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1. Resumo

Introducao: Corioamnionite é definida como inflamagdo das membranas
corioamnioticas, sendo que tal inflamacao resulta geralmente de infeccao bacteriana do
liqguido amniédtico, das membranas fetais e da placenta. O sistema imune inato constitui
a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patégenos e nesse sentido 0s
receptores Toll-like (TLR) sdo importantes reguladores dessa resposta inespecifica.
Entretanto, a expressao desses receptores nas membranas corioamniéticas de
gestacdes complicadas por corioamnionite ndo estd bem estabelecida. Objetivo:
Investigar a expresséo de receptores Toll-like -2 e -4 em membranas corioamnitticas de
gestagdes complicadas por corioamnionite. Material e Métodos: Foram incluidas no
estudo 48 membranas corioamnioticas, coletadas no Servigo de Obstetricia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, no periodo de janeiro a
novembro de 2008, de gestacdes pré-termo e de termo, incluindo gestantes com rotura
prematura de membranas pré-termo (RPM-PT), trabalho de parto pré-termo (TPP) além
de gestacbes de termo (GT). Fragmentos das membranas corioamniéticas foram
encaminhados a andlise histopatolégica para confirmagdo de corioamnionite
histolégica. Outros fragmentos de 1cm? das membranas foram acondicionados em RNA
later® e foram submetidos a extracdo de RNA total. Apds a extracdo do RNA, as
amostras com concentracdo entre 0,02 e 0,2ug/ uL de RNA foram submetidas a
obtencdo de cDNA para posterior utilizagdo na quantificagédo da expressao de TRL-2 e
TLR-4 pela técnica da PCR em tempo real empregando-se o sistema TaqMan® Gene
Expression Assays. Resultados: Dentre as 24 membranas corioamnibticas com

presenca de corioamnionite, 41,7% foram obtidas de gestantes em TPP; 33,3% de
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gestantes com RPM-PT e 25,0% de gestantes com GT. As membranas corioamnidticas
expressam os TLR-2 e -4 e a concentracdo relativa de RNAm de TLR-4 em relacéo a
concentracdo de TLR-2 estd aumentada na presenga de corioamnionite. Entretanto,
nao ha diferenca nas concentracdes relativas de RNAm de TLR-2 e de -4 na presenca
de corioamnionite quando comparadas com membranas livres de infiltrado inflamatério
e também nao ha diferenca na expressao desses receptores, na presenca ou nao de
corioamnionite, entre gestacdes pré-termo e de termo. Conclusao: A expressao de
TLR-2 e de TLR-4 ndo é modulada pela presenca de corioamnionite histolégica em

gestacoes pré-termo ou de termo, na presenca de trabalho de parto.
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2. Introducao

As membranas corioamniéticas formam uma estrutura de extrema importancia
para o desenvolvimento fetal. Dentre suas principais fungbes estdo a protegcédo do feto
contra traumas, a manutengao do volume do liquido amniético e a prote¢do do cordéao
umbilical e do sangue fetal contra a compressao, além de servirem como barreira contra
infecgdes vindas do trato genital inferior.

A estrutura multiestratificada das membranas fetais é constituida tanto de
elementos de tecido conectivo quanto de elementos de tecido epitelial. O epitélio
amniotico é formado por uma monocamada de células epiteliais colunares que reveste
a cavidade amnidtica®. O amnio e cérion repousam sobre a decidua reflexa,
constituindo o corion leve e, acima dos cotilédones, originando a membrana corial. O
amnio, que se localiza internamente e em contato com o feto, apresenta-se liso,
translucido e delgado, enquanto o cérion € mais externo, esta em proximidade com a
cavidade uterina e apresenta-se irregular e opaco, sendo mais espesso na membrana
corial e mais delgado no cérion leve.

