.05). Patients
with pPROM showed higher gene and protein expression of MMP-9 [Gene expression: 1.782 (0.0232-
1673.903), Protein expression: 2.606 (1.017-5.185)] then patients in the PL group [Gene expression:
0.486 (0.000237-5.934), Protein expression: 1.683 (0.250-2.865)], p=0.009 and p=0.001. Similarly,
pPROM samples showed higher MMP-9 proteolitic activity [1.224 (0.0623-7.579)] when compared to
samples from PL group [0.503 (0.0513-12.737)], p=0.001. Regarding chorioamnionitis status, gene
expression and proteolytic activity of MMP-9 was higher in the presence of CAM for both pPROM and
PL groups compared to the absence of CAM (p <0.05). Protein expression was also higher in the presence
of hCAM for the pPROM group (p <0.05). Gene expression, protein expression and proteolytic activity of
MMP-2 did not differ between groups, regardless the status of CAM. Likewise, there were no differences
in gene and protein expression of TIMP-1 and TIMP-2 between the groups. Overall MMP-9/TIMP-1 ratio
was higher in the presence of CAM compared to its absence [pPPROM (2.367) and PL (1.617)], revealing
higher MMP-9 activity in the CAM setting. Conclusion: Loss of balance between MMP-9/TIMP-1 is an
important mechanism for the pathogenesis of pPROM associated to histologic chorioamnionitis.

3. Introdugao

A rotura das membranas é um evento 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 (RPM). Sua ocorréncia em idade gestacional

inferior a 37 semanas recebe a denominacgdo de rotura prematura de membranas pré-termo



(RPM-PT)*. A incidéncia de RPM ocorre em cerca de 9% das gestacdes’ variando de 2% a
4,6%” das gestacbes pré-termo
Embora a etiologia da RPM-PT seja de origem multifatorial, a infeccdo da cavidade

> segundo a literatura, a infeccdo

amnidtica parece ser o evento chave na sua patogénese
e/ou inflamagdo intra-amnidtica esta presente em pelo menos metade das gestacbes
complicadas por RPM-PT e em aproximadamente um terco das gestantes em trabalho de parto
prematuro e bolsa integra (TPP) *3*°.

As membranas que revestem a cavidade amniotica sdo compostas pelo amnio e
corio, 0s quais sdo conectados pela matriz extracelular (MEC)**?!. A MEC, complexo
de proteinas e glicoproteinas que envolvem as células dos mais diversos tecidos,
composta principalmente por colagenos disposta em complexa rede, é responsavel pela
resisténcia mecanica do tecido. Muitos dos componentes da MEC sdo degradados pelas
metaloproteinases (MMPs), um grupo de enzimas estruturalmente relacionadas,
endégenas zinco dependentes® que desempenham importante papel no processo de
remodelamento e acomodacdo das membranas fetais com o avanco da gestacdo®. Neste
cenario, destacam-se as MMP-2 e MMP-9, conhecidas como gelatinases A e B, as quais
desempenham papel central na degradacdo da MEC nas membranas fetais em condicGes
fisioldgicas e patoldgicas®*?’. O principal substrato dessas enzimas é o coléageno tipo
IV, o maior constituinte do &mnio e cdrio e esta localizado tanto na membrana basal
quanto no intersticio®*%,

A atividade das MMPs é regulada pelos seus inibidores teciduais (tissue
inhibitors of metalloproteionases — TIMPs), os quais também sdo produzidos por
células secretoras de MPPs?®. A literatura tem relacionado a participacdo das MMPs
na fisiopatologia da RPM™. Segundo Vadillo-Ortega & Estrada-Gutiérrez?®, o

rompimento da homeostase da MEC parece ser 0 evento chave na etiologia da RPM-PT.

Assim, ao contrario da rotura normal das membranas fetais durante o trabalho de parto,



na RPM-PT a expressdo e secre¢cdo das MMPs ndo ocorrem em sincronia com 0s
mecanismos do trabalho de parto, resultando na degradacdo anormal e precoce da MEC.

Embora ndo sejam conhecidos os fatores fisioldégicos envolvidos na expressao
das MMPs, os produtos bacterianos e/ou producédo de citocinas pré-inflamatorias, tais
como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e Interleucina (IL)-13, podem ativar essa
cascata enzimatica em gestacbes complicadas por infeccdo na cavidade amnidtica,
desencadeando a RPM-PT?®. Entretanto, os estudos avaliando o desequilibrio de MMPs
e seus inibidores na presenca de corioamnionite histolégica, achado presente nas
membranas corioamniéticas de expressiva parcela das gestacdes complicadas por RPM-
PT, sdo escassos.

O objetivo desse estudo é avaliar a expressdo das metaloproteinases (MMP-2 e
MMP-9) e de seus inibidores (TIMP-1 e TIMP-2) e a atividade enzimatica de MMP-2 e
MMP-9 em membranas corioamnidticas de gestacbes complicadas por RPM-PT na
presenca de corioamnionite histolégica.

4. Pacientes e Métodos
4.1. Desenho do estudo e constituicdo dos grupos

Trata-se de um estudo prospectivo e transversal. Todas as pacientes incluidas no
estudo foram atendidas no Servigo de Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP, entre o periodo de Janeiro de 2010 a Dezembro de
2012. A estimativa do tamanho amostral foi baseada na menor diferenca de
quantificacdo relativa da expressdao de MMP-9 entre os grupos de estudo e assumindo
a=0.05 ¢ $=0.20, estimou-se tamanho amostral minimo de 20 gestantes em cada um dos
grupos de interesse.

A amostra foi constituida por 40 gestantes que apresentaram RPM-PT na

presenca (n=20) ou auséncia (n=20) de corioamnionite histolégica. Como grupo



controle, foram incluidas no estudo 37 gestantes que apresentaram Trabalho de Parto
Prematuro com bolsa das aguas integras (TPP) na presenca (n=20) e na auséncia de
corioamnionite (n=17). Todas as pacientes incluidas no estudo evoluiram para parto
prematuro como desfecho gestacional em periodo maximo de 7 dias do diagnostico
inicial.

As membranas corioamnioticas de gestantes que apresentaram diabetes,
hipertensdo, anomalias fetais congénitas comprovadas, gemelaridade, placenta prévia e
infeccdo urinaria ou outras infeccdes foram excluidas do estudo. A idade gestacional foi
avaliada a partir da data da Gltima menstruacdo e/ou exame ultra-sonografico precoce
(até 20 semanas).

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto a
finalidade da pesquisa, concordaram em participar do estudo e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo CEP 3438-2010).

4.2. Colheita de membranas corioamnioticas e analise histopatoldgica

No momento da resolucdo da gestacao, logo apds a dequitacdo, foram colhidas
membranas corioamnidticas de todas as pacientes incluidas no estudo. Foram retirados
fragmentos de 1 cm? da borda das membranas, que foram armazenados em RNA later®
(RNA Sabilization Reagent- Ambion) a 10ul/mg de tecido em tubos eppendorf de
1,5mL. Os demais fragmentos foram acondicionados em criotubos e posteriormente
armazenados a -80°C no Laboratério de Imunopatologia da Relacdo Materno-Fetal do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina, UNESP.

O restante da placenta e seus anexos foram pesados, fixados e acondicionados

em recipiente apropriado contendo formalina a 10% por 24 horas para fixag&o.



Fragmentos das membranas corioamnioticas foram desidratados em alcool, diafanizados
em xilol e a seguir incluidos em blocos de parafina. Os blocos obtidos foram
seccionados em microtomo comum, obtendo-se cortes de 5 um de espessura para
montagem em laminas de vidro. As laminas foram coradas pelo método classico de
Hematoxilina-Eosina (HE) para a analise histopatologica das membranas segundo 0s
critérios de Yoon et al**.

