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1. Introdugao

O trabalho de parto a termo, na espécie humana, é resultado de complexa rede de
eventos, regulado por uma variedade de mecanismos e mediadores dos sistemas enddcrino,
nervoso e imune. Trés processos distintos e interdependentes caracterizam o momento em
que a gestagao atinge o desfecho: o remodelamento cervical, o enfraquecimento e rotura
das membranas fetais e a contratilidade miometrial, que, juntos, viabilizam a expulsio do
feto ap6s a 37" semana de gestacdo . Neste contexto, mediadores da resposta imune inata
e adaptativa permeiam e possibilitam os mecanismos envolvidos no desencadeamento do
parto’.

No entanto, apesar dos inumeros trabalhos e das tecnologias existentes, os
mecanismos envolvidos no desencadeamento do trabalho de parto a termo ainda nao estio
completamente elucidados’. Além disso, as alteragdes enddcrinas que antecedem o trabalho
de parto ndo sio uniformes entre as espécies (revisado por Vora, et al.’), o que dificulta
extrapolar os achados obtidos na experimentagao animal para os seres humanos.

A maior consequéncia do incompleto conhecimento dos mecanismos que
desencadeiam o trabalho de parto a termo ¢ a dificuldade em prevenir o trabalho de parto
pré-termo (TPP), considerado um dos principais problemas da Clinica Obstétrica. Além da
mortalidade neonatal, as comorbidades associadas ao parto pré-termo geralmente levam a
diversas consequéncias na vida do neonato resultando em custos econémicos, fisicos e
psicolégicos.”

O TPP ¢é uma importante intercorréncia obstétrica que acomete de 5 a 10% das
gestacdes”” e, apesar dos novos tratamentos e estratégias de prevencio, sua incidéncia no
tem diminuido nos ultimos anos’. Essa intercorréncia gestacional ¢é caracterizada pela
presenca de uma ou mais contragdes a cada 10 minutos, com ritmo e frequéncia regulares,
acompanhadas de esvaecimento cervical igual ou superior a 50% e/ou dilatacio cervical

superior a 2 cm, no periodo em que a idade gestacional encontra-se entre 22 e 37
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semanas'’. A principal complicacio para o recém-nascido relacionada aos episédios de
TPP ¢é a prematuridade, que ¢ responsavel por 70% dos indices de morbidade e
mortalidade perinatal''.

A etiologia do TPP ¢é multifatorial, j4 que muitos fatores de risco podem estar
envolvidos e atuando conjuntamente até a instalacio deste processo. Muitos fatores
associados a ocorréncia de TPP sio conhecidos, como a ocorréncia de TPP em gestacoes
prévias, multiplas gestagdes, polidramnia, sangramento vaginal durante a gestagao, rotura
prematura de membranas (RPM), vaginose bacteriana, entre outros'™'*'*. A diversidade de
fatores potencialmente envolvidos na etiologia do TPP ¢, sem davida, uma dificuldade para
o desenvolvimento de medidas efetivas para sua prevengio.

Apesar das varias contribui¢des ja realizadas, inimeros estudos tém buscado
elucidar causas e mecanismos envolvidos no desenvolvimento do TPP mas sua patogénese

1,16,17 ~ .
*>". Entre os fatores que sao conhecidamente

permanece incompletamente conhecida
relacionados ao desenvolvimento do TPP, a infeccdo da cavidade amnidtica merece
destaque por estar frequentemente associada a episédios de TPP"'™". Define-se como
infec¢ao da cavidade amnidtica a presenca de micro-organismos no liquido amnidtico (LA),
na presenga ou auséncia de sinais clinicos de infec¢io™.

Trabalhos da literatura relatam diferentes taxas de cultura positiva do LA, variando
de 10 a 40% dos casos de TPP"*'*, Somado a isso, j4 foi demonstrado que pacientes com
infec¢ao da cavidade amnidtica, no segundo trimestre de gestacdo, tém risco aumentado
para o desenvolvimento dessa complicagio®. Segundo Goldenberg et al.”; a infecgio da
cavidade amnidtica esta relacionada a 80% dos casos de TPP com idade gestacional inferior
a 30 semanas, comparado com apenas 30% das gestantes, em trabalho de parto, com idade

. , A ’ 25
superior a 37 semanas. Outros estudos, porém, tém relatado a presenca de virus™ e

., L, . L. 26 . . , .
inumeras espécies de bactérias™ no LA de pacientes assintomaticas.
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Acredita-se que as taxas de infecgao do LA relatadas por estudos que utilizam
métodos de cultura convencionais podem ser subestimados, visto a inexisténcia de
métodos capazes de suprir todas as exigéncias dos indmeros micro-organismos
potencialmente presentes nele”. No entanto, a introdugio de novas metodologias
moleculares, que possibilitam a pesquisa de sequéncias conservadas inter-espécies, como o
gene RNA ribossomico 16S, tém se mostrado muito eficiente para a determinagdo das
frequéncias reais de positividade de infecgao do LA*™.

Outra intercorréncia gestacional que merece destaque na Clinica Obstétrica é a
rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-PT). A rotura das membranas fetais é
essencial durante o trabalho de parto, e normalmente procede ao inicio das contragoes
uterinas. No entanto, esse processo pode ser desencadeado antes das contragoes, sendo
denominado de rotura prematura de membranas (RPM). Em idade gestacional inferior a 37
semanas, caracteriza-se a RPM-PT, intercorréncia presente em até 30% das gestagoes pré-
termo”. Devido a associacio da RPM-PT e morbidade materna e morbimortalidade

perinatal®’, a RPM-PT tem sido objeto de muitos estudos epidemioldgicos e clinicos, na

b

tentativa de identificar fatores de risco. Esses fatores também sio multiplos, incluindo-se

raca®*, fatores comportamentais (tabagismo, atividade e infcio da vida sexual, deficiéncia

34-38

materna de zinco ou vitamina C)™, complica¢es obstétricas (gemelaridade, multiplos

sangramentos vaginais durante a gestacio, polidramnio,  hipertensao e diabetes

19,33,39 19,41

materna) e infecgOes genitais e da cavidade amnidtica ", sendo essa tltima associada a

. 19, 42-44
maioria dos casos de RPM-PT .

A RPM-PT é uma das maiores causas de prematuridade e é a mais importante causa
de morbidade e mortalidade neonatais, particularmente por estar associada, ao periodo de

14546

laténcia entre a rotura das membranas fetais e o parto, a infec¢ao neonatal™” e compressio

do cordio umbilical devido a reducio do liquido amniético.
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A frequéncia e severidade das complicagdes neonatais apés a RPM-PT variam com
a idade gestacional e estio aumentadas na presenca de infeccio perinatal™* | elevando o
indice de infec¢do neonatal de 1 a 3% para 8 a 30% e aumentando os indices de
mortalidade neonatal, independente da idade gestacional®. A sindrome do desconforto
respiratorio, seguida de enterocolite necrosante, hemorragia intraventricular e sepse sio as
complicagbes mais graves frequentemente associadas a prematuridade e raramente

~ 48
encontradas nas gestagoes a termo .

2. Estrutura das membranas coriamnioticas

A visao tradicional é que a cavidade amnidtica durante a gravidez normal seja
estéril, e nio contenha bactérias vidveis’ apesar da grande quantidade de micro-organismos
que colonizam o trato genital inferior (vagina e ectocérvice). O estado estéril da cavidade
amnidtica ¢é, presumivelmente, realizado pela participagdo do sistema imune inato,
incluindo a presenga e composicio do muco cervical”, componentes celulares e proteicos
presentes nos tecidos gestacionais, como células inflamatérias, mediadores e
antimicrobianos, e a propria estrutura fisica da cavidade amnidtica. Nesse contexto, as
membranas corioamnidticas, que constituem a bolsa das aguas que abriga o feto, sio
tecidos de extrema importancia para o desenvolvimento fetal ao proporcionarem a
manuten¢ao do volume do LA e a protecio do feto e do cordao umbilical contra
compressao e traumas. Além de atuarem também como barreira fisica contra infecgoes
vindas do trato genital inferior, as membranas corioamnibticas desempenham importante
funcio secretora®.

Durante o desenvolvimento embrionario, por volta da 17* semana de gestagao, com
o aumento do tamanho do feto e consequente crescimento do saco corionico, as
vilosidades coridnicas sofrem compressao e sio associadas a decidua parietal. A reducao no

suprimento sanguineo das vilosidades coridnicas leva a rapida degeneracio das mesmas,
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formando uma regiao relativamente avascular denominada de cério liso. Apds a formacgio
do corio liso, as vilosidades associadas a decidua basal aumentam em nimero e se
ramificam, constituindo o cério viloso, também chamado de coério placentirio ou
frondoso™.

O terceiro tecido placentario corresponde ao amnio, que delimita a superficie
interna do trofoblasto™. Morfologicamente, possui uma porcio membranosa, que se acopla
ao corio liso; uma porg¢ao placentaria, que recobre o corio viloso e uma por¢ao funicular,
que circunda o corddo umbilical®.

