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1. Introdução 

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 endócrino, 

nervoso e imune. Três processos distintos e interdependentes caracterizam o momento em 

que a gestação atinge o desfecho: o remodelamento cervical, o enfraquecimento e rotura 

das membranas fetais e a contratilidade miometrial, que, juntos, viabilizam a expulsão do 

feto após a 37ª semana de gestação1,2. Neste contexto, mediadores da resposta imune inata 

e adaptativa permeiam e possibilitam os mecanismos envolvidos no desencadeamento do 

parto1. 

No entanto, apesar dos inúmeros trabalhos e das tecnologias existentes, os 

mecanismos envolvidos no desencadeamento do trabalho de parto a termo ainda não estão 

completamente elucidados3. Além disso, as alterações endócrinas que antecedem o trabalho 

de parto não são uniformes entre as espécies (revisado por Vora, et al.4), o que dificulta 

extrapolar os achados obtidos na experimentação animal para os seres humanos.  

A maior consequência do incompleto conhecimento dos mecanismos que 

desencadeiam o trabalho de parto a termo é a dificuldade em prevenir o trabalho de parto 

pré-termo (TPP), considerado um dos principais problemas da Clínica Obstétrica. Além da 

mortalidade neonatal, as comorbidades associadas ao parto pré-termo geralmente levam a 

diversas consequências na vida do neonato resultando em custos econômicos, físicos e 

psicológicos.5  

O TPP é uma importante intercorrência obstétrica que acomete de 5 a 10% das 

gestações6-8 e, apesar dos novos tratamentos e estratégias de prevenção, sua incidência não 

tem diminuído nos últimos anos9. Essa intercorrência gestacional é caracterizada pela 

presença de uma ou mais contrações a cada 10 minutos, com ritmo e freqüência regulares, 

acompanhadas de esvaecimento cervical igual ou superior a 50% e/ou dilatação cervical 

superior a 2 cm, no período em que a idade gestacional encontra-se entre 22 e 37 
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semanas10.  A principal complicação para o recém-nascido relacionada aos episódios de 

TPP é a prematuridade, que é responsável por 70% dos índices de morbidade e 

mortalidade perinatal11. 

A etiologia do TPP é multifatorial, já que muitos fatores de risco podem estar 

envolvidos e atuando conjuntamente até a instalação deste processo. Muitos fatores 

associados à ocorrência de TPP são conhecidos, como a ocorrência de TPP em gestações 

prévias, múltiplas gestações, polidramnia, sangramento vaginal durante a gestação, rotura 

prematura de membranas (RPM), vaginose bacteriana, entre outros10,12-14. A diversidade de 

fatores potencialmente envolvidos na etiologia do TPP é, sem dúvida, uma dificuldade para 

o desenvolvimento de medidas efetivas para sua prevenção15. 

Apesar das várias contribuições já realizadas, inúmeros estudos têm buscado 

elucidar causas e mecanismos envolvidos no desenvolvimento do TPP mas sua patogênese 

permanece incompletamente conhecida1,16,17. Entre os fatores que são conhecidamente 

relacionados ao desenvolvimento do TPP, a infecção da cavidade amniótica merece 

destaque por estar frequentemente associada à episódios de TPP1,18,19. Define-se como 

infecção da cavidade amniótica a presença de micro-organismos no líquido amniótico (LA), 

na presença ou ausência de sinais clínicos de infecção20. 

Trabalhos da literatura relatam diferentes taxas de cultura positiva do LA, variando 

de 10 a 40% dos casos de TPP19,21-23. Somado a isso, já foi demonstrado que pacientes com 

infecção da cavidade amniótica, no segundo trimestre de gestação, têm risco aumentado 

para o desenvolvimento dessa complicação24. Segundo Goldenberg et al.19, a infecção da 

cavidade amniótica está 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 

superior a 37 semanas. Outros estudos, porém, têm relatado a presença de vírus25 e 

inúmeras espécies de bactérias26 no LA de pacientes assintomáticas. 
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Acredita-se que as taxas de infecção do LA relatadas por estudos que utilizam 

métodos de cultura convencionais podem ser subestimados, visto a inexistência de 

métodos capazes de suprir todas as exigências dos inúmeros micro-organismos 

potencialmente presentes nele27. No entanto, a introdução de novas metodologias 

moleculares, que possibilitam a pesquisa de sequências conservadas inter-espécies, como o 

gene RNA ribossômico 16S, têm se mostrado muito eficiente para a determinação das 

frequências reais de positividade de infecção do LA28-30. 

Outra intercorrência gestacional que merece destaque na Clínica 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 início das contrações 

uterinas. No entanto, esse processo pode ser desencadeado antes das contrações, sendo 

denominado de rotura prematura de membranas (RPM). Em idade gestacional inferior a 37 

semanas, caracteriza-se a RPM-PT, intercorrência presente em até 30% das gestações pré-

termo31. Devido à associação da RPM-PT e morbidade materna e morbimortalidade 

perinatal32, a RPM-PT tem sido objeto de muitos estudos epidemiológicos e clínicos, na 

tentativa de identificar fatores de risco. Esses fatores também são múltiplos, incluindo-se 

raça33,34, fatores comportamentais (tabagismo, atividade e início da vida sexual, deficiência 

materna de zinco ou vitamina C)34-38, complicações obstétricas (gemelaridade, múltiplos 

sangramentos vaginais durante a gestação, polidrâmnio,  hipertensão e diabetes 

materna)19,33,39 e infecções genitais e da cavidade amniótica19,41, sendo essa última associada à 

maioria dos casos de RPM-PT19, 42-44.   

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 período de 

latência entre a rotura das membranas fetais e o parto, a infecção neonatal45,46 e compressão 

do cordão umbilical devido à redução do líquido amniótico47.  
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 A frequência e severidade das complicações neonatais após a RPM-PT variam com 

a idade gestacional e estão aumentadas na presença de infecção perinatal47,48 , elevando o 

índice de infecção neonatal de 1 a 3% para 8 a 30% e aumentando os índices de 

mortalidade neonatal, independente da idade gestacional49. A síndrome do desconforto 

respiratório, seguida de enterocolite necrosante, hemorragia intraventricular e sepse são as 

complicações mais graves frequentemente associadas à prematuridade e raramente 

encontradas nas gestações a termo48.  

 

2. Estrutura das membranas coriamnióticas 

A visão tradicional é que a cavidade amniótica durante a gravidez normal seja 

estéril, e não contenha bactérias viáveis51 apesar da grande quantidade de micro-organismos 

que colonizam o trato genital inferior (vagina e ectocérvice). O estado estéril da cavidade 

amniótica é, presumivelmente, realizado pela participação do sistema imune inato, 

incluindo a presença e composição do muco cervical52, componentes celulares e proteicos 

presentes nos tecidos gestacionais, como células inflamatórias, mediadores e 

antimicrobianos, e a própria estrutura física da cavidade amniótica. Nesse contexto, as 

membranas corioamnióticas, que constituem a bolsa das águas que abriga o feto, são 

tecidos de extrema importância para o desenvolvimento fetal ao proporcionarem a 

manutenção do volume do LA e a proteção do feto e do cordão umbilical contra 

compressão e traumas. Além de atuarem também como barreira física contra infecções 

vindas do trato genital inferior, as membranas corioamnióticas desempenham importante 

função secretora49.  