O termo corioamnionite pode ser empregado para se referir as condigdes clinica,
sub-clinica e histolégica, e a designacao corioamnionite clinica € freqlientemente
intercambidvel com os termos infecgdo intra-amniética ou amnionite® A corioamnionite
clinica ocorre em 1% a 2% dos partos de termo e em 5% a 10% dos partos pré-termo,
havendo aumento dessa incidéncia quando ha rotura prematura das membranas por
tempo prolongado®. O diagnéstico de corioamnionite clinica geralmente se baseia na
presenca de febre materna acima de 38°C, além de pelo menos dois dos seguintes
achados: leucocitose materna (acima de 15 mil células/ cm?®), taquicardia materna

(acima de 100 bpm), taquicardia fetal (acima de 160 bpm) e mau odor do liquido
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amniético®. Dentre os fatores de risco associados & corioamnionite clinica estéo
nuliparidade, baixa idade materna, vaginose bacteriana, trabalho de parto prolongado e
presenca de meconio no liquido amniético®®.

Corioamnionite histolégica € definida como inflamacdo das membranas
corioamnioticas, sendo que tal inflamacao resulta geralmente de infeccao bacteriana do
liquido amniético, das membranas fetais, da placenta e do Utero’. A maioria dos casos
de corioamnionite histoldgica ocorre na auséncia de sinais clinicos e de sintomas de
infeccao e este diagndstico pode ser feito em mais de 20% das gestacdes de termo e
em mais de 50% dos partos pré-termo®®2.

A maioria dos casos de corioamnionite tem como causa a via ascendente de
infeccdo a partir de microrganismos da flora vaginal e da vaginose bacteriana que
acessam o trato genital superior através da cérvix. Esse conceito é apoiado pela
observacdo de que, em geral, os microrganismos isolados do liquido amniético de
gestantes com corioamnionite s&o similares aos encontrados no trato genital inferior,
dentre eles Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Bacteroides, Prevotella,
Escherichia coli e Streptococcus do grupo B*'°. Sustentando este conceito, Galask et
al."! descreveram que os microrganismos da flora vaginal apresentam capacidade de
atingir as membranas corioamniéticas e infectar a cavidade amniética. Segundo Gyr et
al."?, alguns desses microrganismos teriam maior capacidade de invasdo. Além da via
ascendente, outras possiveis rotas de infeccdo da cavidade amniética incluem a via
transplacentaria, infeccao retrograda pélvica e infecgcdo uterina causada por
procedimentos médicos como a amniocentese’. A corioamnionite pode ser
concomitante ou resultar de infeccdo e inflamacdo de outros tecidos gestacionais,

incluindo decidua (deciduite), vilos placentarios (vilite) e cordao umbilical (onfalite).
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Corioamnionite também pode resultar em bacteremia materna e fetal, sepse e aumento
das taxas de mortalidade do recém-nascido®.

Além da placenta humana e seus anexos constituirem-se em barreira fisica
contra invasdao microbiana da cavidade amniotica, estudos tém mostrado o papel da
placenta como barreira imunolégica, uma vez que expressa agentes antimicrobianos™® e
componentes do sistema imune inato, como os receptores Toll-like (TLR)'*. Os TLRs
pertencem a uma familia de receptores transmembrana que reconhecem padrdes
especificos de origem microbiana. Foram identificadas dez isoformas de receptores
Toll-like em tecidos humanos, os quais sdo denominados TLR 1-10". Todos os
membros da familia TLR possuem uma estrutura basica constituida por trés dominios:
um dominio extracelular que contém repeticbes ricas em leucina; um dominio
transmembrana muito curto e um dominio citoplasmatico denominado dominio receptor
Toll/IL-1, o qual compartilha uma regido conservada de cerca de 200 aminoacidos com
o receptor de IL-1"°. A ligagcdo de um TLR ao seu ligante especifico culmina na ativacdo
de fatores de transcricdo, principalmente o NF-kB, o qual estd envolvido com a
regulacdo da sintese de citocinas pré-inflamatérias e prostaglandinas'®.

Existem diferengcas quanto aos principais produtos bacterianos reconhecidos por
esses dois tipos de receptores. O TLR-2 esta envolvido na resposta a produtos de
bactérias gram-positivas, lipoproteinas associadas a micobactérias, peptidioglicano e

acido lipoteicdico assim como ao zimosan da parede ftingica'®?'