O crescimento do saco corionico é acompanhado por crescimento ainda mais
rapido do saco amniético™. Em decorréncia desse crescimento, ocorre a fusdo dessas duas
membranas, originando as membranas corioamnidticas™. Essas membranas fetais sdo
formadas pelo Amnio e cério conectados pela matriz extracelular (MEC) * sendo que o
epitélio amnidtico, camada mais superficial das membranas, estd em contato direto com o
liquido amniético e macroscopicamente apresenta-se liso, translicido e delgado. No
epitélio amniético, uma monocamada de células epiteliais colunares reveste a cavidade
amnidtica, e tais células apresentam conexoes intercelulares especializadas em suas
superficies laterais e basais, para ligagdo com a membrana basal, a proxima camada do
amnio™*. As células epiteliais amnidticas secretam colagenos tipos 111 e IV e glicoproteinas
nao colagenas que formam a membrana basal. Essas subcamadas sao alicercadas por uma
camada compacta, formada por uma trama de colageno, com densidades variadas™, os
quais sdo secretados por células mesenquimais e fibroblastos”. As fibras intersticiais
(colagenos tipos I e III) formam feixes paralelos que mantém a integridade mecanica do
amnio, ja os tipos V e VI formam filamentos conectivos entre o colageno intersticial e a
membrana basal epitelial®'.

A camada intermediaria entre 0 amnio e o corio tem aspecto histologico esponjoso

e apresenta grande quantidade de glicoproteinas hidratadas, além de conter uma malha nao
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fibrilar de coldgeno tipo IV®. Esta camada absorve estresse fisico, pois permite que o
amnio deslize sobre o cétrio, o qual é firmemente aderido a decidua®. O cério é mais
externo e apresenta sua primeira por¢ao composta por células reticulares e tecido conectivo
coridnico, o qual é constituido por escassas fibras colagenas apoiadas em uma membrana

basal®.

Sua camada celular assemelha-se a uma tipica membrana epitelial, com o
citotrofoblasto polarizado em dire¢do a decidua. A camada citotrofoblastica é multicelular,
podendo assim, variar em espessura’, e o contato direto entre as células parece ser mais
evidente que no amnio”.

A camada decidual é associada externamente a0 corio-amnio, deriva da decidua
parietal e localiza-se internamente a parede uterina e desempenha importante papel
hormonal e imunolégico”. Essa conformacio final das membranas fetais, com o dmnio
internamente fundido ao cério, que por sua vez, se alicerca na decidua, ocorre apos trés
fases distintas de desenvolvimento e dois processos de fusio, os quais se acreditam
acontecer por volta da 20 semana de gestagio” .

As fibras colagenas que compoem a MEC sofrem constante remodelagao ao longo
da gestagdao para acomodar o volume e tensio crescentes, uma vez que a manuten¢ao da
integridade estrutural das membranas fetais ¢ essencial para o sucesso gestacional. Durante
as ultimas oito semanas de gesta¢ao, este processo de remodelagdo resulta em diminui¢ao
do teor de coldgeno no amnio™®, alteracio que favorece o fen6meno biolégico subsequente,
a rotura das membranas no momento do parto. Em mais de 90% das gestagdes, a rotura
das membranas fetais segue o infcio do trabalho de parto™, e o aumento da separacio
espontanea, associado a diminui¢do da adesao das camadas amnidtica e corio-decidual,
contribuem para o enfraquecimento das mesmas durante o processo de trabalho de parto®.

Dessa forma, as membranas corioamnidticas, sio de extrema importincia para o
desenvolvimento fetal, uma vez que protege o feto contra traumas, mantém o volume do

liquido amnidtico e confere prote¢io do cordao umbilical e do sangue fetal contra
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compressao, além de atuarem como barreira mecanica contra infecgbes vindas do trato
genital inferior®.

Além de revestir a superficie placentiria e constituit o saco amnidtico, as
membranas fetais desempenham fungdes de manter as condi¢des ideais de esterilidade do
liquido amniético e de ser barreira imunolégica. A identificacio da expressio de
mediadores do sistema imune inato, como os receptores Tolllike (TLRs) -2 e -4%, e
produgio de antimicrobianos naturais”, como [-defensinas humanas, nas membranas
corioamnioticas, sugere que esse tecido ndo funcione apenas como barreira mecanica aos
micro-organismos, mas também como barreira imunoldgica™ durante a resposta a uma

possivel invasao microbiana na cavidade amniotica.

3. Invasdo microbiana da cavidade amniética e parto pré-termo
Embora a etiologia do parto pré-termo seja multifatorial, varios micro-organismos
tem sido associados a sua patogénese, especialmente através da ascensdo do trato genital

. . 66 S . ~ . . .
inferior™, com subsequente recrutamento neutrofilico e instalacio de corioamnionite. A

b
corioamnionite histolégica é definida como inflamagao das membranas corioamnioticas, e a
maioria dos casos ocorrem na auséncia de sinais clinicos e de sintomas de infeccao, sendo
que pode estar presente em mais de 20% das gestagoes de termo e em mais de 50% dos

- . . 7
9 Em estudo recente do nosso grupo de pesquisa, Marconi et al.”’

partos pré-termo
demonstraram infec¢do da cavidade amnidtica em gestantes que apresentaram parto
prematuro. O estudo demonstrou que tal infec¢ao ¢ de natureza polimicrobiana e que, na
maioria dos casos, ha combinagao de micro-organismos aerébios e anaerobios.

Os patogenos mais frequentemente isolados no liquido amniético de pacientes com
infec¢do intra-amnidtica sio comumente encontrados na microbiota vaginal, incluindo

Gardnerella vaginalis, Escherichia coli, Leptotrichia amnionii, Bacterioides fragilis, Prevotella bivia,

.. . 71 . . . .
Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticuns” . Quando tais micro-organismos predominam na
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microbiota vaginal, em relagao aos lactobacilos, caracteriza-se a alteragao de flora vaginal.
Essa alteragio estd intimamente associada ao risco de parto prematuro’, uma vez que as
bactérias patogénicas em elevada concentracio podem ascender a cavidade amnidtica,
suscitar resposta inflamatéria nos tecidos gestacionais e deflagrar o trabalho de parto.
Evidéncias desse processo sio as observagoes de que citocinas inflamatérias estao
aumentadas no liquido amnidtico de gestantes com infec¢ao intra-amniotica, especialmente
aquelas causadas por U. wrealyticum e M. hominis”.

Kim et al.” propuseram um novo modelo de invasio microbiana intra-amniética,
no qual o estagio inicial ocorre por invasdao intra-amnidtica através de discreta regiao das
membranas fetais, seguido por proliferagio bacteriana no liquido amnidtico e,
posteriormente, a extensao dessa infec¢ao atingiria toda superficie das membranas,
iniciando-se pelo amnio.

Romero et al.” descreveram o trabalho de parto a termo como uma sindrome
inflamatéria, que além de estimular os mecanismos desencadeantes do desfecho
gestacional, pode ser importante na remog¢ao dos restos placentarios e na resposta uterina a
patégenos no periodo pés-parto”. Porém, na presenca de infecgio intra-amnidtica essa

13,76-78

cascata inflamatéria é amplificada e ativada precocemente, podendo resultar no parto

pré-termo.

4. Mediadores da resposta imune inata e trabalho de parto pré-termo

Processos inflamatérios estao associados a inimeros processos bioldgicos
conhecidos como ovulagio, implantagio e desencadeamento do parto®. Estudos com
RNA celular e transcriptoma, antes e apos o parto, indicaram que mediadores da resposta
inflamatéria estio presentes nas membranas corioamnidticas mesmo na auséncia de sinais
histolégicos de inflamagio’, indicando que o parto espontineo a termo é caractetizado por

um perfil inflamatério na decidua, membranas corioamnidticas e na cérvice.
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Com o reconhecimento do parto como um processo inflamatério, pode-se
entender que estimulos patogénicos podem estimular a imunidade decidual ndo
programada. Na vigéncia de infec¢do, ocorrem subsequentes recrutamento e ativagio de
leucécitos para as membranas fetais”, resultando em amplificacio da resposta inflamatoria.

Ja é conhecido na literatura que as células que compdem as camadas teciduais das
membranas corioamnioticas, assim como placenta e decidua, sdo importantes fontes de

. . JoR 81,82
mediadores inflamatorios® ™.

O sistema imune inato, diferentemente da imunidade
adquirida, reconhece patégenos através da interacio de uma variedade de perfis
moleculares, como constituintes da parede celular bacteriana, RNA viral e outros. Este
reconhecimento envolve moléculas de reconhecimento de padrées conhecidos como os
TLRs, e cada um dos 10 tipos ja descritos na literatura (TLR1-10) sdo especificos para os
diferentes padrdes de reconhecimento de patégenos (PAMPs)®. Bactérias Gram-positivas,
lipoproteinas associadas a micobactérias, peptidioglicano e acido lipoteicdico sao alguns
PAMPs reconhecidos pelo TLR-2%% enquanto o TLR-4 é o principal mediador da
resposta imune ao lipopolissacarideo (LPS)*. Ambos receptores sio especialmente

87,88

expressos pelo epitélio amnidtico, células coridnicas e deciduais™™, constituindo a primeira

linha de defesa contra infec¢io durante a gestacio”. Kim et al.®

descreveram que a
expressao proteica de TLR-2 e TLR-4 ¢ significantemente maior no epitélio amnidtico na
presenca de corioamnionite histologica, tanto em partos pré-termo quanto a termo.
Sugerindo que a expressao aumentada dos TLRs nos tecidos gestacionais, no momento do
trabalho de parto, pode aumentar a prote¢ao do hospedeiro contra invasao polimicrobiana
da cavidade amnidtica, nesse momento tao vulneravel da gestagao.

