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“O homem só é eterno quando sua obra permanece”. 

(Sergio Viegas) 



 

RESUMO 

 

 

Introdução: O início do trabalho de parto (TP) envolve vários eventos fisiológicos, 

porém, os mecanismos que o desencadeiam não são totalmente compreendidos, 

apesar do conhecimento de que são regulados por fatores endócrino, nervoso e 

imunológico. 

Objetivo: Comparar os níveis de citocinas inflamatórias no plasma e placenta, o 

imunoconteúdo da Anexina A1 (ANXA1) e do FPR2/ALX e o número de neutrófilos 

na placenta de gestantes com TP espontâneo àquelas submetidas a indução de 

parto por gestação a termo tardio. 

Método: O estudo incluiu gestantes saudáveis admitidas para parto (16 pacientes) 

ou indução de parto (24 gestantes, com falha na indução em 4 delas). As amostras 

foram avaliadas por ELISA, no plasma e na placenta, para TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 e 

IL-10, por Western Blotting para ANXA1 e FPR2/ALX e imunofluorescência para o 

anticorpo CD15+ (neutrófilo) na placenta. Os dados foram analisados pelo teste de 

Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn e correlação de Spearman. O valor de p 

foi considerado significante quando ≤ 0,05.  

Resultados: Observou-se redução dos níveis de TNF plasmático pós indução no 

grupo em que houve falha de indução (p = 0,023). Encontrou-se maior concentração 

de IL-8 na placa amniótica (p = 0,049) e de TNF (p < 0,001) e IL-10 (p < 0,001) no 

trofoblasto das pacientes com TP espontâneo. Também, foi observada maior 

densidade de ANXA1 no trofoblasto daquelas com falha de indução (p = 0,041). 

Identificou-se correlação positiva moderada do tempo de indução com a densidade 

de ANXA1 no trofoblasto (r=0,580) e com o nível de IL-6 na placa amniótica 

(r=0,517) e correlação positiva fraca entre o tempo de TP e a densidade de ANXA1 

no trofoblasto (r= 0,419). Além disso, foi identificado aumento significativo na 

imunomarcação de células CD15+ entre os grupos com TP espontâneo comparadas 

com o grupo em que houve falha de indução (p < 0,001). 

Conclusão: Pode-se concluir que o processo inflamatório no TP envolve a 

participação tanto materna quanto fetal. Os resultados encontrados solidificam os 

achados de estudos anteriores, contudo outros ensaios são necessários para 

determinar os gatilhos ao desencadeamento do TP. 

 



 

Descritores: Gestação. Trabalho de parto. Inflamação. Resolução da inflamação. 



 

ABSTRACT 

 

 

Introduction: The onset of labor involves several physiological events. However, the 

mechanisms that trigger it are not fully understood, despite knowing that endocrine, 

nervous and immunological factors regulate them. 

Objective: To compare the levels of inflammatory cytokines in plasma and placenta 

and the density of Annexin A1 (ANXA1) and FPR2/ALX, and the number of 

neutrophils in the placenta of pregnant women with spontaneous PT with those 

undergoing labor induction by late-term pregnancy. 

Method: The study included healthy pregnant women admitted for delivery (16 

patients) or induction of labor (24 pregnant women, with induction failure in 4 of 

them). Samples were collected from plasma and placenta and evaluated by ELISA 

for TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, and IL-10 and Western Blotting for ANXA1 and FPR2/ALX 

in the placenta and immunofluorescence to CD15+ antibody. The data were analyzed 

using the Kruskal-Wallis’s test followed by Dunn method and Spearman correlation. 

The p-value was considered significant when ≤ 0.05. 

Results: There was a reduction in plasma TNF levels after induction in the group 

with induction failure (p = 0.023). A higher concentration of IL-8 was found in the 

amniotic plaque (p = 0.049) and of TNF (p < 0.001) and IL-10 (p < 0.001) in the 

trophoblast of patients with spontaneous labor. Also, higher ANXA1 density in the 

trophoblast was observed in those with induction failure (p = 0.041). A moderate 

positive correlation of induction time with ANXA1 density in the trophoblast (r=0.580) 

and with the IL-6 level in the amniotic plaque (r=0.517) and a weak positive 

correlation between labor time and ANXA1 density was identified in the trophoblast 

(r= 0.419). In addition, a significant increase was identified in CD15+ cell 

immunocapturing among the groups with spontaneous labor compared to the group 

with induction failure (p < 0.001). 

Conclusion: We conclude that the inflammatory process in labor involves both 

maternal and fetal participation. Our results solidify the findings of previous studies, 

although other tests are needed to determine the triggers for labor development. 

 

Keywords: Pregnancy. Labor. Inflammation. Resolution of inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Na gestação normal, o sistema imune materno entra em contato com 

antígenos fetais e desencadeia a tolerância imunológica na interface materno-fetal. 

A tolerância imunológica ao semienxerto fetal é um mecanismo ativo, no qual os 

tecidos fetais não são reconhecidos como estranhos e/ou não são rejeitados pelas 

células do sistema imune materno1. O modelo de tolerância imunológica durante a 

gravidez tem por base a mudança da resposta imune materna para um estado pró-

inflamatório modulado2. Assim, componentes das respostas imunes, inata e 

adaptativa, têm papel importante na adaptação imune materna à gestação1. 

Estatisticamente, 10% das gestações duram mais de 41 semanas e 6 dias e, 

quando isso ocorre, são consideradas e estão associadas ao aumento no risco de 

resultados gestacionais adversos pela deterioração progressiva da função 

placentária, determinando prejuízos na função respiratória do concepto, tendência à 

hipoxemia fetal e subsequente incremento nas taxas de morbidade e mortalidade 

perinatais. Embora algumas condições sejam associadas à gestação prolongada, 

como idade materna avançada e a paridade, a sua etiologia é desconhecida3. Ainda, 

apesar da indução do parto constituir a principal estratégia empregada para a 

finalização da gestação, em torno de 15% das pacientes não respondem à indução 

(seja com prostaglandinas ou ocitocina) e as causas dessa má resposta ainda são 

desconhecidas4.  

O desencadeamento do trabalho de parto (TP) envolve uma coordenação 

complexa e oportuna de processos fisiológicos, tais como: contrações uterinas, 

apagamento e dilatação cervical e ruptura das membranas amnióticas. Contudo, os 

mecanismos que dão início a este processo não são completamente 

compreendidos5. Sabe-se que são regulados por uma variedade de mecanismos e 

mediadores dos sistemas endócrino, nervoso e imunológico e que teorias atuais 

sugerem que mudanças nos níveis de estrogênio e progesterona, aumento dos 

níveis de ocitocina, prostaglandinas, cortisol e liberação de citocinas inflamatórias 

estariam associadas ao início do TP espontâneo6.  

Nesse contexto, as citocinas mais envolvidas na evolução do TP são fator de 

necrose tumoral (TNF), Interleucinas (IL) -1β, IL-6 e IL-8, que contribuem para o 

recrutamento e ativação de leucócitos adicionais, aumento da produção de 
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prostaglandina, amadurecimento e dilatação cervical, ruptura de membrana e 

contrações uterinas7,8.  

Estudos demonstraram que o TNF, a IL-1β e a IL-6 são encontrados em altas 

concentrações na placenta e membranas amnióticas e atuam na biossíntese dos 

prostanoides, aumentando a produção de ciclooxigenase-2 (COX-2) e 

prostaglandina E2 (PGE2), mediador químico mais eficaz para contratilidade 

miometrial e dilatação cervical em vários tecidos durante a gravidez9,10. A IL-1β 

também parece inibir a ação da progesterona no amadurecimento cervical11. As 

concentrações de IL-6 durante o TP latente são significativamente menores do que 

as concentrações associadas ao TP estabelecido12. Além disso, os níveis séricos de 

IL-6 e IL-8 foram positivamente relacionados à dilatação cervical13 e a IL-6 foi 

significativamente maior com contrações mais fortes e mais frequentes, com maior 

probabilidade de ocorrer durante o TP ativo12. A IL-8, uma quimiocina com papel 

crítico do remodelamento cervical, é produzida por diversos tipos de células 

cervicais, incluindo células epiteliais e fibroblastos estromais cervicais, leucócitos e 

macrófagos14. As concentrações de IL-8 também aumentam à medida que o TP 

progride15, sendo sua expressão induzida por TNF, IL-1 β, lipopolissacarídeos (LPS) 

e ésteres de folato14. Por outro lado, a concentração da IL-10, citocina chave no 

início da gestação por inibir a secreção de citocinas inflamatórias, tais como TNF e 

IL-6, diminui progressivamente no final da gestação, favorecendo o predomínio das 

citocinas inflamatórias16,17. 

