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1. RESUMO 

 

 

A gestação é um período caracterizado por diversas alterações fisiológicas, hormonais 

e imunológicas do organismo materno. Em condições fisiológicas, entre a 37ª e 40ª semana de 

gestação, a sequência de eventos que levam ao parto inclui o aumento da contratilidade uterina, 

dilatação cervical e ruptura das membranas corioamnióticas. O trabalho de parto pré-termo com 

bolsa íntegra (TPP) é definido pelo trabalho de parto que ocorre antes da 37ª semana de 

gestação. O parto pré-termo é uma consequência desse desfecho e é a causa principal de 

morbidade e mortalidade neonatal. A Rotura Prematura de Membranas Pré-termo (RPM-PT) é 

outra complicação obstétrica, que ocorre em 3% de todos as gestações e pode ser identificada 

em 30-40% dos casos de TPP. Tanto o TPP quanto a RPM-PT possuem etiologia ainda pouco 

elucidada.  

Apesar da compreensão de algumas vias moleculares ativadoras destes desfechos 

adversos e dos diversos estudos sobre este tema, não existem biomarcadores capazes de 

predizer tais condições. Nesse contexto, os exossomos desempenham um papel como 

mediadores de comunicação intercelular e podem atuar na gestação e influenciar seu desfecho. 

Além disso, seu conteúdo, composto por proteínas, lipídios e RNAs tem sido bastante estudado 

como potenciais biomarcadores de diversas doenças. No campo da prematuridade, a relação 

entre os exossomos ou o conteúdo deles e o parto pré-termo ainda é pouco elucidada. Portanto, 

o objetivo do estudo foi avaliar a expressão proteica de exossomos isolados de sangue periférico 

de gestantes em Trabalho de Parto Pré-termo (TPP) e Rotura de Membranas Pré-termo (RPM-

PT).  

Para tal, foram coletadas amostras de sangue periférico de pacientes no terceiro trimestre 

de gestação em TPP, RPM-PT, Termo em trabalho de parto (T+TP) e Termo fora de trabalho 

de parto (T). Os exossomos foram isolados a partir do plasma obtido, caracterizados por análise 

de partículas, quantificação proteica e Western Blot (WB) e, posteriormente, essas amostras 

foram submetidas à avaliação da expressão das proteínas de interesse (Hemopexina, Alfa-2-

macroglobulina e C1INH) por WB. Por meio de análise semi-quantitativa foi possível observar 

um aumento da expressão da proteína Alfa-2-macroglobulina nos grupos Pré-termo (TPP + 

RPM-PT) em relação aos grupos Termo (T+TP e T) [1.07  0.30 vs 0.42  0.17, p<0.0001].  A 

Alfa-2-macroglobulina é uma proteína envolvida em processos inflamatórios e no 

remodelamento de matriz extracelular. Considerando que o parto pré-termo é uma complicação 
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com base fisiopatológica em processos inflamatórios e de remodelação dos tecidos 

gestacionais, o achado obtido no estudo é de importante relevância e pode contribuir para a 

literatura no contexto dos exossomos e prematuridade. 

 

Palavras-chave: Vesículas Extracelulares, Exossomos, Trabalho de Parto Pré-termo, Rotura 

Prematura de Membranas Pré-termo, Parto Pré-termo, Prematuridade, Gestação, Humano. 
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2. ABSTRACT 
 
 Pregnancy is a period characterized by many physiological, hormonal and 

immunological changes on maternal organism. On physiological conditions, between the 37th 

and 40th week of pregnancy, the sequence of events that lead to birth include the increase of 

uterine contractility, cervical dilatation and rupture of chorioamniotic membranes. Preterm 

labor (PTL) is defined by labor happening before the 37th week of pregnancy. Preterm birth is 

the consequence of this obstetrical complication and is the main cause of neonatal morbidity 

and mortality. Preterm premature rupture of membranes (PPROM) is another obstetrical 

complication, affects 3% of all pregnancies and can be identified in 30-40% of PTL cases. Both 

PTL and PPROM have multifactorial etiology and is still poorly elucidated. 