Além da agao via TLRs, acredita-se que, durante a infec¢ao na cavidade amnidtica,
as proprias bactérias e seus produtos estimulem os tecidos gestacionais a produzirem

. . , . , . . 1 . . ~
citocinas pré-inflamatérias como parte da resposta do hospedeiro’. Assim, a ativagdo

precoce de TLRs na interface materno-fetal pode perturbar o bem estabelecido perfil anti-
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inflamatério necessario para a manutengio da gestagio no segundo trimestre™. A anilise
da produgao de Interleucina (IL)-6, 11.-8, IL.-10 e Fator de Necrose Tumoral o (TNF- «)
por cultura de trofoblastos humanos, sob estimulagio microbiana, revelou que as bactérias
estimulam a expressio de RNA mensageiro de citocinas pré e anti-inflamatérias’,
resultando em desequilibrio entre os dois perfis de citocinas, causado por infec¢do intra-
amniética, que pode potencializar a indugdo de parto prematuro.

Outro grupo de moléculas envolvidas na cascata de iniciagdo do parto sio as
prostaglandinas (PGs), mediadores lipidicos derivados da metabolizagio do acido
araquidonico pela via da ciclooxigenase. Niveis séricos e amniéticos de PGs, bem como sua

92,93
7 encontram-se elevados

expressao nos tecidos uterinos e nas membranas corioamnioticas
com o avango da idade gestacional e durante o trabalho de parto™. A PGE, ¢ considerada
um mediador chave para o inicio e manutengao do trabalho de parto, pois afeta a contragao
miometrial, remodelamento cervical e rotura das membranas fetais”. Estudos anteriores
demonstraram que, na vigéncia de TPP e infecgao da cavidade amnidtica, os niveis de PGs
encontram-se aumentados no LA .

Embora algumas citocinas sejam consideradas preditores bioquimicos do parto pré-
termo, outros mediadores do sistema imune inato com tal caracteristica vém sendo
avaliados no contexto da gestagio’. A Pentraxina 3 (PTX3) é uma proteina inflamatéria de
fase aguda da familia da Proteina C Reativa, produzida por diversas células do sistema
imune, em resposta a estimulos inflamatérios como IL-1, TNF- a e também a produtos
bacterianos”™”. A concentragio sérica dessa protefna aumenta com o avanco da idade
gestacional, atingindo os niveis mais elevados durante o trabalho de partomo, fortalecendo
ainda mais a teoria de que o trabalho de parto é uma sindrome inflamatéria'”'. Estudos
recentes sugerem que a PTX3 possa ser um novo preditor de TPP, uma vez que sua

concentracao ¢ significativamente maior no soro de mulheres que apresentam essa

L . N . e
complica¢do gestacional, em comparagdo as gestagoes normais . Por outro lado, embora a



Revisao da literatura 11

PTX3 participe do reconhecimento e resisténcia contra patégenos especificos, facilitando a
apoptose, a literatura ainda ¢é escassa na avaliagao de PTX3 como marcador preditivo de
infeccao intra-amniotica.

No contexto dos mediadores atuantes na gestagcdo, os antimicrobianos naturais
(ANs) merecem destaque. Alguns pequenos peptideos catibnicos antimicrobianos,
chamados a-defensinas humanas (HNPs) e B-defensinas humanas (HBDs) tém sido
descritos. As HNPs 1-4 estao presentes nos granulos azuréfilos nos neutréfilos e tém um
importante papel no exterminio nio dependente de oxigénio de bactérias'”, enquanto as
HBDs sao produzidas por células epiteliais e constituem o maior grupo de antimicrobianos
naturais. Na gestacdo, ja foram encontrados ANs no liquido amniético'”, decidua, placenta
e membranas fetais'”. Essa expressio, especialmente pelas membranas fetais, pode ser
importante durante o trabalho de parto e no nascimento, quando o muco cervical é perdido
e a cérvice esta dilatada, tornando o dtero mais susceptivel a infec¢des. Nesse cenario
podemos destacar as HBDs que atuam principalmente através da neutralizacao de micro-
otganismos invasores'”.

As HBDs siao pequenos peptideos cationicos formados a partir de seis residuos de
cisteinas altamente conservados ligados por trés pontes dissulfeto, entre as cisteinas 1-5, 2-
4 e 3-6, possuindo um comprimento que pode variar de 36 a 42 aminoacidos'™""®, Em
humanos, as beta defensinas sio codificadas por genes localizados em um cluster no
cromossomo 8p23'"".

Para a sua sintese, os genes das HBDs codificam um peptideo precursor
hidrofébico, uma sequéncia sinal rica em leucina, seguida ou nao de uma pré-sequeéncia e,
enfim, um peptideo maduro com seis cisteinas modificado na regido carboxi-terminal'” ",
Esses precursores sao codificados em 2 éxons separados por um intron de comprimento
variavel, sendo que um éxon codifica o sinal e a pro-sequéncia ¢ o outro codifica o

109-110

peptideo  maduro Possivelmente, para que as pro-sequéncias —tornem-se
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biologicamente ativas estas precisam ser clivadas por enzimas proteoliticas, as quais ainda

nao foram identificadas.

2
>

J4 existem cerca de 28 sequéncias de HBDs j4 detectadas no genoma humano'
porém as HBDs1-4 sio as que tém sido mais estudadas na tltima década'”.  As HBDs sdo

antimicrobianos potentes e seletivos, atuam contra bactérias gram-positivas e gram-

110-114

negativas , além disso possuem atividades antiviral'” e antifingica''®. Esses AN

participam da defesa primaria do hospedeiro através da interagdo direta com micro-
organismos' ', podendo romper a membrana bacteriana via interacio eletrostatica'”’. Além
disso, as HBDs podem ativar a imunidade adaptativa durante o processo infeccioso através

da agdao quimiotatica a componentes do sistema imune como células T, mondcitos, células

119-120

L. . , . 121 . .
dendriticas imaturas e mastocitos ~, atuando, por exemplo, como sinalizadores

b

endégenos de TLRs"*'* e/ou ainda como ligantes do receptor de quimiocina (CCR6)'”.

Somado a isso podem induzir a producio de citocinas por mondcitos e por células

epiteliais“()’123.

A HBD-1 foi isolada de hemofiltrados' e, entre outros tecidos, é expressa no trato

126,127

geniturinario , respiratério128 e no tecido placentéri0124. A expressao constitutiva da

9-13

L, . . . . 12! 1
HBD-1 esta bem estabelecida em diversos tecidos, como pele e gengiva e nesses casos,

sua expressaio nao ¢é afetada pela producdo de mediadores inflamatorios. Apesar disso,

estudos recentes tem mostrado que a HBD-1 pode também ser produzida sob estimulos de

132

citocinas, como a IL-1 3, ou de produtos bacterianos' . Por outro lado, Buhimschi et

al."”® demonstraram em cultura de células amnidticas que a producio de HBD-1 nio foi
estimulada nem por LPS nem por peptidoglicano.

A HBD-2 foi inicialmente identificada em queratinécitos’”’ e no epitélio

138 ~ : 134
pulmonar ™, sendo sua expressio mais prevalente observada na pele™ e no trato

128,138

respiratorio . Durante a resposta inflamatéria e/ou invasio microbiana, as HBD-2

139-141

podem ser produzidas em resposta as citocinas inflamatorias ou aos produtos
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138,142 3,14

: : . . - 133,142 : 138, 143, 144
bacterianos Seja por tecidos gestaclonals ’ como em outros sistemas . Nesse

contexto, a expressio de RNA mensageiro de HBD-2 esteve aumentada em 104 vezes em

104 103
. Soto et al.

cultura de células trofoblasticas de placentas de termo tratadas com IL-13
descreveram aumento de HBD-2 no liquido amniético em casos de TPP e RPM-PT, na
presenca de infeccio e/ou inflamacido na cavidade amnidtica, demonstrando que essa
defensina é um constituinte do liquido amnidtico que participa da resposta antimicrobiana.
A fonte de HBD-2 no liquido amniético ainda é incerta, porém, ¢é possivel que as
membranas corioamnidticas contribuam como fonte desse antimicrobiano natural, uma vez
que a expressio de seu RNA mensageiro j4 foi relatada no cério e no epitélio amniético'™.
A expressio de HBD-3 ja foi relatada em tecidos ndo reprodutivos como os da
cavidade oral'®, pulmio'” e tecido 6sseo'®, com particularidade especial de formagio de
dimeros. Essa defensina possui um largo espectro de atividade antimicrobiana, sendo ativa
contra muitas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo Enferococcus faecium
resistente 4 vancomicina e também a fungos'”'**. A HBD-3 foi detectada no ttero e no

147,149

endométrio , tendo sua expressio mais elevada na fase secretoria do ciclo menstrual,

com expressiao predominante nas células epiteliaism. Sob estimulos inflamatérios, a HBD-3

, . . . , P e, . 1
¢ a B-defensina mais abundante e mais expressa em células de epitélio amniético'™.

