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Revisao de literatura



O Trabalho de Parto Prematuro (TPP) € uma importante intercorréncia obstétrica que
acomete de 5 a 10% das gestacdes’™ e, apesar dos novos tratamentos e estratégias de
prevencdo, sua incidéncia ndo tem diminuido nos ultimos anos®. O TPP é caracterizado pela
presenga de uma ou mais contragdes a cada 10 minutos, com ritmo e frequéncia regulares,
acompanhadas de esvaecimento cervical igual ou superior a 50% e/ou dilatacao cervical igual ou
superior a 2 cm, no periodo em que a idade gestacional encontra-se entre 22 e 37 semanas’. A
principal complicagédo relacionada aos episodios de TPP é a prematuridade, que é responsavel
por 70% dos indices de morbidade e mortalidade perinatal®.

A etiologia do TPP é multifatorial, ja que muitos fatores de risco podem estar envolvidos e
atuando conjuntamente até a instalagdo deste processo. Muitos fatores associados a ocorréncia
de TPP sdo conhecidos, como a ocorréncia de TPP em gestagdes prévias, multiplas gestacoes,
polidramnia, sangramento vaginal durante a gestagéo, rotura prematura de membranas (RPM),
vaginose bacteriana (VB), entre outros®>’®. A diversidade de fatores potencialmente envolvidos na
etiologia do TPP é, sem duvida, uma dificuldade para o desenvolvimento de medidas efetivas para
sua prevengao™.

Atualmente, inumeros estudos tém buscado elucidar causas e mecanismos envolvidos no
desenvolvimento do TPP. No entanto, apesar das varias contribui¢gdes realizadas, a patogénese
do TPP ainda ndo é completamente conhecida®*'*2.

Entre os fatores que sdo conhecidamente relacionados ao desenvolvimento do TPP, a
infeccdo da cavidade amnidtica (CA) merece destaque por estar freqlientemente associada a
episddios de TPP'3! Define-se como infecgdo da CA a presenca de microrganismos no liquido
amniético (LA), na presenca ou auséncia de sinais clinicos de infeccao™.

Trabalhos da literatura relatam diferentes taxas de cultura positiva do liquido amniético,
variando de 10 a 40% dos casos de TPP**'®*® Somado a isso, ja foi demonstrado que pacientes
com infeccdo da CA, no segundo ftrimestre de gestagdo, tém risco aumentado para o

desenvolvimento dessa complicacdo™. Segundo Goldenberg et al.'*, a infeccdo da cavidade



amniébtica esta relacionada a 80% dos casos de TPP com idade gestacional inferior a 30 semanas,
comparado com apenas 30% das gestantes, em trabalho de parto, com idade superior a 37
semanas. Outros estudos, porém, tém relatado a presenca de virus® e inimeras espécies de
bactérias® no liquido amnidtico de pacientes assintomaticas.

Acredita-se que as taxas de infeccdo do LA relatadas por estudos que utilizam métodos de
cultura convencionais podem ser subestimados, visto a inexisténcia de métodos capazes de suprir
todas as exigéncias dos inimeros microrganismos potencialmente presentes no LA?. No entanto,
a introducdo de novas metodologias moleculares, que possibilitam a pesquisa de seqléncias
conservadas inter-espécies, como o gene RNA ribossdmico 16S, tém se mostrado muito eficiente
para a determinacdo das freqiiéncias reais de positividade de infeccdo do LAZ*.

Os microrganismos podem ter acesso as membranas corioamniéticas e ao LA por algumas
vias: ascendente transcervical, hematogénica através da placenta, iatrogénica no momento da
amniocentese e outros procedimentos invasivos ou oriundo da cavidade peritoneal por meio das
tubas uterinas.

O conceito que a invasdo microbiana da cavidade amniotica segue a via ascendente é
apoiado pela observacdo de que, em geral, os microrganismos isolados do liquido amniético de
gestantes com RPM, s3o similares aos encontrados no trato genital inferior (TGI)?*. Sustentando
esse conceito, Galask et al.?’ descreveram que os microrganismos presentes no TGl apresentam
capacidade de atingir as membranas e infectar a cavidade amniédtica. A importancia da infecgao,
por via ascendente, também pode ser demonstrada pelos resultados que revelam presenga de
bactéria nas membranas corioamnidticas, associadas a resposta inflamatéria, em 80% de
gestantes em TPP que tiveram a resolugdo da gestacdo por cesarea®®.

Gyr et al. ® demonstraram que as espécies bacterianas que colonizam o TGl apresentam
diferenga quanto a capacidade de invasao das membranas corioamniéticas. Somado a isso, ja é
conhecido que algumas espécies bacterianas encontradas colonizando o TGI, principalmente
aquelas associadas a VB, liberam sialidases e prolidases. As sialidases sdo enzimas que clivam o
acido sialico de glicoproteinas, dentre elas a IgA, mucinas e receptores celulares e, dessa forma,

estd associada a evasdo da imunidade inata e adquirida, pela degradacdo da IgA cervical e



alteracdo de receptores da membrana celular, respectivamente®. As prolidases sdo enzimas
proteoliticas que degradam a matriz extracelular, facilitam a infiltragdo celular e, portanto,
contribuem para a quebra da barreira de protegdo das mucosas®’. Segundo Cauci et al.*,
mulheres, no segundo trimestre de gestagcao, com maiores atividades de sialidase e prolidase,
acompanhadas de aumento de pH vaginal apresentam maior risco de desenvolver parto
prematuro. Ainda segundo esses autores, as inter-relagcdes sinergisticas entre os fatores de
viruléncia produzidos por bactérias, presentes na microbiota vaginal alterada, estiveram
associados ao risco elevado de resultados gestacionais adversos.

Inumeras espécies bacterianas sdo encontradas colonizando o TGl como: Lactobacillus sp,
Gardnerella vaginalis, Bacterioides sp., Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Escherichia coli, Staphylococccus aureus, S. epidermidis, Streptococcus agalactiae, entre
outros®****. Dentre os microrganismos citados, as espécies Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma
hominis, merecem destaque por serem freqlentemente encontrados no liquido amniotico e
associados aos casos de TPP9%37,

Estudos recentes tém detectado a presengca de micoplasmas em liquido amnidtico pela
técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que além de ser mais rapida, apresenta
aumento da sensibilidade quando comparada com as técnicas de culturas convencionais®®*.
Diferentes espécies de micoplasmas podem ser isoladas do TGI, porém apenas as espécies M.
hominis e U. urealyticum sdo consideradas importantes patégenos humanos®. Esses
microrganismos estao associados ao desenvolvimento de inUmeras complicagcbes como cervicite,
doenca inflamatéria pélvica, RPM, corioamnionite, parto prematuro, além de infecgdes em recém-
nascidos™’.

A presenca de microrganismos na CA leva a ativagéo do sistema imune inato, que constitui
a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patégenos. Nesse sentido, os componentes
bacterianos sado reconhecidos pelos receptores toll-like (TLR) presentes na superficie celular de

leucécitos e trofoblastos, que emitem, para o interior destas, sinais celulares para producéo e

liberacdo de citocinas, proteases e outros fatores*. Assim, a presenca de microrganismos no LA,



reconhecidos pelos TLR presentes nas membranas corioamnidticas, pode ser considerada a base
patolégica de muitos casos de TPP e/ou RPM associados a infecgao.