4.3. PCR em tempo real

Os fragmentos de membranas corioamniéticas coletados conforme descrito no
item 4.2. foram submetidos a extracdo de RNA total utilizando o Illustra RNAspin Mini
Isolation Kit (GE Healthcare). Para impedir a contaminacdo do DNA gendmico, todas
as amostras de RNA foram tratadas com DNase | isenta de RNase (New England
Biolabs ®), antes da amplificacdo. A qualidade e concentracdo de RNA total extraidos
foram medidos com Epoch Spectrophotometer (Biotek®). Amostras de RNA
(0.1pg/uL) foram submetidas a transcricdo reversa usando a High-Capacity cDNA
Archive Kit, seguindo as instrucdes do fabricante (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA).

A partir do cDNA obtido foi efetuada a amplificacdo dos genes das MMP-2
(Hs01548727_m1), MMP-9 (Hs00234579_m1), TIMP-1 (Hs00171558_m1) e TIMP-2
(Hs00234278_s1) de acordo com o protocolo da Applied Biosystems TagMan® Gene
Expression Assays, em aparelho Line Gene K (Bioer®), com uma unidade éptica, que
permite a monitorizacdo em tempo real do aumento da concentragdo do produto da
PCR. O numero de ciclos limite (CT) é o nimero de ciclos da PCR, em que a libertacdo
de fluorescéncia atinge um nivel limiar, e foi utilizado para determinar a expressdo do
RNAmM relativa dos genes de interesse utilizando o método AACT. A média dos CT de

gestacdes em TPP na auséncia de corioamnionite foi utilizada como calibrador. As



condicdes da reacdo foram de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos compostos
por 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os sinais de fluorescéncia adquiridos
nos passos de anelamento e extensdo do ciclo de amplificacdo (60 °C por 1 minuto). Em
todos os ensaios, as amostras foram processadas em duplicata e paralelamente, foi
realizada a amplificacdo do gene TBP (TATA box binding protein) (Hs9999910 m1)
como gene enddgeno.

4.4. Western blot

A extracdo de proteinas totais foi realizada a partir da homogeneiza¢do das
membranas corioamniéticas em tampao de lise [PBS, 1% (v/v), Nonidet P-40 a 0,5%
(w/v), dodecil sulfato sodico (SDS) e inibidor de protease (10ul/mL, Amersham®)]. O
sobrenadante foi removido por centrifugacao a 15009 por 20 minutos a 4 °C.

A determinacdo da concentracdo de proteina total em cada amostra foi realizada
utilizando o BCA Protein Assay kit (Bio-Rad) e albumina de soro bovino (BSA) como
curva padrdo. Quantidades idénticas de proteinas (50 ug) foram desnaturadas em agua
fervente por 5 minutos e submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 10%, sob
voltagem constante de 200V e em condicdes redutoras.

O gel foi colocado em contato direto com Hybond-P membrane (Amerham
Biosciences, GE Healthcare LTD, Chalfont ST. Giles, Bukes, UK) em aparelho
apropriado (Bio-Rad Laboratories®) e submetido a eletroblotting para transferéncia das
bandas para a membrana. Apoés a transferéncia, foi realizado o bloqueio dos sitios livres
da membrana com solugdo de PBS-T contendo leite desnatado na concentracdo de 5%,
durante 40 minutos, a temperatura ambiente e agitacdo constante. Apoés trés lavagens da
membrana com PBS-T por 5 minutos, foi realizada incubagéo com o anticorpo primario
anti-MMP-2, anti-MMP-9, anti-TIMP-1, anti-TIMP-2 e anti-p-actina (R&D Systems,

Minneapolis, MN, USA), na diluicdo 1:1000, a 4°C, com agitacdo constante, overnight.



As membranas foram entdo lavadas com PBS-T e incubadas com o anticorpo
secundario IgG anti-mouse conjugado a peroxidase (diluicdo 1/5000) (SAB Signalway
Antibody) por duas horas a temperatura ambiente em agitacdo constante. A revelacédo
foi realizada com reagente quimioluminescente ECL (Amersham) segundo instrugdes
do fabricante. O sinal foi capturado utilizando-se aparelho Alpha Innotech Fluor Chem®
FC2 Imager e analisados através da densidade dptica pelo programa Image J.
4.5. Zimografia

Aliquotas de 50ug de proteinas obtidas conforme descrito no item 4.4. foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% copolimerizado com 0,1% de
gelatina na presenca de SDS sob condi¢bes ndo redutoras. Depois da eletroforese, 0s
géis foram lavados duas vezes por 15 minutos em uma solucdo de 2,5% de Triton X-
100 para remover o SDS. Posteriormente, os géis foram incubados por 18 horas em
solucdo tampédo Tris-HCI 50mM, pH 7,4, contendo 10mM CaCl, e 1uM de ZnCl; a
37°C. Ao final, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 por 30
minutos e descorados por 10 minutos com solucdo descorante (metanol 30%, acido
acético 10%). As areas de protedlise foram visualizadas como bandas claras contra um
fundo escuro. A atividade gelatinolitica das bandas da MMP-2 ¢ MMP-9 foram
analisadas através da densidade Gptica pelo programa Image J.
4.6. Andlise Estatistica

Os dados socio-demogréaficos e gestacionais das pacientes incluidas no estudo
foram submetidos ao Teste Exato de Fisher. Os dados de concentragéo relativa de RNA
mensageiro, a expressao proteica e atividade proteolitica das metaloproteinases e de
seus inibidores foram submetidos aos testes de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis de

acordo com a comparacdo entre dois ou mais grupos. O nivel de significancia adotado



para todos os testes empregados foi de 5% e o software utilizado foi o SigmaStat 9.0
(Jandel Corporation).
5. Resultados
5.1. Caracteristicas socio-demograficas e obstétricas das gestantes incluidas no
estudo

As caracteristicas socio-demograficas e gestacionais das pacientes incluidas no
estudo estdo apresentadas na Tabela 1. As varidveis idade materna, estado civil, etnia,
tabagismo, tipo de parto, paridade, idade gestacional no momento do parto e
intercorréncias gestacionais anteriores nao apresentaram diferenca estatistica

significativa entre os grupos estudados.

Tabela 1. Caracteristicas sdcio-demograficas da pacientes incluidas no estudo.

TPP auséncia TPP presenca
Variaveis auséncia de CA presenga de CA de CA de CA
(n=20) (n=20) (n=17) (n=17)
Idade materna* 24,5 (17 - 42)° 24 (14 — 44y 25 (15 — 36)° 18(14 -34)
Estado civil® Solteira 4 (20%)* 6 (30%)* 13 (76,5%)* 14 (70%)*
Uniéo estavel 16 (80%)* 14 (70%)? 2 (23,5%)° 6 (30%)
Etnia* Branco 17 (85%)* 19 (90%)* 16 (94,2%)* 14 (70%)*
Né&o Branco 2 (15%)* 1 (10%)* 4 (5,8%)* 6 (30%)?
Tabagista" sim 6 (32,6%)* 6 (33,4%)* 6 (42,8%)° 7 (58,8%)°
néo 13 (68,4%)* 12 (66,6%)* 8 (57,2%)" 10 (41,2%)°
Tipo de Parto” Vaginal 7 (35%)* 13 (65%)* 11 (64,7%)* 12 (60%)*
Cesarea 13 (65%)* 7 (35%)a 6 (35,3%)* 8 (40%)*
) 2385 238 230 227
Idade gestacional no momento do
parto (dias)"
(200 -258)* (196-258)° (177-257) (263-286)°
Paridade” Primigesta 8 (40%)* 10 (50%)* 5 (29,5%)* 8 (40%)*
Multigesta 12 (60%)* 10 (50%)* 12 (70,5%)* 12 (60%)*
Intercorréncias gestacionais
anteriores”
Sim 6 (30%)° 6 (30%)* 8 (35,3%) 8 (40%)*
N&o 14 (70%)* 14 (70%)* 11 (64,7%)° 12 (60%)*

Na comparagéo dos grupos foram utilizadas letras minUsculas, considerando-se que as proporcdes seguidas de, pelo menos, uma mesma letra néo diferem.
+ valores expressos em mediana (maximo-minimo); Analise estatistica: Teste de Kruskal Wallis.

valores expressos em porcentagens (n/total); Andlise estatistica: Teste Exato de Fisher
RPM-PT: rotura prematura de membranas pré-termo, TPP: trabalho de parto prematuro com bolsa das &guas integras, CA: corioamnionite histolégica.