As prostaglandinas também estão diretamente relacionadas ao 

desencadeamento do TP. São eicosanoides formados a partir do ácido 

araquidônico, que é liberado de fosfolipídios de membrana via fosfolipase A2. O 

ácido araquidônico é inicialmente convertido em prostaglandina H2 (PGH2) através 

das reações sequenciais da COX-1 e COX-218. As prostaglandinas agem sobre o 

miométrio para aumentar sua contratilidade, promovendo o início e a progressão de 

TP19. Especificamente, os níveis de PGE2 estão acentuadamente aumentados no 

líquido amniótico e nas membranas fetais durante o TP e em gestações a termo, e 

são significativamente mais altos durante os nascimentos a termo que em 

nascimentos prematuros4,15. A PGE2 desempenha papel fundamental nos processos 

inflamatórios que desencadeiam o amadurecimento cervical e o início do TP. Esta 

resposta inflamatória é caracterizada pela diferenciação de fibroblastos em 

miofibroblastos ativados e por regular a síntese de glicosaminoglicanos hidrofílicos e 
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aumentar a atividade da elastina, separando e dispersando feixes de colágeno20. A 

atividade da fosfolipase, medida em homogenatos de membranas fetais utilizando 

substratos sintéticos in vitro, parece estar elevada durante o terceiro trimestre da 

gravidez, embora a liberação do ácido araquidônico e produção das prostaglandinas 

in vivo só sejam ativados no parto, sugerindo que um mecanismo inibidor regula a 

liberação in vivo21. 

Além  dos eventos que favorecem a manutenção e/ou ampliação da 

inflamação, atualmente, tem-se empregado atenção especial aos eventos de 

controle da inflamação por mecanismos anti-inflamatórios ou pró-resolutivos, com 

grande interesse nos mediadores pró-resolutivos (MPR), uma vez que a resolução 

da inflamação protege o hospedeiro de uma resposta inflamatória exacerbada22 e é 

necessária para reestabelecer a homeostasia, limitando o dano tecidual excessivo e 

reduzindo o desenvolvimento da inflamação crônica23. Diferentemente do processo 

anti-inflamatório, além de reduzir a infiltração de neutrófilos para os tecidos 

inflamados, as moléculas pró-resolutivas estimulam os macrófagos a realizarem a 

retirada e o clearance de células apoptóticas, desempenhando papel ativo e não 

apenas regulador24. A relação intrincada entre os fenômenos pró-inflamatórios e pró-

resolutivos deve ser ressaltada, uma vez que as mesmas enzimas envolvidas na 

síntese dos mediadores pró-inflamatórios, como as COX e a LOX, também estão 

envolvidas na síntese de grande parte dos MPR25. 

Dentre os MPR, as anexinas (ANX) atuam na resolução da inflamação por 

ativarem mecanismos específicos que promovem o retorno da homeostasia25,26. 

Além disso, pelo menos seis membros da família das ANX foram identificados na 

placenta e nas membranas amnióticas, incluindo Anexina A1 (ANXA1)27. A ANXA1 

tem participação ativa em diferentes fenômenos fisiológicos. Alguns estudos têm 

definido as propriedades reguladoras da ANXA1 endógena em vários aspectos da 

resposta inflamatória, auxiliando a resolução fisiológica do processo imune inato23,28, 

sendo que a maioria de seus efeitos ocorrem da interação com um receptor 

acoplado à proteína G transmembrana chamado receptor para peptídeos formilados 

2 (FPR2/ALX)29. 

O papel funcional da ANXA1 em processos fisiopatológicos do aparelho 

reprodutor feminino vem sendo investigado, tendo-se evidenciado sua participação 

na modulação preparatória para a gestação do endométrio secretor30. Quanto ao 

papel da ANXA1 e seu receptor FPR2/ALX na gravidez em humanos, este ainda 
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precisa ser melhor elucidado. Níveis elevados de ANXA1 foram identificados durante 

a gravidez31 com concentrações reduzidas no âmnio e na placenta no TP quando 

comparado com cesarianas eletivas32-34. Por outro lado, autoanticorpos contra 

ANXA1 foram detectados no plasma de mulheres com pré-eclâmpsia, mas sua 

relevância na gênese da doença não é totalmente compreendida31,35,36.  

Diante destes achados, é possível especular que o aumento da ANXA1 nos 

estágios finais da gestação poderia estar implicado com a falha nos processos de 

desencadeamento e evolução do TP, sugerindo que este aspecto deva ser 

investigado como um potencial alvo terapêutico em mulheres em condições de 

gravidez prolongada ou cuja indução do parto não responda aos tratamentos padrão 

atuais. 

Neste contexto, justifica-se a realização deste estudo ao considerar-se que 

uma melhor compreensão da fisiologia do TP possa auxiliar na identificação das 

causas da “não resolução” da gestação em algumas mulheres, assim como da má 

resposta aos métodos de indução do parto. Desta forma, avaliando-se mulheres com 

gravidez a termo e termo tardio, comparando-se aquelas com desencadeamento 

espontâneo do TP com aquelas que necessitam de indução do TP e, posteriormente 

entre as diferentes respostas à indução do TP, questiona-se sobre possíveis 

diferenças entre os grupos quanto à concentração plasmática de citocinas 

inflamatórias e da ANXA1, além da concentração de citocinas inflamatórias, da 

expressão da ANXA1 e do receptor FPR2/ALX na placenta e nas placas amnióticas 

das pacientes. 

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

A gravidez bem-sucedida é resultado de múltiplas estratégias 

imunoendócrinas que permitem que a mãe e o feto coexistam no final da gestação. 

O início e a progressão do TP constituem um evento reprodutivo complexo e, apesar 

de evidências experimentais, clínicas e epidemiológicas, este processo permanece 

relativamente mal compreendido1. 
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1.1.1 Gestação a termo 

 

A gestação normal dura, em média, 40 semanas (280 dias), desde o início da 

última menstruação até a data provável do parto. Com o intuito de uniformizar as 

publicações e reduzir as complicações neonatais iatrogênicas por interrupções 

precoces da gestação por comodidade, recomenda-se que o período considerado 

como gestação a termo (acima de 37 semanas de gestação) seja subdividido em 

termo inicial, termo completo, termo tardio e pós-termo, conforme o Quadro 137.  

 

Quadro 1 – Classificação recomendada para partos a partir de 37 semanas de 

gestação. 

 

• Termo inicial: entre 370/7 semanas e 386/7 semanas; 

• Termo completo: entre 390/7 semanas e 406/7 semanas; 

• Termo tardio: entre 410/7 semanas e 416/7 semanas; 

• Pós-termo: além de 420/7 semanas. 
 

Fonte: adaptado de ACOG37. 

 

Estima-se que 10% das gestações durem mais de 41 semanas e 6 dias e são 

consideradas gestações prolongadas ou pós-termo. Esta situação está associada ao 

aumento no risco de resultados gestacionais adversos pela deterioração progressiva 

da função placentária, determinando prejuízos na função respiratória do concepto, 

tendência à hipoxemia fetal e subsequente incremento nas taxas de morbidade e 

mortalidade perinatais38. Embora algumas condições sejam associadas ao pós-

datismo, como idade materna avançada, obesidade e paridade, a sua etiologia é 

desconhecida3,39. Para evitar as consequências deletérias da pós-maturidade, tem-

se recomendado a indução do TP por volta das 41 semanas de gestação38. 

 

1.1.1.1 Indução do trabalho de parto 

 

A indução do TP consiste no desencadeamento artificial do processo de 

nascimento por meio de medicamentos ou manobras mecânicas, considerando não 

haver contraindicação ao parto vaginal3. Está indicada em várias situações 

obstétricas que requeiram o término da gestação, seja por condições de risco 

aumentado para a gestante ou para o feto, como pré-eclâmpsia, oligodramnia, 
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crescimento fetal intrauterino restrito (CIUR), ruptura prematura das membranas 

(RUPREMA) e a gestação prolongada3. 