, enquanto o TLR-4 é o
principal mediador da resposta imune ao lipopolissacarideo (LPS)??. Esses receptores
sdo0 especialmente expressos pelo epitélio amniético?®, constituindo a primeira linha de

defesa contra infecgao®*
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Poucos estudos foram realizados avaliando a expressdo de TLR-2 e 4 em
tecidos gestacionais na presenca de corioamnionite e os resultados sdo conflitantes®
1425 Em estudo recente, utilizando a técnica de imuno-histoquimica, Rindsjé et al.®
descreveram que em todas as placentas estudadas o TLR-2 foi expresso pelo
trofoblasto e que em placentas do segundo trimestre de gestacéo, a expressao de TLR-
2 foi confinada ao citotrofoblasto. Ainda segundo esses autores, houve significante
reducdo da expressao de TLR-2 em placentas com corioamnionite, justificando que a
expressao de TLR-2 pelo trofoblasto deve ser afetada pelo processo inflamatério. Esses

2
.23

resultados diferem dos achados de Kim et al.“® que demonstraram aumento na

expressao de TLR-2 em membranas que apresentavam corioamnionite. Para Kumazaki

et al.™

as células de Hofbauer de placentas pré-termo complicadas por corioamnionite
demostraram aumento da imunorreatividade ao TLR-4 quando comparadas com
aquelas sem corioamnionite ou com placentas de terceiro trimestre. Entretanto, nao
podemos deixar de considerar que a discordancia entre esses estudos pode refletir
diferencas da resposta a infeccao nas diferentes partes da placenta. Para Rindsj6 et
al.® o0 mecanismo pelo qual a expressdo de TLR-2 pelo trofoblasto é reduzida em
placentas infectadas ainda precisa ser elucidado.

Segundo Kim et al.®

a expressdo dos receptores TLR-2 e -4 pelo epitélio
amniético sugerem que esse epitélio nao funciona apenas como barreira mecéanica aos
microrganismos, mas também é requerido na ativagdo do sistema imune inato. Ainda
para esses autores, 0 aumento na expressao de ambos o0s receptores em membranas
corioamnioticas de gestacdes com parto espontdneo de termo € um novo conhecimento

que corrobora com a associacao do parto espontaneo, ainda que modestamente, a

resposta inflamatéria dos tecidos gestacionais, com producdao de citocinas pro-
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inflamatérias, conforme descrito por Keelan et al®. Segundo Muzio et al.“’, citocinas
inflamatorias tém mostrado regulacao positiva na expressao de TLR-2 e -4, e a possivel
explicacdo para esses achados é que a expressdo aumentada dos TLRs nos tecidos
gestacionais no momento do trabalho de parto pode servir para aumento da protecao
do hospedeiro contra invasao microbiana da cavidade amniética, em um momento téao
vulneravel da gestacao.

Nesse sentido, tem sido mostrado que a expressao de TLR-2 e de TLR-4 é

2128,29 | 30

regulada por estimulo microbiano Entretanto, segundo Holmlund et a a
estimulacdo de placentas com diferentes concentracbes de zimosan e LPS néo
determinou diferencas de expressdo de RNA mensageiro (RNAm) de TLR-2 e de TLR-4
quando comparado com controles ndo estimulados. Segundo esses autores, é possivel
que os TLR-2 e -4 estejam normalmente super expressos nos tecidos uterinos como
mecanismo de defesa, o qual pode rapidamente ser mobilizado e proteger o feto contra
infecgdes durante a gestagdo e o parto, corroborando os achados de Muzio et al.%.

Em estudo com camundongos, Gonzalez et al.*'

avaliaram a expressao de TLRs
pela técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, e demonstraram
que a expressao desses receptores € substancialmente diferente no tecido uterino de
fémeas prenhes e ndo prenhes e que o RNAm dos receptores TLR-2, -3, -4 e -9

aumentam ao longo da prenhez. Esses dados estdo de acordo com Beijar et al.*?

que
relataram que os vilos placentarios de primeiro trimestre demonstraram menor
expressao de TLR-4 quando comparado com amostras de termo.

Considerando que os TLR-2 e TLR-4 reconhecem a maioria dos microrganismos

freqientemente envolvidos na invasdo microbiana da cavidade amniética e que essa

infeccdo desempenha papel importante na ativacdo da resposta inflamatéria das
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membranas corioamnidticas, além de os dados da literatura serem conflitantes em
relacdo a expressao desses receptores na presenca de corioamnionite histoldgica, o
estudo da expressao génica dos TLRs podera contribuir para o entendimento do papel

da imunidade inata nessa complicacao gestacional.