Durante o desenvolvimento embrionário, por volta da 17ª semana de gestação, com 

o aumento do tamanho do feto e consequente crescimento do saco coriônico, as 

vilosidades coriônicas sofrem compressão e são associadas à decídua parietal. A redução no 

suprimento sanguíneo das vilosidades coriônicas leva à rápida degeneração das mesmas, 
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formando uma região relativamente avascular denominada de cório liso. Após a formação 

do cório liso, as vilosidades associadas à decídua basal aumentam em número e se 

ramificam, constituindo o cório viloso, também chamado de cório placentário ou 

frondoso53.  

O terceiro tecido placentário corresponde ao âmnio, que delimita a superfície 

interna do trofoblasto54. Morfologicamente, possui uma porção membranosa, que se acopla 

ao cório liso; uma porção placentária, que recobre o cório viloso e uma porção funicular, 

que circunda o cordão umbilical55. 

O crescimento do saco coriônico é acompanhado por crescimento ainda mais 

rápido do saco amniótico53. Em decorrência desse crescimento, ocorre a fusão dessas duas 

membranas, originando as membranas corioamnióticas56. Essas membranas fetais são 

formadas pelo âmnio e cório conectados pela matriz extracelular (MEC) 57 sendo que o 

epitélio amniótico, camada mais superficial das membranas, está em contato direto com o 

líquido amniótico e macroscopicamente apresenta-se liso, translúcido e delgado. No 

epitélio amniótico, uma monocamada de células epiteliais colunares reveste a cavidade 

amniótica, e tais células apresentam conexões intercelulares especializadas em suas 

superfícies laterais e basais, para ligação com a membrana basal, a próxima camada do 

âmnio40,58. As células epiteliais amnióticas secretam colágenos tipos III e IV e glicoproteínas 

não colágenas que formam a membrana basal. Essas subcamadas são alicerçadas por uma 

camada compacta, formada por uma trama de colágeno, com densidades variadas59, os 

quais são secretados por células mesenquimais e fibroblastos60. As fibras intersticiais 

(colágenos tipos I e III) formam feixes paralelos que mantém a integridade mecânica do 

âmnio, já os tipos V e VI formam filamentos conectivos entre o colágeno intersticial e a 

membrana basal epitelial61.  

A camada intermediária entre o âmnio e o cório tem aspecto histológico esponjoso 

e apresenta grande quantidade de glicoproteínas hidratadas, além de conter uma malha não 
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fibrilar de colágeno tipo IV61. Esta camada absorve estresse físico, pois permite que o 

âmnio deslize sobre o cório, o qual é firmemente aderido à decídua45. O cório é mais 

externo e apresenta sua primeira porção composta por células reticulares e tecido conectivo 

coriônico, o qual é constituído por escassas fibras colágenas apoiadas em uma membrana 

basal60. Sua camada celular assemelha-se a uma típica membrana epitelial, com o 

citotrofoblasto polarizado em direção à decídua. A camada citotrofoblástica é multicelular, 

podendo assim, variar em espessura59, e o contato direto entre as células parece ser mais 

evidente que no âmnio60.  

A camada decidual é associada externamente ao corio-âmnio, deriva da decídua 

parietal e localiza-se internamente à parede uterina e desempenha importante papel 

hormonal e imunológico62. Essa conformação final das membranas fetais, com o âmnio 

internamente fundido ao cório, que por sua vez, se alicerça na decídua, ocorre após três 

fases distintas de desenvolvimento e dois processos de fusão, os quais se acreditam 

acontecer por volta da 20ª semana de gestação59. 

As fibras colágenas que compõem a MEC sofrem constante remodelação ao longo 

da gestação para acomodar o volume e tensão crescentes, uma vez que a manutenção da 

integridade estrutural das membranas fetais é essencial para o sucesso gestacional. Durante 

as últimas oito semanas de gestação, este processo de remodelação resulta em diminuição 

do teor de colágeno no âmnio45, alteração que favorece o fenômeno biológico subsequente, 

a rotura das membranas no momento do parto. Em mais de 90% das gestações, a rotura 

das membranas fetais segue o início do trabalho de parto33, e o aumento da separação 

espontânea, associado à diminuição da adesão das camadas amniótica e cório-decidual, 

contribuem para o enfraquecimento das mesmas durante o processo de trabalho de parto63.  

Dessa forma, as membranas corioamnióticas, são de extrema importância para o 

desenvolvimento fetal, uma vez que protege o feto contra traumas, mantém o volume do 

líquido amniótico e confere proteção do cordão umbilical e do sangue fetal contra 
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compressão, além de atuarem como barreira mecânica contra infecções vindas do trato 

genital inferior45.  

Além de revestir a superfície placentária e constituir o saco amniótico, as 

membranas fetais desempenham funções de manter as condições ideais de esterilidade do 

líquido amniótico e de ser barreira imunológica. A identificação da expressão de 

mediadores do sistema imune inato, como os receptores Toll-like (TLRs) -2 e -464, e 

produção de antimicrobianos naturais65 -defensinas humanas, nas membranas 

corioamnióticas, sugere que esse tecido não funcione apenas como barreira mecânica aos 

micro-organismos, mas também como barreira imunológica58 durante a resposta a uma 

possível invasão microbiana na cavidade amniótica.  

 

3. Invasão microbiana da cavidade amniótica e parto pré-termo 

Embora a etiologia do parto pré-termo seja multifatorial, vários micro-organismos 

têm sido associados à sua patogênese, especialmente através da ascensão do trato genital 

inferior66, com subsequente recrutamento neutrofílico e instalação de corioamnionite. A 

corioamnionite histológica é definida como inflamação das membranas corioamnióticas, e a 

maioria dos casos ocorrem na ausência de sinais clínicos e de sintomas de infecção, sendo 

que pode estar presente em mais de 20% das gestações de termo e em mais de 50% dos 

partos pré-termo67-69. Em estudo recente do nosso grupo de pesquisa, Marconi et al.70 

demonstraram infecção da cavidade amniótica em gestantes que apresentaram parto 

prematuro. O estudo demonstrou que tal infecção é de natureza polimicrobiana e que, na 

maioria dos casos, há combinação de micro-organismos aeróbios e anaeróbios.  