 Despite the comprehension of many molecular pathways that can activate those adverse 

pregnancy outcomes and the numerous studies about this subject, there are no biomarkers 

capable of predicting such complications. In this context, the exosomes present on maternal 

circulation have the potential of representing the utero-placental environment from samples 

obtained by non-invasively ways. They are secreted by almost any cell types and are present 

on body fluids. 

 Recent studies showed that this nanovesicles play an important role of intercellular 

communication mediators and can act on pregnancy and influence its outcome. Besides that, its 

content, composed by proteins, lipids and RNAs, have been studied as potential biomarkers of 

many diseases. On the prematurity context, the relation between exosomes, its content and 

preterm birth is still poorly understood. In this context, the aim of this study was to evaluate the 

exosome’s protein expression isolated from peripheral blood of women with preterm labor 

(PTL) and preterm premature rupture of membranes (PPROM). 

 Therefore, samples of peripheral blood from patients with PTL, PPROM, term in labor 

(TL) and term out of labor (T) were collected. Exosomes were isolated from plasma and 

characterized by nanoparticle analysis, protein quantification and Western Blot (WB). Further, 

a WB was performed to identify the proteins of interest (hemopexin, alpha-2-macroglobulin 

and C1 inhibitor). By semi-quantitative analysis it was possible to observe a higher expression 

of alpha-2-macroglobulin on preterm groups (PTL + PPROM) when compared to term groups 

(TL + T) [1.07  0.30 vs 0.42  0.17, p<0.0001]. Alpha-2-macroglobulin is a protein involved 

in inflammatory processes and on extracellular matrix remodeling.  
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 Considering that preterm birth is a complication with a pathophysiological basis on 

inflammatory processes and gestational tissues remodeling, the obtained data of this study is 

relevant and can contribute to the knowledge on the context of exosomes and prematurity. 

 

Key words: Extracellular vesicles, Exosomes, Preterm Labor, Preterm Premature Rupture of 

Membranes, Preterm Birth, PrematuritY. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
A gestação é definida por um período em que ocorrem significativas mudanças 

anatômicas, hormonais, fisiológicas e imunológicas no organismo materno. O feto representa 

uma entidade estranha ao sistema imune materno devido a presença dos antígenos paternos e, 

portanto, é fundamental que o organismo materno crie um balanço dinâmico entre mediadores 

da resposta imune para que a gestação progrida de forma saudável. 

Durante a gestação a progesterona é responsável por manter a quiescência uterina 

inibindo vias ativadoras das proteínas contráteis, além de reduzir a produção de prostaglandinas 

e inibir a liberação de ocitocina(1). Próximo ao término gestacional, entre a 37ª e 40ª semana, o 

feto já se encontra fisiologicamente pronto para o nascimento e a supressão imunológica da 

gravidez é inibida. Concomitantemente, ocorre um aumento na habilidade de induzir sinais 

inflamatórios no endométrio/decídua(2).  

Nesse período, alterações morfológicas e moleculares nos tecidos gestacionais como a 

produção e liberação de uma grande variedade de mediadores inflamatórios (prostaglandinas 

[PGs], citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigênio) na interface materno-fetal(2) 

acarretam na sequência de eventos que caracterizam o parto, incluindo o aumento da 

contratilidade uterina, dilatação cervical e ruptura das membranas corioamnióticas [Figura 1]. 

As membranas fetais são compostas pela camada mais interna - âmnio- e a camada mais externa 

- cório – conferindo sustentação e uma barreira protetora ao feto em desenvolvimento. 

Idealmente, a ruptura dessas membranas ocorre durante o parto. Quando essas membranas se 

rompem antes do início do parto, mas após a 37ª semana de gestação, denomina-se Rotura 

Prematura de Membranas. A causa dessa ruptura muitas vezes é desconhecida, no entanto, a 

infecção intrauterina assintomática é um frequente precursor (3).  