3. Objetivo
O objetivo desse estudo é investigar a expressdo de TLR-2 e de TLR-4 em

membranas corioamniéticas de gestacées complicadas por corioamnionite histoldgica.
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4. Material e Métodos

4.1. Constituicao dos grupos de estudo

Foram incluidas no estudo 48 membranas corioamniéticas coletadas no Servico
de Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP,
no periodo de janeiro a novembro de 2008, de gestacbes pré-termo e de termo,
incluindo gestantes portadoras de rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-
PT), trabalho de parto pré-termo (TPP) além de gestacdes de termo (GT), sendo que
todas as gestantes entraram em trabalho de parto para resolugao da gestacao.

Foram excluidas do estudo as membranas corioamnidticas de gestacdes
complicadas por diabetes, hipertensdo, anomalias fetais congénitas comprovadas,
gemelaridade, placenta prévia e infeccao urinaria ou outras infeccoes.

Para se estabelecer a idade gestacional foi avaliada a data da dltima
menstruacao e/ou o exame ultra-sonografico precoce (até 20 semanas). Nas gestantes
que apresentaram RPM-PT, o diagnéstico foi confirmado pela histéria clinica e
constatacao de liquido amniético na cavidade vaginal ou quando isto ndo foi possivel,
por meio de testes realizados na secrecado do fundo de saco vaginal: cristalizacdo do
esfregaco em lamina seca, queima de esfregaco em lamina, pH vaginal e pesquisa de
células fetais pela coloracao do azul de Nilo. O diagnostico de TPP foi confirmado pela
presenca de uma ou mais contracées a cada 10 minutos com ritmo e freqiiéncia
regulares e esvaecimento cervical igual ou superior a 50% e/ou dilatagao cervical igual
ou superior a 2 cm3.

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram informadas quanto a finalidade

da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1), apds
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a aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu,

UNESP (Oficio 316/08-CEP; anexo 2).

4.2. Colheita de membranas corioamniéticas

No momento da resolucao da gestacao, logo apos a dequitagédo, foram colhidas
membranas corioamnidticas de todas as gestantes incluidas no estudo. Fragmentos de
1 cm?® da borda das membranas foram coletados com uso de material estéril e
acondicionados em tubos de 1,5 mL tipo eppendorf contendo RNA later™ (RNA
Stabilization Reagent - Qiagen) por 4 horas. Ap6s esse periodo, os fragmentos foram
transferidos para novo tubo e imediatamente armazenados a -80°C. As placentas,
membranas corioamniodticas e corddes umbilicais foram fixados e acondicionados em
recipiente apropriado contendo formol a 10% para a fixagdo do material. Apds a fixacao,
fragmentos das membranas corioamnidticas foram desidratados em &lcool,
diafanizados em xilol e a seguir incluidos em blocos de parafina. Os blocos obtidos
foram seccionados em micrétomo 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 andlise histopatolégica das membranas. O
critério histopatoldégico empregado para o diagndéstico de corioamnionite foi o descrito

por Hargitai et al®*.
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4.3. Deteccao de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 por PCR em tempo real

4.3.1. Extracao de RNA

Os fragmentos de membranas corioamnidticas coletados conforme descrito no
item 4.2 foram retirados dos tubos tipo eppendorf e submetidos a extracdo de RNA
total, usando o kit RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare), seguindo as
instrugbes do fabricante. Com o auxilio de um bisturi, obteve-se uma quantidade de 30
mg de tecido, a qual foi macerada em cadinho contendo nitrogénio liquido, com
posterior adicao de 350 uL de tampao RA1 acrescido de B- mercaptoetanol e lise em
vortex. A seguir, o tecido lisado foi transferido para um filtro com tubo coletor e
centrifugado por 1 minuto a 11.000g. Apo6s a centrifugagao, o filtro foi descartado e o
filtrado transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 350 pL de etanol
70% e o conteudo dos tubos foi homogeneizado no vortex por duas vezes.
Posteriormente, o lisado foi transferido para a coluna com membrana gel-silica e
centrifugado por 30 segundos a 8.000g. Em seguida, foram adicionados 350 uL de
tampéao MBD e o material foi centrifugado por 1 minuto a 11.000g para a secagem da
membrana de gel-silica. Em seguida, o filtrado foi descartado e o tubo coletor colocado
de volta na coluna. As amostras foram submetidas ao tratamento com a enzima DNase
livre de RNase, com objetivo de eliminar possivel contaminacdo com DNA residual
gendmico. Posteriormente, realizou-se o processo de lavagem do material, no qual
primeiramente foram adicionados 200 uL de tampado RA2 com centrifugagdo por 1
minuto a 8.000g. Depois as colunas foram transferidas para novos tubos coletores, nos
quais foram adicionados 600 pL de tampéao RA3. Os novos tubos coletores foram entao