A indução do TP ocorre em até 25% de todas as estações à termo ao redor 

do mundo40 e, apesar da indução do parto constituir a principal estratégia 

empregada para a finalização da gestação, em torno de 15% das pacientes não 

respondem à indução4. 

O grau de maturação do colo uterino tem sido reconhecido como o principal 

fator associado ao sucesso da indução do TP. Atualmente sabe-se que o 

“amadurecimento” do colo uterino que antecede a parturição é um processo ativo 

mediado por mudanças na composição nos seus elementos constituintes: colágeno, 

elastina e tecido conectivo durante o transcorrer da gestação41. Tanto as fibrilas do 

colágeno como as dos glicosaminoglicanos são produzidas pelos fibroblastos, que 

constituem o principal componente celular do tecido conjuntivo cervical. Próximo ao 

termo da gravidez, ocorre um infiltrado inflamatório na cérvice e o estroma torna-se 

edemaciado e altamente vascularizado4. A colagenase, responsável pela lise do 

colágeno, é produzida tanto pelos fibroblastos como pelos leucócitos e o aumento da 

sua atividade é influenciada pelos hormônios esteroides e pelas prostaglandinas. A 

colagenólise fragmenta as fibras colágenas, que assumem nova remodelação, 

ocorrendo gradativa substituição por novo tipo de colágeno que é rompido com mais 

facilidade durante a parturição. Estas mudanças diminuem a consistência e 

promovem o esvaecimento ou apagamento do colo uterino41. 

Para estimar o grau de maturação cervical utiliza-se o Índice de Bishop, que 

avalia através do exame de toque vaginal o grau de dilatação do colo uterino, o 

apagamento, a posição e consistência do colo uterino e o nível de descida do feto no 

trajeto pélvico. Assim, escores mais elevados estão correlacionados com TP mais 

curto e com menor taxa de falha de indução42 (Quadro 2). Do ponto de vista prático, 

o Índice de Bishop é utilizado para determinar o protocolo de indução a ser 

empregado, uma vez que colos uterinos com escores iguais ou superiores a 7 são 

considerados favoráveis e não requerem maturação cervical prévia, podendo-se 

iniciar diretamente com a infusão de ocitocina endovenosa42. 

A ocitocina é um neuropeptídeo com efeitos central e periférico43. 

Desempenha funções neuro-hormonal, como neurotransmissor e neuromodulador, é 

sintetizada nos núcleos supraóptico e paraventricular do hipotálamo, armazenada no 

nervo terminal da neuro-hipófise e liberada de forma pulsátil para o plasma após 
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estímulo sensitivo43. As suas principais ações periféricas compreendem a 

estimulação da contratilidade do miométrio durante o TP e a ejeção do leite durante 

a lactação. Os receptores de ocitocina no miométrio aumentam com a progressão da 

gestação44. A ocitocina sintética é o fármaco mais usado para a indução do TP, 

geralmente administrada por via endovenosa através de bomba de infusão, com 

infusão inicial de 2 mUI/min, com aumento progressivo até desencadeamento do TP 

ou dose máxima recomendada de 40 mUI/min45. Apesar de pouco comuns, os 

principais riscos do uso de ocitocina são: taquissistolia uterina, alterações da 

frequência cardíaca fetal e, muito raramente, a rotura uterina43,44. 

 

Quadro 2 – Índice de Bishop. 

Pontuação 0 1 2 3 

Posição do colo 
Consistência do colo 

Apagamento (%) 
Dilatação (cm) 

Plano de DeLee 

Posterior 
Firme 
0-30 

0 
-3 

Intermediário 
Médio 
31-50 

1-2 
-2 

Anterior 
Amolecido 

51-70 
3-4 
-1/0 

- 
- 

> 80 
≥ 5 

+1/+2 

Fonte: adaptado de Ivars et al42. 

 

Nos casos em que há necessidade de maturação cervical (ou seja, índice de 

Bishop menor ou igual a 6), utilizam-se métodos farmacológicos, como as 

prostaglandinas sintéticas, ou métodos mecânicos, como a inserção intrauterina da 

sonda de Foley e a amniotomia ou rotura artificial das membranas amnióticas3. 

As prostaglandinas são sintetizadas a partir do ácido araquidônico e induzem 

alterações cervicais similares ao apagamento fisiológico do colo uterino4. Na 

atualidade, misoprostol e dinoprostone são as prostaglandinas sintéticas disponíveis 

para uso comercial3. 

O misoprostol é um análogo da PGE1 e é comercializado sob a forma de 

comprimidos nas doses de 25 µg, 100 µg e 200 µg, podendo ser administrado por 

via vaginal, retal, oral e sublingual. Para a maturação cervical, habitualmente utiliza-

se a dose de 25µg por via vaginal em intervalos de 3-6 horas, idealmente a cada 4 

horas4. 

O dinoprostone é um análogo da PGE2 e tem a vantagem de promover o 

amadurecimento cervical e simultaneamente induzir a contratilidade no miométrio. 

Pode ser administrado por via vaginal, oral, intravenosa, intracervical e extra-

amniótica4. No Brasil, apenas o pessário de dinoprostone é aprovado pela Agência 

Nacional de Vigilância em Saúde (ANVISA) e comercialmente disponível para uso 
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intra-hospitalar. Este dispositivo de liberação lenta contém 10 mg de dinoprostone, 

liberando 0,3 mg/hora da substância ativa, devendo ser colocado no fundo do saco 

vaginal. No entanto, apesar da comodidade posológica, seu custo elevado e 

labilidade térmica restringem seu uso4. 

As complicações mais frequentes às prostaglandinas usadas na indução do 

TP são hipertonia uterina, alterações da frequência cardíaca fetal e, muito 

raramente, a rotura uterina. Desta forma, como a meia vida destes fármacos é longa, 

a presença de cicatriz uterina prévia é contraindicação ao seu uso4.  

O amadurecimento mecânico do colo do útero é uma das formas mais antigas 

de indução do parto. O mecanismo de maturação do colo uterino com uso de uma 

sonda de Foley intrauterina é duplo: pressão direta com estiramento do segmento 

uterino inferior e colo e liberação local de prostaglandinas6. Para inserção do cateter, 

realiza-se antissepsia da vagina e do colo, seguido pela inserção da sonda de Foley 

na endocérvice, ultrapassando o orifício cervical interno. Em seguida, o balão é 

insuflado com 30 a 50 ml de soro fisiológico estéril e levemente tracionado até o 

nível do óstio interno, onde permanece por 24 horas ou até a expulsão 

espontânea46. A maturação do colo uterino usando sonda Foley tem como 

vantagens a simplicidade, o baixo custo, a rápida reversibilidade e a ausência de 

efeitos colaterais graves. Contudo, sua eficácia é inferior aos métodos 

farmacológicos. Desta forma, seu uso fica restrito a situações em que há 

contraindicação ao uso ou indisponibilidade das prostaglandinas sintéticas46,47. 

A ruptura artificial de membranas (amniotomia) é um procedimento usado 

para romper intencionalmente as membranas amnióticas com o objetivo de induzir 

ou intensificar as contrações no TP. Para romper as membranas, o colo uterino deve 

estar dilatado, normalmente com pelo menos 3 cm3. Em um estudo randomizado de 

mulheres nulíparas submetidas à indução do parto, mulheres randomizadas para 

ruptura de membranas a 4 cm tiveram tempo reduzido para o parto sem aumento de 

complicações infecciosas maternas ou neonatais48. Quando a amniotomia é usada 

para induzir o parto, a combinação de amniotomia com ocitocina intravenosa é mais 

eficaz do que a amniotomia isolada. Para mulheres com colo uterino favorável, essa 

combinação é mais bem-sucedida do que outros agentes em atingir o parto vaginal 

em até 24 horas, no entanto, pode haver cenários clínicos, como a indução do TP 

em uma multípara com cérvix favorável, em que a amniotomia sozinha também pode 

ser muito eficaz49.  
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1.1.1.2 O trabalho de parto 

 

O TP é um processo coordenado de transição do miométrio quiescente para 

um estado ativo contrátil, rítmico, que exige uma interação complexa entre os 

compartimentos placentário, fetal e materno50. Acredita-se que os mecanismos 

precisos associados à iniciação do TP envolvam queda fisiológica dos níveis de 

progesterona, aumento da biodisponibilidade de estrogênio, hormônio liberador de 

corticotrofina (CRH) e mediadores neuroendócrinos e, finalmente, o aumento da 

responsividade miometrial às prostaglandinas e à ocitocina50.  