5.2. MMP-9



A quantificacdo relativa da expressdo génica de MMP-9 esta representada na
Tabela 2 e na Figura 1. Todas as membranas corioamniéticas incluidas no estudo
expressaram MMP-9 e no grupo RPM-PT a quantificacdo relativa de MMP-9 se
apresentou significativamente aumentada em relacdo ao grupo TPP (Tabela 2, p<0.009).
Considerando o status de corioamnionite, no grupo RPM-PT na presenca de
corioamnionite, a expressdo de MMP-9 foi estatisticamente superior comparado ao
grupo RPM-PT livre do infiltrado inflamat6rio. Da mesma forma, a expressao relativa
de MMP-9 foi estatisticamente superior no grupo TPP na presenca de corioamnionite
quando comparado a auséncia de corioamnionite (Figura 1A).

A quantificacdo proteica de MMP-9 esta representada na Tabela 2 e Figura 1. A
expressao proteica de MMP-9 foi verificada em todas as amostras de membranas
corioamnioticas incluidas no estudo e no grupo RPM-PT se apresentou
significativamente aumentada em relacdo ao grupo TPP (Tabelal, p=0.001).
Considerando o status de corioamnionite, no grupo RPM-PT na presenca de
corioamnionite a expressdo proteica foi estatisticamente superior quando comparado
com o grupo RPM-PT na auséncia de corioamnionite. Ainda na presenca de
corioamnionite, a expressao proteica dessa MMP esteve significativamente aumentada
no grupo RPM-PT em relagdo ao grupo TPP. No grupo TPP ndo houve diferenca na
expressao proteica de MMP-9 em relagéo ao status de corioamnionite (Figura 1B).

A atividade proteolitica de MMP-9 esta representada na Tabela 2 e na Figura 1.
De forma similar a expressdo génica e proteica, a atividade enzimatica de MMP-9 foi
observada em todas as membranas corioamnidticas incluidas no estudo. A atividade
proteolitica de MMP-9 no grupo RPM-PT esteve significantemente aumentada em
relacdo do grupo TPP (Tabela 1, p=0,001). Nas membranas corioamnioticas dos grupos

RPM-PT e TPP, na presenca de corioamnionite, a atividade enziméatica de MMP-9 foi



estatisticamente superior quando comparado com membranas na auséncia do infiltrado
inflamatdrio. Ainda na presenca de corioamnionite, a atividade enzimatica de MMP-9

esteve significativamente aumentada no grupo RPM-PT em relacdo ao grupo TPP

(Figura 1C).

Tabela 2. . Expressdo génica, proteica de MMP-9 e de TIMP-1 e atividade proteolitica da MMP-9 membranas corioamniéticas de gestagdes

complicadas por RPM-PT e TPP.

RPM-PT TPP p RPM-PT TPP p
Express&o génica 1,782 0,486 0.009 0,595 0,697 0,296
(0,0232 - 1673,903) (0,000237 —5,934) (0,145 - 2,454) (0,00152 - 18,441)
Expressdo proteica 2,606 , 0.001 , 0,872 0,340
(1,017 —5,185) (0,250 — 2,865) (0,0473 - 1,914) (0,112 — 2,987)
Atividade proteolitica 1,224 0,503 0.001 - -

(0,0623 - 7,579) (0,0513 - 12,737)

Figura 1. A: Quantificagdo relativa da expressdo génica de metaloproteinase 9 (MMP-9) nas membranas corioamnidticas. Teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s. B: Quantificacdo proteica de MMP-9 nas membranas corioamnidticas.
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s. C: Atividade proteolitica de MMP-9 nas membranas corioamnidticas.

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn’s. RPM-PT: Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo; TPP: Trabalho de

Parto Prematuro; CA: Corioamnionite histolégica.

5.3. TIMP-1



A quantificacdo relativa da expressdo génica e da proteica de TIMP-1 esta
representada na Tabela 2 e na Figura 2. Todas as membranas corioamnidticas
expressaram TIMP-1 e ndo houve diferenca estatisticamente significativa na expressdo
génica e proteica entre os grupos estudados, independente do status de corioamnionite

histologica.

Figura 2. A: Quantificagéo relativa da expressdo génica de TIMP-1 nas membranas corioamniéticas. B: Quantificacdo proteica de
TIMP-1 nas membranas corioamni6ticas. RPM-PT: Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo; TPP: Trabalho de Parto

Prematuro; CA: Corioamnionite histolégica.

5.4. Relagdo MMP-9/TIMP-1
A relacdo entre a atividade proteica MMP-9/TIMP-1 nas membranas
corioamnioticas esta representada na Figura 3. A relagcdo nos grupos RPM-PT, RPM-PT
e corioamnionite, TPP e TPP e corioamnionite foi de 0,711, 2,367, 0,234, 1,617
respectivamente. Podemos observar que a relagdo MMP-9/TIMP-1 em favor a
atividade de MMP-9 foi maior nos grupos RPM-PT e TPP na presencga corioamnionite

histoldgica.

Relagdo MMP-9/TIMP-1

A
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RPM-PT RPM-PT TPP TPP

auséncia CA presenca CA auséncia CA presenca CA



Figura 3. Relagéo entre a atividade proteica MMP-9/TIMP-1. RPM-PT em membranas corioamni6ticas: Rotura Prematura de

Membranas Pré-Termo; TPP: Trabalho de Parto Prematuro; CA: corioamnionite histoldgica.

5.5. MMP-2

A quantificacdo relativa de expressdo génica, proteica e atividade proteolitica de
MMP-2 estdo representadas na Tabela 3 e na Figura 4. Todas as membranas
corioamnioéticas apresentaram expressao génica e proteica de MMP-2 além de atividade
proteolitica, porém ndo houve diferenca estatisticamente significativa nas expressdes e
na atividade de MMP-2 entre os grupos estudados, independente do status de

corioamnionite histoldgica.

Tabela 3. . Expressdo génica, proteica de MMP-2 e de TIMP2 e atividade proteolitica da MMP-2 membranas corioamnidticas de gestagGes
complicadas por RPM-PT e TPP.

nrivisr i e Y Nnrvisr i e 9

Expresséo génica 1,391 1,229 0,585 1,086 1,040 0,282
(0,0598 — 21,506) (0,105 — 7,765) (0,126 — 3,793) (0,0316 — 9,795)
Expresséo proteica 1,319 1,559 0,108 1,065 0,734 0,310
(0,546 — 2,200) (0,433 - 3,806) (0,0871 - 3,532) (0,155 — 4,967)
Atividade 0,294 0,503 0,395 - -
proteolitica (0,0431 — 1,930) (0,0431 — 1,930)

Figura 4. A: Quantificagdo relativa de expressdo génica de metaloproteinase 2 (MMP-2) nas membranas corioamniéticas. B:

Quantificagdo proteica de MMP-2 nas membranas corioamniéticas. C: Atividade proteolitica de MMP-2 nas membranas



corioamnidticas. RPM-PT: Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo; TPP: Trabalho de Parto Prematuro; CA: Corioamnionite

histolégica.