Sabe-se que o início da sinalização do parto está primariamente ligado a mudanças 

endócrinas maternas e fetais incluindo produção de cortisol e queda da progesterona, além de 
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mudanças imunológicas como a infiltração leucocitária nos tecidos da interface materno-fetal. 

Além disso, os níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) aumentam ao final da gestação 

devido, principalmente, a elevada demanda metabólica do feto, depleção de antioxidantes e 

uma redução do aporte de substratos metabólicos materno, gerando estresse oxidativo. O 

aumento desse processo leva à ativação de moléculas inibidoras de autofagia - processo 

intracelular de catabolismo necessário à homeostasia celular - como o fator nuclear -kB e a 

proteína de choque térmico HSPA1A(4). A redução da autofagia é uma característica de 

placentas avaliadas por microscopia eletrônica após partos vaginais(4). 

O desequilíbrio das funções endócrinas, imunológicas e a sobrecarga de estresse 

oxidativo levam a uma sobrecarga inflamatória que perturba a manutenção da gestação, 

resultando em mudanças que podem culminar no trabalho de parto(5). A mudança do miométrio 

de seu estado quiescente para o contrátil é acompanhada por uma mudança na sinalização das 

vias anti-inflamatórias e pró-inflamatórias, incluindo quimiocinas (Interleucina-8), citocinas 

(Interleucina-1) e proteínas associadas a contração como receptores de ocitocina e de 

prostaglandinas(6). Essa via comum do parto é ativada fisiologicamente no caso do trabalho de 

parto a termo, enquanto diversos processos patológicos ativam um ou mais componentes dessa 

via na iminência de um parto pré-termo. 
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Figura 1. Eventos de contratilidade miometrial, apagamento cervical e enfraquecimento das membranas 

corioamnióticas que culminam no parto. Figura adaptada de Romero et al. (2013) e retirada de: de Andrade 

Ramos, BR. Polimorfismos de genes pró e anti-inflamatórios candidatos à predisposição à rotura prematura 

de membranas pré-termo e ao trabalho de parto pré termo. Botucatu: Faculdade de Medicina de Botucatu-

Unesp. 2015. 

 

O trabalho de parto pré-termo com bolsa íntegra (TPP) é uma intercorrência obstétrica 

definida pelo trabalho de parto que ocorre antes da 37ª semana de gestação e que pode ser 

causado por múltiplos processos patológicos. O parto pré-termo é uma consequência dessa 

complicação e é a causa principal de morbidade e mortalidade neonatal. Mundialmente, a 

incidência de parto pré-termo é de aproximadamente 15 milhões por ano, com prevalência 

aproximada superior a 10% das gestações(7). De acordo com a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), o Brasil está entre os 10 países com maior número de partos pré-termo no mundo(8). 

Um estudo de prevalência multicêntrico realizado em 2014 e que envolveu mais de 5 mil 

gestantes das 5 regiões geográficas brasileiras demonstrou que a taxa de prematuridade no país 

é de 12,3%, variando de 14,7% na região nordeste a 11,1% no Sudeste(9). 

A cada ano, aproximadamente 1 milhão de crianças morrem devido a complicações do 

parto pré-termo(10). As complicações neonatais relacionadas ao parto pré-termo podem incluir 

síndrome do desconforto respiratório, sepse, hemorragia intraventricular, enterocolite 
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necrosante, hipotermia, hipoglicemia, hiperbilirrubinemia e dificuldades de amamentação(11, 

12). As consequências a longo-prazo podem afetar a qualidade de vida desses recém-nascidos e 

incluem retinopatia da prematuridade, comprometimento do desenvolvimento neuronal e 

paralisia cerebral(13). 

A Rotura Prematura de Membranas Pré-termo (RPM-PT) é outra complicação obstétrica 

e é definida pela ruptura das membranas corioamnióticas anterior à 37ª semana de gestação. 

Ocorre em 3% de todos as gestações(14) e pode ser identificada em 30-40% dos casos de TPP(15).  

