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1. Resumo

Introducao: As membranas corioamniéticas sao barreiras mecéanicas contra a ascensao de
microrganismos e possuem papel fundamental no sistema imune inato. Quando € invadida
por microrganismos apresenta corioamnionite aguda, que é a infiltracdo das membranas
fetais por leucdcitos polimorfonucleares. Entretanto as membranas tém efeito inibitorio sobre
o crescimento de muitas bactérias, em parte, pela producdo de B defensinas. Objetivo:
Quantificar a expressao de B defensinas (HBD1, 3 e 4) por membranas corioamniéticas de
gestagdes complicadas por corioamnionite. Material e Métodos: Foram incluidos no estudo
40 fragmentos de membranas corioamnidticas, com diagndstico histoldégico de
corioamnionite, provenientes de gestacbes complicadas por rotura prematura de
membranas pré-termo (RPM-PT) e/ou trabalho de parto prematuro (TPP) que apresentaram
parto prematuro como desfecho gestacional, constituindo o grupo estudo (G1). Como grupo
controle (G2), foram avaliadas 40 membranas corioamnidticas, com auséncia de
corioamnionite e pareadas pela idade gestacional ao grupo estudo. Fragmentos das
membranas corioamnidticas foram encaminhados a andlise histopatolégica para
confirmagéo de corioamnionite histologica. Outros fragmentos de 1cm? das membranas
foram acondicionados em RNA later e submetidos a extracdo de RNA total. Apds a extragéao
do RNA, as amostras com concentragédo entre 0,02 e 0,2ug/ uL de RNA foram submetidas a
obtencdo de cDNA e posterior utilizacdo na quantificagdo da expressao de B defensinas

pela técnica da PCR em tempo real empregando-se o sistema TaqMan® Gene Expression

Assays. Resultados: Em relacdo as variaveis socio-demograficas, as porcentagens de
mulheres que referiram unido estavel, cor branca e habito tabagista foram similares entre os
grupos estudados. Em relacéo as variaveis obstétricas ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos G1 e G2. O RNAm de HBD-1, HBD-3 e HBD-4 foi detectado
em 90% das amostras do grupo G1 e em 73% do G2. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa na quantificacdo relativa de RNAm de HBD-1, HBD-3 e HBD-4, pelas
membranas corioamniodticas, entre os grupos G1 e G2. Em relagdo a complicacdo
gestacional que originou o parto prematuro como desfecho gestacional, RPM-PT ou TPP, a
quantificagdo relativa de HBD-1, HBD-3 e HBD-4 ndo mostrou diferenga estatisticamente
significativa, seja na auséncia ou presencga de corioamnionite. Conclusées: As membranas
corioamnioticas sao fontes de B defensinas e a expressao de HBD-1, HBD-3 e HBD-4 nao

esté associada com presenca de corioamnionite histolégica.
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2. Introducao

As membranas corioamnioticas formam uma estrutura de extrema importancia
para o desenvolvimento fetal. Dentre suas principais fung¢des estdo a de protecao do
feto contra traumas, a de manutencdo do volume do liquido amnidtico e a de
protecao do cordao umbilical e do sangue fetal contra compressao, além de servirem
como barreira contra infeccdes advindas do trato genital inferior.