5.6. TIMP-2

A quantificacdo relativa da expressdo génica e proteica de TIMP-2 estdo
representadas na Tabela 3 e Figura 5. Todas as membranas corioamnidticas
apresentaram expressdo génica e proteica de TIMP-2 e ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estudados, independente do status de

corioamnionite histoldgica.

Figura 5. A: Quantificacéo relativa da expressdo génica de TIMP-2 nas membranas corioamni6ticas. B: Quantificagdo proteica de
TIMP-2 nas membranas corioamnidticas. RPM-PT: Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo; TPP: Trabalho de Parto

Prematuro; CA: Corioamnionite histolégica.

5.7. Relacdo MMP-2/TIMP-2
A relacdo entre a expressdo proteica MMP-2/TIMP-2 nas membranas
corioamnioticas esta representada na Figura 6. A relagdo nos grupos RPM-PT, RPM-PT
e corioamnionite, TPP e TPP e corioamnionite foi de 2,622, 3,049, 2,902, 2,555
respectivamente. A relagdo MMP-2/TIMP-2 mostrou-se semelhante ao de controle

enddgeno com padrdo de expressao constitutiva.
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Figura 6. Relagdo entre a atividade proteica MMP-2/TIMP-2. RPM-PT: Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo; TPP:

Trabalho de Parto Prematuro; CA: corioamnionite histolégica.

5.8. Discussao

Durante a gestacdo, o feto é provido por regula¢cdes imunoldgicas e enddcrinas
garantidas pelas membranas corioamnidticas, que pelo mecanismo de regulacdo da
MEC garante seu funcionamento ao longo da gestacdo. As membranas corioamnidticas
devem permanecer intactas durante toda a gestacdo e rompida, seja naturalmente ou
artificialmente, somente no momento do parto™®.

A rotura das membranas fetais em gestacbes pré-termo é comumente
identificada como principal causa da ocorréncia do parto prematuro®. Muitas evidéncias
sugerem associacdo entre invasdo microbiana da cavidade amnidtica e a ocorréncia

13738 Membranas corioamnidticas sdo ricas em

desta intercorréncia gestaciona
colageno, o qual fornece arquitetura estrutural adequada para suportar a pressao da
cavidade amniotica durante a evolugdo da gestacdo. A atividade colagenolitica com
diminuicao no contetddo de colageno tem sido documentada durante as Gltimas semanas
de gestacdo®. Similarmente, a reducdo no contelido de coldgeno da MEC e o

enfraguecimento das membranas tém sido considerados como uma das causas de RPM-

PT. A degradacdo enzimatica da matriz, decorrente de infeccdo ascendente do trato



genital inferior € um dos fatores que contribuem para a RPM-PT associada a
inflamag&o®®.  Além disso, respostas imunolégicas mediadas por células maternas e
fetais e liberacdo de enzimas que degradam a MEC das membranas fetais e outras
células placentarias podem ser responséveis pela RPM-PT associada & infeccao™.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a expressao génica de
MMP-9 esta significativamente elevada em membranas corioamnioticas de gestacdes
complicadas por corioamnionite histolégica quando comparadas as membranas livres de
infiltrado inflamatorio, independente do desfecho gestacional, seja na RPM-PT ou no
TPP.

A expressdo proteica, observou-se aumento estatisticamente significativo de
MMP-9 no grupo RPM-PT na presenga de corioamnionite quando comparado com 0sS
grupos RPM-PT na auséncia do infiltrado inflamatdrio e TPP independente do status da
corioamnionite. Em relacdo a atividade proteolitica, nas membranas corioamnioticas
dos grupos RPM-PT e TPP, na presenga de corioamnionite, a atividade enzimética de
MMP-9 foi estatisticamente superior quando comparado com membranas na auséncia
do infiltrado inflamatdrio. Ainda na presenca de corioamnionite, a atividade enzimatica
esteve de MMP-9 esteve significativamente aumentada no grupo RPM-PT em relagéo
ao grupo TPP.

E conhecido que a MMP-9 ndo é normalmente detectada no liquido amnidtico
durante estagios iniciais da gestacdo embora sua producdo e liberacdo possam ser
induzidas pelo trabalho de parto ou pela presenca de infeccdo®. Athayde et al.?
relataram que gestantes com RPM-PT apresentaram concentracdes mais elevadas de
MMP-9 no liquido amnidtico e propuseram que esse aumento no liquido amnidtico

estaria relacionado ao aumento da producdo nas membranas fetais. Nesse sentido,



Fortunato et al.** também relataram aumento na concentracdo de MMP-9 no liquido
amnidtico de gestantes com RPM-PT quando comparado com gestantes de termo.
Estudos prévios demonstraram também que a atividade MMP-9 em membranas
fetais esta marcadamente aumentada no momento do parto, tanto em gestac6es de termo
quanto em gestacdes pré-termo***. Outros estudos demonstraram expressdo aumentada
de MMP-9 em membranas corioamnioticas de gestacdes de termo com bolsa rota,

46,27,47,48

quando comparadas com membranas de termo com bolsa integra , sugerindo que

esses partos, em parte, possuem similar processo de rotura das membranas, na qual, 0
aumento de MMP-9 é um processo bioquimico importante*®2"4748,

Diferentes evidéncias tém sugerido que a infeccdo intrauterina causada pela
infeccdo ascendente leva ao desequilibrio da relagdo MMPs/TIMPs, resultando em
aumento da atividade enziméatica da MMP-9, favorecendo a degradacdo dos diferentes
elementos das membranas fetais*>**. A expressdo de MMP-9 tem sido observada em
membranas corioamnioticas de gestantes com infeccdo bacteriana confirmada,
sugerindo possivel papel desta enzima na infecgdo da cavidade amnidtica e na rotura
prematura das membranas fetais.

Experimentos in vitro tém demonstrado que lipopolissacarideo pode estimular a
expressdo e liberagcdo de MMP-9 em membranas fetais de gestantes em trabalho de

I*°. observaram aumento na atividade enzimatica de

parto. Similarmente Draper et a
MMP-9 em gestantes com RPM.
Assim, os resultados obtidos no presente estudo corroboram os achados da
literatura em relacdo a atividade de MMP-9, com expressao significativamente elevada
na presenca de corioamnionite, independentemente do desfecho gestacional.
Em relacdo a MMP-2, enzima constitutivamente expressa pelo amnio durante a

22,50

gestacdo“”", ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos



estudados, na auséncia ou na presenca de corioamnionite, tanto na analise de expressao
génica quanto na avaliacdo da expressdo proteica e atividade enzimatica. A andlise da
relacio MMP-2/TIMP-2 demonstrou padrdo de expressdo que se assemelha a de um
controle endogeno.

1.*6 as membranas corioamniéticas sio fontes naturais de

Segundo Maymon et a
MMP-2 e embora seja constitutivamente expressa®® e com participacio na remodelacio
tecidual programada durante a gestacdo controlada pelo equilibrio na relacéo
MMP/TIMP?, tém sido atribuida a esta MMP a funcdo de mediadora essencial na
degradacdo da matriz extracelular das membranas fetais em condi¢des normais no final
da gestacdo, e no cenario que precede o inicio do trabalho de parto, atuando
sincronicamente com o amadurecimento cervical e a atividade aumentada do miométrio,
permitido a ocorréncia do parto®®®°.