Tanto o Trabalho de Parto Pré-termo quanto a Rotura Prematura de Membranas Pré-

termo possuem etiologias ainda não completamente elucidadas. Porém, dentre os fatores 

sabidamente associados ao TPP e à RPM-PT, podemos citar patologias gestacionais (e.g. 

múltiplas gestações, disfunções endócrinas, eclâmpsia, etc), distensão uterina (e.g. provocada 

por polidrâmnio ou gemelaridade), insuficiência istmo-cervical, estresse materno, vaginose 

bacteriana e infecção da cavidade amniótica(16-20). 

Outros fatores, como fatores comportamentais, ambientais, sociodemográficos, étnicos 

e predisposição genética também já foram associados a essas complicações(6), com 

possibilidade de haver mais de um fator de risco presente em pacientes acometidas por esses 

resultados adversos da gestação. Visto que muitos desses fatores resultam num aumento da 

inflamação sistêmica, o estímulo das vias inflamatórias pode explicar o aumento de partos pré-

termos associados a múltiplos fatores de risco(3). 

Sabe-se atualmente que alterações nos mecanismos de inflamação, estresse oxidativo e 

autofagia estão diretamente envolvidos na patogenia do TPP e da RPM-PT(4, 21), mas não foram 

descritos, até o momento, biomarcadores capazes de predizer tais condições. Essa dificuldade 

se deve a enorme complexidade que envolve a imunologia da relação materno-fetal e ao difícil 

acesso a amostras biológicas que representem o ambiente uterino de maneira fidedigna. Nesse 

contexto, as vesículas extracelulares presentes na circulação materna têm sido objeto de 
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diversos estudos devido ao seu potencial de representar o ambiente útero-placentário a partir de 

amostras obtidas de maneira não invasiva. 

Essas vesículas extracelulares foram descritas pela primeira vez por Pan e Johnstone em 

1983(22) como uma família heterogênea de vesículas delimitadas por membranas originadas do 

endossoma ou da membrana do plasma(23).Elas são secretadas por quase todos os tipos celulares 

e são encontradas em fluidos corpóreos, incluindo sangue periférico, urina, saliva e leite 

materno. Podem ser classificadas quanto ao tamanho ou modo de liberação celular, dentre eles 

as microvesículas, corpos apoptóticos e os exossomos [Figura 2]. Nesta última classificação, 

os exossomos possuem formato arredondado e achatado e são compostos por uma bicamada 

lipídica(24) com um diâmetro que varia entre 30 e 150 nm(23). 

De forma geral, a origem dos exossomos consiste em três estágios: a formação de 

vesículas endocíticas da membrana do plasma, a invaginação da vesícula endossomal da 

membrana resultando no que é chamado de Corpúsculo de microvesículas (Microvesicle 

Bodies- MVB) que consiste em Vesículas intraluminais (ILVs) e, por fim, a fusão dessas MVBs 

com a membrana plasmática que, por sua vez, libera o conteúdo vesicular chamado de 

exossomos por meio de exocitose(25) [Figura 3]. 

Inicialmente, os exossomos foram descritos como um mecanismo de eliminação de 

excedentes celulares, no entanto, pesquisas mais recentes demonstraram que estas vesículas 

desempenham papel como importantes mediadores de comunicação intercelular, podendo agir 

sistemicamente e atuar de forma endócrina além de estarem envolvidas em processos 

fisiológicos, bem como na progressão de patologias(23). 

De fato, Valadi et al.(26) observaram que exossomos originados de células dendríticas 

são especificamente englobados pelo mesmo tipo celular, demonstrando que a ação dos 

exossomos pode ocorrer de maneira célula/tecido-específica. Além disso, uma característica 
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que também se destaca nessas vesículas é sua alta estabilidade pois, mesmo após 

descongelamento, os exossomos mantém sua integridade(27).  