A estrutura multiestratificada das membranas fetais € constituida tanto de
elementos de tecido conectivo quanto de elementos de tecido epitelial. O epitélio
amnioético é formado por monocamada de células epiteliais colunares que reveste a
cavidade amniética®. E a camada mais profunda e est4d em contato direto com o
liquido amniético. O amnio e cério sdo conectados pela matriz extracelular (MEC)® e
repousam sobre a decidua reflexa, constituindo o cério leve e, acima dos
cotilédones, originando a membrana corial. O amnio, que se localiza internamente e
em contato com o feto, apresenta-se liso, transltcido e delgado, enquanto o cério é
mais externo, estd em proximidade com a cavidade uterina e apresenta-se irregular
e opaco, sendo mais espesso na membrana corial e mais delgado no cério leve. A
MEC, complexo de proteinas e glicoproteinas que envolvem as células dos mais
diversos tecidos, composta principalmente por colagenos, disposta em complexa
rede, é responsavel pela resisténcia mecanica desse tecido. Os coldgenos dos tipos
I, Il, IV, V e VI s&o os principais constituintes da MEC, juntamente com as
proteoglicanas, nas quais as fibras de proteinas estdo inseridas®. Os diversos tipos
de colagenos da MEC sdo submetidos a rotatividade constante durante toda
gestacao com a finalidade de acomodar o volume e a tenséo crescente do feto com
0 progresso gestacional®®.

Além de revestir a superficie placentaria e constituir o saco amniético, as
membranas fetais desempenham as funcées de manutencao das condicdes ideais
de esterilidade do liquido amniético e de ser barreira imunolégica. Estudos recentes
tém mostrado esse papel das membranas fetais, uma vez que esse tecido expressa
agentes antimicrobianos’ e componentes do sistema imune inato, como os
receptores Tolllike (TLR)®.

A caracteristica principal da imunidade inata é a sua habilidade em
reconhecer uma ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias Gram
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positivas e negativas, fungos e virus. Nesse contexto, os antimicrobianos naturais
(AN), produzidos especialmente pelas células epiteliais, participam da defesa
primaria do hospedeiro, através do reconhecimento e neutralizacdo dos
microrganismos invasores®.

Alguns pequenos peptideos catibnicos antimicrobianos, chamados a-
defensinas humanas (HNPs - human neutrophil peptides) e B-defensinas humanas
(HBDs) tém sido descritos. As HNPs 1-4 estdo presentes nos granulos azuroéfilos nos
neutrofilos e tém um importante papel no exterminio ndo dependente de oxigénio de
bactérias'®, enquanto as HBDs constituem o maior grupo de antimicrobianos
naturais e sao produzidas por células epiteliais'’. Existem 28 sequéncias de HBDs ja
detectadas no genoma humano'?, porém as HBDs 1-4 tém sido estudadas com
maiores detalhes na Ultima década'®. A primeira, HBD1, foi isolada de
hemofiltrados™ e, entre outros tecidos, &€ expressa no trato geniturinario''®,
respiratério’” e no tecido placentario’. A expressdo constitutiva da HBD1 esta bem

18,19,20

estabelecida em diversos tecidos € nesses casos, sua expressao nao é

afetada pela producdo de mediadores inflamatérios. Por outro lado, estudos
recentes mostram que esse antimicrobiano natural pode também ser produzido sob
estimulos microbianos®'?*?*. A HBD2 foi inicialmente identificada em
queratindcitos®® e no epitélio pulmonar®®, sendo que sua expressdo mais prevalente
é observada na pele® e no trato respiratério’”?. Diferente do que ocorre com a
HBD1, durante a resposta inflamatéria e/ou invasdo microbiana as HBD2 s&o

27,28

produzidas em resposta as citocinas inflamatérias ou aos produtos bacterianos®.

Com uma particularidade especial de formacao de dimeros, a expressao de HBD3 ja

1° pulmao' e

tecido 6sseo’®. Recentemente, a HBD3 foi detectada no Gtero e no endométrio®32,

foi relatada em tecidos ndo reprodutivos como os da cavidade ora

tendo sua expressdo mais elevada nas fases inicial e tardia da fase secretéria do
ciclo menstrual. A HBD4 foi caracterizada através do genoma e, embora ja
identificada no endométrio®®, pouco se sabe sobre a expressdo e regulagio dessa
defensina em outros sistemas.