Quanto aos TIMPs, ndo observamos diferenca estatistica significativa na
expressao de ambos 0s genes entre os grupos estudados, independente da presenca de
corioamnionite histologica. Com relagdio ao TIMP-2, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na expressédo proteica desse inibidor. Do mesmo modo néo
observamos diferencga estatistica significativa tanto na expressdo génica quanto na
expressdo proteica de TIMP-1. Ambos o0s resultados sdo discordante com o0s

4243 gegundo Fortunato et al.** os niveis de TIMP-1

encontrados na literatura
encontravam-se elevados no liquido amnidtico de gestantes portadoras de RPM-PT
quando comparadas a gestantes de termo ou em TPP, enquanto niveis de TIMP-2
estiveram diminuidos em mulheres com RPM-PT. Nesse sentido Athayde et al.*?
descreveram que a concentracdo de TIMP-1 foi mais elevada nas gestantes com

infeccdo da cavidade amnidtica associada com TPP quando comparada a RPM-PT.



Em relacdo a esses resultados temos que considerar que os estudos realizados

|.43 |.42

por Fortunato et al.™ e Athayde et al.” avaliaram concentragcdes de TIMPs no liquido
amnidtico e utilizando a técnica de ELISA. No presente estudo, a expressao génica dos
TIMPs foi avaliada nas membranas corioamnioticas e o alvo foi 0 RNAm. Uma
possivel interpretacdo para esses resultados é que existe uma diferenca temporal entre a
sintese de RNAM e a expressao de proteina, sendo que esta possui uma meia-vida maior
que o seu RNAm.

Com relagdo ao desequilibrio entre MMP-9/TIMP-1, observamos que esteve a
favor a atividade da MMP-9 nos grupos RPM-PT na presenca de corioamnionite
histoldgica, estando de acordo com os achados descritos na literatura que demonstram
que o aumento da proteina e atividade de MMP-9 nas membranas fetais, placenta e
liqguido amnidtico esta associado com a rotura das membranas no parto pré-termo e
termo e descolamento da placenta do tecido materno, sugerindo assim o papel da MMP-

25265152, No mesmo sentido Fortunato® afirma que a

9 associada ao trabalho de parto
expressdo de MMP-9 é induzida pelo trabalho de parto ativo, infeccdo ou RPM. Para
Vadillo-Ortega & Gutiérrez*°, a perda da homeostase da MEC parece ser o evento chave
na etiologia da RPM-PT. Nesse mesmo sentido, Fortunato et al.** descrevem que o
desequilibrio entre MMP/TIMP pode degradar as membranas corioamnioticas e outros

componentes da MEC resultando na RPM-PT. Para Zaga-Clavellina et al.>*,

a infeccéo
das membranas corioamnioticas com Escherichia coli induz aumento na secrecdo de
formas ativas de MMP-2 e MMP-9 sem mudangas na expressdo de seus inibidores,
explicando as significantes alteracdes na continuidade estrutural das membranas.
Considerando os resultados obtidos no presente estudo podemos confirmar o

papel do desequilibrio da razdo MMP-9/TIMP-1 como mecanismo importante na

fisiopatogénese da RPM-PT associado a corioamnionite histoldgica.
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1. Resumo

Introducdo: Estudos tém sugerido associacdo entre a apoptose e a rotura prematura de membranas
pré-termo (RPM-PT), com resultados conflitantes nos casos complicados por corioamnionite
histol6gica. Objetivo: Avaliar o indice apoptético em membranas corioamnidticas de gestacBes
complicadas por RPM-PT na presenga de corioamnionite histolégica. Pacientes e Métodos: Foram
incluidas no estudo 20 gestantes que apresentaram RPM-PT na presenga ou ndo de corioamnionite
histolégica. Como grupo controle, foram incluidas no estudo 20 gestantes que apresentaram Trabalho
de Parto Prematuro com bolsa das aguas integras (TPP) na presenga ou ndo de corioamnionite
histolégica. Todas as pacientes envolvidas no estudo foram atendidas no Servigo de Obstetricia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, no periodo de Janeiro de 2010
a Dezembro de 2012. As membranas corioamnidticas foram coletadas imediatamente apds a
dequitagdo da placenta e em seguida transportadas ao Laboratério de Imunopatologia da Relacdo
Materno-Fetal do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina, UNESP. Fragmentos das
membranas corioamniéticas foram encaminhados a anélise histopatoldgica. Cortes parafinizados
foram submetidos a técnica de TUNEL para a quantificagdo do indice apoptético em todas as
membranas fetais. Os dados sécio-demograficos e gestacionais das pacientes incluidas no estudo
foram submetidos ao Teste Exato de Fisher e os dados do indice apoptético nas membranas
corioamnidticas foram submetidos ao teste de x%. O nivel de significancia adotado para todos os
testes empregados foi de 5%. Resultados: As variaveis estado civil, etnia, tabagismo, tipo de parto,
paridade, idade gestacional no momento do parto e intercorréncias gestacionais anteriores nao
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados (p>0,05), apenas a variavel
idade materna foi estatisticamente maior no grupo RPM-PT na presenca de corioamnionite quando
comparado com o grupo em TPP na presenga de corioamnionite histolégica. Nicleos apoptoticos
foram observados em todas as amostras incluidas no estudo, incluindo células amnidticas, coridnicas
e deciduais, com expressiva marcagdo no epitélio amnidtico. O indice apoptdtico nos grupos RPM-
PT na auséncia de corioamnionite, RPM-PT na presenca de corioamnionite, TPP na auséncia de
corioamnionite e TPP na presenca de corioamnionite foi de: 81,9%, 88,4%, 27,2% e 48,7%
respectivamente. O indice apoptotico se apresentou significantemente aumentado no grupo RPM-PT
em relacdo ao grupo TPP (p<0,001). Considerando o status de corioamnionite, o indice apoptético
foi significativamente superior no grupo RPM-PT na presenca de corioamnionite quando comparado
com 0s grupos em TPP independente da presenca ou ndo de corioamnionite. Conclusdo: A apoptose
é um processo associado a RPM-PT na presenca de corioamnionite histoldgica.

2. Abstract

Background: Several studies point out to the association between apoptosis and preterm
premature rupture of membranes (pPROM) but cases complicated by histologic
chorioaminionitis reveal conflicting results. Aim: To evaluate the apoptotic index in
chorioaminiotic membranes from pPROM pregnancies in the presence of histologic
chorioaminionitis (CAM). Patients and Methods: We included in the study 20 preghant women



that presented with pPROM in the presence or absence of CAM. The control group comprised
20 patients that presented with preterm labor (PL) and intact membranes in the presence or
absence of CAM. All patients included were seen at the Obstetrical Unit Care of Botucatu
Medical School, UNESP between January 2010 and December 2012. Fragments of amniotic
membranes were collected immediately after labor and transported to the laboratory for
histological analysis. Paraffined tissue slices were submitted to TUNEL to measurement of the
apoptotic index. Socio demographic and gestational data were submitted to Fisher’s exact test.
Apoptotic index data were submitted to x* test. A p-value < 0.05 was considered significant.
Results: Marital status, ethnicity, smoking habits, mode of delivery, parity, gestational age at
delivery and previous history of pregnancy complications showed no difference between the
groups (p>0.05). Maternal age was higher in pPROM group compared to PL group, both in the
presence of CAM. Apoptotic nuclei were observed among every sample in chorionic cells,
decidual cells and especially amniotic cells. Apoptotic index for pPROM in the absence of
CAM, pPROM in the presence of CAM, PL in the absence of CAM and PL in the presence of
CAM was 81.9%, 88.4%, 27.2% and 48.7% respectively. Apoptotic index was higher in pPPROM
group compared to PL group (p<0.001). Regarding the chorioamniotic status, apoptotic index
was higher in pPROM in the presence of CAM group compared to PL group regardless the
presence or absence of CAM. Conclusion: Apoptosis is an event associated to pPROM in the
presence of histologic chorioamnionitis.