Os patógenos mais frequentemente isolados no líquido amniótico de pacientes com 

infecção intra-amniótica são comumente encontrados na microbiota vaginal, incluindo 

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

Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum71. Quando tais micro-organismos predominam na 
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microbiota vaginal, em relação aos lactobacilos, caracteriza-se a alteração de flora vaginal. 

Essa alteração está intimamente associada ao risco de parto prematuro72, uma vez que as 

bactérias patogênicas em elevada concentração podem ascender à cavidade amniótica, 

suscitar resposta inflamatória nos tecidos gestacionais e deflagrar o trabalho de parto. 

Evidências desse processo são as observações de que citocinas inflamatórias estão 

aumentadas no líquido amniótico de gestantes com infecção intra-amniótica, especialmente 

aquelas causadas por U. urealyticum e M. hominis73. 

Kim et al.74 propuseram um novo modelo de invasão microbiana intra-amniótica, 

no qual o estágio inicial ocorre por invasão intra-amniótica através de discreta região das 

membranas fetais, seguido por proliferação bacteriana no líquido amniótico e, 

posteriormente, a extensão dessa infecção atingiria toda superfície das membranas, 

iniciando-se pelo âmnio. 

Romero et al.75 descreveram o trabalho de parto a termo como uma síndrome 

inflamatória, que além de estimular os mecanismos desencadeantes do desfecho 

gestacional, pode ser importante na remoção dos restos placentários e na resposta uterina à 

patógenos no período pós-parto39. Porém, na presença de infecção intra-amniótica essa 

cascata inflamatória é amplificada13,76-78 e ativada precocemente, podendo resultar no parto 

pré-termo. 

 

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

 Processos inflamatórios estão associados à inúmeros processos biológicos 

conhecidos como ovulação, implantação e desencadeamento do parto66. Estudos com 

RNA celular e transcriptoma, antes e após o parto, indicaram que mediadores da resposta 

inflamatória estão presentes nas membranas corioamnióticas mesmo na ausência de sinais 

histológicos de inflamação79, indicando que o parto espontâneo a termo é caracterizado por 

um perfil inflamatório na decídua, membranas corioamnióticas e na cérvice. 
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 Com o reconhecimento do parto como um processo inflamatório, pode-se 

entender que estímulos patogênicos podem estimular a imunidade decidual não 

programada. Na vigência de infecção, ocorrem subsequentes recrutamento e ativação de 

leucócitos para as membranas fetais80, resultando em amplificação da resposta inflamatória.  

Já é conhecido na literatura que as células que compõem as camadas teciduais das 

membranas corioamnióticas, assim como placenta e decídua, são importantes fontes de 

mediadores inflamatórios81,82. O sistema imune inato, diferentemente da imunidade 

adquirida, reconhece patógenos através da interação de uma variedade de perfis 

moleculares, como constituintes da parede celular bacteriana, RNA viral e outros. Este 

reconhecimento envolve moléculas de reconhecimento de padrões conhecidos como os 

TLRs, e cada um dos 10 tipos já descritos na literatura (TLR1-10) são específicos para os 

diferentes padrões de reconhecimento de patógenos (PAMPs)83. Bactérias Gram-positivas, 

lipoproteínas associadas à micobactérias, peptidioglicano e ácido lipoteicóico são alguns 

PAMPs reconhecidos pelo TLR-284,85, enquanto o TLR-4 é o principal mediador da 

resposta imune ao lipopolissacarídeo (LPS)86. Ambos receptores são especialmente 

expressos pelo epitélio amniótico, células coriônicas e deciduais87,88, constituindo a primeira 

linha de defesa contra infecção durante a gestação89. Kim et al.88 descreveram que a 

expressão proteica de TLR-2 e TLR-4 é significantemente maior no epitélio amniótico na 

presença de corioamnionite histológica, tanto em partos pré-termo quanto a termo. 

Sugerindo que a expressão aumentada dos TLRs nos tecidos gestacionais, no momento do 

trabalho de parto, pode aumentar a proteção do hospedeiro contra invasão polimicrobiana 

da cavidade amniótica, nesse momento tão vulnerável da gestação. 

Além da ação via TLRs, acredita-se que, durante a infecção na cavidade amniótica, 

as próprias bactérias e seus produtos estimulem os tecidos gestacionais a produzirem 

citocinas pró-inflamatórias como parte da resposta do hospedeiro1. Assim, a ativação 

precoce de TLRs na interface materno-fetal pode perturbar o bem estabelecido perfil anti-
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inflamatório necessário para a manutenção da gestação no segundo trimestre90.  A análise 

da produção de Interleucina (IL)-6, IL-8, IL-10 e Fator de Necrose Tumoral α (TNF- α) 

por cultura de trofoblastos humanos, sob estimulação microbiana, revelou que as bactérias 

estimulam a expressão de RNA mensageiro de citocinas pró e anti-inflamatórias91, 

resultando em desequilíbrio entre os dois perfis de citocinas, causado por infecção intra-

amniótica, que pode potencializar a indução de parto prematuro.  

Outro grupo de moléculas envolvidas na cascata de iniciação do parto são as 

prostaglandinas (PGs), mediadores lipídicos derivados da metabolização do ácido 

araquidônico pela via da ciclooxigenase. Níveis séricos e amnióticos de PGs, bem como sua 

expressão nos tecidos uterinos e nas membranas corioamnióticas92,93 encontram-se elevados 

com o avanço da idade gestacional e durante o trabalho de parto94. A PGE2 é considerada 

um mediador chave para o início e manutenção do trabalho de parto, pois afeta a contração 

miometrial, remodelamento cervical e rotura das membranas fetais95. Estudos anteriores 

demonstraram que, na vigência de TPP e infecção da cavidade amniótica, os níveis de PGs 

encontram-se aumentados no LA 96.  

Embora algumas citocinas sejam consideradas preditores bioquímicos do parto pré-

termo, outros mediadores do sistema imune inato com tal característica vêm sendo 

avaliados no contexto da gestação97. A Pentraxina 3 (PTX3) é uma proteína inflamatória de 

fase aguda da família da Proteína C Reativa, produzida por diversas células do sistema 

imune, em resposta à estímulos inflamatórios como IL-1, TNF- α e também à produtos 

bacterianos98,99. A concentração sérica dessa proteína aumenta com o avanço da idade 

gestacional, atingindo os níveis mais elevados durante o trabalho de parto100, fortalecendo 

ainda mais a teoria de que o trabalho de parto é uma síndrome inflamatória101. Estudos 

recentes sugerem que a PTX3 possa ser um novo preditor de TPP, uma vez que sua 

concentração é significativamente maior no soro de mulheres que apresentam essa 

complicação gestacional, em comparação às gestações normais97. Por outro lado, embora a 
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PTX3 participe do reconhecimento e resistência contra patógenos específicos, facilitando a 

apoptose, a literatura ainda é escassa na avaliação de PTX3 como marcador preditivo de 

infecção intra-amniótica.  