Em adicdo ao seu papel antimicrobiano, as HBDs podem também ativar a
imunidade adaptativa durante o processo infeccioso, através da acao quimiotatica a
componentes do sistema imune, como células dendriticas, células T3** e

macréfagos®'. Além disso, experimentos in vitro demonstraram que o recrutamento
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de células dendriticas imaturas por B defensina 2 murina depende da ativagdo de
TLR-4, indicando que esse AN é um sinalizador endégeno desse receptor.
Recentemente, Funderburg et al.® descreveram que a ativagdo de NF-kB pela
HBD3 depende da expressao de TLR-1 e TLR-2 e, através da interacdo com essas
moléculas, pode promover ativagcdo de mondcitos e de células dendriticas maduras,
consolidando que as HBDs sdao também pontes entre os sistemas imune inato e
adaptativo.

No trato reprodutivo de mulheres ndo gravidas os AN estdo presentes na

vagina, cérvix, endométrio e nas tubas uterinas®"®.

Na gestacdo, agentes
antimicrobianos sdo encontrados no liquido amni6tico®®*, decidua, placenta e
membranas fetais?%*"*2, Essa expressdo especialmente pelas membranas fetais
pode ser importante durante o trabalho de parto e nascimento, quando o muco
cervical € perdido e a cérvix esta dilatada, tornando o uUtero mais susceptivel a
infecgdes. Células amnibticas e coribnicas, obtidas de gestacdo de termo, foram
descritas como tendo efeito inibitério sobre o crescimento de muitas bactérias e isto
foi sugerido, em parte, pela producdo de antimicrobianos enddgenos por esse
tecido™®. Outros estudos mostraram que varios antimicrobianos incluindo HBD2 sdo
superestimulados por citocinas inflamatérias como IL-1B, seja por tecidos

2844 como em outros sistemas®>*°. Nesse mesmo contexto, a expressao

gestacionais
de RNA mensageiro de HBD2 esteve aumentada, em 104 vezes, em cultura de
células trofoblasticas de placentas de termo tratadas com IL-13 na concentracdo de
10ng/mL’. Esses achados mostram a importancia dos antimicrobianos naturais na
protecdo uterina durante infecgdo da cavidade amnidtica, e nesse sentido, ja é
sugerido que a andlise protedmica do liquido amniético seja uma ferramenta de
reconhecimento de presenca de corioamnionite histologica*®.

A corioamnionite histologica, definida pela infiltracdo das membranas fetais
por leucdcitos polimorfonucleares, ocorre na maioria dos casos, na auséncia de
sinais clinicos e sintomas de infeccéo, e este diagndstico pode ser feito em mais de
20% das gestacdes de termo e em mais de 50% dos partos pré-termo*”*°. Estudos
recentes encontraram relacao positiva entre a presenca de defensinas neutrofilicas
no liquido amniédtico e no plasma materno, de gestacao pré-termo, na presenca de

50,51

infeccdo intrauterina®*®!. Soto et al.** descreveram aumento de HBD2 no liquido

amniético em casos de infecgdo e/ou inflamacao na cavidade amniética em casos de
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trabalho de parto pré-termo (TPP) e rotura prematura de membranas pré-termo
(RPM-PT), demonstrando que essa defensina é um constituinte do liquido amnidtico
e participa da resposta antimicrobiana. A fonte de HBD2 no liquido amnidtico ainda é
incerta, porém € possivel que as membranas corioamnidticas contribuam como fonte
desse antimicrobiano natural, uma vez que a expressao de seu RNAm ja foi relatada

38,44

no cério e em células derivadas de epitélio amniodtico Sob estimulos

inflamatérios, a HBD3 é a B-defensina mais abundante e mais expressa em células

de epitélio amnidtico*®. Nesse contexto, Szukiewicz et al.*?

descreveram que na
presenca de RPM-PT e corioamnionite, as células amniéticas estimuladas com LPS
apresentam significante aumento de expressao de HBD3 em relacdo a gestacao de
termo. No entanto, a literatura ainda é escassa em relagéo a atividade e expressao
das HBDs nos tecidos gestacionais pré-termo e / ou na presenca de infecgdo da
cavidade amnidtica.