Conforme observado na Figura 1, a parturição pode ser subdividida em quatro 

fases: durante a primeira fase (fase 0 - quiescente), o útero é mantido em estado de 

repouso através da ação da progesterona e outros fatores menores, como a 

prostaciclina (PGI2), a relaxina, o peptídeo relacionado ao hormônio paratireoide 

(PTHrP), peptídeo relacionado à calcitonina, peptídeo intestinal vasoativo e o óxido 

nítrico (NO), todos esses agentes atuam mediando concentrações intracelulares 

aumentadas de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) ou monofosfato de 

guanosina cíclico (GMPc), que inibem a liberação intracelular de cálcio e a 

contratilidade miometrial. A segunda fase da parturição (fase 1 - ativação) está 

associada à ativação da função uterina, quando ocorre aumento do estrogênio e do 

CRH juntamente com o estiramento uterino mecânico que leva à regulação de um 

painel de genes necessários para o início das contrações, entre eles, as 

prostaglandinas e os receptores de ocitocina (OXTRs). Na terceira fase da parturição 

(fase 2 - estimulação), o útero pode ser estimulado por uterotônicos, incluindo as 

prostaglandinas, a ocitocina e o CRH e os eventos bioquímicos no útero se 

assemelham a uma reação inflamatória, com aumento da síntese de citocinas. 

Finalmente, na quarta fase da parturição, que ocorre após o nascimento, (fase 3 – 

involução), observa-se a involução uterina que acompanha a liberação do feto e da 

placenta, efeito atribuído principalmente à ação da ocitocina51. 
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Figura 1 – Fases da parturição humana. 

Legenda: PGs, prostaglandinas; CRH, hormônio de crescimento. 
Fonte: adaptado de Vannuccini et al51. 

 

1.1.2 A resposta inflamatória e o desencadeamento do trabalho de parto 

 

Uma das primeiras mudanças no sangue periférico relacionadas ao termo da 

gestação é um aumento na contagem de leucócitos, em particular, neutrofilia52. Além 

disso, já foi demonstrada a presença de níveis significativamente aumentados de 

leucócitos circulantes e proteína C-reativa em gestantes em TP, quando comparadas 

às gestantes fora de TP, sem sinais clínicos de infecção16. Essas alterações no 

sangue periférico materno indicam que a gravidez normalmente está associada a 

uma resposta inflamatória sistêmica contínua, necessária tanto para o 

estabelecimento como para a finalização da gravidez52. O acúmulo de leucócitos 

promove o amadurecimento cervical (dilatação e apagamento), participa na atividade 

contrátil miometrial, levando à expulsão do bebê e da placenta53. Esses eventos são 

precedidos por aumento na concentração de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias produzidas no útero, capazes de ativar leucócitos periféricos maternos 

e induzindo sua infiltração nos tecidos uterinos8.  

Os peptídeos pró-inflamatórios mais implicados na progressão do TP são 

TNF, IL1β, IL-6 e IL-8, que contribuem para o recrutamento e ativação de leucócitos 

adicionais, induzem a secreção de fatores efetores, como as metaloproteinases de 
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matriz (MMP) e as prostaglandinas, que induzem profundas alterações imunológicas 

e estruturais nos tecidos maternos e fetais, como amadurecimento e dilatação 

cervical, ruptura de membrana e contrações uterinas7,8. Estudos demonstraram que 

o TNF, a IL-1β e a IL-6 são encontradas em altas concentrações na placenta, 

membranas amnióticas e outros tecidos durante a gravidez10. Também, observou-se 

que as concentrações séricas de TNF, IL-1β, IL-6 e IL-8 são significativamente 

maiores durante o TP em relação aos níveis encontrados antes do início do 

mesmo8,12,54. Assim, acredita-se que um feedback positivo da produção de citocinas 

por leucócitos ativados nos tecidos fetais seja essencial para o início e progressão 

do TP. 

O TNF é uma citocina pró-inflamatória que desempenha papel central nas 

vias efetoras terminais no TP e parto em humanos. É a primeira citocina produzida 

pelas membranas fetais em resposta à estimulação coriodecidual com LPS, em 

estudo experimental55. É produzido principalmente pela decídua coriônica e possui a 

capacidade de diminuir a viabilidade miometrial e induzir apoptose56. O TNF pode 

amplificar ou iniciar o processo de parturição ao induzir a expressão e secreção de 

citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, aumentar a expressão da prostaglandina 

sintase 2 (PTGS2), aumentando a produção de COX-2 e PGE2, reguladores 

importantes da contratilidade miometrial7,56,57. 

A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória chave envolvida no TP humano, sendo 

liberada dos leucócitos infiltrados no útero e miométrio, onde parece facilitar o 

metabolismo da progesterona pelos fibroblastos induzindo amadurecimento cervical, 

levando à redução funcional da progesterona11. Acredita-se que a IL-1β também 

contribua para o início do TP estimulando e potenciando as contrações uterinas ao 

induzir a entrada de cálcio em células musculares lisas do miométrio, aumentando 

diretamente seu potencial contrátil56. A IL-1β também aumenta a produção de outras 

citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, promove a produção de prostaglandinas 

via PTGS2, mediadores de contrações uterinas e MMP, que ativam o 

amadurecimento cervical e a ruptura da membrana fetal, eventos que culminam em 

TP bem sucedido e nascimento7,57,58. 

As concentrações de IL-6 durante o TP latente são significativamente 

menores do que as concentrações associadas ao TP estabelecido. Sua 

concentração parece estar indiretamente relacionada ao aumento da expressão dos 

receptores de ocitocina nas células miometriais, que aumentam a responsividade à 
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ocitoestimulação12. Além disso, os níveis séricos de IL-6 e IL-8 foram positivamente 

relacionados à dilatação cervical, e a IL-6 foi significativamente maior com 

contrações mais fortes e mais frequentes, com maior probabilidade de ocorrer 

durante o TP ativo12.  

A IL-8, uma quimiocina que desempenha um papel crítico no remodelamento 

cervical na contratilidade miometrial ao promover a infiltração e ativação dos 

neutrófilos, é produzida por variados tipos de células cervicais, incluindo células 

epiteliais e fibroblastos estromais cervicais, leucócitos e macrófagos14. 

Concentrações de IL-8 também aumentam à medida que o TP progride15 e sua 

expressão é induzida por TNF, IL-1 β, LPS e ésteres de folato14.  

Em contraste, IL-10, que pertence ao grupo de moduladores imunológicos, é 

expressa pela interface materno-fetal para limitar a resposta imunológica hostil 

contra o feto e favorecer a indução e manutenção da tolerância ao aloenxerto. Sua 

expressão durante a gravidez é maximizada na metade da gravidez e declina com o 

termo58. Esta citocina anti-inflamatória é secretada em grande quantidade pelo 

âmnio e pela decídua coriônica nas membranas fetais humanas e está envolvida na 

resposta a reações imunológicas e/ou infecção58,59. 

Este efeito parece ser também mediado pela elevação dos níveis de 

progesterona, uma vez ter sido evidenciado que os níveis de IL-10 se elevam e 

estimulam a secreção de citocinas do tipo Th2 e reduzem a secreção de citocinas do 

tipo Th1, mantendo assim a gravidez60,61. Além disso, recente estudo in vitro sugeriu 

que na gestação a IL-10 e a progesterona possuem múltiplos efeitos nas interações 

monócito-miócito, incluindo inibição da contração dos miócitos62. Importante 

ressaltar, em análise in vitro a atividade simultânea entre a progesterona e da IL-10 

nos trofoblastos pode ser capaz de suprimir a respostas pró-inflamatórias regulada 

entre a placenta e a decídua61. Desta forma, a concentração da IL-10 diminui 

progressivamente no final da gestação, favorecendo o predomínio das citocinas 

inflamatórias, tais como TNF, IL-1 β e IL-616. 