3. Introdugao

Fisiologicamente o final da gestacdo é marcado pela inicio das contragGes uterinas e a
rotura espontanea das membranas é um acontecimento normal durante o trabalho de parto.
A rotura das membranas quando precede o inicio do trabalho de parto é denominada de
rotura prematura de membranas (RPM). Sua ocorréncia em idade gestacional inferior a 37
semanas caracteriza a rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-PT)I’Z.

A incidéncia de RPM ocorre em cerca de 9,0% das gestag6e53 variando de 2%" a 4,6%"
das gestacGes pré-termo, e estd associada com aumento da morbidade materna e da

morbimortalidade perinatal®®.



A etiologia da RPM é multifatorial, e incluem fatores sécio-econdmicos®™, stress psico-

9,11,13,14 12,15 9,10,13,16,17

[211-14 , infec¢do materna ™™, raga e fatores

socia , comportamentos de risco

genéticos'”*®

. No entanto, ascensdo bacteriana, do trato genital inferior para as membranas
corioamnidticas e decidua, esta associada com mais de 50% dos casos de RPM-PT™.

A RPM pode resultar de varios mecanismos, incluindo enfraquecimento fisioldgico
associado a apoptose nos periodos préximos ao parto® e a produgio de proteases bacterianas
e humanas e degradacdo da matriz extracelular (MEC)®. A ascens3o transcervical de micro-
organismos para as membranas corioamniéticas, seguida da ativacdo da resposta inflamatadria
e do desencadeamento da cascata de producdo de citocinas e indugdo de apoptose® é um
dos mecanismos chave que predispde a RPM.

A apoptose, processo de morte celular programada, tem demonstrado
desempenhar importante papel na RPM-PT?. As células submetidas a apoptose exibem
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do nucleo e formacdo de corpos apoptéticos.
Os corpos apoptéticos sdo rapidamente fagocitados por outras células sem desencadear
reacdo inflamatéria?.

A apoptose é um processo ativo, pelo qual células anormais ou ndo necessarias
sd0 eliminadas para a manutencdo da homeostase® e pode atingir todos os tipos de
células da placenta®. A apoptose pode estar envolvida na regulacio de diversos tecidos
reprodutivos incluindo Gtero®®, ovario®, placenta® e membranas fetais>’. Dependendo
do estimulo, a apoptose pode ser iniciada por dois caminhos conhecidos,
intrinsecamente, ou seja, pela via mitocondrial, ou extrinsecamente mediado pelos
receptores da morte, tais como Fas, também chamado de CD95 ou Apo-1, TNF-R1
(CD120), receptor de morte 3 (APO-3/WSL-1/TRAMP/LARD), TRAIL-R1 (receptor
de morte 4), TRAIL-2 (receptor de morte 5/TRICK2) receptor de morte 6, EDAR e

NGFR ou em resposta a estimulos exdgenos assim como as citocinas®®. Numerosos

sinais incluindo a retirada de fatores de crescimento, radicais livres, perturbactes



metabolicas e do ciclo celular, radiacdo e ativacdo de receptores, resultam em morte
celular®®. A apoptose é induzida por uma cascata de eventos moleculares que podem ser
iniciados de modos distintos, culminando na ativacio das caspases®®. As caspases sio as

executoras centrais no processo de apoptose®3!

e pertencem a familia de cisteinas
proteases que tém a capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam residuos
de aspartato. S&o sintetizadas como precursores inativos, zimogénios®!, que apés sinal
de morte celular, sdo ativadas por clivagem proteolitica®. Diversos marcadores tém sido
utilizados, para identificar a apoptose, incluindo a viabilidade celular, aparecimento de
nucleos apoptoticos, citocromo c, liberacdo de proteinas nuclear, ativacdo de caspase-3,
clivagem da ribose polimerase e fragmentacéo do DNA®.

Muitas evidéncias sugerem que a ativacdo das metaloproteinases e degradacgéo
das membranas sio desencadeadas por sinais apopt6ticos®**°. Fortunato et al*”. sugerem
que a apoptose pode predispor a indugdo e ativagdo do gene MMP-2 conduzindo a
RPM.

Estudos tém sugerido associacéo entre a apoptose e a RPM-PT*** com pouco

39-42

conhecimento nos casos complicados por corioamnionite Nesse cenério

inflamatério, George et al.*

, empregando a técnica de TUNEL, avaliaram 30 gestacGes
complicadas por RPM-PT e concluiram que a apoptose esta acelerada nas células
coridnicas de membranas com corioamnionite. Em outros estudos conduzidos por
Kataoka et al.** e por Murtha et al*!, avaliando gestacdes com RPM e corioamnionite,
concluiram que ha aumento dos indices apopto6ticos nas membranas fetais. Entretanto

Tanir et al.*?

empregando a mesma técnica, avaliaram gestacdes complicadas por RPM
e gestacdes com bolsa integra e concluiram que nas gesta¢es complicadas por RPM ha
aumento dos nucleos apoptéticos nas membranas corioamnioticas, porém nao

encontraram relacdo entre corioamnionite . Assim, 0 mecanismo de morte celular



programada parece ser acelerado pela infeccdo e inflamacdo, levando a aceleracdo da
degradacdo das membranas fetais normais®’****3 Alguns relatos da literatura tém
mostrado que na presenca de corioamnionite histoldgica, infiltracdo das membranas
fetais por leucocitos polimorfonucleares, ocorre uma duplicacdo no grau de apoptose
das células do corio, sugerindo que a presenca de infeccdo e ou inflamacdo podem
alterar o equilibrio entre sobrevivéncia e morte celular nas gestagcdes complicadas por
RPM-PT*,

As células amnidticas submetidas ao processo de morte celular programada
estdo associadas com a degradacdo orquestrada da MEC antes do inicio do trabalho de
parto™®, sugerindo que a RPM é provavelmente o resultado de mudancas bioquimicas,
assim como a presenca de forca fisica®.

A apoptose ocorre nas membranas fetais sob circunstancias normais em
associagdo com o trabalho de parto®. Para Runi¢?’ a apoptose ocorre como parte da
senescéncia programada das células coribnicas e deciduais e ndo sdo desencadeadas em
associacdo com o trabalho de parto. Em gestagdes complicadas por infecgédo intra-
uterina, ocorre aumento da apoptose nas membranas fetais*’ e observa-se elevadas
concentragfes da proteina nucleossomal, um marcador de células apoptdticas, no
liquido amnidtico™.

Considerando os resultados controversos e escassos da literatura acerca dos indices
apoptoticos nas membranas fetais e o importante papel deste mecanismo na fisiopatologia da
RPM-PT, o estudo do indice apoptético nas membranas corioamnidticas podera contribuir

para o entendimento da participa¢do da corioamnionite na fisiopatologia da RPM-PT.