1 150

Szukiewicz et a observaram que na presenca de RPM-PT e corioamnionite, as células

amnidticas estimuladas com LPS via receptor TLR-4 apresentam significante aumento de
expressio de HBD3 em relacio a gestagio de termo. Por outro lado, lavazzo et al.”' nio
descreveram associa¢ao de HBD-3 e parto prematuro.

A HBD-4 foi caracterizada através do genoma, embora ja identificada no

Zigpus 152 z : 153 : 153
endométrio ~ e no antro gastrico . Garcia et al.

demonstraram que sua expressao pode
ser induzida em células epiteliais do trato respiratério humano apds a exposi¢ao ao acetato

de fenil mercario (PMA) ou a infec¢ao bacteriana 7z vitro. Porém, pouco se sabe sobre a

expressao e regulacao dessa defensina em outros sistemas.
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Os raros relatos da literatura demonstram a importancia dos AN na prote¢ao
uterina durante infec¢ao da cavidade amnidtica, e nesse sentido ja é sugerido que a analise

protedmica do liquido amniético seja uma ferramenta de reconhecimento de presenca de

154 1 151

corioamnionite histolégica ™. Além disso, lavazzo et al.”" concluiram que a presenga de
HBD-2 no liquido amniético de gestagdes do segundo trimestre pode ser considerado um
preditor de RPM-PT. Apesar disso, a literatura ainda é escassa quanto a atividade e
expressio das HBDs nos tecidos gestacionais pré-termo e/ou na presenca de infecgio
intrauterina.

Tomados em conjunto os dados da literatura apontam que muitos mediadores
inflamatoérios sdo sintetizados na interface materno-fetal e que participam de mecanismos
fisiolégicos do parto e das complicagdes gestacionais associadas a infec¢do da cavidade
amnidtica. O entendimento da participagdo desses mediadores contribui para o

estabelecimento da fisiopatologia dessas adversidades gestacionais e sem davida encoraja o

desenvolvimento de novas estratégias de prevencao.
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Justificativa

O parto prematuro ¢ uma importante intercorréncia obstétrica que acomete cerca
de 10% das gestacbes e é a principal causa de morbimortalidade perinatal no mundo. A
diversidade de fatores potencialmente envolvidos na etiologia do parto prematuro ¢, sem
davida, uma dificuldade para o desenvolvimento de medidas efetivas de prevencao, fato
que justifica que apesar de novos tratamentos e estratégias, sua incidéncia nio tem
diminuido nos tltimos anos.

Muitos estudos da literatura empreendem esforcos para elucidar os fatores de risco
envolvidos no parto prematuro e destacam desde infecg¢des do trato genital inferior até o
componente genético, representado por polimorfismos de genes associados a matriz
extracelular e a producio de citocinas inflamatoérias.

Ja ¢é reconhecido na literatura que a eventos inflamatérios na cavidade amnidtica
podem estar pronunciados na gestagio pré-termo e que as membranas corioamnioticas
desempenham papel de barreira imunolégica além de servirem de barreira mecanica contra
as infec¢oes advindas do trato genital inferior.

Estudos clinicos tém mostrado que a participagdo da resposta imune inata na
interface materno-fetal pode ter impacto no sucesso da gestagao. Somado a isso, sio
crescentes as evidéncias que o sistema imune inato ¢ ativado nessa interface. Dentre os
componentes do sistema imune inato, destaca-se a expressao de agentes antimicrobianos
naturais, as 3 defensinas.

As B defensinas participam da defesa primaria do hospedeiro através da interagao
direta com micro-organismos. Em adi¢do ao seu papel antimicrobiano, podem ativar a

imunidade adaptativa durante o processo infeccioso.
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Assim, o estudo das [ defensinas pode contribuir para o entendimento dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia do parto prematuro e sem duvida encorajar o
desenvolvimento de novas estratégias de prevencao dessa importante adversidade

gestacional.
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Resumo

Introdugdo: Eventos inflamatérios na interface mateno-fetal estio pronunciados em
gestacoes complicadas por prematuridade e a corioamnionite ¢ reconhecida como a
principal causa de morbimortalidade perinatal. As membranas corioamnidticas
desempenham papel fundamental na imunidade inata local e inibem o crescimento de
micro-organismos, em parte, pela expressao de P defensinas humanas (HBDs). Essas
moléculas sio antimicrobianos naturais que apresentam atividade antibatcteriana,
antifingica e antiviral e sdo produzidas por células epiteliais. Objetivo: Quantificar a
expressao génica e avaliar a imunolocalizagdo de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 em membranas
corioamnidticas de gestacOes complicadas por prematuridade. Pacientes e Métodos:
Trata-se de um estudo prospectivo e transversal. Fragmentos das membranas
corioamnidticas foram coletadas de gestantes atendidas no Servico de Obstetricia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Botucatu, Sio
Paulo, Brasil. O grupo estudo foi constituido por 25 membranas corioamnidticas de
gestantes em Trabalho de Parto Prematuro na presenca ou nio de Rotura Prematura de
Membranas Pré-Termo que tiveram parto prematuro como desfecho gestacional. Como
grupo controle, 27 membranas corioamnidticas de gestages de termo em trabalho de parto
foram analisadas. Fragmentos das membranas corioamniéticas foram fixadas em formalina
a 10%, embebidas em parafina e seccionadas para analise da imunolocaliza¢io de HBD-1,
HBD-2 ¢ HBD-3 pela técnica de imunoistoquimica. Outros fragmentos das membranas
corioamniéticas foram congelados em nitrogénio liquido e submetidos a extragdo do RNA
total para posterior quantificacao da expressaio de RNAm de HBD-1, HBD-2 ¢ HBD-3
empregando-se a técnica de PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan Gene

Expression Assays (Applied Biosystems). Os resultados obtidos no estudo foram submetidos
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aos testes z e de Mann Whitney. O soffware empregado foi o SigmaStat e o nivel de
significancia adotado foi de 5%. Resultados: Os dados s6cio-demograficos e obstétricos
nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa quanto as variaveis idade materna,
estado civil, raga, paridade e histérico de complicagdes obstétricas entre os grupos pré-
termo e termo. A expressio génica de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 pelas membranas
corioamnidticas ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
parto prematuro HBD-1 (Md =0,62; 0,0-105,0); HBD-2 (Md= 0,17; 0,0-5,2); HBD-3 (Md=
0,11; 0,0-140,5) e termo HBD-1 (Md= 0,80; 0,02-25,0); HBD-2 (Md=0,0; 0,0-43,2); HBD-
3 (Md=0,006; 0,0-972,1), p>0,05. Também nao houve diferenca na expressio génica das §3
defensinas de interesse associada a complicagdo gestacional que originou o parto prematuro
como desfecho gestacional e a presenca de corioamnionite histolégica. A imunomarcagao
para HBD-1, HBD-2 ¢ HBD-3 foi evidenciada nas células do epitélio amniotico, células
coridnicas e deciduais em gestagdoes pré-termo e termo. Conclusdo: As membranas
corioamnioticas sio fontes de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 e a sua expressio de RNAm nao

¢ modulada pela prematuridade.

Palavras-chave: Gestacido, Prematuridade, Membranas Corioamnidticas, Beta Defensinas

Humanas.
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Abstract

Introduction: Inflammatory events can be pronounced in the maternal-fetal interface in
pregnancies complicated by prematurity and chorioamnionitis is a major cause of perinatal
morbidity and mortality. The chorioamniotic membranes play fundamental role in the local
innate immunity and inhibit the microorganisms growth, partly by the expression of human
B defensins (HBDs). These molecules are natural antimicrobials that present antibacterial,
antifungal and antiviral activities and are produced by epithelial cells. Objective: To
quantify the expression and to evaluate the immunolocalization of HBD-1, HBD-2 and
HBD-3 in chorioamniotic membranes from pregnancies complicated by prematurity.
Study design: This was a prospective controlled study. Fragments of chorioamniotic
membranes were collected from pregnant women admitted at the Obstetrics Unit of the
Clinical Hospital of the Botucatu Medical School, Sao Paulo State University, Botucatu,
Sio Paulo, Brazil. The study group consisted of 25 chorioamniotic membranes samples
from pregnant women with preterm labor, in the presence or not of Preterm Premature
Rupture of Membranes (PPROM), who delivery prematurely. In the control group, 27
chorioamniotic membranes from pregnancies at term in the presence at labor were
analysed. Samples of the chorioamniotic membranes were fixed in 10% formalin,
embedded in paraffin and sectioned for immunolocalization of HBD-1, HBD-2 and HBD-
3 by immunohistochemistry technique. Other chorioamniotic membranes samples were
collected in liquid nitrogen and total RNA was extracted to quantify mRNA expression of
HBD-1, HBD-2 and HBD-3 using real time quantitative PCR employing the TaqMan
Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Statistical analyses were performed using z
and Mann Whitney tests in SigmaStat Software and the level of significance adopted was of
5%. Results: In relation to demographic and obstetrics data no statistically significant

difference concerning maternal age, marital status, race, parity and history of complications
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were observed between pregnancy women in preterm and term groups. The relative
expression of HBD-1, HBD-2, and HBD-3 were not significantly different when compared
preterm HBD-1(fold-change 0.62 (0.0-105.0)); HBD-2 (fold-change 0.17 (0.0-5.2); HBD-3
(fold-change 0.11 (0.0-140.5))) and term deliveries (HBD-1 (fold-change 0.80 (0.02-25.0));
HBD-2 (fold-change 0.0 (0.0-43.2)); HBD-3 (fold-change 0.06 (0.0-972.1)). The relative
amounts of HBD1, HBD2 and HBD3 were not significantly different regarding the
pregnancy complications that resulted in preterm delivery (PPROM or PTL with intact
membranes) or the presence or absence of histologic chorioamnionitis. HBD-1, HBD-2
and HBD-3 were immunolocalized to amnio, chorion and decidua cells from preterm and
term pregnancies. Conclusion: Chorioamniotic membranes are sources of HBD-1, HBD-

2 and HBD-3 and their mRNA expressions are not moduleted by prematurity.