Ja é aceito na literatura que os microrganismos e seus produtos podem ascender do trato
genital inferior para a cavidade amniética' e suscitar resposta inflamatéria local, levando ao TPP
e ao parto prematuro’®*3. Em concordancia com esses achados, estudo recente demonstrou que
80% das gestantes em TPP apresentavam presenca de bactéria nas membranas corioamnidticas
associada a resposta inflamatéria no LA,

Na presenca de infeccdo do LA, células amnidticas, coridbnicas e deciduais secretam
citocinas inflamatérias que podem atuar indiretamente, induzindo aumento da atividade uterina.
Niveis elevados de interleucina (IL) 1B, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a,) no LA dessas
gestantes, também sugerem presenca de infec¢do, mesmo quando sinais clinicos estao ausentes,
havendo correlagdo entre infeccdo intra-amnidtica e corioamnionite histolégica®. Portanto, a
presenga de microrganismos na cavidade amniética leva a ativagdo da imunidade inata, mediada
por células, que se caracteriza pela producao de citocinas e, portanto, o estudo de mediadores
inflamatérios tem mostrado desempenhar importante papel para a compreensao da fisiopatologia
do TPP.

As citocinas sao proteinas de baixo peso molecular secretadas por leucécitos e outras
inumeras células do organismo em resposta a diferentes estimulos, atuando como mediadoras
das células do sistema imune**.

A IL-1B é um produto de mondcitos/macrofagos, que atua como estimulador para linfocitos
e timdcitos, sendo ainda secretada por células de Hofbauer da placenta, desempenhando papel
fundamental na regulagdo da resposta inflamatéria em tecidos lesados. A IL-1p foi a primeira
citocina implicada no inicio do TPP associado a infeccdo®™. A evidéncia que sustenta a
participacdo de IL-1 nessa complicacdo gestacional € que essa citocina € produzida por células
deciduais em resposta a produtos bacterianos*®*’. Além disso, a IL-1 pode estimular producdo de
prostaglandina pelo epitélio amniético e pelas células deciduais®® e estimular contratilidade

miometrial*®*. J& é conhecido que a administracdo de IL-1 em animais prenhes induz TPP*,
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fendmeno este que pode ser bloqueado através da administragéo de seu receptor antagonista.
Em pacientes com corioamnionite histoldgica a IL-1 € expressa em células inflamatdrias do coério
e da decidua, sendo os macréfagos a principal fonte dessa citocina nesses tecidos™.

A IL-6, a exemplo da IL-1B, também & secretada por varios tipos celulares dentre eles
células endometriais, deciduais e macréfagos. Lockwood et al.>?, determinando a concentragéo de
IL-6 na secrecao cervical de pacientes com parto prematuro, concluiram que niveis aumentados
dessa citocina, quantificados entre a 242 e 36% semanas de gestagdo, estdo relacionados com
RPM, sendo que, em metade dos casos, niveis maiores que 250 pg/mL estéo relacionados a
RPM. Estudos™®*%*** t&ém sugerido que a IL-6 é a citocina mais envolvida na fisiopatologia do TPP
associado a infecgdo da cavidade amnidtica. Concentragbes acima de 1,5 ng/mL foram
detectadas no liquido amniético de 88% das mulheres com parto prematuro em idade gestacional
inferior a 34 semanas, quando comparadas com 12% das mulheres com parto prematuro apés 34
semanas de gestacdo™.

De acordo com Jacobsson et al.®®

, pacientes com invasdo microbiana da cavidade
amnidtica apresentaram niveis significantemente elevados de IL-6 em relacdo aquelas sem
infeccdo do LA. Ainda segundo esses autores, as pacientes que tiveram resolugcido da gestacao
em até sete dias do inicio do TPP apresentaram niveis superiores de IL-6 no LA em comparagao
as gestantes com periodo superior a sete dias entre o inicio do TPP e o parto. Em conjunto, esses
dados sugerem que a concentracdo IL-6, cervical ou no LA, é um dos melhores preditores de
parto prematuro.

A IL-8 é uma citocina que induz quimiotaxia neutrofilica, tendo fungcdo importante no
mecanismo de defesa do hospedeiro. E produzida pela placenta humana durante a gestagéo™ e

I°”. Niveis

detectada no liquido amniético, a partir do segundo trimestre da gestacdo norma
elevados de IL-8 sdo observados no liquido amniético, durante infecgdes por microrganismos
presentes nos tecidos materno-fetais®, havendo correlacdo entre a concentragéo dessa citocina e
0 nimero de neutrdfilos presentes no liquido amniético®’. Segundo Jacobsson et al.'®, niveis

elevados de IL-8 sdo detectados no LA de gestantes com rotura prematura de membranas pré-

termo (RPM-PT), mas essa deteccao apresenta baixa sensibilidade e especificidade no grupo de
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gestantes com TPP. Para Fortunato et al.>®, essa diferenca no valor preditivo entre TPP e RPM-PT
nao € surpreendente, pois mecanismos diferentes parecem estar envolvidos na patogénese
dessas complicagdes gestacionais.

O TNF-o tem sido detectado nas células de Hofbauer e deciduais, atuando como regulador
da proliferagao celular na unidade feto-placentaria, ja que o papel dessa citocina no aumento de
apoptose esta bem documentado®. O TNF-a tem propriedades similares a IL-1f, sendo secretado
por macrofagos ativados. A identificagédo de TNF-a na decidua humana e de seus receptores nas
células placentarias sugere que o TNF-a desempenha papel fundamental na rede de citocinas
produzidas na gestacdo®. No liquido amnidtico de gestantes com infecgdo intra-amnidtica, os
niveis dessa citocina encontram-se mais elevados do que em gestantes sem infeccdo®. Além
disso, a presenca de TNF-o na secrecdo cervical de mulheres com contracbes uterinas é fator
preditivo de parto prematuro®.

Trabalhos recentes tém mostrado que a administracdo de antibiéticos ndo tem prevenido
com sucesso muitos casos de TPP®*®. O parto prematuro, assim como a injuria fetal no contexto
da infeccdo, podem requerer ndo somente a administragao de antimicrobianos, como também a
administragdo de mediadores modificadores da resposta inflamatéria como 1L-10°¢%7, fator inibidor
da migracdo de macréfagos®®, anti-oxidantes® e bloqueadores de TNF-a.”°.

E conhecido que alta porcentagem de gestantes em trabalho de parto prematuro
apresentam corioamnionite ou, pelo menos, evidéncias de infecgdo subclinica. Segundo Menon et
al.”', as membranas corioamnidticas sdo locais de producdo de citocinas inflamatérias. Ainda
segundo estes autores, a detecgdo de RNA mensageiro de IL-1 e IL-6 estd aumentada em
membranas infectadas ou estimuladas com endotoxinas. Nesta mesma linha, Fortunato et al.”®
descrevem que o LPS induz produgédo de TNF-a em membranas corioamnioticas. Porém, quando
ha associacdo de estimulo com LPS e imunorregulacdo com IL-10, ocorre diminuigcdo dose-
dependente da produ¢cdo de RNA mensageiro de TNF-a.