4. Material e Métodos

4.1. Desenho do estudo e constituicdo dos grupos



Trata-se de um estudo prospectivo e transversal. Todas as pacientes incluidas no
estudo foram atendidas no Servico de Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP, entre o periodo de Janeiro de 2010 a Dezembro de 2012.
Foram incluidas no estudo 40 mulheres com gestagao Unica cujo desfecho gestacional incluiu
gestacOes pré-termo que apresentaram RPM-PT entre a 26 e 36 semanas de gestacdo na
presenca (n= 10) ou ndo de corioamnionite (n= 10) ou em trabalho de parto com bolsa das
aguas integras, na presenca (n= 10) ou ndo de corioamnionite (n= 10). As membranas
corioamnidticas de gestacbes complicadas por diabetes, hipertensdo, anomalias fetais
congénitas comprovadas, gemelaridade, placenta prévia e infeccdo urindria ou outras
infeccdes foram excluidas do estudo.

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto a
finalidade da pesquisa, concordaram em participar do estudo e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo CEP 3438-2010).

4.2. Colheita das membranas corioamnioticas

No momento da resolucdo da gestacdo, logo apds a dequitacdo, foram colhidas
membranas corioamnidticas de todas as gestantes incluidas no estudo. Fragmentos das
membranas corioamnidticas foram fixados e acondicionados em recipiente apropriado,
contendo formalina a 10%, por 24 horas para fixacdo, desidratados em alcool,
diafanizados em xilol e a seguir incluidos em blocos de parafina. Os blocos obtidos
foram seccionados em microtomo comum, obtendo-se cortes de 5 um de espessura para
montagem em laminas de vidro. As laminas foram coradas pelo método classico de
Hematoxilina-Eosina (HE) para a andlise histopatoldgica das membranas segundo 0s
critérios de Yoon et al*’.

4.3. Reacdo de TUNEL



A ocorréncia de apoptose foi confirmada através da evidenciagdo da
fragmentacdo do DNA gendmico via Reacdo de TUNEL*® . Foi utilizado um kit
comercial para a deteccdo in situ da fragmentacdo do genoma (ApopTag® Peroxidase
In Situ Apoptosis Detection Kit, Chemicon-Millipore) seguindo as instru¢bes do

fabricante.

Fragmentos de membranas corioamnioticas de 5 um montados em Iaminas de
vidro foram tratados com proteinase K (20 pg/mL) por 15 minutos a temperatura
ambiente e lavada com &agua destilada. Em seguida os cortes foram incubados em
solugdo com H,0, a 30% por 5 minutos a temperatura ambiente para bloquear a
atividade da peroxidase endogena. As laminas foram lavadas em tampdo PBS e
incubadas com tampdo de equilibrio por 10 minutos seguido da aplicacdo do Working
Srength TdT Enzime por 1 hora a 37°C. Posteriormente as amostras foram incubadas
com Working strength Stop/Wash Buffer por 10 segundos em agitacdo. As laminas
foram entdo lavadas trés vezes com tampdo PBS e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente com Anti-Digoxignenin Conjugate. Em seguida, as ldminas foram
lavados com tamp&o PBS e incubadas com diaminobenzidina (Sigma —Aldrich) por 3
minutos a temperatura ambiente e contra-coradas com verde de metila (Sigma —

Aldrich).

Nas amostras utilizadas como controle negativo foram realizados 0s mesmos
procedimentos sendo omitido a deoxinucleotidie transferase da reagdo. Como controle
positivo foi utilizado lamina com corte de glandula mamaria de rata fornecida pelo kit e
processada conforme as instrucBes do fabricante. Os nucleos das células em apoptose
foram marcados positivamente quando apresentaram coloragdo acastanhada escura,
resultado da reacdo da peroxidase com o substrato diaminobenzidina. As imagens

foram visualizadas com um microscopio Olympus BX41 e fotomicrografias no aumento



de 1000 x utilizando um sistema de aquisicdo de imagem digital. A contagem das
células foi realizada manualmente, utilizando-se um programa de processamento e
analise de imagens (Imagel). Para cada lamina foram avaliados dez campos
consecutivos e o indice apoptotico foi expresso em percentual conforme a seguinte
formula®®: indice apoptético= ne células apoptéticas x100/ n° total de células.

4.4, Anélise Estatistica

Os dados referentes a idade materna, idade gestacional no momento do parto dos
grupos estudados foram submetidos ao teste andlise de varidncia (ANOVA). As
variaveis estado civil, raca, habito de fumar, via de parto, paridade e frequéncia de
intercorréncias gestacionais anteriores foram submetidas ao Teste Exato de Fisher. E o
indice apoptético foi submetido ao teste de teste de x* O nivel de significancia adotado
para todos os testes empregados foi de 5%. O software utilizado para as andlises foi o
SigmaStat 9.0 (Jandel Corporation).

5. Resultados
5.1. Caracteristicas socio-demograficas e obstétricas das gestantes
incluidas no estudo

As varidveis socio-demograficas e obstétricas das pacientes incluidas no estudo
estdo apresentadas na Tabela 1. A mediana da idade materna foi significativamente
maior no grupo RPM-PT na presenca de corioamnionite quando comparado com o
grupo em TPP na presenca de corioamnionite histolégica.

Em relacdo as varidveis sécio-demogréficas, as porcentagens de mulheres que
referiram unido estavel, cor branca e habito tabagista foram similares entre 0s grupos
estudados. Em relacdo as variaveis obstétricas, tais como idade gestacional, no
momento do parto, via de parto, paridade, intercorréncias em gestacdes anteriores nao

houve diferenca entre os grupos.



Na comparagdo dos grupos foram utilizadas letras mintsculas, considerando-se que as proporc¢des seguidas de, pelo menos, uma mesma letra ndo diferem.

Tabela 1. Variaveis sécio-demograficas e obstétricas das gestantes incluidas no estudo.

RPM-PT RPM-PT TPP auséncia TPP
Variaveis auséncia de CA presenga de CA CA presenca CA
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Idade materna* 21,5 (17 — 32)®° 29,5 (19— 44)®  25(16-34)*  17(14 -29)*
Estado civil* Solteira 1 (10%)* 3 (30%)? 1 (10%)? 5 (50%)?
Unido estavel 9 (90%)? 7 (70%)? 9 (90%)? 5(50%)*
Etnia* Branco 9 (90%)? 9 (90%)? 8 (80%)? 7 (70%)*
N&o Branco 1 (10%)* 1 (10%)* 2 (20%)* 3 (30%)?
Tabagista” sim 3 (30%)* 6 (60%)* 4 (40%)* 6 (60%)
nao 7 (70%)? 4 (40%)* 6 (60%)? 4 (40%)*
Tipo de Parto”
Vaginal 7 (70%)? 5 (50%)? 8 (80%)* 6 (60%)?
Cesarea 3 (30%)° 5 (50%), 2 (20%)? 4 (40%)?
Idade gestacional no 244 2435 2245 225
momento do parto (dias)” (221 -255)* (186-258)? (177-257)? (182-252)*
Paridade” Primigesta 2 (20%)* 4 (40%)? 3 (30%)? 4 (40%)°
Multigesta 8 (80%)? 6 (60%)? 7 (70%)? 6 (60%)*
Intercorréncias gestacionais
anteriores”
Sim 3 (30%)? 3 (30%)? 4 (40%)* 6 (60%)*
Né&o 6 (60%)? 4 (40%)* 3 (30%)? 1 (10%)?
NA 1 (10%) 3 (30%) 3 (30%) 3 (30%)

+ valores expressos em mediana (maximo-minimo); Analise estatistica: Teste de Kruskal Wallis.