Considerando que eventos inflamatérios na cavidade amniética estao
pronunciados nas gestacdes pré-termo como em gestacdes complicadas por RPM-
PT e TPP associados a corioamnionite histolégica e que as membranas
corioamnidticas tém efeito inibitério sobre o crescimento de muitas bactérias, em
parte, pela producao de B defensinas, a avaliacdo da producéo e expressao desses
antimicrobianos naturais pelas membranas corioamnio6ticas poderdao contribuir para
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nessas complicagbes

gestacionais.
3. Objetivo
O objetivo desse estudo foi quantificar a expressdo de B defensinas por

membranas corioamnidticas de gestacbes complicadas por corioamnionite

histoldgica.



Material e métodos
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4. Material e métodos
4.1. Constituicao dos grupos de estudo

Foram incluidos no estudo 40 fragmentos de membranas corioamnibticas,
com diagnostico histolégico de corioamnionite, provenientes de gestacdes
complicadas por rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-PT) e/ou trabalho
de parto prematuro (TPP) que apresentaram parto prematuro como desfecho
gestacional, constituindo o grupo estudo (G1). Como grupo controle (G2), foram
avaliadas 40 membranas corioamnidticas, com auséncia de corioamnionite e
pareadas pela idade gestacional ao grupo estudo. Todas essas membranas foram
coletadas no Servico de Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP e armazenadas a -80°C no Laboratério de
Imunopatologia da Relacdo Materno-Fetal do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Foram excluidas do estudo as
membranas corioamnidticas de gestacdes complicadas por diabetes, anomalias
fetais congénitas comprovadas, gemelaridade e placenta prévia.

A idade gestacional das pacientes incluidas no estudo foi estabelecida pela
data da ultima menstruacdo e/ou por exame ultrassonografico precoce (até 20
semanas). Nas gestantes que apresentaram RPM-PT, o diagnéstico foi confirmado
pela histéria clinica e constatacdo de liquido amnidtico na cavidade vaginal ou
quando isto ndo foi possivel, por meio de testes realizados na secrecao do fundo de
saco vaginal: cristalizacdo do esfregaco em lamina seca, queima de esfregaco em
lamina, pH vaginal e pesquisa de células fetais pela coloracdo do azul de Nilo. O
diagnéstico 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 dilatacdo cervical igual ou superior a 2 cm®. Nesses casos, as
pacientes permaneceram internadas na Enfermaria de Obstetricia da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP, sendo controladas clinicamente por meio de
avaliacao da frequéncia cardiaca e temperatura a cada 6 horas e, laboratorialmente,
por hemograma em dias alternados até a resolucao da gestagao.

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram informadas quanto a
finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido,
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apds a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP (Anexo 1).

4.2. Colheita das membranas corioamnioticas

No momento da resolugdo da gestagado, logo apdés a dequitagdo, foram
colhidas membranas corioamniéticas de todas as gestantes incluidas no estudo.
Foram retirados fragmentos de 1 cm? da borda das membranas, com bisturi, que
foram acondicionados em tubos de 1,5 mL tipo eppendorf contendo RNA later™
(RNA Stabilization Reagent - Qiagen) por 4 horas. Apds esse periodo, os fragmentos
foram transferidos para novo tubo e imediatamente armazenados a -80°C até o
processamento.  Apos esse procedimento, o restante das membranas foi
acondicionado em recipiente apropriado, contendo formalina a 10%, por 24 horas
para fixacdo. Fragmentos das membranas corioamniéticas foram desidratados em
alcool, diafanizados em xilol e a seguir incluidos em blocos de parafina. Os blocos
obtidos foram seccionados em microtomo comum, obtendo-se cortes de 6 um de
espessura que foram montados em laminas de vidro. As laminas foram coradas pelo
método classico de Hematoxilina-Eosina (HE) para a analise histopatolégica das

membranas.
4.3. Analise histoldégica das membranas corioamnioticas

A corioamnionite histolégica foi diagnosticada através da presenca de
infiltracdo neutrofilica presente nas membranas corioamnidticas, de acordo com

Yoon et al.>.