No contexto dos mediadores atuantes na gestação, os antimicrobianos naturais 

(ANs) merecem destaque. Alguns pequenos peptídeos catiônicos antimicrobianos, 

chamados α-defensinas humanas (HNPs) e β-defensinas humanas (HBDs) têm sido 

descritos. As HNPs 1-4 estão presentes nos grânulos azurófilos nos neutrófilos e têm um 

importante papel no extermínio não dependente de oxigênio de bactérias102, enquanto as 

HBDs são produzidas por células epiteliais e constituem o maior grupo de antimicrobianos 

naturais. Na gestação, já foram encontrados ANs no líquido amniótico103, decídua, placenta 

e membranas fetais104. Essa expressão, especialmente pelas membranas fetais, pode ser 

importante durante o trabalho de parto e no nascimento, quando o muco cervical é perdido 

e a cérvice está dilatada, tornando o útero mais susceptível à infecções. Nesse cenário 

podemos destacar as HBDs que atuam principalmente através da neutralização de micro-

organismos invasores105. 

As HBDs são pequenos peptídeos catiônicos formados a partir de seis resíduos de 

cisteínas altamente conservados ligados por três pontes dissulfeto, entre as cisteínas 1-5, 2-

4 e 3-6, possuindo um comprimento que pode variar de 36 a 42 aminoácidos106-108. Em 

humanos, as beta defensinas são codificadas por genes localizados em um cluster no 

cromossomo 8p23107.  

Para a sua síntese, os genes das HBDs codificam um peptídeo precursor 

hidrofóbico, uma sequência sinal rica em leucina, seguida ou não de uma pró-sequência e, 

enfim, um peptídeo maduro com seis cisteínas modificado na região carboxi-terminal109-110. 

Esses precursores são codificados em 2 éxons separados por um íntron de comprimento 

variável, sendo que um éxon codifica o sinal e a pró-sequência e o outro codifica o 

peptídeo maduro109-110. Possivelmente, para que as pró-sequências tornem-se 
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biologicamente ativas estas precisam ser clivadas por enzimas proteolíticas, as quais ainda 

não foram identificadas. 

  Já existem cerca de 28 sequências de HBDs já detectadas no genoma humano112, 

porém as HBDs1-4 são as que têm sido mais estudadas na última década113.   As HBDs são 

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

negativas110-114, além disso possuem atividades antiviral115 e antifúngica116. Esses ANs 

participam da defesa primária do hospedeiro através da interação direta com micro-

organismos117, podendo romper a membrana bacteriana via interação eletrostática118. Além 

disso, as HBDs podem ativar a imunidade adaptativa durante o processo infeccioso através 

da ação quimiotática a componentes do sistema imune como células T, monócitos, células 

dendríticas imaturas119-120 e mastócitos121, atuando, por exemplo, como sinalizadores 

endógenos de TLRs120,122 e/ou ainda como ligantes do receptor de quimiocina (CCR6)109. 

Somado a isso podem induzir a produção de citocinas por monócitos e por células 

epiteliais119,123.  

A HBD-1 foi isolada de hemofiltrados125 e, entre outros tecidos, é expressa no trato 

geniturinário126,127, respiratório128 e no tecido placentário124. A expressão constitutiva da 

HBD-1 está bem estabelecida em diversos tecidos, como pele e gengiva129-131 e nesses casos, 

sua expressão não é afetada pela produção de mediadores inflamatórios. Apesar disso, 

estudos recentes têm mostrado que a HBD-1 pode também ser produzida sob estímulos de 

citocinas, como a IL-1 β132, ou de produtos bacterianos133-135. Por outro lado, Buhimschi et 

al.136 demonstraram em cultura de células amnióticas que a produção de HBD-1 não foi 

estimulada nem por LPS nem por peptidoglicano. 

A HBD-2 foi inicialmente identificada em queratinócitos137 e no epitélio 

pulmonar138, sendo sua expressão mais prevalente observada na pele134 e no trato 

respiratório128,138. Durante a resposta inflamatória e/ou invasão microbiana, as HBD-2 

podem ser produzidas em resposta às citocinas inflamatórias139-141 ou aos produtos 
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bacterianos138,142 seja por tecidos gestacionais133,142 como em outros sistemas138, 143, 144. Nesse 

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

cultura de células trofoblásticas de placentas de termo tratadas com IL-1β104.  Soto et al.103 

descreveram aumento de HBD-2 no líquido amniótico em casos de  TPP e RPM-PT, na 

presença de infecção e/ou inflamação na cavidade amniótica, demonstrando que essa 

defensina é um constituinte do líquido amniótico que participa da resposta antimicrobiana. 

A fonte de HBD-2 no líquido amniótico ainda é incerta, porém, é possível que as 

membranas corioamnióticas contribuam como fonte desse antimicrobiano natural, uma vez 

que a expressão de seu RNA mensageiro já foi relatada no cório e no epitélio amniótico104. 

A expressão de HBD-3 já foi relatada em tecidos não reprodutivos como os da 

cavidade oral145, pulmão112 e tecido ósseo146, com particularidade especial de formação de 

dímeros. Essa defensina possui um largo espectro de atividade antimicrobiana, sendo ativa 

contra muitas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo Enterococcus faecium 

resistente à vancomicina e também à fungos147,148. A HBD-3 foi detectada no útero e no 

endométrio147,149, tendo sua expressão mais elevada na fase secretória do ciclo menstrual, 

com expressão predominante nas células epiteliais149. Sob estímulos inflamatórios, a HBD-3 

é a β-defensina mais abundante e mais expressa em células de epitélio amniótico136. 

Szukiewicz et al.150  observaram que na presença de RPM-PT e corioamnionite, as células 

amnióticas estimuladas com LPS via receptor TLR-4 apresentam significante aumento de 

expressão de HBD3 em relação à gestação de termo. Por outro lado, Iavazzo et al.151 não 

descreveram associação de HBD-3 e parto prematuro.  

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

endométrio152 e no antro gástrico153. Garcia et al.153 demonstraram que sua expressão pode 

ser induzida em células epiteliais do trato respiratório humano após a exposição ao acetato 

de fenil mercúrio (PMA) ou à infecção bacteriana in vitro. Porém, pouco se sabe sobre a 

expressão e regulação dessa defensina em outros sistemas. 
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 Os raros relatos da literatura demonstram a importância dos AN na proteção 

uterina durante infecção da cavidade amniótica, e nesse sentido já é sugerido que a análise 

proteômica do líquido amniótico seja uma ferramenta de reconhecimento de presença de 

corioamnionite histológica154. Além disso, Iavazzo et al.151 concluíram que a presença de 

HBD-2 no liquido amniótico de gestações do segundo trimestre pode ser considerado um 

preditor de RPM-PT. Apesar disso, a literatura ainda é escassa quanto à atividade e 

expressão das HBDs nos tecidos gestacionais pré-termo e/ou na presença de infecção 

intrauterina. 