Portanto, a presenga de citocinas produzidas nos tecidos gestacionais, sugerem que

mecanismos de imunidade, importantes na defesa contra infecgbes, estejam agindo na interface



12

materno-fetal. Muitas dessas citocinas estdo envolvidas na indu¢do da sintese de prostaglandina
e/ou expressado do receptor para ocitocina, desencadeando o TPP®’.

Inimeros autores tém relatado que pacientes que apresentam infecgdo da CA sao menos
responsivas & terapia de tocolise, devido & resposta inflamatéria'®’3. Logo, devido & auséncia de
um tratamento efetivo ao TPP, ha a necessidade de esclarecer as causas e 0os mecanismos
envolvidos nesta intercorréncia, para que se possa definir os grupos de risco, permitindo, desta
forma, tomar medidas preventivas efetivas.

Apesar dos avangos obtidos na Neonatologia, a morbidade e mortalidade resultantes das
altas taxas de nascimentos prematuros tém permanecido constantes nas Ultimas décadas®. Séo
muitas as complicagbes perinatais resultantes da prematuridade, os recém-nascidos prematuros
tém maiores riscos para morbidades neurolégicas, complicagbes respiratérias e gastro-
intestinais”. Além disso, ha um conseqiiente aumento do periodo de hospitalizacdo e internagéo
em Unidade de Terapia Intensiva, bem como o aumento de utilizagdo de medicamentos de alto
custo que, em conjunto, resultam na elevagcao dos gastos do servigo de saude nessas situacoes.

Assim, a comparacgao da freqliéncia de infecgdo na cavidade amniética entre gestantes em
TPP e fora de trabalho de parto, e a correlacdo com os niveis de citocinas pré-inflamatérias sao

conhecimentos importantes para compreens&o dos mecanismos envolvidos no TPP.
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Interleucina 1B e interleucina 6 no liquido amnidtico: relacao
com invasao microbiana da cavidade amnidtica em gestantes

em trabalho de parto prematuro
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Resumo

Introducéo: O Trabalho de Parto Prematuro (TPP) é uma grave intercorréncia obstétrica que
acomete de 5-10% das gestagcbes. Embora sua etiologia seja multifatorial, a infeccao da cavidade
amniédtica (CA) é um importante fator associado ao seu desencadeamento. Objetivo: Comparar a
frequéncia de infecgdo na cavidade amnidtica de gestantes em TPP em relagido a gestantes fora
de trabalho de parto e correlacionar com os niveis de citocinas pro-inflamatérias no liquido
amniédtico (LA). Material e Métodos: Foram incluidas neste estudo 20 gestantes em TPP e 20
gestantes fora de trabalho de parto, com idades gestacionais pareadas. No grupo TPP, amostras
de LA foram obtidas no momento da resolugdo da gestacdo ou durante amniocentese
transabdominal. O grupo de gestantes fora de trabalho de parto foi constituido de pacientes com
indicacdo de amniocentese transabdominal. Para avaliacao da infecgdo na CA foram realizadas
reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para a detecgdo de Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum e do gene bacteriano RNAr 16S. Os produtos de RNAr 16S foram sequienciados para
a identificagcao da espécie bacteriana. Os niveis das citocinas inflamatérias, interleucina (IL)-18, IL-
6, IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF-a) no LA foram quantificados por ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Resultados: A incidéncia de TPP no periodo do estudo foi de 5,8%. No grupo TPP, a
pesquisa de invasao microbiana da CA foi positiva para M. hominis (35,0%), U. urealyticym
(10,0%) e gene RNAr 16S (30,0%), sendo todas as frequéncias superiores as encontradas no
grupo fora de trabalho de parto (p<0,05). Quanto as citocinas, niveis aumentados de IL-1f
(p=0,03), IL-6 (p<0,001) e IL-8 (p<0,001) foram detectados no LA das pacientes em TPP em
relacdo as gestantes fora de trabalho de parto. Além disso, amostras de LA, com presenga de
infeccdo, apresentaram niveis significativamente aumentados de IL-1Be IL-6 (p=0,03).
Concluséo: Pacientes em TPP apresentaram alta frequéncia de infecgdo no LA quando
comparadas as gestantes fora de trabalho de parto e existe correlagdo entre essa infeccéo e

niveis aumentados de IL-1(3 e IL-6.
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Abstract

Introduction: Preterm labor (PL) represents a serious obstetric complication whose rate is 5-10%.
Although the PL etiology is multifactorial, intraamniotic infection is strongly associated to its
occurrence. Objective: To compare the frequency of intraamniotic infection in women presenting
PL with women not in labor and to correlate with inflammatory cytokines levels in amniotic fluid
(AF). Material and Methods: Twenty women with PL and 20 women with same gestational age,
but not in labor, were included in this study. AF samples of women in PL were collected at delivery
or by amniocentesis. The control group was composed by women with indication for
amniocentesis. The evaluation of intraamniotic infection was performed detecting Mycoplasma
hominis, Ureaplasma urealyticum and the bacterial rRNA 16S gene using polymerase chain
reaction (PCR). The PCR rRNA 16S products were sequenced for bacterial species identification.
The IL-1B, IL-6, IL-8 and TNF-a levels in AF were measured by enzyme-linked immunoabsorbent
assay (ELISA). Results: During the study period, PL rate was 5,8%. Intraamniotic infection in
women with PL was positive for M. hominis (35,0%), U. urealyticum (10,0%) and bacterial rRNA
16S (30,0%). AF infection rates for all tested microorganism were superior in PL when compared
to women not in labor (p<0,05). Regarding to the cytokine measurement, AF of PL women showed
increased IL-1p (p=0,03), IL-6 (p<0,001) and IL-8 (p<0,001) levels in comparison to AF samples
from women not in labor. Additionally, AF with infection presented increased levels of IL-13 e IL-6
(p=0,03). Conclusion: Women with PL present high frequency of intraamniotic infection when
compared with women not in labor and such infection correlates with increased IL-18 e IL-6 AF

levels.
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1. Introducao

O Trabalho de Parto Prematuro (TPP) é uma importante intercorréncia obstétrica que
acomete de 5 a 10% das gestacdes’™ e, apesar dos novos tratamentos e estratégias de
prevencdo, sua incidéncia ndo tem diminuido nos ultimos anos®. A principal complicagdo
relacionada ao TPP ¢é a prematuridade, que ¢é responsavel por 70% dos indices de
morbimortalidade perinatal®.

Muitos fatores de risco associados ao TPP sdo conhecidos, como trabalho de parto
prematuro anterior, anomalias uterinas, multiplas gestag¢des, polidramnia, sangramento vaginal
durante a gestagdo, rotura prematura de membranas, vaginose bacteriana, entre outros®™°.
Entretanto, a infecgdo intrauterina é freqliente e importante mecanismo desencadeante do
trabalho de parto prematuro.

Recentes estudos tém mostrado que a prevaléncia de invasdo microbiana da cavidade
amnidtica entre gestantes em TPP varia de 16 a 40%""*. Diferentes espécies de bactérias
incluindo Staphylococcus aureus, Bacterioides sp., Streptococcus mitis, Escherichia coli,
Streptococcus agalactiae, Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum foram identificadas no
11,13

liquido amnidtico™ ™. Dentre esses microrganismos, as espécies M. hominis e U. urealyticum s&o

freqlientemente detectadas no liquido amniético e associadas aos casos de TPP***°.