4.4. Deteccao de B defensinas por PCR em tempo real
4.4.1. Extracao de RNA
Os fragmentos de membranas corioamniéticas coletados conforme descrito

no item 4.2 foram retirados dos tubos tipo eppendorf e submetidos a extracao de
RNA total, usando o kit RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare), seguindo
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as instrucdes do fabricante. Apds o término da extracdo, a eficacia do tratamento
com a DNAse foi verificada por amplificagédo do gene constitutivo da B-globina por
PCR direta, seguida de visualizacdo em gel de agarose 1,5%. As amostras que nao
apresentaram essa amplificacdo foram incluidas no estudo e o RNA extraido foi
quantificado pela leitura em aparelho NanoDrop, na absorbancia de 260nm (A260).
A pureza do RNA obtido foi determinada pela razdo da absorbéancia de 260nm pela
absorbancia de 280nm (A260/A280). Foram consideradas aceitaveis as razdes entre
1,8e2,1.

4.4.2. Obtencao de cDNA

Em seguida a extracdo do RNA, as amostras com concentragédo entre 0,02 e
0,2ug/uLl de RNA foram submetidas a obtencdo de cDNA utilizando-se o High-
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems), seguindo as instrucbes do
fabricante. O cDNA produzido foi armazenado a -80°C para posterior utilizacdo na
deteccao e quantificacao das 3 defensinas pela técnica de PCR em tempo real.

4.4.3. PCR

A partir do cDNA obtido foi efetuada a amplificacdo dos genes das B
defensinas de interesse. Os primers e sondas especificos para HBDs 1, 3 e 4 foram
obtidos do sistema TaqMan® da Applied Biosystems (Hs00174765 m1,
Hs00218678 _m1, Hs00175474_m1) e, paralelamente, foi realizada a amplificacéo
do gene da TBP (TATA box binding protein) (Hs99999910_m1) como controle
enddgeno da reagdo. A amplificacdo foi realizada em aparelho ABI Prism 7300 que
contém uma unidade o6tica que permite monitorar o0 aumento da concentracdo de
produto de PCR em tempo real (Figura 1). O Threshold cycle foi determinado através
do 7000 System SDS Software 1.2.3, e os niveis de expressao do RNAm das B
defensinas avaliadas foram normalizados com a expressao de TBP com a férmula

288Ct segundo Pfaffl®®.
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Figura 1. Amplificacdo da PCR em tempo real dos genes TBP (verde claro), HBD-1 (roxo), HBD-3

(verde escuro) e HBD-4 (rosa).

4.5. Analise Estatistica

Os dados referentes a idade materna, idade gestacional no momento do parto
e concentracao relativa de RNAm das defensinas nos grupos estudados foram
submetidos ao teste de Mann-Whitney. As varidaveis estado civil, raca, habito de
fumar, ocorréncia de RPM-PT e TPP, via de parto, paridade e frequéncia de
intercorréncias gestacionais anteriores foram submetidas ao teste de comparacéo de
propor¢do (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).



Resultados



20

Membranas corioamnidticas e} defensinas

5. Resultados

5.1. Caracteristicas das pacientes

As variaveis socio-demograficas e obstétricas das pacientes incluidas no
estudo estdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. A mediana da idade
materna e da idade gestacional, no momento do parto, ndo foi estatisticamente
diferente entre os grupos estudados.

Em relagdo as variaveis sécio-demograficas, as porcentagens de mulheres
que referiram unido estavel, cor branca e habito tabagista foram similares entre os
grupos de estudo. Em relagdo as variaveis obstétricas: ocorréncia de RPM-PT, TPP,
via de parto, paridade, intercorréncias em gestagcdes anteriores e peso do recém-
nascido, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos G1 e G2.