# valores expressos em porcentagens (n/total); Analise estatistica: Teste exato de Fischer

RPM-PT auséncia de CA: rotura prematura de membranas na auséncia de corioamnionite, RPM-PT presenca de CA: rotura prematura de membranas na presenga de
corioamnionite, TPP auséncia de CA: trabalho de parto prematuro na auséncia de CA, TPP auséncia de CA: trabalho de parto prematuro na presenca de CA.

5.2. Quantificacdo do indice apoptético

A visualizagéo da fragmentacdo do DNA gendmico in situ, empregada a reagéo
de TUNEL, foi observada em todas as amostras incluidas no estudo. Observamos ainda,
a presenca de nucleos apoptéticos em todos os tipos celulares constituintes das
membranas corioamnidticas, ou seja, na célula amniotica, coridnica e decidual, com
expressiva marcacdo para apoptose no epitélio amniotico. A porcentagem média do
indice apoptético nos grupos RPM-PT na auséncia de corioamnionite, RPM-PT na
presenca de corioamnionite, TPP na auséncia de corioamnionite e TPP na presenca de
corioamnionite foi de: 81,9%, 88,4%, 27,2% e 48,7% respectivamente. O indice

apoptotico se apresentou significantemente aumentado no grupo RPM-PT em relacao ao



grupo TPP e ndo mostrou diferenca significativa associado ao status de corioamnionite

histologica (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem média do indice apopt6tico nos grupos estudados

indice” RPM- RPM-PT  RPM-PT TPP TPP
L. TPP A A presenca p
Apoptétic PT ausénciade presenca auséncia de
0 CA de CA de CA
CA
% de 85,12% 37,92% 81,9% 88,4% 27,2% 48,7%
células
apoptétic <0.000
as ’
% de 14,88% 62,08% 1 18,1 11,6% 72,8% 53,1% <0,0001
células
nao
apoptotic
as

# Teste Chisquare



Figura 2. Fotomicrografia das membranas corioamni6ticas evidenciando corpos apotéticos marcados em marrom
pela técnica de TUNEL A. Controle negativo (x200), B. controle positivo (x200), C. Controle positivo (x400) D.
Amostra de membranas corioamniéticas de paciente com RPM-PT (x200) e D. Amostra de membranas

corioamni6ticas de paciente com RPM-PT (x400) (Methyl Green).

6. Discussao
Durante a gestacdo grandes mudancas sd@o observadas na microanatomia das
membranas fetais, como a diminuicdo na espessura e resisténcia a ruptura das
membranas, mudancas na atividade enzimética de metaloproteinases e prostaglandinas,
alteracfes no padrdo de producédo e a inducdo de receptores de citocinas pelas células

coriodeciduais e a apoptose de células do amnio e cério®*>30%,



A funcdo do tecido normal, tipicamente depende da estrutura e funcdo das
células individuais que compdem esse tecido. Esta homeostase € mantida por uma via
de sinalizacdo molecular geneticamente controlada que resulta em morte celular
programada, sem produzir uma resposta inflamatéria destrutiva. AlteracGes no balanco
entre morte celular podem ocorre quando estas vias sdo modificadas por diversos
mecanismos. A apoptose € um processo que requer energia ativa que ocorre em
determinadas células e é regulada por complexas vias de sinalizacdo molecular. Em
condicdes patologicas estas mesmas vias de sinalizacdo podem ser induzidas, resultando
na aceleracéo do processo de morte celular programada®.

Segundo Murtha et al** a apoptose foi mais prevalente no corio das membranas
fetais de gestacbes a termo complicadas por corioamnionite histolégica quando
comparado com membranas fetais livre do infiltrado inflamatdrio. No mesmo sentido,

para Balkundi et al*®

a apoptose esta aumentada nas membranas corioamnioticas de
gestacdes complicadas por corioamnionite. No entanto, Tanir et al ndo encontraram
associacao entre a presenca de corioamnionite histologica e marcadores apoptdticos em
gestantes com RPM*

A observacédo da ocorréncia de uma expressiva marcagéo para a fragmentagéo do
DNA gendmico em todo o epitélio amnidtico é apoiado pela literatura onde Kataoka et
al** analisando gestacbes complicadas por RPM e corioamnionite histolégica
observaram uma maior proporcdo de apoptose no epitélio amniotico. Similarmente para
outros autores, foi encontrado um aumento significativo de nucleos apoptéticos nas
células coridnicas de gestacbes complicadas por corioamnionite quando comparadas
com membranas corioamniéticas na auséncia desta complicacdo®.  Portanto, os

presentes dados sugerem que a presenca da infeccdo ou inflamacdo pode alterar o

balancgo entre sobrevida e morte celular nas membranas fetais de gestacdes complicadas



por RPM-PT. E por as membranas fetais desempenharem um importante papel na
protecdo e quiescéncia uterina esse desequilibrio entre morte celular e sobrevida pode
resultar numa funcdo diminuida. Assim, na presenca de infeccdo ou inflamacdo seu
papel protetor é perturbado e seu efeito protetor perdido*. Além disso, o aumento da
apoptose no @mnio pode estar relacionado com a fisiopatologia da RPM e ndo como
efeito da RPM, ja que o amnio é rico em colageno e é de 6-9 vezes mais resistente que o
cério que contribui com apenas 10-15% da resisténcia total das membranas intactas™,
sugerindo assim que, 0 aumento da apoptose no amnio desempenha um importante
papel no enfraquecimento das membranas fetais predispondo a RPM*.

Segundo Fortunato et al*’ o principal fator relacionado com os casos de RPM foi
o lipopolissacarideo (LPS) resultado de infec¢Bes bacterianas gram negativas. Por sua
vez, o LPS estimula a secre¢do do fator de necrose tumoral a que induz a producio de
caspases culminando com a apoptose, dessa forma sustentando a hipo6tese de que a
infeccdo ou a inflamacdo acelera o processo de morte celular programada e que a
apoptose desempenha um importante papel na fisiopatologia da rotura das membranas
fetais™.

No presente estudo notamos que quando comparados 0s grupos independente da
presenca do infiltrado inflamatdrio, os grupos com desfecho gestacionais complicados
por RPM-PT apresentaram uma diferenca significativa na quantificacdo do indice
apoptotico quando comparados com os grupos em TPP. Esses dados corroboram os
achados da literatura em que descrevem que mecanismos moleculares distintos possam
levar aos diferentes desfechos gestacionais, ou seja, TPP e RPM-PT>!. Assim, numa
tentativa para delinear as vias que levam ao TPP e RPM-PT os trés maiores elementos a
serem considerados como fatores determinantes aos diferentes desfechos gestacionais

sdo: citocinas inflamatérias, aumento na atividade das metaloproteinases e apoptose™. A



atividade das metaloproteinases e a apoptose sédo fortemente associadas a RPM-PT
enguanto que as citocinas estdo aumentadas em ambas as situa¢Ges. Os mesmos autores
sugerem ainda que uma ou mais dessas citocinas possam atuar como interruptores
levando aos diferentes desfechos gestacionais. Ja que o TNF € capaz de induzir tanto a
atividade enzimatica das metaloproteinases e a apoptose em cultura de celulas de
membranas fetais humanas num grau maior que a interleucina-1p (IL-1 B ) e a
interleucina-6 (IL-6) sugerindo que a IL-6 exerce um efeito minimo na ativacdo da
apoptose nas membranas fetais®>. Entretanto, a IL-1 B tem sido associada com a
ativacéo da apoptose nas membranas corioamni6ticas®.

Em conjunto os dados da literatura apontam que na presenca de corioamnionite
histoldgica o processo de morte celular programada esta exarcebado. E que a apoptose

esta envolvida na fisiopatologia dos mecanismos de RPM-PT.
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