Tomados em conjunto os dados da literatura apontam que muitos mediadores 

inflamatórios são sintetizados na interface materno-fetal e que participam de mecanismos 

fisiológicos do parto e das complicações gestacionais associadas à infecção da cavidade 

amniótica. O entendimento da participação desses mediadores contribui para o 

estabelecimento da fisiopatologia dessas adversidades gestacionais e sem dúvida encoraja o 

desenvolvimento de novas estratégias de prevenção. 
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Justificativa 

 

O parto prematuro é uma importante intercorrência obstétrica que acomete cerca 

de 10% das gestações e é a principal causa de morbimortalidade perinatal no mundo. A 

diversidade de fatores potencialmente envolvidos na etiologia do parto prematuro é, sem 

dúvida, uma dificuldade para o desenvolvimento de medidas efetivas de prevenção, fato 

que justifica que apesar de novos tratamentos e estratégias, sua incidência não tem 

diminuído nos últimos anos.   

Muitos estudos da literatura empreendem esforços para elucidar os fatores de risco 

envolvidos no parto prematuro e destacam desde infecções do trato genital inferior até o 

componente genético, representado por polimorfismos de genes associados à matriz 

extracelular e a produção de citocinas inflamatórias.  

Já é reconhecido na literatura que a eventos inflamatórios na cavidade amniótica 

podem estar pronunciados na gestação pré-termo e que as membranas corioamnióticas 

desempenham papel de barreira imunológica além de servirem de barreira mecânica contra 

as infecções advindas do trato genital inferior.  

Estudos clínicos têm mostrado que a participação da resposta imune inata na 

interface materno-fetal pode ter impacto no sucesso da gestação. Somado à isso, são 

crescentes às evidências que o sistema imune inato é ativado nessa interface.  Dentre os 

componentes do sistema imune inato, destaca-se a expressão de agentes antimicrobianos 

naturais, as β defensinas.  

As β defensinas participam da defesa primária do hospedeiro através da interação 

direta com micro-organismos. Em adição ao seu papel antimicrobiano, podem ativar a 

imunidade adaptativa durante o processo infeccioso.  
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 Assim, o estudo das β defensinas pode contribuir para o entendimento dos 

mecanismos envolvidos na fisiopatologia do parto prematuro e sem dúvida encorajar o 

desenvolvimento de novas estratégias de prevenção dessa importante adversidade 

gestacional.  
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Resumo 

 

Introdução: Eventos inflamatórios na interface mateno-fetal estão pronunciados em 

gestações complicadas por prematuridade e a corioamnionite é reconhecida como a 

principal causa de morbimortalidade perinatal. As membranas corioamnióticas 

desempenham papel fundamental na imunidade inata local e inibem o crescimento de 

micro-organismos, em parte, pela expressão de β defensinas humanas (HBDs). Essas 

moléculas são antimicrobianos naturais que apresentam atividade antibatcteriana, 

antifúngica e antiviral e são produzidas por células epiteliais. Objetivo: Quantificar a 

expressão gênica e avaliar a imunolocalização de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 em membranas 

corioamnióticas de gestações complicadas por prematuridade. Pacientes e Métodos: 

Trata-se de um estudo prospectivo e transversal. Fragmentos das membranas 

corioamnióticas foram coletadas de gestantes atendidas no Serviço de Obstetrícia do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Botucatu, São 

Paulo, Brasil. O grupo estudo foi constituído por 25 membranas corioamnióticas de 

gestantes em Trabalho de Parto Prematuro na presença ou não de Rotura Prematura de 

Membranas Pré-Termo que tiveram parto prematuro como desfecho gestacional. Como 

grupo controle, 27 membranas corioamnióticas de gestações de termo em trabalho de parto 

foram analisadas. Fragmentos das membranas corioamnióticas foram fixadas em formalina 

a 10%, embebidas em parafina e seccionadas para análise da imunolocalização de HBD-1, 

HBD-2 e HBD-3 pela técnica de imunoistoquímica. Outros fragmentos das membranas 

corioamnióticas foram congelados em nitrogênio líquido e submetidos à extração do RNA 

total para posterior quantificação da expressão de RNAm de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 

empregando-se a técnica de PCR em tempo real utilizando o sistema TaqMan Gene 

Expression Assays (Applied Biosystems). Os resultados obtidos no estudo foram submetidos 
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aos testes z e de Mann Whitney. O software empregado foi o SigmaStat e o nível de 

significância adotado foi de 5%. Resultados: Os dados sócio-demográficos e obstétricos 

não apresentaram diferença estatisticamente significativa quanto as variáveis idade materna, 

estado civil, raça, paridade e histórico de complicações obstétricas entre os grupos pré-

termo e termo. A expressão gênica de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 pelas membranas 

corioamnióticas não apresentou diferença 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), p>0,05. Também não houve diferença na expressão gênica das β 

defensinas de interesse associada à complicação gestacional que originou o parto prematuro 

como desfecho gestacional e à presença de corioamnionite histológica. A imunomarcação 

para HBD-1, HBD-2 e HBD-3 foi evidenciada nas células do epitélio amniótico, células 

coriônicas e deciduais em gestações pré-termo e termo. Conclusão: As membranas 

corioamnióticas são fontes de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 e a sua expressão de RNAm  não 

é modulada pela prematuridade.   

 

Palavras-chave: Gestação, Prematuridade, Membranas Corioamnióticas, 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 

β 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, São Paulo State University, Botucatu, 

São 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. 
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Conclusão 

As membranas corioamnióticas são fontes de produção de HBD1, HBD2 e HBD3 e essa 

expressão não é 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 
β 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, São Paulo State University, Botucatu, 
São 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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Introdução 
 

As membranas corioamnióticas formam uma estrutura de extrema importância para 

o desenvolvimento fetal. Dentre suas principais funções estão a de proteção do feto contra 

traumas, a de manutenção do volume do líquido amniótico e a de proteção do cordão 

umbilical e do sangue fetal contra a compressão, além de servirem como barreira mecânica 

contra infecções vindas do trato genital inferior1.  

Além de revestir a superfície placentária e constituir o saco amniótico, as 

membranas fetais desempenham funções de manter as condições ideais de esterilidade do 

líquido amniótico e de ser barreira imunológica. A expressão de mediadores do sistema 

imune inato, como os receptores Toll-like (TLRs) -2 e -4 pelo epitélio amniótico, sugere que 

esse epitélio não funcione apenas como barreira mecânica aos micro-organismos, mas 

também na ativação do sistema imune3 durante a resposta a uma possível invasão 

microbiana na cavidade amniótica, geralmente advinda do trato genital inferior4,5.  