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

Variaveis G1 (n=39) G2 (n=38)

Idade (anos)* 24 (14-40) @ 20 (14-56) @
Estado civil**

Solteira 10 (25,6%) @ 5(13,2%)2
Uniao estavel 29 (74,4%) @ 33 (86,8%) 2

Raca**
Branca 34 (87,2%) 2 32 (84,2%) 2
Nao-branca 5(12,8%) 2 6 (15,8%)?
Tabagismo** 10 (25,6%) 2 4(10,5%)2

Na comparacéo dos grupos foram utilizadas letras minisculas, considerando-se que as proporgdes seguidas de,
pelo menos, uma mesma letra nao diferem.

* Mediana (min-max)

**n (%)
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Tabela 2. Caracteristicas obstétricas das gestantes incluidas no estudo.

Caracteristicas G1 G2
obstétricas (n=39) (n=38)
Ocorréncia de RPM-PT** 25 (64%) 2 20 (53%) 2
Ocorréncia de TPP ** 14 (36%) 2 18 (47%) @
Via de parto**
Vaginal 22 (56,4%) 2 24 (63,2%) ?
Cesarea 17 (43,6%) 2 14 (36,8%) 2
Idade gestacional no momento do 34s 33s1d

parto*

Paridade**
Primigesta
Secundigesta
Multigesta

Peso do recém-nascido (g)*

Intercorréncias gestacionais
anteriores
RPM
Aborto
TPP

(25s52d — 3656d) 2

17 (43,6%) 2
11 (28,2%) 2
11 (28,2%) 2

2020
(695-3175) 2

8/22 2
10/22 @
8/22 2

(25s5d — 3656d) 2

19 (50%) 2
9 (23,7%)
10 (26,3%) 2

2047,5
(590-3245) 2

5/19 2
6/19 2
10/19

Na comparacéo dos grupos foram utilizadas letras minisculas, considerando-se que as proporgdes seguidas de,

pelo menos, uma mesma letra nao diferem.
*Mediana (min-max)
**n (%)

5.2. Analise histopatolégica das membranas corioamnioéticas

As analises histopatolégicas referentes a auséncia ou presencga de infiltrado

inflamatério agudo nas membranas corioamnidticas estdo representadas nas

Figuras 2 e 3.
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ol

Figura 2. Fotomicrografia de membrana corioamniética demonstrando o cério e

0 amnio livres de infiltrado inflamatério. HE. 200X.

Figura 3. Fotomicrografia de membrana corioamniética demonstrando o cério e

0 amnio com extenso infiltrado polimorfonuclear. HE. 200X.
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5.3. Expressao de HBD-1, HBD-3 e HBD-4 pelas membranas corioamniéticas

A expressdao de HBD-1, HBD-3 e HBD-4 foi avaliada em 30 amostras do
grupo G1 e em 30 amostras do grupo G2. Deste total, o RNAm foi detectado em
90% das amostras do primeiro grupo e em 73% do G2.

A quantificacao relativa de RNAm de HBD-1, HBD-3 e HBD-4 nas membranas
corioamniédticas das gestantes incluidas no estudo esta apresentada na Figura 4.
Pode-se observar que nao houve diferenca estatistica significante entre os grupos

G1 e G2 na expressao das defensinas avaliadas.
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Figura 4. Quantificagao relativa (QR) de RNAm de HBD-1, HBD-3 e HBD-4 nas membranas

corioamniodticas incluidas no estudo; Teste de Mann-Whitney (p>0,05).