Keywords: Pregnancy, Prematurity, Chorioamniotic Membranes, Human Beta Defensins.



Artigo cientifico 33

Beta defensinas em membranas corioamnidticas de gestagdes complicadas por

prematuridade: expressao génica e imunolocalizagao

Nathalia Mayumi Noda Nicolau', Jossimara Polettini', José Carlos Peracoli’, Marcia
Guimaries da Silva'.

Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Jalio de

Mesquita Filho — UNESP”.

" Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP — Univ Estadual Paulista. Departamento de
Patologia, Botucatu, Sio Paulo, Brasil.
* Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP — Univ Estadual Paulista. Departamento de

Ginecologia e Obstetricia, Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

*Autor de cotrespondéncia
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP — Univ Estadual Paulista.
Departamento de Patologia

Distrito de Rubiao Junior, CEP: 18618-970, Botucatu, Sao Paulo, Brasil.
Telefone: +55 (14) 3880 1580 Fax: +55 (14) 3815-2348

E-mail: mgsilva@fmb.unesp.br

Este artigo esta apresentado de acordo com as normas do European Journal of Obstetrics & Gynecology and

Reproductive Biology (ISSN 0301-2115 — Fator de Impacto: 1.58).


mailto:jpolettini@fmb.unesp.br

Artigo cientifico 34

Conclusao
As membranas corioamnidticas sio fontes de produgao de HBD1, HBD2 e HBD3 e essa

expressao nao ¢ modulada pela prematuridade.
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Abstract

Introduction: Inflammatory events can be pronounced in the maternal-fetal interface in
pregnancies complicated by prematurity and chorioamnionitis is a major cause of perinatal
morbidity and mortality. The chorioamniotic membranes play fundamental role in the local
innate immunity and inhibit the microorganisms growth, partly by the expression of human
B defensins (HBDs). These molecules are natural antimicrobials that present antibacterial,
antifungal and antiviral activities and are produced by epithelial cells. Objective: To
quantify the expression and to evaluate the immunolocalization of HBD-1, HBD-2 and
HBD-3 in chorioamniotic membranes from pregnancies complicated by prematurity.
Study design: This was a prospective controlled study. Fragments of chorioamniotic
membranes were collected from pregnant women admitted at the Obstetrics Unit of the
Clinical Hospital of the Botucatu Medical School, Sao Paulo State University, Botucatu,
Sio Paulo, Brazil. The study group consisted of 25 chorioamniotic membranes samples
from pregnant women with preterm labor, in the presence or not of Preterm Premature
Rupture of Membranes (PPROM), who delivery prematurely. In the control group, 27
chorioamniotic membranes from pregnancies at term in the presence at labor were
analysed. Samples of the chorioamniotic membranes were fixed in 10% formalin,
embedded in paraffin and sectioned for immunolocalization of HBD-1, HBD-2 and HBD-
3 by immunohistochemistry technique. Other chorioamniotic membranes samples were
collected in liquid nitrogen and total RNA was extracted to quantify mRNA expression of
HBD-1, HBD-2 and HBD-3 using real time quantitative PCR employing the TaqMan
Gene Expression Assays (Applied Biosystems). Statistical analyses were performed using z
and Mann Whitney tests in SigmaStat Software and the level of significance adopted was of
5%. Results: In relation to demographic and obstetrics data no statistically significant
difference concerning maternal age, marital status, race, parity and history of complications
were observed between pregnancy women in preterm and term groups. The relative
expression of HBD-1, HBD-2, and HBD-3 were not significantly different when compared
preterm HBD-1(fold-change 0.62 (0.0-105.0)); HBD-2 (fold-change 0.17 (0.0-5.2); HBD-3
(fold-change 0.11 (0.0-140.5))) and term deliveries (HBD-1 (fold-change 0.80 (0.02-25.0));
HBD-2 (fold-change 0.0 (0.0-43.2)); HBD-3 (fold-change 0.06 (0.0-972.1)). The relative
amounts of HBD1, HBD2 and HBD3 were not significantly different regarding the
pregnancy complications that resulted in preterm delivery (PPROM or PTL with intact
membranes) or the presence or absence of histologic chorioamnionitis. HBD-1, HBD-2
and HBD-3 were immunolocalized to amnio, chorion and decidua cells from preterm and
term pregnancies. Conclusion: Chorioamniotic membranes are sources of HBD-1, HBD-
2 and HBD-3 and their mRNA expressions are not moduleted by prematurity.

Keywords: Pregnancy, Prematurity, Chorioamniotic Membranes, Human Beta Defensins.
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Introdugio

As membranas corioamnioticas formam uma estrutura de extrema importancia para
o desenvolvimento fetal. Dentre suas principais fung¢des estao a de protegao do feto contra
traumas, a de manutencio do volume do liquido amniético e a de protecio do cordio
umbilical e do sangue fetal contra a compressao, além de servirem como barreira mecanica
contra infecgdes vindas do trato genital inferior.

Além de revestir a superficie placentiria e constituit o saco amniético, as
membranas fetais desempenham fungdes de manter as condicOes ideais de esterilidade do
liquido amniético e de ser barreira imunoldgica. A expressio de mediadores do sistema
imune inato, como os receptores To//-/ike (TLRs) -2 e -4 pelo epitélio amniotico, sugere que
esse epitélio ndo funcione apenas como barreira mecanica aos micro-organismos, mas
também na ativagio do sistema imune’ durante a resposta a uma possivel invasio
microbiana na cavidade amniética, geralmente advinda do trato genital inferior™,

Outra evidéncia importante da participagio das membranas fetais na imunidade ¢ a
producio de agentes antimicrobianos por esse tecido’. Dentre os antimicrobianos naturais
(AN), destacam-se as B-defensinas humanas (HBDs) que sio pequenos peptideos
catibnicos produzidos principalmente por células epiteliais’, sendo que as HBD-1 e -2 j4
foram detectadas em mondcitos, macréfagos e células dendriticas derivadas de mondcitos®.
Existem cerca de 28 sequéncias de HBDs ja detectadas no genoma humano®, porém as
HBDs1-4 sio as que tém sido mais estudadas na dltima década’.

As HBDs participam da defesa primaria do hospedeiro através da interacio direta
com micro-organismos'’. Em adigio ao seu papel antimicrobiano, as HBDs podem
também ativar a imunidade adaptativa durante o processo infeccioso através da acio
quimiotatica a componentes do sistema imune como células T, mondcitos, células
dendriticas imaturas'™'® e mastécitos”, atuando, por exemplo, como sinalizadores

, 12.14. , . . . ~ . . L, .
endoégenos de TLRs ™. Além disso, podem induzir a produgao de citocinas por mondcitos
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e por células epiteliais'*"*. No trato reprodutivo de mulheres nio grividas os AN estdo
presentes na vagina, cérvix, endométrio e nas tubas uterinas'®. Na gestacao, agentes
antimicrobianos sdo encontrados no liquido amniético' ", decidua, placenta e membranas
fetais'” ',

Os dados da literatura demonstram importancia dos antimicrobianos naturais na
protegdo uterina durante infec¢ao da cavidade amnidtica, e nesse sentido ja é sugerido que
a analise protedmica do liquido amnidtico seja uma ferramenta de reconhecimento de
presenga de corioamnionite histolégica®. Além disso, lavazzo et al.*> conclufram que a
presenca de HBD-2 no liquido amniético de gestacbes do segundo trimestre pode ser
considerado um preditor de RPM-PT. Apesar disso, a literatura ainda é escassa quanto a
atividade e expressio das HBDs nos tecidos gestacionais pré-termo e/ou na presenca de
infeccao da cavidade amniotica.

Assim, considerando que eventos inflamatérios na cavidade amnidtica podem estar
pronunciados em gestagoes pré-termo, e que as membranas tem efeito inibitério sobre o
crescimento de muitas bactérias, em parte, pela produgao de § defensinas, o objetivo desse
estudo é quantificar a expressao génica e avaliar a imunolocalizagio de HBD-1, HBD -2, e

HBD-3 em membranas corioamnidticas de gestagoes complicadas por prematuridade.