Por sua vez, além dos fenômenos que contribuem para a manutenção e/ou 

ampliação da inflamação, atualmente, atenção especial tem sido dada aos eventos 

de controle da inflamação por mecanismos anti-inflamatórios ou pró-resolutivos, com 

maior interesse nos MPR. A conclusão ou resolução da inflamação, antes 

considerada um processo passivo, é hoje definida como um processo endógeno 

ativo, que protege o hospedeiro de uma resposta inflamatória exacerbada22 e é 
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necessária para reestabelecer a homeostasia, limitando o dano tecidual excessivo e 

reduzindo o desenvolvimento da inflamação crônica23. Headland e Norling23, em 

artigo de revisão, defendem que a inflamação crônica pode ser entendida, pelo 

menos em parte, como decorrente de um processo de resolução inadequado. A 

resolução da inflamação é considerada um evento distinto de um processo anti-

inflamatório. Isso porque, além de reduzir a infiltração de neutrófilos para os tecidos 

inflamados, as moléculas pró-resolutivas estimulam os macrófagos a realizarem a 

retirada e o clearance de células apoptóticas24, apresentando, portanto, papel ativo e 

não apenas regulador. 

Dentre os MPR, as ANX, uma família de moléculas endógenas pró-

resolutivas, não são imunossupressoras, mas atuam na resolução da inflamação por 

ativarem mecanismos específicos para o retorno da homeostasia25,26. A relação 

intrincada entre os fenômenos pró-inflamatórios e pró-resolutivos deve ser 

ressaltada, uma vez que as mesmas enzimas envolvidas na síntese dos mediadores 

pró-inflamatórios, como as COX e a LOX, também estão envolvidas na síntese de 

grande parte dos MPR25. 

 

1.1.2.1 Anexina A1 e a gravidez  

 

As ANX são uma família de proteínas de ligação fosfolipídica dependentes de 

cálcio presentes em vários tecidos, incluindo pulmão, medula óssea, intestino, 

ovários e endométrio32. Além disso, pelo menos seis membros da família das ANX 

foram identificados na placenta e nas membranas amnióticas, incluindo ANX AI e 

II27. Estudos biológicos demonstraram que a síntese e liberação das ANX são 

induzidas por glicocorticoides e que as ANX inibem a atividade da fosfolipase-A263.  

A principal ANX estudada no envolvimento do processo inflamatório é a 

ANXA1, uma proteína cálcio-dependente de 37 kDa composta por 346 aminoácidos 

que apresenta um grupamento N-terminal de 49 aminoácidos, diferenciando-se das 

demais ANXs, e um domínio C-terminal com 33 kDa, formado por quatro a oito 

repetições de uma sequência de 70 a 80 aminoácidos altamente conservada64. Dois 

sítios de ligação ao cálcio são expressos na região convexa de cada repetição. Essa 

região faz face à membrana celular, enquanto a região côncava com o domínio N-

terminal permanece livre para interagir com as proteínas citosólicas64. O domínio N-

terminal possui resíduos de tirosina e serina, o que lhe confere atividades e funções 
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específicas das ANXs e contém sítios para processos pós-traducionais, tais como 

fosforilação, glicosilação e proteólise da ANXA1, que medeiam sua regulação65. 

Estudos experimentais com peptídeos-miméticos da região N-terminal, 

principalmente com o peptídeo Ac2-26, sugerem que esta região seja responsável 

pela promoção da ação anti-inflamatória e antiproliferativa da ANXA132. Na Figura 2 

é representada de forma esquemática a estrutura primária e o arranjo tridimensional 

da ANXA1. 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática da estrutura primária da ANXA1. 

Legenda: a) Destaque da região N-terminal em arranjo primário (peptídeo Ac2-26); b) Ilustração do 
arranjo tridimensional da proteína.  
Fonte: adaptado de Gavins e Hikey32 e Perretti et al66. 

 

A ANXA1 é amplamente distribuída no organismo e pode ser encontrada em 

diversos tipos celulares, como células endoteliais, células epiteliais dos pulmões, 

intestinos, estômago, mama, rins, útero e placenta67, e em células estromais como 

os fibroblastos68. No entanto, a expressão da ANXA1 tem sido observada 

especialmente em células relacionadas aos processos de defesa como neutrófilos, 

mastócitos, eosinófilos, monócitos e linfócitos69. Apresenta-se em diferentes locais 

celulares conforme o estágio de atividade da célula em questão: em neutrófilos e 

mastócitos, encontra-se em grânulos, enquanto nos macrófagos está presente em 

maiores quantidades no citoplasma70. Têm-se demostrado que a ANXA1 tem 

participação ativa em diferentes fenômenos fisiológicos. Alguns estudos têm definido 

as propriedades reguladoras da ANXA1 endógena em várias facetas da resposta 

inflamatória, promovendo a resolução fisiológica do processo imune inato23,28. 
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Originalmente, foi descrita como um inibidor da síntese dos mediadores 

lipídicos eicosanoides através do bloqueio da atividade da enzima fosfolipase 

citosólica A2 (cPLA2). Porém, atualmente já admite-se que este MPR modula muitos 

processos biológicos, incluindo a diferenciação, apoptose e crescimento celular, a 

resposta do sistema nervoso central (SNC) às citocinas, a secreção neuroendócrina 

e a concentração tecidual de neutrófilos69,71. A expressão de ANXA1 por macrófagos 

responsáveis pela fagocitose das células em necrose secundária exerce controle no 

processo de recrutamento dos leucócitos e atenua a síntese de citocinas pró-

inflamatórias como o TNF72, a IL-1ß e a IL-671, modulando a ativação da COX-269 e 

da citocina IL-1073. 

A maioria dos efeitos moduladores sobre a inflamação ocorre através ANXA1 

pela interação com um receptor acoplado à proteína G transmembrana chamado 

FPR2/ALX29, que interage com vários ligantes orgânicos e inorgânicos envolvidos na 

defesa do hospedeiro e na inflamação67. A ligação de diferentes moléculas a este 

receptor ocorre com distintas afinidades e em diferentes sítios de ligação, facilitando 

a ativação de vias de sinalização diversas, dependendo do tipo celular. Assim, os 

efetores intracelulares, após a ativação desses receptores, podem resultar em 

efeitos inibitórios ou estimulatórios, dependendo do tipo e da concentração do 

ligante, do tipo de ligação e das circunstâncias25. Além de serem expressos em 

células do sistema imune como macrófagos e neutrófilos os receptores FPR2/ALX já 

foram descritos em tecidos como baço, pulmão, trato gastrointestinal e 

endométrio25,74, sendo relacionados com a homeostase dessas células75. 

O papel funcional da ANXA1 em processos fisiopatológicos do aparelho 

reprodutor feminino vem sendo investigado e já foi demonstrada sua participação na 

modulação preparatória para a gestação do endométrio secretor30. Também, tem 

sua secreção reduzida na hipófise pelo estradiol, sugerindo participação da ANXA1 

na resposta estrogênio-induzida de supressão da adesão pelos neutrófilos e nas 

diferenças entre os gêneros, na responsividade ao estresse e susceptibilidade a 

doenças autoimunes e inflamatórias conhecidas76. Além disso, recentemente, nosso 

grupo de pesquisa identificou que mulheres com endometriose apresentam menor 

densidade de ANXA1 no tecido peritoneal em relação às mulheres saudáveis77.  

Quanto ao papel da ANXA1 e seu receptor FPR2/ALX na gravidez em 

humanos, este ainda precisa ser melhor elucidado. Níveis elevados de ANXA1 foram 

identificados durante a gravidez31 com concentrações reduzidas no âmnio e na 
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placenta no TP quando comparados a cesarianas eletivas32-34. Por outro lado, 

autoanticorpos contra ANXA1 foram detectados no plasma de mulheres com pré-

eclâmpsia, mas sua relevância na gênese da doença não é totalmente 

compreendida31,35,36. 