Em relagdo a complicagdo gestacional que originou o parto prematuro como
desfecho gestacional, RPM-PT ou TPP, a quantificacao relativa de HBD-1, HBD-3 e
HBD-4 ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa, seja na auséncia ou

presenca de corioamnionite (Figura 5).
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Figura 5. Quantificacdo relativa (QR) de RNAm de HBD-1 (A), HBD-3 (B) e HBD-4 (C) nas
membranas corioamniéticas de gestacdes complicadas por TPP ou RPM-PT, na presenca
ou nao de corioamnionite histolégica.
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6. Discussao

O parto prematuro € um dos desfechos gestacionais desfavoraveis mais
importantes na Clinica Obstétrica, em cuja etiologia multifatorial pode-se destacar a
infeccdo da cavidade amniética e a inflamagao intra-amniética®. Microrganismos
presentes na microbiota vaginal ascendem transcervicalmente atingindo e infectando
a cavidade amni6tica. A morbidade perinatal resultante da liberagdo de endotoxinas
e exotoxinas desses microrganismos e da estimulagdo da producdo de citocinas
inflamatoérias, prostaglandinas e metaloproteinases incluem, principalmente, a
prematuridade com aumento da suscetibilidade a complicacdes cerebrais® e
pulmonares®®. Apesar das novas terapias farmacolégicas e dos programas de
prevencao, a incidéncia de parto prematuro ndo tem diminuido nas ultimas décadas.

A corioamnionite histologica, definida pela infiltragcdo das membranas fetais
por leucécitos polimorfonucleares é diagndstico que pode ser feito em mais de 50%

dos partos prematuros®’

caracterizando que eventos inflamatérios na cavidade
amniotica estao pronunciados nas gestacdes pré-termo.

Considerando que pequenos peptideos catidnicos antimicrobianos, B
defensinas humanas, sao efetivas 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 sdo os principais
microrganismos envolvidos nas complicacées gestacionais, que deflagram o parto
prematuro associados a corioamnionite, o estudo da expressdo das 3 defensinas
poderia contribuir para o entendimento da fisiopatologia das complicacdes
gestacionais. Nés hipotetizamos que a quantificacéo relativa de B defensinas seria
mais elevada nas membranas corioamniéticas complicadas por corioamnionite, pois
na presenca de infeccdo e resposta inflamatéria, maiores concentracoes desses
antimicrobianos naturais seriam importantes na interface materno-fetal. Sustentando
essa hipdtese, Heine et al.*® descreveram que niveis de defensinas neutrofilicas
aumentam exponencialmente no liquido amniético com o aumento da severidade da
corioamnionite histolégica e Gankovskaia et al.'®, descreveram que a presenca de
infecgdo urogenital foi associada com aumento na expressao de HBD-1 pela mucosa

cervical.
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E consenso na literatura que a presenca de microrganismos na cavidade
amniotica leva a ativacao do sistema imune inato, que constitui a primeira linha de
defesa do hospedeiro contra patdgenos. Nesse sentido, 0s componentes
bacterianos sao reconhecidos pelos receptores toll-like presentes na superficie
celular de leucdcitos e trofoblastos, que emitem, para o interior destas, sinais
celulares para producdo e liberacdo de citocinas, proteases e outros fatores® que

medeiam a producéo e liberacdo de defensinas em diversos tipos celulares®4%®,

No contexto da gestacdo, Buhimschi et al*?

. descreveram que a producéo de HBD-3
aumenta apoés estimulo de células amnidticas com LPS, mimetizando a infeccao
intra-amnidtica. Nesse mesmo sentido, Szukiewicz et al®?, analisando placentas de
termo, encontraram aumento da concentracdo de HBD-3 devido a presenca de
corioamnionite. No entanto, contrariando nossa hipétese inicial, a quantificacao
relativa de RNAm de HBD-1, HBD-3 e HBD-4 nas membranas corioamnibticas
estudadas nao foi estatisticamente superior as membranas sem corioamnionite,
independente da complicacdo gestacional que originou o parto prematuro como
desfecho gestacional, RPM-PT ou TPP.