Evidéncias sugerem que a infecgdo da cavidade amnidtica € um processo crbnico, pois
gestantes no segundo trimestre de gestacdo, com pesquisa positiva para U. urealyticum no liquido
amnidtico, freqlentemente desenvolvem TPP ou rotura prematura de membranas pré-termo,
semanas apds a deteccdo™. Nesse sentido, ja é conhecido que quanto menor a idade gestacional
em que ocorre o TPP, a freqiiéncia de infeccao intrauterina é maior®’.

Os mecanismos pelos quais a infecgao intrauterina leva ao TPP estdo relacionados a
ativacdo do sistema imune inato'®. Microrganismos sdo reconhecidos pelos receptores Toll-like

presentes na superficie celular de leucdcitos e trofoblastos que suscitam liberagdo de citocinas

pré-inflamatérias, como inteleucina (IL)-1B, IL-6, IL-8 e Fator de Necrose Tumoral (TNF-a).



23

Endotoxinas bacterianas e citocinas pré-inflamatérias estimulam a producdo de prostaglandinas
que induzem a contratilidade uterina'**.

Estudos anteriores tém mostrado niveis elevados de IL-6 e IL-8 no liquido amnidtico na
presenca de invasao microbiana da cavidade amnidtica e das membranas corioamniéticas de
gestantes em TPP*3*°.

Considerando que o conhecimento da relacdo entre infeccdo da cavidade amnidtica e
producdo de citocinas inflamatdérias € importante para o desenvolvimento de estratégias de
prevencao e tratamento do TPP, o objetivo desse estudo foi comparar a freqiiéncia de infecgdo na

cavidade amnidtica de gestantes em TPP em relagdo a gestantes fora de trabalho de parto e

correlacionar com os niveis de citocinas pro-inflamatérias no liquido amniotico.
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2. Material e Métodos

2.1. Desenho do estudo

Foi realizado estudo clinico e prospectivo. Para o céalculo do tamanho amostral, fixando-se
a=0,05 e B=0,10 e a menor variagdo da concentracdo de citocinas no liquido amnidtico que
apresenta diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de gestantes em trabalho de
parto prematuro (TPP) e fora de trabalho de parto (Grupo controle), além da variabilidade das
dosagens de citocinas em cada um dos grupos, que nao segue distribuicdo normal, o tamanho

calculado da amostra foi de, no minimo, 20 gestantes por grupo.

2.2. Pacientes

No periodo de junho de 2006 a dezembro de 2007, foram incluidas no estudo 20 pacientes
em TPP, com idade gestacional entre 26 e 36 semanas, atendidas no Servico de Obstetricia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. A idade gestacional foi
estabelecida pela data da ultima menstruacao e por exame ultra-sonografico precoce (até 20

semanas).

O diagndstico de TPP foi confirmado pela presenga de uma ou mais contra¢des a cada 10
minutos com ritmo e frequéncia regulares e esvaecimento cervical igual ou superior a 50% e/ou
dilatag&o cervical igual ou superior a 2 cm®.

As pacientes com diagnostico de TPP foram internadas na Enfermaria de Obstetricia,
sendo controladas clinicamente por meio de avaliacdo da frequéncia cardiaca e temperatura a
cada 6 horas. Foram excluidas deste estudo pacientes com gestagdo multipla, rotura prematura
de membranas, placenta prévia, incompeténcia istmo-cervical, fertilizagdo in vitro, presenca de
corioamnionite histolégica ou presenca de sangue no liquido amniético.

Cinco pacientes em TPP, que tiveram indicacao de avaliagdo de maturidade pulmonar
fetal, foram puncionadas através da amniocentese transabdominal guiada por ultra-sonografia,
seguindo o protocolo estabelecido pelo Servigo de Obstetricia. Nas 15 pacientes em TPP, que néo

havia indicacdo para amniocentese, o liquido amnidético (LA) foi coletado no momento da
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resolugdo da gestacao por cesarea ou pungéao transvaginal. As pacientes em que as amostras de
LA foram coletadas durante o parto somente foram incluidas no estudo se a resolugao da
gestacao ocorreu em intervalo de tempo de, no maximo, sete dias do inicio do trabalho de parto.

Como grupo controle, foram incluidas no estudo 20 gestantes com idade gestacional
inferior a 37 semanas, pareadas em relacdo a idade gestacional das pacientes com TPP, que
tiveram indicacdo de amniocentese transabdominal para avaliagdo da maturidade pulmonar fetal,
por apresentarem diabetes e/ou hipertensao arterial.

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto a
finalidade da pesquisa e assinaram os termos de consentimento livre e esclarecido (Anexos 1 e
2), tendo sido o projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu, UNESP, sob o protocolo 448/2005 (Anexos 3 e 4).

2.3. Colheita de liquido amnidtico

As amostras de liquido amnidtico obtidas no momento da resolugdo da gestagao ou por
amniocentese guiada por ultra-sonografia foram imediatamente transportadas ao Laboratério de
Patologia Placentaria no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP. As amostras coletadas foram fracionadas em aliquotas de 1 mL e centrifugadas a 15.000
g a temperatura ambiente. Os sobrenadantes e os pellets obtidos foram armazenados

separadamente a -80°C até o processamento.

2.4. Pesquisa de invasao microbiana na cavidade amnidtica

A pesquisa de invasdo microbiana da cavidade amnidtica foi realizada pela técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e para

0 gene bacteriano RNAr 16S.

2.4.1. Deteccao de Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis no liquido

amniotico
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2.4.1.1. Extracdo do &cido nucléico

O pellet do LA obtido por centrifugacdo foi ressuspendido em 1 mL de Tampao PBS
(Phosphate-Buffered Saline Solution) e centrifugado por 10 minutos, sendo o sobrenadante
descartado, e adicionado 20uL de agua Milli-Q. Em seguida, a solugao foi levada a ebulicdo por 10

minutos, sendo imediatamente resfriada em gelo®.

2.4.1.2. Controles positivos das PCRs

Como controles positivos, foram utilizadas as linhagens padrao adquiridas de Ureaplasma
urealyticum (ATCC 27813) e Mycoplasma hominis (ATCC 15488). Essas cepas foram cultivadas
utilizando, respectivamente, os meios de cultura B-10 e Hayflick modificado®’. Apés o periodo de
incubacao, de aproximadamente seis dias, aliquotas de 1 mL das culturas foram centrifugadas a
15.000 g por 60 minutos a 4°C. Apds o procedimento de descarte dos sobrenadantes, os pellets
foram ressuspendidos em PBS e submetidos a incubagdo por 10 minutos a 95°C, com posterior

resfriamento para liberagao do acido nucléico.

2.4.1.3. Amplificacdo da sequéncia de 429bp do gene da urease de Ureaplasma urealyticum

As reacbes foram realizadas em microtubos de 0,2 mL em volumes totais de 25uL,
contendo 1uL de cada primer (25uM) (Tabela 1), 12,5uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega) e
5 uL de amostra. Controles positivos (U. urealyticum ATCC 27813) e negativos (agua Milli-Q) foram
utilizados em todas reacgdes. A incubagao foi realizada em termociclador (Eppendorf Mastercycler
Personal), com um ciclo inicial de desnaturagédo a 98°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos com
desnaturagdo a 98° C por 30 segundos, anelamento a 61°C por 1 minuto e extens&o a 72°C por 1

minuto, além de um ciclo final de extensao a 72°C por 7 minutos.