Outra evidência importante da participação das membranas fetais na imunidade é a 

produção de agentes antimicrobianos por esse tecido6. Dentre os antimicrobianos naturais 

(AN), destacam-se as β-defensinas humanas (HBDs) que são pequenos peptídeos 

catiônicos produzidos principalmente por células epiteliais7, sendo que as HBD-1 e -2 já 

foram detectadas em monócitos, macrófagos e células dendríticas derivadas de monócitos8. 

Existem cerca de 28 sequências de HBDs já detectadas no genoma humano8, porém as 

HBDs1-4 são as que têm sido mais estudadas na última década9. 

As HBDs participam da defesa primária do hospedeiro através da interação direta 

com micro-organismos10. Em adição ao seu papel antimicrobiano, as HBDs podem 

também ativar a imunidade adaptativa durante o processo infeccioso através da ação 

quimiotática a componentes do sistema imune como células T, monócitos, células 

dendríticas imaturas11,12 e mastócitos13, atuando, por exemplo, como sinalizadores 

endógenos de TLRs12,14.. Além disso, podem induzir a produção de citocinas por monócitos 
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e por células epiteliais11,15. No trato reprodutivo de mulheres não grávidas os AN estão 

presentes na vagina, cérvix, endométrio e nas tubas uterinas16. Na gestação, agentes 

antimicrobianos são encontrados no líquido amniótico17,18, decídua, placenta e membranas 

fetais19-21.  

Os dados da literatura demonstram importância dos antimicrobianos naturais na 

proteção uterina durante infecção da cavidade amniótica, e nesse sentido já é sugerido que 

a análise proteômica do líquido amniótico seja uma ferramenta de reconhecimento de 

presença de corioamnionite histológica22. Além disso, Iavazzo et al.23 concluíram que a 

presença de HBD-2 no liquido amniótico de gestações do segundo trimestre pode ser 

considerado um preditor de RPM-PT. Apesar disso, a literatura ainda é escassa quanto à 

atividade e expressão das HBDs nos tecidos gestacionais pré-termo e/ou na presença de 

infecção da cavidade amniótica. 

Assim, considerando que eventos inflamatórios na cavidade amniótica podem estar 

pronunciados em gestações pré-termo, e que as membranas têm efeito inibitório sobre o 

crescimento de muitas bactérias, em parte, pela produção de β defensinas, o objetivo desse 

estudo é quantificar a expressão gênica e avaliar a imunolocalização de HBD-1, HBD -2, e 

HBD-3 em membranas corioamnióticas de gestações complicadas por prematuridade. 

 

Material e Métodos 

Trata-se de um estudo prospectivo e transversal. Todas as pacientes incluídas no 

estudo foram atendidas no Serviço de Obstetrícia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – UNESP, um hospital terciário de referência para gestações de alto 

risco.  As membranas corioamnióticas foram coletadas no período de Janeiro de 2008 a 

Dezembro de 2012 e a estimativa do tamanho amostral foi baseada na menor diferença de 

expressão de β defensinas estatisticamente significativa entre os grupos de parto prematuro 
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em estudo piloto. Dessa forma, assumindo α=0.05 e β=0.20, estimou-se tamanho amostral 

mínimo de 30 mulheres cada grupo, totalizando 60 mulheres a serem incluídas no estudo. 

 A população do estudo foi constituída por 25 gestantes em Trabalho de Parto 

Prematuro com bolsa das águas íntegras 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 incluídas no estudo (Grupo PT). 

Gestantes que apresentaram diabetes, hipertensão, placenta prévia, polidramnia, 

incompetência istmo-cervical, gemelaridade, anomalias fetais congênitas comprovadas ou 

fertilização in vitro foram excluídas do estudo.  

 A idade gestacional foi estabelecida pela data da última menstruação e/ou por 

exame ultrassonográfico precoce (até 20 semanas). Nas gestantes que apresentaram RPM-

PT, o diagnóstico foi confirmado pela história clínica e constatação de líquido amniótico na 

cavidade vaginal ou quando isto não foi possível, por meio de testes realizados na secreção 

do fundo de saco vaginal: cristalização do esfregaço em lâmina seca, queima de esfregaço 

em lâmina, pH vaginal e pesquisa de células fetais pela coloração do azul de Nilo24. Nesses 

casos, as pacientes permaneceram internadas na Enfermaria de Obstetrícia do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, sendo controladas clinicamente 

por meio de avaliação da frequência cardíaca e temperatura a cada 6 horas e, 

laboratorialmente por hemograma em dias alternados até a resolução da gestação. O 

diagnóstico de TPP foi confirmado pela presença de uma ou mais contrações a cada 10 

minutos com ritmo e frequência regulares e esvaecimento cervical igual ou superior a 50% 

e/ou dilatação cervical igual ou superior a 2 cm25. O projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e todas as pacientes 

envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto à finalidade da pesquisa 

(Protocolo 189/2012). 
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No momento da resolução da gestação, logo após a dequitação, foram colhidas 

membranas corioamnióticas de todas as gestantes incluídas no estudo, os quais foram 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido com posterior armazenamento a -80ºC até 

a extração do RNA para posterior análise da expressão gênica por PCR em tempo real.  

Após esse procedimento, o restante das membranas foi fixado em formalina a 10%, e a 

seguir incluídos em blocos de parafina, os quais foram seccionados obtendo-se cortes de 6 

µm de espessura para avaliação histológica e análise da imunolocalização das defensinas de 

interesse. 

A corioamnionite histológica foi diagnosticada através da presença de infiltração 

neutrofílica presente nas membranas corioamnióticas, de acordo com Yoon et al. 26. 

Os fragmentos de membranas corioamnióticas coletados congelados em nitrogênio 

líquido foram submetidos à extração de RNA total, usando o RNAspin Mini RNA 

Isolation Kit (GE Healthcare), seguindo as instruções do fabricante. A integridade do RNA 

obtido foi determinada por análise em aparelho Bioanalyzer, na qual foram aceitáveis RIN 

(RNA Integrity Number) igual ou maior que 2. A partir do DNA complementar obtido foi 

efetuada a amplificação dos genes das β defensinas de interesse em aparelho Line Gene K 

(Bioer®). Os primers e sondas específicos para HBD-1, -2, e -3 foram obtidos do sistema 

TaqMan Gene Expression Assay da Applied Biosystems. Paralelamente foi feita a amplificação do 

gene da TBP (TATA box binding protein) como controle endógeno, visto que o valor real de 

expressão gênica foi dado através da comparação do resultado de amplificação dos genes 

das β defensinas e TBP. Os níveis de expressão do RNA mensageiro das β defensinas 

avaliadas foram normalizados com a expressão de TBP pelo método 2-ΔΔCt . 