Nossos resultados podem ser explicados, em parte, pela constituicdo dos
grupos de estudo. Apesar de ndao apresentarem corioamnionite, o grupo controle foi
formado por membranas corioamniéticas de gestacdes pré-termo, pois o objetivo era
avaliar membranas com a mesma idade gestacional. Para pareamento dessa idade
gestacional, os grupos foram constituidos de gestagdes que apresentaram RPM-PT
e/ou TPP. Assim, a expressao de B defensinas pode estar aumentada também no
grupo controle, em funcdo do resultado adverso da gestacdo. Nesse sentido,

lavazzo et al.®?

nao encontraram diferenca na concentracdo de B defensinas no
liqguido amniédtico quando comparadas gestantes com RPM-PT e TPP.

Outro fato a ser considerado é que a regulacédo da sintese de B defensinas
nao é a mesma nos diferentes sistemas, e em membranas corioamnioticas in vivo é
pouco conhecida. Em alguns tipos celulares como macréfagos uterinos, mondcitos
de sangue periférico® 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 producao de AN apéds estimulo com IL-
1B, citocina rapidamente produzida apds exposicdo de macréfagos a endotoxinas®®.

Por outro lado, anos mais tarde, esses mesmos autores nao encontraram aumento
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de HBD-1 apés estimular células trofoblasticas com IL-187. Em membranas
corioamnibticas, a expressado de B defensinas pode ser influenciada por citocinas,
porém independentemente da presenca de corioamnionite, uma vez que, em estudo
anterior®®, nosso grupo avaliou a concentragdo de RNAm de citocinas inflamatérias
nessas mesmas amostras e nao encontrou diferenga significativa de RNAm de IL-
18, IL-6, IL-8 ou TNF-a, na presenca ou nao de infiltrado inflamatério nas
membranas corioamnibticas.

Além das diferencas teciduais e celulares de presenca e produgdo de f
defensinas, o fator transcricional pode justificar os resultados obtidos, uma vez que a
diferenga na quantidade de um RNAm especifico entre duas amostras bioldgicas,
nao é necessariamente refletido por uma diferenca quantitativa equivalente no nivel
de quantidade da proteina, que muitas vezes esta implicito nos estudos. Existem,
portanto, limitagées intrinsecas da técnica, dentre as quais, a quantidade do RNA
mensageiro nem sempre esta correlacionado a quantidade da proteina; a
sensibilidade e variagdo dindmica dos métodos existentes sédo tais que os RNAm
que estdo em menor quantidade, potencialmente codificando as proteinas
regulatérias mais importantes, ndo séo facilmente medidos como acontece com o0s
RNAmM em maior quantidade; e a atividade das proteinas codificadas pelo RNAm é
regulada em varios niveis apds a sua expressao. Por exemplo, a localizagao
subcelular e/ou a extensdo em que as proteinas sdo pos-traducionalmente
modificadas, podem néo ser reveladas pela medicdo da quantidade do RNAm®®.

Assim, considerando as amostras analisadas e a metodologia empregada, os
achados do presente estudo revelam que as membranas corioamnidticas de
gestagdes pré-termo sao fontes de B defensinas e a expressdo de HBD-1, HBD-3 e
HBD-4 n&o esta associada com a presenga de corioamnionite histoldgica.
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corioamnionite” que tem por objetivo quantificar a expressdo de antimicrobianos naturais
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membranas foram coletadas para analise. Apés retirada do fragmento necessério para a
pesquisa, o restante da placenta foi encaminhado para incineracdo. Esta pesquisa é de
responsabilidade da graduanda Juliana Takitane, sob orientacdo da Prof?. Dr?. Marcia
Guimaraes da Silva, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu,
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e que as mesmas estardo disponiveis para responder a quaisquer perguntas e de que
posso retirar este consentimento a qualquer hora sem prejuizo do meu atendimento
neste servico, firmo meu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, concordando em
participar da pesquisa proposta. Estou ciente também que este estudo nao trara beneficio
imediato para minha gestacdo e que nao receberei nenhum beneficio financeiro por
participar do estudo.
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Carlos Peracoli e da doutoranda Jossimara Polettini, recebeu do relator
parecer favordvel, aprovadoe em reuniio de 06/04/2009.
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