Diante destes achados, é possível especular que o aumento da ANXA1 nos 

estágios finais da gestação poderia estar implicado com a falha nos processos de 

desencadeamento e evolução do TP, sugerindo que este aspecto deva ser 

investigado como um potencial alvo terapêutico em mulheres em condições de 

gravidez prolongada ou cuja indução do parto não responda aos tratamentos-padrão 

atuais. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o perfil inflamatório plasmático e placentário no TP induzido, 

comparativamente ao TP espontâneo, em humanos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Descrever os aspectos clínico-demográficos e obstétricos das 

gestantes estudadas; 

• Determinar os níveis plasmáticos maternos das citocinas TNF, IL-1β, 

IL-6, IL-8 e IL-10 nos grupos “TP espontâneo”, “Sucesso de Indução” e 

“Falha de Indução”; 

• Determinar o imunoconteúdo do mediador ANXA1, do receptor 

FPR2/ALX e a concentração das citocinas TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-10 na 

placenta (placa amniótica e trofoblasto), em todos os grupos; 

• Determinar o número de neutrófilos placentários, em todos os grupos. 

• Correlacionar os níveis plasmáticos das citocinas TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 

e IL-10 com o tempo de indução e do TP; 

• Correlacionar o imunoconteúdo placentário da ANXA1 do receptor 

FPR2/ALX com o tempo de indução e do TP.  
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo observacional com delineamento transversal e 

desdobramento de um dos braços para um estudo do tipo coorte, descrito conforme 

recomendado pela Iniciativa Strobe78. 

 

3.2 POPULAÇÃO, LOCAL E AMOSTRA 

 

As amostras de sangue, placenta e membranas fetais foram obtidas de 

parturientes atendidas nas maternidades do Hospital Regional de São José – SC, 

selecionadas por conveniência.  

O “grupo de TP espontâneo” foi constituído por gestantes de risco habitual, ou 

seja, sem fatores de risco maternos e/ou fetais conhecidos, admitidas em TP franco. 

O grupo de parto induzido foi constituído por gestantes com mais de 41 semanas de 

gravidez admitidas para indução do parto. O grupo de parto induzido foi subdividido 

em “grupo com boa resposta à indução do parto” e “grupo não responsivo”, conforme 

sua evolução (Figura 3). Para fins de determinação de não resposta à indução, a 

paciente recebeu oito doses de 25 mcg de misoprostol ou 24 h de cateter 

intrauterino seguidos de infusão de ocitocina em dose máxima (40mUI/min), sem 

que houvesse desencadeamento do TP45. 

A amostra foi calculada através do software OpenEpi, versão 3.01, para um 

teste de hipótese para comparação de uma média, com intuito de detectar uma 

possível diferença nos níveis plasmático e tecidual da ANXA-1 e citocinas e da 

expressão tecidual do FPR2/ALX no sangue, placenta e membranas nas pacientes 

com parto induzido. Assim, assumindo-se como parâmetros para um teste bicaudal o 

nível de significância de 5%, o poder do teste de 80%, o valor da diferença entre as 

médias dos grupos como sendo pelo menos 20%, e com o valor do desvio padrão 

como média 20% do valor das médias, obteve-se número amostral de 16 gestantes 

no grupo de TP espontâneo e 16 no grupo de indução, totalizando 32 pacientes, no 

mínimo. Estes últimos parâmetros foram baseados nos resultados publicados por 
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Lynch-Salomonn e colaboradores33 para os níveis de ANXA-1 nas membranas 

amnióticas. 

 

 
 

Figura 3 – Representação esquemática do delineamento do estudo.  

Legenda: Representação dos grupos e subgrupos e identificação do momento de coleta das 
amostras. 

 

3.3 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

Foram consideradas como sujeitos do estudo gestantes, provenientes dos 

municípios da região metropolitana de Florianópolis/SC, admitidas para parto na 

maternidade do HRSJ/SC, possuindo entre 20 e 45 anos, que não tinham feito uso 

de glicocorticoide ou apresentado alguma infecção durante a gestação e que 

concordassem em participar da pesquisa assinando o Termo Consubstanciado Livre 

e Esclarecido (TCLE) (APÊNDICE A). 
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3.4 CRITÉRIO DE EXCLUSÃO 

 

Foram excluídos do estudo as pacientes com gestação complicada por 

patologias maternas ou fetais, mulheres submetidas a cesariana por situação fetal 

não tranquilizadora, mães de recém-nascidos com quadro de depressão neonatal ou 

evolução materna com quadro de infecção puerperal precoce, em ambos os grupos. 

Do grupo de indução do parto foram excluídas as pacientes encaminhadas para 

cesariana fora de TP sem que todo o protocolo de indução tenha sido empregado. 

 

3.5 COLETA DE DADOS  

 

No momento da internação as gestantes que preencheram os critérios de 

inclusão foram convidadas a participar do estudo. Após aceite e assinatura do TCLE, 

foi preenchido o instrumento de coletas de dados com as informações clínico-

demográficas da paciente (APENDICE B) e coletados 5 ml de sangue, armazenados 

em tubos de ensaio com 0,25 ml de ácido etileno diaminotetracético (EDTA) a 1% e 

imediatamente centrifugados por 10 minutos a 3000rpm, para a obtenção de plasma. 

O sobrenadante obtido foi transferido para microtubos de 1,5 ml e armazenados em 

congelador a -20o C por no máximo 4 h até o transporte ao Laboratório de 

Neurociências Experimental (LANEX). Nas pacientes do grupo de indução do parto 

foi realizada nova coleta de 6 ml de sangue, da mesma forma que detalhado 

anteriormente, quando desencadearam o TP ou antes da cesariana. As coletas e 

processamento do sangue foram realizadas por um técnico de laboratório 

devidamente treinado. 

Após o nascimento, as placentas foram coletadas ao término da dequitação. 

As amostras de tecido placentário foram seccionadas em forma de triangulo com 

auxílio de uma lâmina de bisturi, respeitando-se uma margem mínima de 2 cm da 

inserção do cordão umbilical e da borda, abrangendo regiões representativas da 

interface materno-fetal (decídua basal, vilosidades coriônicas e placa amniótica) e 

sucessivamente lavados em solução fisiologia estéril para remoção de sangue79. 

Cada amostra foi subdividida em dois fragmentos. Um fragmento foi armazenado em 

formalina 10% a temperatura ambiente e o outro fragmento teve a placa amniótica 

dissecada do trofoblasto com lamina de bisturi79 (Figura 5) e as porções resultantes 
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foram transferidas para tubos de Eppendorf e armazenadas em geladeira a 4o C por 

no máximo 24 h79 até o transporte ao LANEX. 

No LANEX, as amostras embebidas em formalina 10% foram fixadas por até 

48h, lavadas em água corrente por 6h, desidratadas e mantidas em gradiente 

alcoólico à temperatura ambiente para análises posteriores; as amostras de plasma 

materno, placa amniótica e trofoblasto foram conservadas em Freezer -80oC até o 

momento das análises. 

 

3.5.1 Materiais e equipamentos 

 

Foram utilizados neste estudo os seguintes materiais e equipamentos: 

a) Equipamentos: Ultra freezer Glacier -86o C (NuAire, Plymouth, MN, EUA); 

homogeneizador Ultra-Turrax (IKAT18basic, IKA®, Alemanha); Orbital Shaker (MS 

Major Science, CA, EUA); Centrífuga 580R® (Eppendorf do Brasil Ltda, São Paulo, 

Brasil); Eletrotransferidor PowerPac Basic, 300 V 400 mA 75W (BioRad®, São 

Paulo, SP); Kit de quimiluminescência (ECL; Thermo Scientific, Rocford, IL, EUA); 

Fotodocumentador (ChemiDoc, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA); leitor de 

ELISA espectrofotômetro de placas (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical 

Equipment Co, Nanjing, China); microscópio de varredura a lazer (AxioCam MRm, 

Carl Zeiss, Jena, Alemanha) 

b) Reagentes: Kits de citocinas para TNF (15.6-1000), IL-1β (3.9-250), IL-6 

(9.4-6000), IL-8 (31.2-2000) e IL-10 (31.2-2000) DuoSet (R&D Systems, Minnesota, 

MN, EUA); T-Per (Tissue Protein Extraction Reagent; Thermo Scientific, Rockford, 

IL, EUA); padrão de peso molecular (Precision Plus ProteinTM Standards, 

KaleidoscopeTM, BioRad, CA, EUA); anticorpo anti-ANXA1 (1:1000; Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, EUA); anti-FPR2 (Anti-FPRL1/RFP antibody ab63023- 