centrifugados por 1 minuto a 11.000 g e, apds descarte do conteudo do tubo coletor,
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foram adicionados 250 plL de tampao RAS3, com centrifugacao por 2 minutos a 11.000g.
As colunas foram transferidas para novos tubos de 1,5 uL e o RNA foi eluido em 40 uL
de agua RNase-free. Apds o término da extracao, verificou-se a eficacia do tratamento
com a DNAse por amplificacdo do gene constitutivo da PB-globina por PCR direta
seguida de visualizacdo em gel de agarose 1,5%. As amostras que nao apresentaram
essa amplificagdo foram incluidas no estudo e o RNA extraido foi quantificado pela
leitura em aparelho NanoDrop (Eppendorf), na absorbancia de 260nm (Azsp). A pureza
do RNA obtido foi determinada pela razdo da absorbancia de 260 nm pela absorbancia

de 280nm (Aos0/A2gp). Foram consideradas aceitaveis as razdes entre 1,8 e 2,1.

4.3.2. Obtencao de cDNA

Em seguida a extracdo do RNA, as amostras com concentracao entre 0,02 e
0,2ug/ uL de RNA foram submetidas a obtencao de cDNA utilizando-se o High-Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems), seguindo as instrucdes do fabricante. O cDNA
produzido foi armazenado a - 20°C para posterior utilizagdo na detecgao e quantificagao

da expressao dos TLRs pela técnica da PCR em tempo real.

4.3.3. PCR em tempo real

A partir do cDNA obtido foi efetuada a amplificacdo dos genes dos TLR-2
(Hs00610101_m1) e TLR-4 (Hs00370853_m1), de acordo com o protocolo da Applied
Biosystems TagMan® Gene Expression Assays em ABI Prism® 7300 Sequence

Detector, em volume final de 20 uL com adicdo de 5 puL de cDNA das amostras na

diluicdo 1:5. As condigbes da reacao foram de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40
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ciclos compostos por 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, sendo os sinais de
fluorescéncia adquiridos nos passos de anelamento e extensdo do ciclo de amplificagéo
(60 °C por 1 minuto). Em todos os ensaios, as amostras foram processadas em
duplicata. Paralelamente, foi realizada a amplificagdo do gene TBP (TATA box binding
protein) (Hs9999910_m1) como controle enddgeno, visto que o valor real de expressao
génica foi dado através da comparagcao do resultado de amplificacdo dos genes dos
TLRs e desse gene constitutivo.

A linearidade de resposta dos primers e sondas utilizados foi confirmada pela
amplificacdo da diluicdo seriada de um pool de cDNA produzido a partir do RNA de
varias amostras de membranas corioamnitticas incluidas no estudo. Essa mistura de
cDNA foi diluida na razdo de 1:2 a 1:128 em agua ultrapura estéril e estas diluicbes
foram testadas em duplicatas pela PCR em tempo real para TLR-2, TLR-4 e para o
gene constitutivo TBP. A menor diluicdo do cDNA de referéncia recebeu o valor relativo
igual a 1000 e, seguindo a mesma razéo da diluicdo, as outras trés diluicdes do cDNA
foram determinadas como 500, 250 e 125 (Figura 1). Depois disso, determinou-se o
ponto relativo a diluicdo 1:4 como ponto de referéncia, de acordo com a determinagao
do Ct (cycle threshold), o qual foi empregado como parametro em todas as reagdes. A
concentracdo de cada amostra testada foi fornecida diretamente pelo programa SDS