Material e Métodos

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, um hospital terciario de referéncia para gestagoes de alto
risco. As membranas corioamnidticas foram coletadas no periodo de Janeiro de 2008 a
Dezembro de 2012 ¢ a estimativa do tamanho amostral foi baseada na menor diferenca de

expressao de 3 defensinas estatisticamente significativa entre os grupos de parto prematuro
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em estudo piloto. Dessa forma, assumindo «=0.05 e §=0.20, estimou-se tamanho amostral
minimo de 30 mulheres cada grupo, totalizando 60 mulheres a serem incluidas no estudo.

A populagao do estudo foi constituida por 25 gestantes em Trabalho de Parto
Prematuro com bolsa das aguas integras ou com Rotura Prematura de Membranas Pré-
Termo que tiveram parto prematuro como desfecho gestacional (Grupo PP). Como grupo
controle, 27 gestantes a termo em trabalho de parto foram incluidas no estudo (Grupo PT).
Gestantes que apresentaram diabetes, hipertensio, placenta prévia, polidramnia,
incompeténcia istmo-cervical, gemelaridade, anomalias fetais congénitas comprovadas ou
fertilizacdo 7 vitro foram excluidas do estudo.

A idade gestacional foi estabelecida pela data da dltima menstruacio e/ou por
exame ultrassonografico precoce (até 20 semanas). Nas gestantes que apresentaram RPM-
PT, o diagndstico foi confirmado pela historia clinica e constatagao de liquido amniético na
cavidade vaginal ou quando isto nao foi possivel, por meio de testes realizados na secre¢ao
do fundo de saco vaginal: cristalizagao do esfregaco em lamina seca, queima de esfregaco
em lamina, pH vaginal e pesquisa de células fetais pela coloragio do azul de Nilo*. Nesses
casos, as pacientes permaneceram internadas na Enfermaria de Obstetricia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, sendo controladas clinicamente
por meio de avaliagdo da frequéncia cardfaca e temperatura a cada 6 horas e,
laboratorialmente por hemograma em dias alternados até a resolucao da gestagao. O
diagnoéstico de TPP foi confirmado pela presenca de uma ou mais contragdes a cada 10
minutos com ritmo e frequéncia regulares e esvaecimento cervical igual ou superior a 50%
e/ou dilatagio cervical igual ou superior 2 2 cm™. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Ftica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e todas as pacientes
envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto a finalidade da pesquisa

(Protocolo 189/2012).
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No momento da resolu¢ao da gestagao, logo apés a dequitagdao, foram colhidas
membranas corioamnidticas de todas as gestantes incluidas no estudo, os quais foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido com posterior armazenamento a -80°C até
a extragao do RNA para posterior analise da expressio génica por PCR em tempo real.
Apbs esse procedimento, o restante das membranas foi fixado em formalina a 10%, e a
seguir incluidos em blocos de parafina, os quais foram seccionados obtendo-se cortes de 6
um de espessura para avaliagdao histologica e analise da imunolocalizagao das defensinas de
interesse.

A corioamnionite histolégica foi diagnosticada através da presenca de infiltracao
neutrofilica presente nas membranas corioamnioticas, de acordo com Yoon et al. %

Os fragmentos de membranas corioamniéticas coletados congelados em nitrogénio
liquido foram submetidos a extragdo de RNA total, usando o RNAspin Mini RNA
Isolation Kit (GE Healthcare), seguindo as instru¢des do fabricante. A integridade do RNA
obtido foi determinada por analise em aparelho Bioanalyzer, na qual foram aceitaveis RIN
(RNA Integrity Number) igual ou maior que 2. A partir do DNA complementar obtido foi
efetuada a amplificacao dos genes das 3 defensinas de interesse em aparelho Line Gene K
(Bioet®). Os primers e sondas especificos para HBD-1, -2, ¢ -3 foram obtidos do sistema
TagMan Gene Expression Assay da Applied Biosystems. Paralelamente foi feita a amplificagao do
gene da TBP (ILATA box binding protein) como controle endogeno, visto que o valor real de
expressao génica foi dado através da comparagao do resultado de amplificacio dos genes
das B defensinas e TBP. Os niveis de expressao do RNA mensageiro das 3 defensinas
avaliadas foram normalizados com a expressio de TBP pelo método 2744 .

Para a avaliacao da imunoexpressao das § defensinas de interesse foi empregado o
protocolo do kit de imunoistoquimica Mach 4 Universal HRP Polymer Kit with DAB (Biocare
Medical). Para essa detecgao, cortes histolégicos das membranas corioamnidticas, incluidas

em parafina, com espessura aproximada de 6 pum foram colocadas sobre laminas
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histologicas previamente tratadas com Vectabond (Vector Laboratories) e secas em estufa a
00°C overnight. A seguir, os cortes foram submetidos a desparafinizagao e a recupera¢iao
antigénica empregando-se a solugao Trilogy durante 30 minutos em banho-maria a 100°C.
Logo apos esse procedimento, as laminas foram lavadas com PBS, procedimento que foi
repetido em todas as etapas de lavagem. O bloqueio da peroxidase endégena foi realizado
com peroxido de hidrogénio 3% diluido em agua por duas vezes de 30 minutos. Em
seguida, anticorpos primarios anti- HBD-1, HBD-2 e HBD-3 (Abcam) foram diluidos em
solucao de albumina bovina 1%, azida sédica 0,1% em PBS pH 7,4 com posterior
incubacio em camera umida overnight, nas diluicbes de 1:500, 1:250, 1:25 e 1:200
respectivamente. O reagente revelador utilizado foi o DAB com incubagao por 5 minutos.
A contra-coloragao foi realizada com Hematoxilina de Harris, fixada em quatro banhos de
etanol absoluto e dois banhos de xilol. Apds a coloragao, as laminas foram montadas com
Permount e laminula. Nas laminas usadas como controle negativo da reagao foram
omitidos os anticorpos primarios e seguido o mesmo protocolo de deteccio das B
defensinas. A marcagao positiva foi detectada como coloragio marrom de padrao
citoplasmatico.

Os dados referentes a idade materna, idade gestacional no momento do parto, peso
do recém-nascido e concentragao relativa de RNA mensageiro das defensinas nos grupos
estudados estao apresentados em mediana seguido de amplitude total (valor minimo —
valor maximo) e foram submetidos ao teste de Mann-Whitney. As variaveis estado civil,
raca, paridade e frequéncia de intercorréncias gestacionais anteriores estdo apresentados em
numero de pacientes seguidos de porcentagem (%) e foram submetidas ao teste de
comparac¢ao de propor¢ao (Teste z). O nivel de significancia adotado para todos os testes
empregados foi de 5%. O software utilizado para as analises foi o SigmaStat 3.1 (Jandel

Corporation).
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Resultados

As variaveis sécio-demograficas e obstétricas das gestantes incluidas no estudo
estao apresentadas na Tabela 1. Em relagao as variaveis idade materna, estado civil e cor
autoreportada nio significativa. O peso do recém-nascido foi significativamente maior no
grupo PT houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos estudados. A
mediana da idade gestacional, no momento do parto, foi estatisticamente diferente entre os
grupos estudados em virtude do delineamento do estudo. Em relagao a histéria obstétrica,
incluindo paridade e intercorréncias em gestagdes anteriores nao houve diferenca
estatisticamente.

A microscopia, todas as membranas corioamnioticas das gestantes do grupo termo
apresentaram-se dentro dos limites histologicos de normalidade. No grupo parto
prematuro a incidéncia de corioamnionite foi de 44%, ou seja, 11 membranas
corioamnidticas apresentaram infiltrado inflamatério com predominio de células
polimorfonucleares (Figura 1).

As quantificacOes relativas das expressdes génicas de HBD-1, HBD-2 ¢ HBD-3
pelas membranas corioamnidticas estao apresentadas na Figura 2. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos parto prematuro HBD-1 (Md=0.62; 0,0-
105,0); HBD-2 (Md=0,17; 0,0-5,2); HBD-3 (Md=0,11; 0,0-140,5) e termo HBD-1
(Md=0,80; 0,02-25,0); HBD-2 (Md=0,0; 0,0-43,2); HBD-3 (Md=0,06; 0,0-972,1).

As concentragoes relativas das as 3 defensinas de interesse também nao mostraram
diferencas estatisticamente significativas quanto a presenca ou niao de corioamnionite
histologica (Figura 3) bem como em relacdo ao desfecho gestacional que deflagrou o parto
prematuro (Figura 4).

As membranas corioamnioticas de gestagdes pré-termo e de termo apresentaram

imunomarcagao para HBD-1, HBD-2 e, HBD-3. Todas as 8 defensinas de interesse neste
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estudo foram detectadas nas células do epitélio amnidtico, células coridnicas e deciduais

(Figura 5).