Estudos recentes apontam para o potencial papel destas vesículas na comunicação 

intercelular também durante o período gestacional e, de forma importante, no terceiro trimestre 

gestacional, atuando na sinalização que culmina no trabalho de parto(28). As células 

trofoblásticas, placentárias e fetais secretam exossomos e já foi demonstrado que a 

concentração de vesículas derivadas de células placentárias aumenta significativamente ao 

longo dos trimestres gestacionais, além de ser significativamente maior em gestantes quando 

comparadas a não-gestantes(29). 

Devido a sua origem endossomal, os exossomos contém em sua superfície proteínas de 

transporte e fusão de membranas (GTPases, Annexinas, Flotillinas), tetraspaninas (CD9, CD63, 

CD81, CD82), proteínas de choque térmico (Hsc70, Hsp90), proteínas envolvidas na biogênese 

do corpúsculo de microvesículas [MVB] (Alix, TSG101)(30) [Figura 4]. Adicionalmente, 

carregam em seu interior inúmeras moléculas que podem variar de acordo com sua célula de 

origem, como, por exemplo, moléculas de MHC-I e MHC-II (de origem de células 

apresentadoras de antígeno), lipídios e também ácidos nucleicos, como RNA mensageiro 

(mRNA), RNAribossômico (rRNA) e microRNA (miRNA). Um estudo recente(28) identificou 

um aumento de moléculas como Hsc70 e MAPK P-p38 ativas em exossomos derivados de 

células epiteliais do âmnio após a indução de estresse oxidativo. Estes resultados sugerem que 

os exossomos derivados das células epiteliais do âmnio refletem as características fisiológicas 

da sua célula de origem e que seu conteúdo pode  influenciar mudanças funcionais na interação 

materno-fetal(28). 

Estas moléculas, principalmente proteínas e miRNAs, têm sido alvo de diversos estudos, 

devido ao seu potencial como biomarcadores de diferentes doenças como câncer gástrico(31), 

doença renal crônica(32) e asma(33). De acordo com a base de dados ExoCarta(34), existem 
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atualmente cerca de 8000 proteínas e 194 lipídios já descritos como associados aos 

exossomos(25).  

 

 
 

Figure 2. Representação esquemática de subtipos de vesículas extracelulares liberadas por uma célula. Três 

subtipos de vesículas extracelulares chamados exossomos, microvesículas ou ectossomos e corpos 

apoptóticos são secretados por uma célula no espaço extracelular. Os exossomos são liberados por exocitose, 

enquanto as microvesículas são secretadas por evaginação da membrana plasmática. Os corpos apoptóticos 

são liberados pelas células em morte celular durante os últimos estágios da apoptose para que o debris celular 

possa ser facilmente eliminado pelas células do sistema imune e células vizinhas. Imagem adaptada de Kalra, 

2016 (35). 
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Figura 3. Formação dos exossomos e microvesícula. O exossomo é derivado do endossoma, a invaginação 

acontece e forma a corpo multivesicular contendo numerosas vesículas intraluminais (ILV). O corpo 

multivesicular pode ser degrado por lisossomos ou ocorrer uma fusão com a mebrana e liberar os exossomos. 

As microvesículas, por sua vez, originam do brotamento do plasma da membrana. Imagem adapatada de: Ha, 

2016.(25) 

 
 

 

Figura 4. Composição proteica de um exossomo. Esse esquema que exemplifica a composição de um 

exossomo característico é baseado em dados de 15 análises proteômicas conduzidas em exossomos 

purificados de culturas celulares e fluidos biológicos. As proteínas encontradas em pelo menos 30% deles 

estão listadas e as proteínas presentes em pelo menos 50% está indicado por um asterisco. Imagem adapatada 

de Théry, 2009 (36). 