1:250; Abcam pcl., Cambridge, Reino Unido); anti-actina-HRP (1:35000; Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); anticorpo secundário anti-IgG conjugado com 

peroxidase (1:5000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA); Alexa Fluor 555 

Rabbit monoclonal para CD15 (1:50; Abcam, Cambridge, Inglaterra); DAPI (Life 

Technologies Waltham, MA, EUA. 

c) Soluções: Tampão fosfato salino (PBS) [Tween 20 (0,05%), fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF), 1 mM, ácido etilenodiaminotetracético, ácido acético 10mM 

(EDTA), 2 ng/ml de aprotinina e 0,1 mM cloreto de benzetônio (Sigma Chemical 
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Company, St. Louis, MO, EUA)]; tampão de lise [(Na2VO4 100 mM, fluoreto de fenil-

metano-sulfonil (PMSF) 100 mM, coquetel de inibidores de proteases 1% (P8340) 

(Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, EUA)]; tampão de amostra [glicerol 20%, 

mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCl 0,2 M e SDS 10%)]; gel 

de separação [acrilamida 8%, bis-acrilamida 0,2%, Tris 375 mM, SDS 0,1%, TEMED 

0,06% e persulfato de amônia 0,04%)]; gel de entrada [acrilamida 4%, bisacrilamida 

0,09%, Tris 125 mM, SDS 0,1%, TEMED 0,08% e persulfato de amônia 0,03%); 

TBS-T (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 20 mM, Tween-20 

0,05%)]. 

 

3.5.2 Análise das amostras 

 

As amostras congeladas foram armazenadas e analisadas no LANEX, da 

Universidade do Sul de Santa Catarina, Bloco I2, Unidade Pedra Branca, Palhoça, 

por meio de teste de Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) e Western 

Blotting (WB). As amostras de placenta mantidas em álcool à temperatura ambiente 

foram embebidas em parafina, cortadas em seções de micrótomo (5 μm), montadas 

em lâminas de vidro e transportadas ao Williams Harvey Research Institute (WHRI) 

em Londres para análise por imunofluorescência. 

 

3.5.2.1 Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA)  

 

O teste de ELISA foi utilizado para a determinação dos níveis plasmáticos e 

placentários das citocinas TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-10. Para este fim, foram 

utilizadas amostras de 100 μL de plasma e homogenatos das amostras placentárias. 

As amostras de placenta congeladas foram pulverizadas em nitrogênio líquido e 

homogeneizadas em solução contendo inibidores de protease. Os homogenatos 

foram transferidos para tubos Eppendorf de 1,5 mL, centrifugados em 12000 rpm por 

20 min a 4° C, e o sobrenadante utilizado para a determinação das proteínas totais 

através do método de Bradford80.  

As análises das concentrações plasmáticas destes marcadores foram 

realizadas utilizando kits Duo Set para a mensuração das citocinas de acordo com 

as instruções do fabricante. Os valores obtidos foram estimados por interpolação a 

partir de uma curva padrão por colorimetria (comprimento de onda de correção 540 
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nm) em leitor de ELISA. Os resultados das amostras de plasma e placenta foram 

expressos em pg/ml e pg/mg de proteína, respectivamente. 

 

3.5.2.2 Western Blotting (WB) 

 

A análise por WB para pesquisa do imunoconteúdo das proteínas do 

mediador ANXA1 e do receptor FPR2/ALX foi realizada nas amostras placentárias 

congeladas, conforme descrito em estudo prévio35. Após a pulverização de cada 

tecido em nitrogênio líquido, foi adicionado o tampão de lise em T-PER e as 

amostras foram homogeneizadas por sonificação (60 W, 5 min). Os homogenatos 

foram centrifugados a 10.000 g por 20 min a 4° C. Alíquotas do sobrenadante obtido 

foram separadas para a dosagem de proteína em cada amostra, conforme 

determinado pelo método de Bradford80. Ao restante do sobrenadante foi adicionado 

o tampão de amostra na proporção de 1:6. As amostras foram fervidas (95° C; 5 

min) e permaneceram armazenadas a -80° C até o momento da eletroforese.  

Para separação das proteínas por eletroforese foi utilizado um gel de 

separação e um gel de entrada. As amostras (30 μg/poço para ANXA1 e 60 μg/poço 

para FPR2/ALX) e o padrão de peso molecular foram aplicadas nos géis e a 

eletroforese foi realizada a 90 V, por aproximadamente 3 h, utilizando-se tampão de 

corrida. Após a eletroforese, foi realizada a transferência das proteínas para uma 

membrana de PVDF (90 V, 90 min, 4° C). Em seguida, as membranas foram 

coradas (vermelho de Ponceau 0,2%, ácido tricloroacético 3%) para visualização das 

proteínas.  

Após lavagens em TBS-T para a retirada do excesso do corante, iniciou-se o 

bloqueio da membrana com TBS-T contendo albumina sérica bovina 3% por 1 hora 

em temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram incubadas durante a 

noite a 4° C com anticorpos específicos anti-ANXA1 (1:1000), anti-FPR2 (1:250) ou 

anti-actina-HRP (1:35000). Ao término do período de incubação as membranas 

foram lavadas durante 30 min com TBS-T e, em seguida, incubadas com o anticorpo 

secundário anti-IgG conjugado com peroxidase (exceto para anti-actina-HRP) por 1 

h em temperatura ambiente. Após esse período, uma nova lavagem de 30 min com 

TBS-T foi realizada seguida pela exposição das membranas durante 1 min ao kit de 

quimiluminescência e revelação através de um fotodocumentador. A quantificação 

das bandas de proteína foi realizada por densitometria utilizando o software de 
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análise iBright Imaging System (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA). Os resultados foram descritos em unidades arbitrárias. 

 

3.5.2.3 Imunofluorescencia 

 

Para a análise de imunofluorescência, a desparafinização dos cortes foi 

realizada em estufa a 60°C por 30 minutos seguido por 1 banho de 10 minutos em 

xilol 100%. Os cortes foram reidratados através de banhos sucessivos (10 minutos) 

em graduações decrescentes de etanol (etanol 100%, etanol 85%, etanol 70% e 

etanol 50%) até a água destilada. A recuperação antigênica foi feita por calor úmido 

com imersão em tampão de Citrato de Sódio (0,01M) pH 6.0, durante 20 minutos a 

97º C. Em seguida, as lâminas foram lavadas em wash buffer, solução comercial 

(Zytomed Systems Wash Buffer, ZYTOMED SYSTEMS, Berlim, Alemanha) por 5 

minutos e incubadas em solução de bloqueio de proteínas inespecíficas (PBS) por 5 

minutos (esse processo foi repetido 3 vezes).  

Para a imunomarcação dos neutrófilos, os cortes receberam o anticorpo 

CD15 conjugado ao Alexa Fluor 555 (diluição 1:50; Alexa Fluor 555 Rabbit 

monoclonal to CD15, Abcam, Cambridge, Inglaterra). Os cortes permaneceram com 

o conjugado por 30 minuto em câmara úmida, sob temperatura ambiente e no 

escuro para a formação do imunocomplexo. A seguir, as lâminas foram lavadas em 

tampão trizma base com cloreto de cálcio com pH 7,5 por dois períodos de 10 

minuto.   

Para a montagem das lâminas, os tecidos receberam uma gota de solução 

contendo 1 ml de meio de montagem Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, UA) para 1 µl de DAPI (Life Technologies Waltham, MA, EUA) (4’,6 diamidino-2-

pheylindole), e lamínula. A marcações foram analisadas e registradas 

fotograficamente ao microscópio de varredura a lazer, em um aumento de 40x com a 

câmera AxioCam MRc (Zeiss, Alemanha). O Alexa Fluor 555 emite fluorescência 

amarela (excitação com 553-568 nm) e o DAPI marca o núcleo celular em azul 

(excitação com 320 -400nm).  

As fotos foram transferidas para um computador e analisadas com o 

programa ImageJ (National Institutes of Health, BethesdaMD, EUA), a fim de se 

determinar o número de células imunomarcadas por 1mm2. 
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3.6 VARIÁVEIS DE ESTUDO 

 

Quadro 3 – Variáveis de estudo. 