2.4.1.4. Amplificacdo da seqiiéncia de 334bp do gene RNA ribossdmico 16S de Mycoplasma

hominis



27

As reacbes foram realizadas em microtubos de 0,2 mL em volumes totais de 25uL,
contendo 1uL de cada primer (25uM) (Tabela 1), 12,5uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega) e
5 uL da amostra. Controles positivos (M. hominis ATCC 15488) e negativos (agua Milli-Q) foram
utilizados em todas reagdes. A incubagao foi realizada em termociclador (Eppendorf Mastercycler
Personal), com um ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos com
desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 61°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por

60 segundos, além de um ciclo final de extensao a 72°C por 7 minutos.

2.4.1.5. Visualizagédo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificagdes do gene da urease de U. urealyticum e RNAr 16S de M.
hominis foi monitorada pela eletroforese da reagdo em gel de agarose 1,5% preparado em tampao
1X TBE (0,09M Tris-Borato; 0,002 EDTA) e corado com Brometo de Etideo (0,1ug/mL), em 100 V
por 30 minutos. O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrdo de 100bp e

posteriormente fotografado sob transiluminagao UV.

2.4.2. Pesquisa de infeccdo do LA por outras espécies bacterianas através da

deteccdo do gene RNAr 16S

2.4.2.1. Extracdo do &cido nucléico com solucdo de CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)

Os pellets de LA obtidos por centrifugagcdo foram submetidos a etapa prévia de digestao
com 5uL de proteinase K (400ug/mL) por 3 horas a 56°C. Em seguida, as amostras foram
incubadas por 10 minutos a 96°C para inativagdo da enzima. Foram adicionados aos produtos
digeridos 100 uL de solugéo de NaCl 5M e 100uL da solugdo CTAB/NaCl pré-aquecida a 56°C. As
amostras foram incubadas a 56°C por 10 minutos e, em seguida, foram adicionados 750uL de
cloroférmio-alcool isoamilico 24:1. O material foi agitado por 10 segundos e centrifugado por 5
minutos a 15.700 g a 4° C. Posteriormente, os sobrenadantes foram transferidos para novo
microtubo e adicionados 450uL de etanol absoluto a -20°C, seguido de uma incubagdo por 10

minutos a -20°C. Apds essa incubagdo, as amostras foram novamente centrifugadas, o alcool
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eliminado e adicionados 450uL de etanol a 70%. Seguido de nova centrifugagdo, o alcool foi
eliminado e os microtubos transferidos para o concentrador (Concentrator 5301, Eppendorf) por 30
minutos. Nesse momento, as amostras foram ressuspendidas em 50uL de tampéao TE (Tris/EDTA).
O protocolo de extragéo utilizado foi padronizado no Laboratério de Patologia Placentaria e a
eficiéncia das extragdes realizadas foi confirmada através da detecgao, por PCR, do gene da B-

globina de todas amostras avaliadas.

2.4.2.2. Amplificacdo da sequéncia de aproximadamente 1500bp do gene bacteriano RNAr

16S

As reagbes foram realizadas em microtubos de 0,2 mL em volumes totais de 25uL, contendo
1uL de cada primer (25uM) (Tabela 1), 12,5uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega) e 5 ulL da
amostra. Controles positivos (Staphylococcus aureus ATCC 19095) e negativos (agua Milli-Q)
foram utilizados em todas reagbdes. A incubacgido foi realizada em termociclador (Eppendorf
Mastercycler Personal), com um ciclo inicial de desnaturacédo a 95°C por 2 minutos, seguido de 40
ciclos com desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 40 segundos e

extensao a 72°C por 2 minutos, além de um ciclo final de extensao a 72°C por 10 minutos.

2.4.2.3. Visualizacdo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificagbes foi monitorada pela eletroforese da reagdo em gel de
agarose 1,5% preparado em tampao 1X TBE (0,09M Tris-Borato; 0,002 EDTA) e corado com
Brometo de Etideo (0,1ug/mL), em 100 V por 40 minutos. O tamanho dos produtos amplificados

foi comparado com o padrao de 250bp e posteriormente fotografado sob transiluminagao UV.
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Tabela 1. Sequéncias iniciadoras para a deteccdo do gene da urease de Ureaplasma urealyticumzz, do
gene RNAr 16S de Mycoplasma hominis®® e do gene bacteriano RNAr 16S™2.

SEQUENCIAS INICIADORAS

GENES MICRORGANISMOS PRODUTOS
U5 5-CAA TCT GCT CGT GAA GTATTA C-3 429bp
Urease U urealyticum ;) & ACG ACG TCC ATA AGC AAC T-3' 429bp
M1 5-CAA TGG CTA ATG CCG GAT ACG C-3 334bp
RNAr 165 N
M. hominis M2 5-GGT ACC GTC AGT CTG CAAT-3 334bp
g . o ~1.500bp
RNAT 165 Vérias spp. FD1 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3
RP15-ACG GHT ACC TTG TTA CGA CTT-3 ~1.500bp

2.4.3. Sequenciamento do gene bacteriano RNAr 16S
2.4.3.1. Reacado de sequenciamento

As reacgbes de sequenciamento foram realizadas utilizando o ABI PRISM Big Dye Terminator
Cicle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) que contém iniciadores que
flanqueiam nas dire¢des foward (5'- 3’) e reverse (3’- 5).

As reagbes foram realizadas em microtubos de 0,2 mL com volumes totais de 10uL,
contendo 2,0uL de ABI PRISM Big Dye Terminator Cicle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems), 0,5uL do primer foward (10uM) e 2,0uL do produto obtido na PCR. As mesmas
reacdes foram repetidas utilizando o primer reverse (10uM). A incubacio foi realizada em
termociclador (PTC 200, MJ Research), com um ciclo inicial de desnaturagdo a 96°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 96°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por

60 segundos e extensao a 60°C por 4 minutos.

2.4.3.2. Reacao de precipitacdo

Os produtos obtidos na reacdo de sequenciamento foram submetidos a precipitagao.
Inicialmente foram adicionados 80 ug de isopropanol 80% nos microtubos contendo os produtos
da reagdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 16.100 g por 15 minutos e o

sobrenadante descartado. Apdés a adicdo de 150ug de etanol 70%, foi realizada nova
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centrifugacdo e descarte do sobrenadante. A eliminagdo do alcool excedente foi realizada no

concentrador (Concentrator 5301, Eppendorf).

2.4.3.3. Sequenciamento

As amostras foram diluidas em 2,2 uL de Blue Dextran acrescido de 5° Dye (Applied
Biosystems) em concentracdo 1:8 para posterior aplicagdo em gel desnaturante de uréia-
poliacrilamida 5% (Long Ranger Singel Packs/BMA).

O seqienciamento foi realizado em sequienciador automatico de DNA, DNA Sequencer ABI
Prism 377 (Applied Biosystems), com voltagem fixada em 300V e o intervalo de tempo para a
coleta de sinais fluorescentes em 2400 scans por hora. A corrida eletroforética foi realizada em
tampao TBE 1X (0,09M Tris-Borato; 0,002 EDTA) por 3 horas e 30 minutos a 200W com
temperatura aproximada de 51°C.