 

 

No contexto da prematuridade, pouco se sabe ainda sobre a relação dos exossomos e o 

desenvolvimento do trabalho de parto pré-termo. Um estudo de Menon et al. (2019)(5) buscou 

caracterizar e estabelecer o conteúdo proteico de exossomos circulantes no plasma materno de 

gestantes com desfecho de parto pré-termo, rotura prematura das membranas pré-termo 

(PPROM) e de gestantes controle. Os autores puderam identificar expressão diferencial de 

proteínas por grupo e a principal rede de sinalização associada a essas mudanças mostrou ser 

de metabolismo lipídico e de transporte molecular, primariamente associada à inflamação 

durante o parto. Esses dados denotam que mudanças no conteúdo exossômico refletem 
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mudanças funcionais que contribuem para o desfecho gestacional e demonstram o potencial 

dos exossomos como biomarcadores. 

Um estudo desenvolvido por Cantowine et al.(2016)(37) analisou 120 proteínas de 

micropartículas circulantes do plasma materno de gestantes com desfecho de parto pré-termo e 

gestantes com desfecho a termo no 1º trimestre da gestação. Dessas 120 proteínas, foi possível 

relacionar 32 delas ao parto pré-termo como fator de risco ou fator de proteção. Dentre as 

proteínas relacionadas ao parto pré-termo como fator de risco(37), as mais significativas foram 

a alfa-2-macroglobulina,a C1INH (inibidor de C1) e a hemopexina. 

A alfa-2-macroglobulina (A2M) é uma grande glicoproteína plasmática que funciona 

como inibidora de proteinase de amplo-espectro. Em mamíferos é sintetizada principalmente 

no fígado e é responsável por aumentar propriedades pró-coagulantes(38). Nos exossomos, essas 

proteínas podem ser identificadas em células B, endoteliais, mesenquimais, entre outras. A 

A2M é também conhecida por estar envolvida na diferenciação de células tronco, coagulação 

sanguínea e organização da matriz extracelular (ExoCarta). 

Já a C1INH é uma inibidora de esterase da molécula de complemento C1 da família das 

Serpinas(inibidoras de protease) e produto do gene SERPING1(39), cuja principal função é inibir 

a ativação espontânea do sistema complemento. Esta proteína está envolvida no 

envelhecimento, na ativação plaquetária, e em respostas da imunidade inata e ativação do 

sistema complemento pela via clássica. Tanto a A2M quanto a C1INH já foram encontradas 

em exossomos circulantes(40, 41) e estão relacionadas à regulação negativa do sistema 

complemento na via da lectina. 

A hemopexina é uma glicoproteína de plasma que é expressa principalmente no 

fígado(42). Nos exossomos, essa proteína foi identificada em células de câncer colorretal(43), 

urina(44), timo e células tronco mesenquimais (ExoCarta). Além disso, possui um importante 

papel de transportar a molécula heme e está envolvida na regulação positiva da resposta imune 
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humoral mediada pela imunoglobulina circulante e processos virais. A hemopexina pode ser 

encontrada no lúmen vesicular endocítico, micropartículas de sangue e exossomos. 

O possível envolvimento das proteínas citadas na patogênese do TPP e da RPM-PT pode 

ser explicado pelo cross-talk entre vias nas quais estas proteínas estão implicadas, a saber, 

organização da matriz extracelular (A2M), regulação de ativação espontânea do complemento 

(C1NH) e inibição da formação de radicais livres (hemopexina); e das vias desencadeadoras do 

parto relacionadas as estes mecanismos de remodelamento de tecidos gestacionais, ativação da 

imunidade inata e aumento de estresse oxidativo não contrabalançado por mecanismos 

compensatórios. 

O crescente número de estudos nesta área nos últimos anos aponta para o aumento do 

interesse científico a respeito da correlação entre o conteúdo dos exossomos e os desfechos 

adversos da gestação em questão, porém os estudos nesta área se encontram em fase inicial e 

suas específicas associações permanecem alusivas. Ainda, apesar de evidências apontando para 

o efeito de algumas proteínas como fator de risco ao TPP, a busca de um biomarcador capaz de 

predizer o parto pré-termo ainda permanece distante da realidade científica. Estudos que 

busquem aprofundar essa correlação contribuirão, não só para a melhor compreensão do 

processo molecular que culmina no desfecho prematuro da gestação, mas para a minimizar 

complicações advindas da prematuridade. 
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