Para a avaliação da imunoexpressão das β defensinas de interesse foi empregado o 

protocolo do kit de imunoistoquímica Mach 4 Universal HRP Polymer Kit with DAB (Biocare 

Medical). Para essa detecção, cortes histológicos das membranas corioamnióticas, incluídas 

em parafina, com espessura aproximada de 6 µm foram colocadas sobre lâminas 
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histológicas previamente tratadas com Vectabond (Vector Laboratories) e secas em estufa a 

60ºC overnight. A seguir, os cortes foram submetidos à desparafinização e à recuperação 

antigênica empregando-se a solução Trilogy durante 30 minutos em banho-maria a 100ºC. 

Logo após esse procedimento, as lâminas foram lavadas com PBS, procedimento que foi 

repetido em todas as etapas de lavagem. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado 

com peróxido de hidrogênio 3% diluído em água por duas vezes de 30 minutos. Em 

seguida, anticorpos primários anti- HBD-1, HBD-2 e HBD-3 (Abcam) foram diluídos em 

solução de albumina bovina 1%, azida sódica 0,1% em PBS pH 7,4 com posterior 

incubação em câmera úmida overnight, nas diluições de 1:500, 1:250, 1:25 e 1:200 

respectivamente. O reagente revelador utilizado foi o DAB com incubação por 5 minutos. 

A contra-coloração foi realizada com Hematoxilina de Harris, fixada em quatro banhos de 

etanol absoluto e dois banhos de xilol. Após a coloração, as lâminas foram montadas com 

Permount e lamínula. Nas lâminas usadas como controle negativo da reação foram 

omitidos os anticorpos primários e seguido o mesmo protocolo de detecção das β 

defensinas. A marcação positiva foi detectada como coloração marrom de padrão 

citoplasmático.  

Os dados referentes à idade materna, idade gestacional no momento do parto, peso 

do recém-nascido e concentração relativa de RNA mensageiro das defensinas nos grupos 

estudados estão apresentados em mediana seguido de amplitude total (valor mínimo – 

valor máximo) e foram submetidos ao teste de Mann-Whitney. As variáveis estado civil, 

raça, paridade e frequência de intercorrências gestacionais anteriores estão apresentados em 

número de pacientes seguidos de porcentagem (%) e foram submetidas ao teste de 

comparação de proporção (Teste z). O nível de significância adotado para todos os testes 

empregados foi de 5%. O software utilizado para as análises foi o SigmaStat 3.1 (Jandel 

Corporation). 
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Resultados 

As variáveis sócio-demográficas e obstétricas das gestantes incluídas no estudo 

estão apresentadas na Tabela 1. Em relação às variáveis idade materna, estado civil e cor 

autoreportada não significativa. O peso do recém-nascido foi significativamente maior no 

grupo PT houve diferença 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 relação à história obstétrica, 

incluindo paridade e intercorrências em gestações anteriores não houve diferença 

estatisticamente.  

À microscopia, todas as membranas corioamnióticas das gestantes do grupo termo 

apresentaram-se dentro dos limites histológicos de normalidade. No grupo parto 

prematuro a incidência de corioamnionite foi de 44%, ou seja, 11 membranas 

corioamnióticas apresentaram infiltrado inflamatório com predomínio de células 

polimorfonucleares (Figura 1).  

As quantificações relativas das expressões gênicas de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 

pelas membranas corioamnióticas estão apresentadas na Figura 2. Não houve diferença 

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 concentrações relativas das as β defensinas de interesse também não mostraram 

diferenças estatisticamente significativas quanto à presença ou não de corioamnionite 

histológica (Figura 3) bem como em relação ao desfecho gestacional que deflagrou o parto 

prematuro (Figura 4). 

As membranas corioamnióticas de gestações pré-termo e de termo apresentaram 

imunomarcação para HBD-1, HBD-2 e, HBD-3. Todas as β defensinas de interesse neste 
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estudo foram detectadas nas células do epitélio amniótico, células coriônicas e deciduais 

(Figura 5).  

 

Discussão 

O presente estudo demonstrou que as membranas corioamnióticas de gestações 

pré-termo e de termo são fontes constitutivas ou induzidas de RNA mensageiro de HBD-

1, HBD-2 e HBD-3 e que a extensão dessa expressão não é modulada pela presença de 

prematuridade, RPM-PT e/ou corioamnionite histológica. Contrariando os achados deste 

estudo, publicações anteriores, no contexto da gestação, descreveram que a expressão de 

HBD-3 aumenta após estímulo de células amnióticas com LPS, mimetizando a infecção 

intra-amniótica21. Nesse mesmo sentido, Szukiewicz et al.27 analisando placentas de termo, 

encontraram aumento da concentração de HBD-3 devido à presença de corioamnionite 

histológica.  

Já é de conhecimento da literatura mundial, que o parto prematuro é um dos 

desfechos gestacionais desfavoráveis mais importantes na Clínica Obstétrica, em cuja 

etiologia multifatorial pode-se destacar a infecção da cavidade amniótica e a inflamação 

intra-amniótica28. Nesse cenário, é efetiva a participação 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 são os principais 

micro-organismos envolvidos nas complicações gestacionais que deflagram o parto 

prematuro. Dentre essas moléculas encontra-se a contribuição das β defensinas, com ação 

de antimicrobianos naturais, na interface materno-fetal. Entretanto, os resultados 

encontrados no presente estudo contrariam a hipótese de que membranas corioamnióticas 

de gestações pré-termo expressam maiores concentrações de β defensinas.  Iavazzo et al.23 

também não documentaram associação de HBD-3 no líquido amniótico do segundo 
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trimestre de gestação e parto prematuro, na presença ou não de Rotura Prematura de 

Membranas.  

Em parte, nossos resultados podem ser explicados pela constituição dos grupos de 

estudo. Embora o grupo controle tenha sido constituído de gestações de termo, todas as 

pacientes estavam em trabalho de parto e segundo a literatura, moléculas e receptores 

envolvidos na resposta imune inata estão amplificadamente expressos em tecidos 

gestacionais no momento do trabalho de parto29 com o objetivo de aumentar a proteção do 

hospedeiro contra invasão microbiana da cavidade amniótica, já que nesse momento a 

cérvix está dilatada e deixa a cavidade amniótica mais susceptível à infecções. Nesse sentido 

podemos sugerir que as β defensinas avaliadas estejam super expressas nas membranas 

corioamnióticas de gestações de termo em virtude do trabalho de parto, o que não torna 

possível determinar a real influência da prematuridade na expressão desses antimicrobianos 

naturais. Sem dúvida, a constituição de um grupo controle de gestações de termo, na 

ausência de trabalho de parto, seria crucial para elucidar essa hipótese.  