Discussao

O presente estudo demonstrou que as membranas corioamnidticas de gestacoes
pré-termo e de termo sio fontes constitutivas ou induzidas de RNA mensageiro de HBD-
1, HBD-2 ¢ HBD-3 e que a extensao dessa expressao nao ¢ modulada pela presenca de
prematuridade, RPM-PT e/ou cotioamnionite histolégica. Contrariando os achados deste
estudo, publicagdes anteriores, no contexto da gestacao, descreveram que a expressao de
HBD-3 aumenta ap6s estimulo de células amnidticas com LPS, mimetizando a infeccdo
intra-amni6tica®. Nesse mesmo sentido, Szukiewicz et al.”” analisando placentas de termo,
encontraram aumento da concentragdo de HBD-3 devido a presenca de corioamnionite
histologica.

Ja é de conhecimento da literatura mundial, que o parto prematuro é um dos
desfechos gestacionais desfavoraveis mais importantes na Clinica Obstétrica, em cuja
etiologia multifatorial pode-se destacar a infec¢do da cavidade amnidtica e a inflamacio
intra-amniética”. Nesse cendrio, é efetiva a participacio de moléculas do sistema imune
inato para defesa do hospedeiro e que exibem atividades antimicrobianas contra um largo
espectro de bactérias incluindo Gram positivas e Gram negativas, que sao os principais
micro-organismos envolvidos nas complicagdes gestacionais que deflagram o parto
prematuro. Dentre essas moléculas encontra-se a contribuicao das $ defensinas, com agao
de antimicrobianos naturais, na interface materno-fetal. Entretanto, os resultados
encontrados no presente estudo contrariam a hipdtese de que membranas corioamnioticas
de gestacdes pré-termo expressam maiores concentracdes de B defensinas. lavazzo et al.”

também nao documentaram associacao de HBD-3 no liquido amniético do segundo
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trimestre de gestagio e parto prematuro, na presen¢a ou niao de Rotura Prematura de
Membranas.

Em parte, nossos resultados podem ser explicados pela constituigao dos grupos de
estudo. Embora o grupo controle tenha sido constituido de gestagdes de termo, todas as
pacientes estavam em trabalho de parto e segundo a literatura, moléculas e receptores
envolvidos na resposta imune inata estdo amplificadamente expressos em tecidos
gestacionais no momento do trabalho de parto® com o objetivo de aumentar a protecio do
hospedeiro contra invasio microbiana da cavidade amnidtica, j4 que nesse momento a
cérvix esta dilatada e deixa a cavidade amnidtica mais susceptivel a infecgdes. Nesse sentido
podemos sugerir que as 3 defensinas avaliadas estejam super expressas nas membranas
corioamnidticas de gestagoes de termo em virtude do trabalho de parto, o que nao torna
possivel determinar a real influéncia da prematuridade na expressao desses antimicrobianos
naturais. Sem duvida, a constituicdo de um grupo controle de gestagdes de termo, na
auséncia de trabalho de parto, seria crucial para elucidar essa hipotese.

Outro fato a ser considerado ¢ que a regulagao da sintese de 3 defensinas nao ¢ a
mesma nos diferentes sistemas, e em membranas corioamnidticas 7z vivo é pouco
conhecida. Em alguns tipos celulares como macréfagos uterinos, mondcitos de sangue
periférico30 e até células amnidticas em cultura®, o estimulo com citocinas inflamatérias
induz sintese de B defensinas. King et al.”* descreveram que células epiteliais endometriais
aumentam a producdo de AN apos estimulo com IL-1f, citocina rapidamente produzida
ap6s exposicio de macréfagos a endotoxinas®. Por outro lado, anos mais tarde, esses
mesmos autores nao encontraram aumento de HBD-1 apés estimular células trofoblasticas
com IL-18”. Em membranas corioamnidticas, a expressio de [ defensinas pode ser
influenciada por citocinas, porém independentemente da presenca de corioamnionite, uma
vez que, em estudo anterior™, nosso grupo avaliou a concentragio de RNA mensageiro de

citocinas inflamatérias nessas mesmas amostras e nao encontrou diferenga significativa de
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IL-18, IL-6, IL-8 ou TNF-«, na presenca ou nao de infiltrado inflamatério nas membranas
corioamniodticas.

Além das diferencas teciduais e celulares de presenca e producao de § defensinas, o
fator transcricional pode justificar os resultados obtidos, uma vez que a diferenga na
quantidade de um RNA mensageiro especifico entre duas amostras biolégicas, nio ¢é
necessariamente refletido por uma diferenca quantitativa equivalente no nivel de
quantidade da proteina, que muitas vezes esta implicito nos estudos.

Ha de se ressaltar que o tamanho amostral minimo inicialmente calculado para o
estudo nio foi atingido até o0 momento e que a inclusao de pacientes se faz necessaria para
confirmaciao dos resultados obtidos.

Em relagao a imunolocalizag¢ao das § defensinas nas membranas corioamnioticas,
nossos resultados corroboram os achados da literatura que HBDs 1-3 sdo expressas por
células do epitélio amnidtico, coridnicas e deciduais em gestacdes pré-termo e de termo'™,
e que as membranas corioamnidticas nao desempenham apenas a fun¢ao de protecio
mecanica, mas também de barreira imunoldgica, com participagdio na resposta do
hospedeiro a infecgoes advindas do trato genital inferior.

Assim, considerando a constitui¢ao dos grupos e a metodologia empregada no
estudo da expressao génica das [ defensinas de interesse, podemos concluir que as
membranas corioamniéticas sao fontes de produc¢ao de HBD-1, HBD-2 ¢ HBD-3 e que

essa expressao nao é modulada pela prematuridade.

Agradecimentos
Este estudo foi financiado pela Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo

(FAPESP); Processos 2010/14724-2 e 2009/52317-2.



Artigo cientifico 45

Referéncias

155.

156.
157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

Parry S, (Parry and Strauss 1998). Mechanisms of disease: premature rupture of the fetal
membranes. N Engl | Med 1998; 338:663-670.

Hay ED. Extracellular matrix. ] Cell Biol 1981; 9:205-223.

Malak T, Ockleford CD, Bell SC, et al. Confocal immunoflorescence localization of
collagen types I, III, IV, V and VI and their ultrastructural organization in term fetal
membranes. Placenta 1993;14:385-406.

Andrews WW, Hauth JC, Goldenberg RL. Infection and preterm birth. Am ] Perinatol
2000; 17:357-3065.

Goncalves LF, Chaiworapongsa T, Romero R. Intrauterine infection and prematurity.
Ment Retard Dev Disabil Res Rev 2002; 8:3-13.

Polettini ], Takitane J, Peracoli JC, et al. Expression of b defensins 1, 3 and 4 in
choriamniotic membranes of preterm pregnancies complicated by chorioamnionitis.
European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology 2011; 157:150-
155.

Huttner KM, Bevins CL. Antimicrobial peptides as mediators of epithelial host defense.
Pediatr Res 1999; 45:785-94.

Schutte BC, Mitros JP, Bartlett JA, et al. Discovery of five conserved beta -defensin gene
clusters using a computational search strategy. Proc Natl Acad Sci U S A 2002; 99:2129-
2133.

Pazgier M, Hoover DM, Yang D, et al. Human beta-defensins. Cell Mol Life Sci 2000;
63:1294-1313.

Quifiones-Mateu ME, Lederman MM, Feng Z, et al. Human epithelial beta defensins 2
and 3 inhibit HIV-1 replication. AIDS 2003;17:39-48.

Yang D, Biragyn A, Hoover DM, et al. Multiple roles of antimicrobial defensins,
cathelicidins, and eosinophil-derived neurotoxin in host defense. Annu Rev Immunol 2004;
22:181-215.

Funderburg N, Lederman MM, Feng Z, et al. Human -defensin-3 activates professional
antigen-presenting cells via Toll-like receptors 1 and 2. Proc Natl Acad Sci U S A 2007;
104:18631-18635.

Chen X, Niyonsaba F, Ushio H, et al. Antimicrobial peptides human beta-defensin (hBD)-
3 and hBD-4 activate mast cells and increase skin vascular permeability. Eur J Immunol
2007; 37: 434-444.

Biragyn A, Ruffini PA, Leifer CA, et al. Toll-like receptor 4-dependent activation of
dendritic cells by beta-defensin 2. Science 2002; 298:1025-1029.



Artigo cientifico 46

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

Niyonsaba F, Ushio H, Nakano N, et al. Antimicrobial peptides human beta-defensins
stimulate epidermal keratinocyte migration, proliferation and production of
proinflammatory cytokines and chemokines. | Invest Dermatol 2007; 127: 594-604.

Feng Y, Pan X, Huang N, et al. The human beta-defensins expression in female genital
tract and pregnancy-related tissues. Sichuan Da Xue Xue Bao Yi Xue Ban 2003; 34:217-
219.

Akinbi HT, Narendran V, Pass AK, et al. Host defense proteins in vernix caseosa and
amniotic fluid. Am ] Obstet Gynecol 2004;191:2090-2096.

Soto E, Espinoza ], Nien JK, et al. Human beta-defensin-2: a natural antimicrobial peptide
present in amniotic fluid participates in the host response to microbial invasion of the
amniotic cavity. ] Matern Fetal Neonatal Med 2007; 20:15-22.

King AE, Paltoo A, Kelly RW, et al. Expression of natural antimicrobials by human
placenta and fetal membranes. Placenta 2007; 28:161-169.

Svinarich DM, Gomez R, Romero R. Detection of human defensins in the placenta. Am J
Reprod Immunol 1997; 38:252-255.