Durante a eletroforese, a fluorescéncia detectada na regido do laser scanner foi coletada e
estocada pelo software Data Collection 2.6 (Applied Biosystems). Posteriormente, os dados foram
analisados pelo software Sequencing Analysys 3.4 (Applied Biosystems), através da
transformacado da intensidade de fluorescéncia em picos correspondentes aos nucleotideos
(cromatograma).

As seqliéncias obtidas foram analisadas utlizando o BLAST (disponivel em
http://www.ncbi.nim.nih.gov/) para avaliagdo da porcentagem de identidade e determinacédo da
espécie bacteriana referente ao gene RNAr 16S analisado. Para a identificacdo de espécies foi
adotada uma identidade minima de 90% entre a sequéncia submetida a analise e as existentes no

banco de dados.

2.5. Determinacao de citocinas no LA por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Inicialmente, placas de poliestireno com 96 orificios e fundo plano de alta afinidade
(MaxSorp, Nunc, Life Tech. Inc. Maryland, USA) foram sensibilizadas por 18 horas a 4° C, em

camara umida, com anticorpo de captura: IL-13 (Lote GY0907011); IL-6 (Lote HD 3207023); IL-8



31

(Lote ASJ 2107031); TNF-a (Lote AVR 1107021) R&D Systems, DuoSet, (Minneapolis, MN)
diluido em tampao PBS, pH 7,2. Apds incubacao, foram realizadas 3 lavagens da placa com
solugdo de PBS pH 7,2 contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). Esse procedimento foi repetido em
todas as etapas de lavagem até a fase anterior a adi¢do do substrato. O bloqueio dos sitios livres
da placa foi realizado com solugdo de PBS-T contendo leite desnatado (Molico-Nestlé) na
concentracao de 5% (PBST-M) durante trés horas a temperatura ambiente. Apos a lavagem da
placa, foram adicionados na primeira coluna 100uL das citocinas recombinantes humanas: IL-1p
(Lote 1009887); IL-6 (Lote HD 1069976); IL-8 (Lote 1070207); TNF-o. (Lote 1070237) em
concentracdes indicadas pelo fabricante para obtencdo da curva padrdo. Nos demais orificios
foram distribuidos 100uL do liquido amnidtico com posterior incubagdo por quatro horas a
temperatura ambiente. Apds esse periodo e lavagem, foram adicionados 100uL de anticorpo de
deteccao: IL-1B (Lote UB1407011); IL-6 (Lote SV 1407022); IL-8 (Lote UM 0907031); TNF-a (Lote
ST 2107021) e as placas foram mantidas por trés horas a temperatura ambiente. Em seguida a
lavagem, foram adicionados 100uL de streptoavidina (Lote AEM 4907032) na diluicao 1:200 em
cada orificio da placa e a reacéo incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds o
procedimento de lavagem, foram adicionados 100uL do substrato constituido de 12,5mL de
tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0, 10 mg de ortofenilenodiamina (Sigma, Chemical Co, USA) e
a reacao incubada por 30 minutos a temperatura ambiente em camara escura. A reacao foi
interrompida por adicdo de 50uL de solugdo de acido sulfurico 2N e as densidades Opticas
avaliadas em leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan), em comprimento de onda de 492nm.
As concentracdes das citocinas no liquido amniético foram calculadas sobre a curva padrao obtida
com diferentes concentracdes das citocinas recombinantes humanas IL-13 IL-6, IL-8 e TNF-a..

Os coeficientes de variagao intra-ensaio foram de 10% para IL-13 0,15% para IL-6, 4,5% IL-8
e 23% para TNF-a. O limite de deteccdo dos ensaios para IL-1B,IL-6 e IL-8 e TNF-a foram,

respectivamente, 13,0 pg/mL, 0,3 pg/mL, 4,0 pg/mL e 7,9 pg/mL.
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2.6. Analise estatistica

Os dados relativos as caracteristicas das gestantes em relacdo as variaveis soécio-
demograficas e gestacionais foram submetidos ao teste z de comparacao entre proporgdes. A
idade materna, a idade gestacional no momento da obtengdo do liquido amnidtico e as
concentracdes das citocinas inflamatorias foram submetidas ao teste ndo paramétrico de Mann
Whitney para comparagao entre os grupos controle e TPP. O nivel de significaAncia adotado para

os testes empregados foi de 5%%. O software utilizado para as analises foi o SigmaStat 3.1.
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3. Resultados

3.1. Incidéncia de TPP e caracteristicas das gestantes

No periodo do estudo, foram realizados 1785 partos no Servigo de Obstetricia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Nesse periodo, a incidéncia de TPP
com bolsa integra foi de 5,8%. Os dados referentes as variaveis sécio-demograficas, a gestacao
atual e aos antecedentes obstétricos foram avaliados em todas as gestantes incluidas no estudo.
Os dados relativos aos antecedentes obstétricos revelaram que as pacientes do grupo TPP
apresentaram maior freqiiéncia de episddios de TPP em gestacdes prévias. As gestantes em TPP
eram mais jovens no momento da inclusado no estudo, quando comparadas as do grupo controle.
Quanto as demais variaveis avaliadas nao foram observadas diferengas estatisticas entre os

grupos estudados (Tabela 2).

Em relacédo a idade gestacional no momento da inclusdo no estudo, a mediana do grupo
controle foi de 34s2d (30s2d-36s2d) e no grupo TPP foi de 33s1d (26s2d-36s), ndo apresentando

diferenca significativa entre os grupos.



Tabela 2. Variaveis socio-demograficas e obstétricas de gestantes dos grupos controle e TPP.

Variaveis Controle PP
(N=20) (N=20) P
Idade (anos)* 30 (20-43) 25 (14-39) 0,09
Estado civil
0, o
Solteira 3 (15,0%) 4 (20,0%) 1,00
o (o]
Unido Estavel 17 (75,0%) 16 (80,0%) 1,00
Etnia
o) o,
Branca 17 (85,0%) 17 (85,0%) 0,66
0, o
NA&o branca 3 (15,0%) 3(15,0%) 0,66
0, o
Tabagismo 2/18 (11,1%) 3/14 (21,4%) 0,78
Paridade
0, o
Primigesta 5 (25,0%) 7 (35,0%) 0,73
o) o,
Multigesta 15 (75,0%) 13 (65,0%) 0,73
Intercorréncias gestacionais
anteriores
RPM
Abortos 3/15 (20,0%) 3/13 (23,1%) 0,73
TPP 2/15 (13,3%) 8/13 (61,5%) 0,02

*valores expressos em mediana e (valores minimos e maximos)

3.2. Deteccao de invasao microbiana na cavidade amnidtica
3.2.1. Deteccdo de Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum no liquido
amniodtico
A pesquisa de M. hominis foi positiva em sete amostras de liquido amniético de gestantes
pertencentes ao grupo TPP (35,0%) e em apenas uma amostra do grupo controle (5,0%) (p=0,04).
Em relagcdo a detecgcao de U. urealyticum, foram observadas duas amostras positivas (10,0%),
sendo que ambas foram provenientes de gestantes do grupo TPP e apresentaram co-infec¢ao por

M. hominis (Figura 1), ndo havendo diferenca de positividade entre os grupos estudados (p=0,33).
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Figura 1. Eletroforese de gel de agarose dos produtos obtidos por PCR. Colunas 1 e 5 marcador de
peso molecular (100bp). Colunas 2 e 3 gene RNAr 16S de Mycoplasma hominis (334bp)
do controle positivo (ATCC 15488) e de amostra do grupo TPP, respectivamente. Colunas
6 e 7 gene da urease de Ureaplasma urealyticum (429bp) do controle positivo (ATCC
27813) e de amostra do grupo TPP, respectivamente. Colunas 4 e 8; controles negativos
das reacgoes.