Outro fato a ser considerado é que a regulação da síntese de β defensinas não é a 

mesma nos diferentes sistemas, e em membranas corioamnióticas in vivo é pouco 

conhecida. Em alguns tipos celulares como macrófagos uterinos, monócitos de sangue 

periférico30 e até células amnióticas em cultura31, o estímulo com citocinas inflamatórias 

induz síntese de β defensinas. King et al.32 descreveram que células epiteliais endometriais 

aumentam a produção de AN após estímulo com IL-1β, citocina rapidamente produzida 

após exposição de macrófagos a endotoxinas33. Por outro lado, anos mais tarde, esses 

mesmos autores não encontraram aumento de HBD-1 após estimular células trofoblásticas 

com IL-1β19. Em membranas corioamnióticas, a expressão de β defensinas pode ser 

influenciada por citocinas, porém independentemente da presença de corioamnionite, uma 

vez que, em estudo anterior34, nosso grupo avaliou a concentração de RNA mensageiro de 

citocinas inflamatórias nessas mesmas amostras e não encontrou diferença significativa de 



Artigo científico 44 
 

 

IL-1β, IL-6, IL-8 ou TNF-α, na presença ou não de infiltrado inflamatório nas membranas 

corioamnióticas. 

Além das diferenças teciduais e celulares de presença e produção de β defensinas, o 

fator transcricional pode justificar os resultados obtidos, uma vez que a diferença na 

quantidade de um RNA mensageiro específico entre duas amostras biológicas, não é 

necessariamente refletido por uma diferença quantitativa equivalente no nível de 

quantidade da proteína, que muitas vezes está implícito nos estudos.   

Há de se ressaltar que o tamanho amostral mínimo inicialmente calculado para o 

estudo não foi atingido até o momento e que a inclusão de pacientes se faz necessária para 

confirmação dos resultados obtidos.  

Em relação à imunolocalização das β defensinas nas membranas corioamnióticas, 

nossos resultados corroboram os achados da literatura que HBDs 1-3 são expressas por 

células do epitélio amniótico, coriônicas e deciduais em gestações pré-termo e de termo19,35, 

e que as membranas corioamnióticas não desempenham apenas a função de proteção 

mecânica, mas também de barreira imunológica, com  participação na resposta do 

hospedeiro à infecções advindas do trato genital inferior.  

Assim, considerando a constituição dos grupos e a metodologia empregada no 

estudo da expressão gênica das β defensinas de interesse, podemos concluir que as 

membranas corioamnióticas são fontes de produção de HBD-1, HBD-2 e HBD-3 e que 

essa expressão não é modulada pela prematuridade.  
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Tabela 1. Variáveis sócio-demográficas e obstétricas das gestantes incluídas no estudo. 

 

Variáveis 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 
União estável 15 (60%) 18 (66,6%) 0,98 

Raça**    
Branca 24 (96%) 22 (81,5%) 0,27 

Não-branca 1 (4%) 5 (18,5%) 0,40 
Idade gestacional no 
momento do parto* 

33s6d 
(27s6d-36s5d) 

39s5d 
(37s1d-41s3d) 

0,001 

Paridade**    
Primigesta 15 (60%) 15 (55,5%) 0,93 
Multigesta 10 (40%) 22 (44,5%) 0,83 

Peso do recém-nascido 
(g)* 

2130 
(1155-3070) 

3180 
(1695-4360) 

0,001 

Intercorrências 
gestacionais anteriores** 

5 (20%) 7 (26%) 0,65 

*Mediana  (Mín-Máx);**n (%); PP= Parto Prematuro; PT= Parto de Termo. 
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Figura 1: A) Membranas corioamnióticas normais evidenciando o âmnio com epitélio cúbico em 

monocamada sobre o tecido conjuntivo frouxo avascular, livre de infiltrado inflamatório. HE.200x;             

B) Membranas corioamnióticas demonstrando extenso infiltrado inflamatório agudo. HE. 200X.  
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Figura 2: Quantificação relativa de RNAm da HBD-1, HBD-2 e HBD-3 nas membranas corioammnióticas 

incluídas no estudo agrupadas pela idade gestacional. Teste de Mann Whitney, p>0,05. 
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Figura 3: Quantificação relativa do RNAm da HBD-1, HBD-2 e HBD-3 nas membranas corioammnióticas    

incluídas no estudo agrupadas pelo status de presença ou não de corioamnionite histológica.Teste de 

Mann Whitney, p>0,05. 
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Figura 4: Quantificação relativa do RNAm da HBD-1, HBD-2 e HBD-3 nas membranas corioammnióticas 

de gestações complicadas pela prematuridade incluídas no estudo agrupadas com relação à presença ou 

não de Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo. Teste  de Mann Whitney, p>0,05. 
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Figura 5:  Imunoexpressão de  defensinas nas membranas corioamnióticas.  A) HBD-1, B) 

HBD-2, C) HBD-3 em células amnióticas (CA), coriônicas(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 
corioamnióticas de gestações complicadas por prematuridade: expressão 
gênica, protéica e imunolocalização” que tem por objetivo estudar a presença de 
substâncias que agem como antibióticos naturais nas membranas que formam a bolsa 
das águas de gestações que resultaram em parto antes do momento esperado. No 
momento do parto, após o nascimento do bebê e a retirada da placenta, um fragmento 
da bolsa das águas será coletado para análise. O restante da placenta será 
encaminhado para incineração, conforme realizado em todos os partos. Esta pesquisa 
é de responsabilidade da pós-graduanda Nathália Mayumi Noda Nicolau, sob 
orientação da Profª. Drª. Márcia Guimarães da Silva, do Departamento de Patologia da 
Faculdade de Medicina de Botucatu, com a participação da pós-doutoranda Jossimara 
Polettini. 

Pelo presente instrumento, eu ______________________________________ 
devidamente esclarecida, ciente da autorização a mim solicitada, não restando 
quaisquer dúvidas a respeito do lido e explicado, e ciente, também, de que as 
informações serão utilizadas exclusivamente pelas pesquisadoras, que manterão sigilo 
sobre minha identidade, e que as mesmas estarão disponíveis para responder a 
quaisquer perguntas e de que posso retirar este consentimento a qualquer hora 
sem prejuízo do meu atendimento neste serviço, firmo meu CONSENTIMENTO 
LIVRE E ESCLARECIDO, concordando em participar da pesquisa proposta. Estou 
ciente também que este estudo não trará benefício imediato para minha gestação, 
mas poderá produzir conhecimentos para futuras gestações e que não receberei 
nenhum benefício financeiro por participar do estudo.   

Esse documento, após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), será 
elaborado em duas vias, sendo uma entregue a paciente pesquisada e outra será 
mantida em arquivo pela pesquisadora. Em caso de dúvida, favor ligar para o CEP no 
telefone (14) 3811-6143. 
  

 

Botucatu, _____ de __________________de 201_. 
 
  
 

                         _____________________________ 
                                    Assinatura da paciente 

          
 
         __________________________                       _________________________ 

Nathália Mayumi Noda Nicolau                        Profª. Drª. Márcia Guimarães da Silva 
Rua Coronel Fonseca,2041, Apto D33            Rua Izidoro Bertaglia, 746 
Jardim Bom Pastor, Botucatu, 18603-495       Jardim Paraíso II, 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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