1.2.3, sendo calculada em relagao ao ponto de referéncia.
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Figura 1. Amplificagdo da PCR em tempo real dos genes TBP, TLR-2 e TLR-4 (A, B e C respectivamente) nas diluigdes do pool de

cDNA utilizado para testar a linearidade de amplificacdo. Em ordem decrescente, da esquerda para a direita, apresentam-

se as diluigdes 1:2, 1:4,1:8 e 1:16.
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4.4. Analise Estatistica

As concentragbes relativas de RNAm entre os TLRs em membranas
corioamnioticas bem como as concentragdes relativas desses receptores na presenca
ou ndo de corioamnionite e entre as gestagdes pré-termo e de termo foram submetidas
ao teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparacao entre dois grupos, apés
analise da normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (com correcao de
Lilliefors). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se software SigmaStat 3.1. e o

nivel de significancia adotado para todos os testes empregados foi de 5%.



Resultndvs
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5. Resultados

5.1. Analise histopatolégica das membranas corioamniéticas

A andlise histopatolégica referente a presenca de infiltrado inflamatério nas
membranas corioamnidticas esta apresentada na Tabela 1 e nas Figuras 2 e 3. Dentre
as 24 membranas corioamniéticas com presenca de corioamnionite, 41,7% foram
obtidas de gestantes em TPP; 33,3% de gestantes com RPM-PT e 25,0% de gestantes

com GT.

Tabela 1. Porcentagem de corioamnionite presente nas membranas corioamniéticas das gestantes com Trabalho de
Parto Pré-Termo (TPP); Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo (RPM-PT) e de Gesta¢des de Termo

(GT).
Presenca de corioamnionite (n=24) Auséncia de corioamnionite (n=24) Total
(n %) (n %) (n %)
TPP 10 (41,7) 8 (33,3) 18 (37,5)
RPM-PT 8 (33,3) 8 (33,3) 16 (33,3)
GT 6 (25,0) 8 (33,3) 14 (29,2)

Total 24 (100,0) 24 (100,0) 48 (100,0)
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Figura 2. Fotomicrografia das membranas corioamnidticas  normais
evidenciando dmnio, cdrion liso e decidua capsular livees de infiltrado
inflarmatdrio. HE. 1003

Figura 3. Fotomicrografia das membranas coricamnidticas dermonstrando
infiltrado inflamatdrio agudo. HE. 400%.
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5.2. Concentracao relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4

5.2.1. Concentracao relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 nas membranas
corioamnioticas

As concentragdes relativas de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 nas membranas
corioamnioticas estao representadas na Figura 4. Observa-se que a concentracao de
RNAm de TLR-4 foi significativamente superior a de RNAm de TLR-2. Na presenca de
corioamnionite a concentracdo de RNAm de TLR-4 foi significativamente maior que a de
RNAm de TLR-2, porém, na auséncia de corioamnionite ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre a concentragao relativa de RNAm desses receptores.



coreentragio relativa de RMAM
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Figura 4. A. Concentragéo relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 nas membranas corioamniéticas incluidas no estudo; B.

Concentragéo relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 na presenca de corioamnionite; C. Concentragao relativa de RNAm

de TLR-2 e de TLR-4 na auséncia de corioamnionite; teste de Mann-Whitney.
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5.2.2. Concentracao relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 e corioamnionite

As concentragdes relativas de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 na presenga ou nao
de corioamnionite estdo representadas nas Figuras 5 e 6. Observa-se que nao houve
diferenca estatisticamente significativa na concentracdo de RNAm de TLR-2 e de TLR-4

entre 0s grupos com e sem corioamnionite.
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Figura 5. Concentragao relativa de RNAm de TLR-2 em membranas corioamnidticas na auséncia e na presenga de
corioamnionite. Teste de Mann-Whitney; p>0,05.
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Figura 6: Concentracéo relativa de RNAm de TLR-4 em membranas corioamniéticas na auséncia e na presenca de
corioamnionite. Teste de Mann-Whitney; p>0,05.
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5.2.3. Concentracao relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 em gestacoes pré-
termo e de termo
As concentracOes relativas de RNAm de TLR-2 e de TRL-4 n&o apresentaram
diferenga estatisticamente significativa nas membranas de gestacdes pré-termo em
relacdo as membranas de termo, independente da presenca ou nao de corioamnionite

(Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Concentragao relativa de RNAm de TLR-2 em membranas corioamniéticas de gestagdes pré-termo e de termo, na
presenga ou ndo de corioamnionite. Teste de Mann-Whitney; p>0,05.
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Figura 8. Concentragao relativa de RNAm de TLR-4 em membranas corioamnidticas de gestagdes pré-termo e de termo, na
presenca ou ndo de corioamnionite. Teste de Mann-Whitney; p>0,05.
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6. Discussao

A interface materno-fetal € um local que promove tolerdncia ao aloenxerto
enquanto mantém a resposta do hospedeiro contra possiveis patégenos. Estudos
clinicos tém mostrado forte associacdo entre infec¢ao intra-amniética e complicacées

gestacionais®>%’

, sendo que a resposta imune inata contra os microrganismos na
interface materno-fetal pode ter significante impacto no sucesso da gestacdo. Somado
a isso, sao crescentes as evidéncias que o sistema imune inato é ativado na interface
materno-fetal.

Os TLRs sdo expressos em células dendriticas, mondécitos e macréfagos®® e em
uma variedade de epitélios como do intestino® e pele®® e em tecidos gestacionais e

4243 células endometriais*® e

reprodutivos, incluindo células trofoblasticas®®*!, deciduais
no estroma das tubas de Falépio*. O TLR-4 foi ja foi localizado principalmente no trato
genital superior, mas nao € expresso na vagina € na ectocérvice, o que pode explicar a
auséncia de constante ativacdo do sistema imune na resposta a flora vaginal comensal
normal.

Poucos estudos foram realizados avaliando a expressdo de TLR-2 e -4 em
tecidos gestacionais na presenca de corioamnionite e os resultados sdo conflitantes®
1425 No presente estudo, avaliou-se 48 membranas corioamnidticas de gestantes em
TPP, RPM-PT e GT, todas em trabalho de parto, para comparar a concentracao
relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 na presenga ou ndo de corioamnionite. A
freqUiéncia de corioamnionite histolégica no presente estudo foi 41,7% nas gestantes
com TPP, 33,3% nas gestantes com RPM-PT. Incidéncia similar € descrita na literatura,

variando de 30 a 80 % nos casos de RPM-PT**" ¢ chegando a 66% nas gestagdes em

TPP*8. Seong et al.*® encontraram 30,4% de corioamnionite em GT em trabalho de
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parto, similar a porcentagem encontrada nas membranas corioamnioticas estudadas
(25,0%).

Em relacdo a expressdo de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 nas membranas
corioamnioticas, demonstrou-se que os TLR-2 e -4 sdo expressos por esse tecido
gestacional, corroborando com estudos anteriores que descreveram a presenca desses
receptores no epitélio amnidtico 23

Os TLRs reconhecem e ligam-se a padrées moleculares especificos presentes
nos patdégenos microbianos. O TLR-2 reconhece lipidios e carboidratos da parede de
bactérias Gram-positivas, € tem papel chave no reconhecimento de peptidoglicanos,
acido lipoteicdico e lipoproteinas (revisado por Zahringer, 2008 °'). O TLR-4 reconhece
especialmente o LPS das bactérias Gram-negativas®, incluindo aquelas que causam
vaginose bacteriana. Essa infeccdo do trato genital inferior na gestacdo esta
intimamente relacionada com o risco de infeccdo ascendente para a cavidade
amniética®, com conseqliente infiltragdo neutrofilica tecidual, o que caracteriza a
corioamnionite. A infecgdo intra-amniética pode apresentar-se como infeccao
polimicrobiana, o que justifica a expressao dos receptores TLR-2 e -4 nas membranas
corioamnioticas, especialmente na presenga de processo inflamatério.