3.2.2. Deteccdo de infeccdo do liquido amnidtico por outras espécies bacterianas

A presenca do gene bacteriano RNAr 16S foi observada em 30,0% das amostras de LA
das gestantes do grupo TPP. Dentre as seis amostras positivas para o RNAr 16S, cinco (83,3%)
foram positivas para, pelo menos, uma espécie de micoplasma (Tabela 3). Os resultados obtidos

nessa analise nao revelaram positividade dentre as amostras de LA grupo controle (p=0,03).

3.2.3. ldentificacdo das espécies bacterianas no liquido amniético pelo seqiienciamento do

gene RNAr 16S

A avaliacao das seqUéncias do gene RNAr 16S detectados nas amostras de LA somente

possibilitou a determinagao do género Bacterioides em Unica amostra que nao apresentou
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infeccado por mais de uma espécie bacteriana. Nas demais amostras avaliadas nao foi possivel a

determinagéo das espécies relacionadas ao gene de interesse.

Sendo assim, considerando os resultados da detecgao de todos os genes bacterianos
pesquisados, foram observadas oito amostras de LA de pacientes em TPP positivas para um ou
mais dos genes bacterianos pesquisados (Tabela 3). Portanto, a freqiiéncia de infeccdo da CA em
pacientes em TPP foi de 40,0%, enquanto que apenas uma amostra (5,0%) do grupo controle

apresentou positividade para infecg¢ao (p<0,05).

Tabela 3. Microrganismos identificados no liquido amnidtico de gestantes em TPP pela técnica da PCR para
pesquisa de M. hominis e U. urealyticum e do gene bacteriano RNAr 16S.

LA de pacientes Pesquisa de Pesquisade RNAr  Sequenciamento do
em TPP micoplasma 16S bacteriano RNATr 16S bacteriano
Amostra 1 Mh, Uu Positiva Nd
Amostra 2 Mh, Uu Positiva Nd
Amostra 3 Mh Positiva Nd
Amostra 4 Negativa Positiva Bacterioides sp.
Amostra 5 Mh Negativa Nd
Amostra 6 Mh Positiva Nd
Amostra 7 Mh Negativa Nd
Amostra 8 Mh Positiva Nd

Mh= Mycoplasma hominis , Uu= Ureaplasma urealyticum, Nd= Nao determinada.
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3.3. Analise de citocinas no liquido amnidtico

Os niveis de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a no liquido amnidtico das gestantes do grupo controle
e TPP estdo representados na Tabela 4. Gestantes do grupo TPP apresentaram niveis
significativamente mais elevados de IL-18 (p=0,03), IL-6 (p<0,001) e IL-8 (p<0,001) em
comparacao as gestantes do grupo controle.

Em relagédo as dosagens de TNF-a, 88,9% das amostras de liquido amniotico de gestantes
do grupo TPP e 100% das amostras do grupo controle apresentaram concentragdes inferiores ao
limite de deteccao do ensaio. Para IL-1B, a porcentagem de amostras com concentragdes abaixo

do limite de deteccao foi de 78,8% e 100% para os grupos TPP e controle, respectivamente.

Tabela 4. Medianas das concentra¢des de IL-1f, IL-6, IL-8 e TNF-a (pg/mL) e valores minimos e maximos
no liquido amnidtico de gestantes do grupo controle e TPP.

IL-1B 0 43,0(13,0-100,2) 0,03
IL-6 43,8 (1,1-84,3) 135,0 (27,6-182,3) <0,001
IL-8 39,1 (16,8- 61,3) 114,0 (33,7- 261,0) <0,001

TNF-a Nd 10,5(7,9-13,1) ;

Nd= Valores nao detectados.
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3.4. Andlise de citocinas no liguido amnidtico em relacdo a presenca de infeccédo da

cavidade amnidtica

Para o grupo TPP, a avaliagdo dos niveis de IL-8 e TNF-o, em relacdo a positividade para

infeccdo no LA ndao mostrou diferenga significativa. Com relacdo a IL-1p e IL-6, os niveis

detectados nas amostras de LA positivas para infecgdo microbiana foram significativamente

superiores as com auséncia de infecgao.

Tabela 5. Medianas das concentragdes de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a (pg/mL) e valores minimos e maximos
no liquido amniotico de gestantes do grupo TPP, em relagéo a presenga de infecgao da cavidade
amnidtica determinada pela positividade para, pelo menos, um dos genes microbianos

pesquisados.

Infec¢céo da cavidade amniotica

Citocinas Presente Ausente p

IL-1B 43,0 (13,0-100,2) 0,0 0.03
IL-6 166,4 (34,6-182,3) 112,6 (27,6-159,7) 0.03
IL-8 132,4 (53,4-189,0) 114,4 (33,7-261,0) 0.75

TNF-a 7,9

13,1
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5. Discussao

O TPP é uma grave intercorréncia obstétrica, em cuja etiologia multifatorial pode-se
destacar a infeccdo da cavidade amnidtica e a inflamagdo intra-amniética'’. Microrganismos
presentes na microbiota vaginal ascendem transcervicalmente atingindo e infectando a CA. A
morbidade perinatal resultante da liberacdo de endotoxinas e exotoxinas desses microrganismos e
da estimulacdo da produgdo de citocinas inflamatérias, prostaglandinas e metaloproteinases
incluem, principalmente, a prematuridade com aumento da suscetibilidade a complica¢des
cerebrais® e pulmonares®®. Apesar das novas terapias farmacoldgicas e dos programas de
prevencgao, a incidéncia de TPP n&o tem diminuido nas ultimas décadas.

No periodo do estudo, foram realizados 1785 partos no Servico de Obstetricia da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, e a prevaléncia de TPP de 5,8%. Essa incidéncia é
similar a encontrada na literatura, que relata incidéncia variando entre 5 e 10% do total de
gestagdes™.

Quanto as variadveis soécio-demograficas, a analise estatistica nao revelou diferenca
significativa entre os grupos TPP e controle para os dados referentes a idade, estado civil, etnia,
tabagismo, paridade e ocorréncia de aborto ou rotura prematura de membranas pré-termo (RPM-
PT) em gestacbes anteriores. No entanto, houve maior frequéncia de episodios prévios de TPP
nas gestantes do grupo TPP, dado j& bem estabelecido na literatura®?’. Somado a isso, a
ocorréncia de episodios de TPP em gestagcbes subseqlientes esta relacionada com a infecgéo
intrauterina persistente ou recorrente®’.