Buhimschi IA, Jabr M, Buhimschi CS, et al. The novel antimicrobial peptide beta3-defensin
is produced by the amnion: a possible role of the fetal membranes in innate immunity of
the amniotic cavity. Am ] Obstet Gynecol 2004; 191:1678-1687.

Buhimschi IA, Zambrano E, Pettker CM, et al. Using proteomic analysis of the human
amniotic fluid to identify histologic chorioamnionitis. Obstet Gynecol 2008;111: 403-412.
lavazzo C, Tassis K, Gourgiotis D, et al. The role of human beta defensins 2 and 3 in the
second trimester amniotic fluid in prediting preterm labor and premature rupture of
membranes. Arch Gynecol Obstet 2010; 281: 793-799.

Rezende J. Obstetricia. 10 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2005.

Gestacio de Alto Risco / Secretaria de politicas. Area técnica da satide da mulher. Brasilia:
Ministério da Saude; 2000.

Yoon BH, Romero R, Kim CJ, et al. Amniotic fluid interleukin-6: a sensitive test for
antenatal diagnosis of acute inflammatory lesions of preterm placenta and prediction of
perinatal morbidity. Am | Obstet Gynecol 1995;16:731-744.

Szukiewicz D, Szewczyk G, Pyzlak M, et al. Increased production of beta-defensin 3 (hBD-
3) by human amniotic epithelial cells (HAEC) after activation of toll-like receptor 4 in
chorioamnionitis. Inflamm Res 2008; 57:67-68.

Han YW, Shen T, Chung P, et al. Uncultivated bacteria as etiologic agents of intra-amniotic
inflammation leading to preterm birth. | Clin Microbiol 2009; 47: 38-47.

Kim YM, Romero R, Chaiworapongsa T, et al. Toll-like receptor-2 and -4 in the
chorioamniotic membranes in spontaneous labor at term and in preterm parturition that

are associated with chorioamnionitis. Am ] Obstet Gynecol 2004; 191:1346-1348.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Han%20YW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18971361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18971361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chung%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18971361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uncultivated%20bacteria%20as%20etiologic%20agents%20of%20intra-amniotic

Artigo cientifico 47

184.

185.

186.

187.

188.

189.

Pioli PA, Weaver LK, Schaefer TM, et al. Lipopolysaccharide-induced IL-1 beta
production by human uterine macrophages up-regulates uterine epithelial cell expression of
human beta-defensin 2. | Immunol 2006; 176: 6647-6655.

Stock §J, Kelly RW, Riley SC, et al. Natural antimicrobial production by the amnion. Am J
Obstet Gynecol 2007; 196:255-256.

King AE, Fleming DC, Critchley HO, et al. Regulation of natural antibiotic expression by
inflammatory mediators and mimics of infection in human endometrial epithelial cells. Mol
Hum Reprod 2002; 8:341-349.

Higgins GC, Foster JL, Postlethwaite AE. Interleukin 1 propeptide is detected
intracellularly and extracellularly when human monocytes are stimulated with LPS in vitro.
J Exp Med 1994;180:607-614.

Polettini J, Peragoli JC, Candeias JM, et al. Inflammatory cytokine mRNA detection by real
time PCR in chorioamniotic membranes from pregnant women with preterm premature
rupture of membranes. Eur ] Obstet Gynecol Reprod Biol 2009; 144:27-31.

King AE, Kelly RW, Sallenave JM, Bocking AD, Challiet als JR. Innate immune defences
in the human uterus during pregnancy. Placenta 2007; 28: 1099-1106.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=King%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17664005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kelly%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17664005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sallenave%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17664005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bocking%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17664005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Challis%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17664005

Artigo cientifico 48

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

Variaveis PP (n=25) PT (n=27) p
Idade (anos)* 22(14-37) 23(16-38) 0,92
Estado civil**
Solteira 10 (40%) 9 (33,3%) 0,86
Uniéo estéavel 15 (60%) 18 (66,6%) 0,98
Raca**
Branca 24 (96%) 22 (81,5%) 0,27
Nao-branca 1 (4%) 5 (18,5%) 0,40
Idade gestacional no 33s6d 39s5d 0,001
momento do parto* (27s6d-36s5d) (37s1d-41s3d)
Paridade**
Primigesta 15 (60%) 15 (55,5%) 0,93
Multigesta 10 (40%) 22 (44,5%) 0,83
Peso do recém-nascido 2130 3180 0,001
(9)* (1155-3070) (1695-4360)
Intercorréncias 5 (20%) 7 (26%) 0,65

gestacionais anteriores**

*Mediana (Min-Méx);**n (%); PP= Parto Prematuro; PT= Parto de Termo.
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Figura 1. A) Membranas corioamnidticas normais evidenciando o amnio com epitélio cubico em
monocamada sobre o tecido conjuntivo frouxo avascular, livre de infiltrado inflamatério. HE.200x;

B) Membranas corioamniéticas demonstrando extenso infiltrado inflamatério agudo. HE. 200X.
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Figura 2: Quantificacéo relativa de RNAm da HBD-1, HBD-2 e HBD-3 nas membranas corioammnioticas

incluidas no estudo agrupadas pela idade gestacional. Teste de Mann Whitney, p>0,05.
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Figura 3: Quantificagcéo relativa do RNAm da HBD-1, HBD-2 e HBD-3 nas membranas corioammnioticas
incluidas no estudo agrupadas pelo status de presen¢a ou ndo de corioamnionite histoldgica.Teste de

Mann Whitney, p>0,05.
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Figura 4: Quantificacdo relativa do RNAm da HBD-1, HBD-2 e HBD-3 nas membranas corioammnidticas
de gestacdes complicadas pela prematuridade incluidas no estudo agrupadas com relagéo a presenca ou

ndo de Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo. Teste de Mann Whitney, p>0,05.
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Figura 5: Imunoexpressdo de B defensinas nas membranas corioamniéticas. A) HBD-1, B)

HBD-2, C) HBD-3 em células amniéticas (CA), coribnicas(CC) e deciduais(CD).
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a senhora a participar da pesquisa “Beta defensinas em membranas
corioamnidticas de gestacdes complicadas por prematuridade: expresséao
génica, protéica e imunolocalizacdo” que tem por objetivo estudar a presenca de
substancias que agem como antibidticos naturais nas membranas que formam a bolsa
das aguas de gestacbes que resultaram em parto antes do momento esperado. No
momento do parto, apés o nascimento do bebé e a retirada da placenta, um fragmento
da bolsa das &guas serd coletado para andlise. O restante da placenta sera
encaminhado para incineragéo, conforme realizado em todos os partos. Esta pesquisa
€ de responsabilidade da pés-graduanda Nathalia Mayumi Noda Nicolau, sob
orientacdo da Profa. Dr2. Marcia Guimarées da Silva, do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu, com a participacdo da pos-doutoranda Jossimara
Polettini.

Pelo presente instrumento, eu
devidamente esclarecida, ciente da autorizacdo a mim solicitada, ndo restando
quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, e ciente, também, de que as
informacdes serdo utilizadas exclusivamente pelas pesquisadoras, que manterao sigilo
sobre minha identidade, e que as mesmas estardo disponiveis para responder a
guaisquer perguntas e de que posso retirar este consentimento a qualquer hora
sem prejuizo do meu atendimento neste servi¢o, firmo meu CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO, concordando em participar da pesquisa proposta. Estou
ciente também que este estudo ndo trara beneficio imediato para minha gestacao,
mas podera produzir conhecimentos para futuras gestacfes e que nao receberei
nenhum beneficio financeiro por participar do estudo.

Esse documento, apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP), sera
elaborado em duas vias, sendo uma entregue a paciente pesquisada e outra sera
mantida em arquivo pela pesquisadora. Em caso de duvida, favor ligar para o CEP no
telefone (14) 3811-6143.

Botucatu, de de 201 _.

Assinatura da paciente

Nathélia Mayumi Noda Nicolau Prof2. Dra. Mércia Guimarées da Silva
Rua Coronel Fonseca,2041, Apto D33 Rua Izidoro Bertaglia, 746

Jardim Bom Pastor, Botucatu, 18603-495 Jardim Paraiso Il, Botucatu, 18610-140
Fone: (14) 97900003 Fone: (14) 3815 24 17

e-mail: nathalia.mayumi@yahoo.com.br e-mail: mgsilva@fmb.unesp.br
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Botucatu, 07 de maio de 2012 Of. 189/2012

Ilustrissima Senhora

Prof®. Dr®. Mdrcia Guimardes da Silva
Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr® Mdrcia,

Informo que o Projeto de Pesquisa (Protocolo CEP 4191-2012) Beta
defensinas em membranas coricamniéticas de gestagdes complicadas por
prematuridade: expressdo génica, protéica e imunolocalizagdo, a ser
conduzido por Nathalia Mayumi Noda, orientada por Vossa Senhoria, com a
colaboragdo de Jossimara Polettini, recebeu do relator parecer favordvel,
aprovado em reunido de 07/05/2012.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar ao
CEP ao final da execugdo do Projeto o "Relatério Final de Atividades”.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Trajano Sardenberg
Coordenador do CEP