No presente estudo a concentracdo relativa de RNAm de TLR-4 foi
estatisticamente superior a de TLR-2, sugerindo predominio de infeccdo na cavidade
amnidtica por microrganismos Gram-negativos. Segundo Romero et al** os
microrganismos mais comumente encontrados na cavidade amnidtica sdo Mycoplasma
hominis e Ureaplasma urealyticum, entretanto outros microrganismos como Escherichia
coli e Gardnerella vaginalis também ja foram encontrados®, os quais possuem padrdes

moleculares reconheciveis por TLR-4. Nesse contexto, a expressdo de TLR-4, em
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comparagdo com a de TLR-2, esteve aumentada nos casos de corioamnionite
histolégica no presente estudo. Adams et al. %0 descreveram a imunomarcacgao de TLR-
4 no epitélio amnidtico a partir de 10 semanas de gestacdo, com localizacao na
membrana apical até a gestacdo de termo sem inflamagdo. Na presenga de
corioamnionite, a distribuicdo desse receptor ndo se restringe ao apice das membranas,
mas se estende até a camada basal, o que foi confirmado apds estimulagdo com LPS.
Esses resultados sugerem que o LPS induz a biossintese e a distribuicdo do TLR-4 ao
longo do epitélio amniético. H& de se considerar que a literatura ainda é escassa quanto
a comparagao de expressdao entre RNAm de TLR-2 e de TLR-4 nas membranas
corioamniodticas, o que salienta a importancia do presente trabalho.

Embora a infeccdo da cavidade amnidtica caracterize-se por infeccao
polimicrobiana, a expressdo de TLR-2 e de TLR-4 ndo esteve significativamente
aumentada na presenca de corioamnionite quando comparada com auséncia de
infiltrado inflamatério. Também ndo foi encontrada diferengca significativa na
concentracao relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 nas membranas corioamniéticas
de gestacoes pré-termo quando comparadas as de termo. Esses achados estdo em
discordancia com outros estudos que demonstraram aumento na expressdo desses
mesmos receptores em membranas corioamnidticas na presenca de inflamacéo®. Por

outro lado, Holmlund et al.%°

descreveram que a expressao de TLR-2 e -4 em tecido
placentario, de gestacdes de termo, nado diferiu sob estimulacdo com LPS ou zimosan.
Em estudo recente sobre o TLR-2 em placentas de gestacdes de termo %, os autores
encontraram menor expressdo desse receptor nos casos de corioamnionite.
Adicionalmente, alguns estudos com TLRs analisaram o RNAm dessas proteinas em

30,55

tecidos gestacionais in vitro, apds estimulos inflamatérios e ainda néo esta claro se
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os resultados desses trabalhos foram induzidos pelas condi¢ées de estudo, as quais
podem influenciar o perfil de expressédo génica. Uma possivel interpretacao para esses
resultados é que existe uma diferenca temporal entre a sintese de RNAm e a expressao
de proteina, sendo que esta possui uma meia-vida maior que o seu RNAm. Além disso,
ha de se considerar que esses achados sugerem que a resposta a infec¢ao varia em
diferentes partes da interface materno-fetal.

E importante ainda ressaltar que no presente estudo todas as gestantes
estavam em trabalho de parto e segundo a literatura, as expressdes de TLR-2 e -4
estdo aumentadas em tecidos gestacionais no momento do trabalho de parto® com o
objetivo de aumentar a protecdo do hospedeiro contra invasdo microbiana da cavidade
amniotica, ja que nesse momento a cérvix esta dilatada e deixa a cavidade amnidtica
mais susceptivel a infecgdes. Nesse sentido, podemos sugerir que TLR-2 e -4 estejam
normalmente super expressos nos tecidos gestacionais durante o trabalho de parto e
que nao foi possivel determinar a influéncia da corioamnionite nas amostras avaliadas
e, sem dulvida, a constituicdo de grupos de estudo na auséncia de trabalho de parto
poderia elucidar essa hipdtese.

Portanto, baseado na metodologia empregada e nos resultados obtidos, é possivel
concluir que as membranas corioamniodticas expressam os TLR-2 -4 e que a
concentragao relativa de RNAm de TLR-4 em relagdo a concentragdo de TLR-2 esta
aumentada na presenca de corioamnionite. Entretanto ndo ha diferenca na
concentragao relativa de RNAm de TLR-2 e de TLR-4 na comparacéo de presenca e
auséncia de corioamnionite, assim como ndo ha diferenca na expressdao desses

receptores, na presenca ou nao de corioamnionite, entre gestacdes pré-termo e de
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termo. Sem duvida, esses achados podem ser complementados com a quantificagao

protéica desses receptores nas membranas corioamnidticas.
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