Embora multiplos fatores estejam associados ao desenvolvimento de TPP, o papel da
infeccao da CA tem se tornado cada vez mais importante na sua etiologia, a medida que sao
realizados trabalhos com exceléncia metodolégica e andlise precisa dos resultados. Nesse
sentido, a realizacdo de estudos com técnicas de biologia molecular para detecgdo de
microrganismos no LA tem contribuido para consolidar o papel da infeccdo no desenvolvimento do
TPP, especialmente quando se trata de espécies conhecidamente fastidiosas como os

15,20

micoplasmas ™. Embora as espécies M. hominis e U. urealyticum sejam freqlientemente
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detectadas no LA de gestantes'**™

, seu papel no desenvolvimento do TPP ainda tem sido pouco
estudado.

Nesse estudo, a positividade de M. hominis no LA de gestantes em TPP foi de 35,0%,
sendo sete vezes superior a freqliéncia encontrada em gestantes do grupo controle.
Considerando o total de pacientes incluidas neste estudo, houve detec¢gdo de M. hominis em
20,0% das amostras de LA, freqliéncia superior a encontrada em outros estudos, que
empregaram a técnica de PCR para detec¢cado desse microrganismo em LA, obtido através de

amniocentese, em segundo trimestre de gestacdo'*®

e em amostras de LA de pacientes em
TPP29,30-

Em relacéo a infeccdo por U. urealyticum, 10,0% das pacientes em TPP apresentaram
presenca deste microrganismo no LA. Esta taxa de infeccdo é superior a maioria dos relatos

131531 embora Witt et al.*? tenham encontrado positividade de 43,6% em

encontrados da literatura
LA de pacientes em TPP e bolsa integra.

A pesquisa de microrganismos no LA através da pesquisa do gene bacteriano RNAr 16S
revelou positividade de uma amostra de LA pertencente a gestante do grupo TPP, além daquelas
positivas para M. hominis e/ou U. urealyticum. Através do seqienciamento do produto do gene
RNAr 16S amplificado pela PCR, pode-se identificar esse microrganismos como Bacterioides sp.
Espécies do género Bacterioides sdo associadas com vaginose bacteriana®® e sao
freqlientemente isoladas no LA de pacientes em TPP%34,

O sequienciamento dos demais produtos do gene RNAr 16S amplificados, referentes as
amostras positivas para M. hominis e/ou U. urealyticum, ndo permitiu a identificacdo ou
confirmagao das espécies presentes nas amostras de LA. Esse resultado sugere que a infecgao,
nessas amostras, seja polimicrobiana e, por limitagdo metodolégica, as espécies ndo tenham sido
determinadas. Estudos ja demonstraram que a infecgdo por mais de uma espécie bacteriana é
freqlientemente encontrada no LA* e em membranas corioamniéticas® de pacientes em TPP.

Em relagdo a concentracdo de citocinas, os niveis de IL-6 e IL-8 no LA de gestantes em

TPP estiveram aumentadas cerca de trés vezes em relagdo ao grupo controle. Niveis aumentados

de IL-6 e IL-8 no LA de gestantes com TPP ja foram descritos na literatura*®*°. Embora niveis de
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IL-1B ndo tenham sido detectados em LA de pacientes do grupo controle, esses niveis estiveram
elevados no LA de gestantes em TPP. Ja é bem estabelecido o aumento nos niveis de IL-13 no
LA de pacientes em TPP associados & infeccdo na CA*. Em relagdo ao TNF-a, no presente
estudo, a concentragao dessa citocina somente foi detectada no LA de duas gestantes em TPP,
entretanto a literatura relata niveis superiores no LA de pacientes em TPP*".

Atualmente, inimeros trabalhos™*?*%* tém sido realizados empregando a técnica de PCR
para pesquisa de genes bacterianos altamente conservados entre as espécies, como o0 gene
RNAr 16S, para deteccdo da infeccdo da CA. Este método, além de permitir a detecgdo de
qualquer espécie bacteriana potencialmente presente nas amostras, possibilita a identificacao das
espécies através de uma etapa posterior de seqlienciamento desse gene. Portanto, a utilizagédo
dessa técnica para deteccdo de infecgcdo na CA permite de forma confiavel avaliar os niveis de
citocinas em relacao a presenca dessa infeccao.

Quanto as concentragcdes de citocinas em relagcdo a infeccdo da CA, niveis
significativamente superiores de IL-1p e IL-6 foram detectados entre as amostras positivas para
infecgcdo. Em concordancia com esses achados, a literatura relata que a concentragéo de IL-1p no
LA de mulheres com TPP se encontra elevada quando ha invasdo da CA por microrganismos®’. A
importancia do papel da IL-1B na deflagracdo do TPP associado a infec¢ao foi demonstrada em
estudo, no qual, apenas a administragéo de IL-1p foi suficiente para a deflagragéo do trabalho de
parto em camundongos prenhes®.

Os resultados referentes a quantificacdo de IL-6 no LA revelaram concentragdes
aumentadas nas amostras com infeccdo da CA, detectada pela presenca de um ou mais genes

microbianos pela PCR. Esses dados corroboram com estudos*®*°

em que os niveis de IL-6 no LA
de gestantes em TPP estiveram significativamente aumentados na presencga de cultura positiva do
LA. Recentemente, as novas metodologias para detecgao de infecgcdo na CA, como a pesquisa do

gene bacteriano RNAr 16S, tém demonstrado ndo apenas maiores frequéncias de infecgdo da CA,

mas a preservagdo da correlagdo entre essa infeccéo e niveis aumentados de IL-6"*“°. De fato, a
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IL-6 é considerada a citocina mais envolvida nos casos de TPP associados a infeccdo da CA* e
pode ser considerada excelente preditora de partos prematuros, na presenca de infeccdo da CA.

No entanto, deve-se considerar que neste estudo houve auséncia de correlacdo entre
niveis de IL-8 e TNF-a. com presenga de microrganismos no LA. Segundo Jacobsson et al.*?,
niveis elevados de IL-8 s&o detectados no LA de gestantes com RPM-PT, mas essa detecgao
apresenta baixa sensibilidade e especificidade no grupo de gestantes com TPP. Para Fortunato et
al.®®, essa diferenca no valor preditivo entre TPP e RPM-PT ndo é surpreendente, pois
mecanismos diferentes parecem estar envolvidos na patogénese dessas complicagoes
gestacionais.

Em relacdo ao TNF-a, poucos trabalhos da literatura atual tem relatado niveis elevados
dessa citocina em relagéo a infecgdo da CA em gestantes em TPP™. Niveis diminuidos de TNF-o
podem estar relacionados a cinética de producédo de citocinas frente ao processo inflamatério
agudo. E possivel que as amostras de LA tenham sido obtidas em fase mais tardia da instalagcdo
do processo inflamatdrio, e que o ja esteja sofrendo efeito inibitério sobre a sua produgéo®.

Baseado na metodologia empregada e nos resultados obtidos, podemos concluir que a
freqiéncia de infecgdo na cavidade amnidtica de gestantes em TPP é maior que em gestantes
fora de trabalho de parto e que existe correlagao entre essa infecgao e niveis aumentados de IL-
1B e IL-6.

Assim, o estudo de correlagéo entre a presenca de U. urealyticum e M. hominis e de outros
microrganismos no LA e niveis de citocinas inflamatérias contribui para a compreensdo da
fisiopatologia do TPP. Somado a isso, a demonstracdo do papel importante e central das citocinas
na indu¢do do TPP devera encorajar o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento em

gestantes em TPP.
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