Variáveis Tipo Natureza Proposta de utilização 

TP Independente 
Qualitativa 

nominal 
dicotômica 

Espontâneo/Induzido 
Em proporção 

Resposta à indução do TP Independente 
Qualitativa 

nominal 
dicotômica 

Sucesso; falha 
Em proporção 

Tempo de indução Independente 
Quantitativa 

Continua 
Horas 

Média e desvio padrão 

Tempo de TP Independente 
Quantitativa 

Continua 
Horas 

Média e desvio padrão 

Concentração plasmática e 
tecidual de TNF 

Dependente 
Quantitativa 

continua 
Pg/ml ou pg/mg de proteína 

Mediana e intervalo interquartil 

Concentração plasmática e 
tecidual de IL-1β 

Dependente 
Quantitativa 

Continua 
Pg/ml ou pg/mg de proteína 

Mediana e intervalo interquartil 

Concentração plasmática e 
tecidual de IL- 6 

Dependente 
Quantitativa 

Continua 
Pg/ml ou pg/mg de proteína 

Mediana e intervalo interquartil 

Concentração plasmática e 
tecidual de IL-8 

Dependente 
Quantitativa 

Continua 
Pg/ml ou pg/mg de proteína 

Mediana e intervalo interquartil 

Concentração plasmática e 
tecidual de IL-10 

Dependente 
Quantitativa 

Continua 
Pg/ml ou pg/mg de proteína 

Mediana e intervalo interquartil 

Densidade da proteína ANXA1 Dependente 
Quantitativa 

continua 
Unidades arbitrárias 

Mediana e intervalo interquartil 

Densidade do receptor 
FPR2/ALX 

Dependente 
Quantitativa 

continua 
Unidades arbitrárias 

Mediana e intervalo interquartil 

Número de neutrófilos (CD15+)  
Dependente 

 
Quantitativa 

continua 
Número  

Mediana e intervalo interquartil 

. 

 

3.7 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

As informações obtidas foram inseridas em um banco de dados e analisadas 

no software IBM SPSS statistics 24.0 (©copyright IBM corporations and its licensors 

1989, 2016). 

As variáveis numéricas foram representadas em gráficos de distribuição 

amostral, mediana e intervalo interquartil. Em todos os processos de inferência 

estatística o valor de p foi considerado significante quando ≤ 0,05.  

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e como 

se mostraram não paramétricos as diferenças de média entre os grupos foram 

analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis e ajuste de significância pelo Método de 

Dunn. Para determinação de correlação entre as variáveis, foi adotado o teste de 

correlação Spearman. 
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3.8 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Pesquisa (CEP) da 

UNISUL em 20 de dezembro de 2018 sob o CAAE n. 99567618.0.0000.5369 

(ANEXO A), fundamentado nos princípios éticos da Resolução 466/12 do Conselho 

Nacional de Saúde. Foram respeitados os princípios éticos da privacidade, 

confidencialidade, beneficência, não maleficência, justiça e autonomia dos 

pacientes.  

Todas as pacientes envolvidas no estudo foram informadas dos detalhes do 

procedimento, ficando claro que podiam optar por não participar do estudo e tiveram 

a oportunidade de esclarecer suas dúvidas, bem como dispor do tempo que lhes 

fosse adequado para a tomada de uma decisão autônoma. Aquelas que 

concordaram em participar, assinaram o TCLE.  

Os dados obtidos através da pesquisa são de acesso exclusivo dos 

pesquisadores, durante todas as fases da pesquisa, mesmo após o término dela. 

Após a análise de dados, todas as informações foram arquivadas por um período 

mínimo de cinco anos.  

Estima-se que o risco às participantes foi mínimo, podendo incluir leve 

desconforto na coleta do sangue pela picada da agulha e ocorrência de equimose 

após a punção, minimizados com a aplicação de gelo local, quando necessário. 

Além disso, a resposta ao questionário poderia incorrer em exposição de dados 

confidenciais e as pacientes poderiam estar em TP, desta forma, a entrevista foi 

realizada em ambiente reservado e tanto os questionamentos quanto as coletas 

foram feitas no intervalo das contrações.  

Acredita-se que o benefício foi indireto, com aperfeiçoamento do 

conhecimento dos mecanismos envolvidos no desencadeamento do TP fisiológico e 

possível desenvolvimento de tratamento alternativo tanto para a gestação 

prolongada quanto para partos prematuros.  

Não existem conflitos de interesses entre os pesquisadores e os sujeitos da 

pesquisa. 
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4. MANUSCRITO 

 

 

A seguir está inserido o artigo científico fruto dessa tese de Doutorado, que 

será submetido para a revista científica Placenta com fator de impacto de 3,117 

(2019-2020), Qualis Capes (Med II) A2.  

 

 

CONTRIBUTION OF PLASMA, PLACENTAL, INFLAMMATORY AND PRO-

RESOLVING MEDIATORS IN LABOR INDUCTION  

 

Lia Karina Volpato, Suchita Nadkani, Veronica Vargas Horevicz, Nathalia Donatello, 

Anna Paula Piovezan 

 

Resumo 

Objetivo: Comparar os níveis de citocinas inflamatórias no plasma e placenta, o 

imunoconteúdo da Anexina A1 (ANXA1) e do FPR2/ALX e o número de neutrófilos 

na placenta de gestantes com TP espontâneo àquelas submetidas a indução de 

parto por gestação a termo tardio. 

Método: O estudo incluiu gestantes saudáveis admitidas para parto (16 pacientes) 

ou indução de parto (24 gestantes, com falha na indução em 4 delas). As amostras 

foram avaliadas por ELISA, no plasma e na placenta, para TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 e 

IL-10, por Western Blotting para ANXA1 e FPR2/ALX e imunofluorescência para o 

anticorpo CD15+ (neutrófilo) na placenta. Os dados foram analisados pelo teste de 

Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn e correlação de Spearman. O valor de p 

foi considerado significante quando ≤ 0,05.  

Resultados: Observou-se redução dos níveis de TNF plasmático pós indução no 

grupo em que houve falha de indução (p = 0,023). Encontrou-se maior concentração 

de IL-8 na placa amniótica (p = 0,049) e de TNF (p < 0,001) e IL-10 (p < 0,001) no 

trofoblasto das pacientes com TP espontâneo. Também, foi observada maior 

densidade de ANXA1 no trofoblasto daquelas com falha de indução (p = 0,041). 

Identificou-se correlação positiva moderada do tempo de indução com a densidade 

de ANXA1 no trofoblasto (r=0,580) e com o nível de IL-6 na placa amniótica 
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(r=0,517) e correlação positiva fraca entre o tempo de TP e a densidade de ANXA1 

no trofoblasto (r= 0,419). Além disso, foi identificado aumento significativo na 

imunomarcação de células CD15+ entre os grupos com TP espontâneo comparadas 

com o grupo em que houve falha de indução (p < 0,001). 

Conclusão: Pode-se concluir que o processo inflamatório no TP envolve a 

participação tanto materna quanto fetal. Os resultados encontrados solidificam os 

achados de estudos anteriores, contudo outros ensaios são necessários para 

determinar os gatilhos ao desencadeamento do TP. 

Descritores: Gestação. Trabalho de parto. Inflamação. Resolução da inflamação 

 

Abstract 

Objective: To compare the levels of inflammatory cytokines in plasma and placenta 

and the density of Annexin A1 (ANXA1) and FPR2/ALX, and the number of 

neutrophils in the placenta of pregnant women with spontaneous labor with those 

undergoing labor induction in late-term pregnancy. 

Method: This study included healthy pregnant women admitted for delivery (16 

patients) or labor induction (24 pregnant women, with induction failure in 4 of them). 

TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, and IL-10 were quantified by ELISA in plasmatic and placental 

samples and ANXA1 and FPR2/ALX in the placenta by Western Blotting, and 

immunofluorescence to CD15+ antibody. The data were analyzed using the Kruskal-

Wallis’s test followed by Dunn method and Spearman correlation. The p-value was 

significant when ≤ 0.05. 

Results: There was a reduction in plasma TNF levels following induction in the group 

with induction failure (p=0.023); higher concentrations of IL-8 was found in the 

amniotic plaque (p=0.049) and of TNF (p<0.001) and IL-10 (p<0.001) in the 

trophoblast of patients with spontaneous labor. Greater ANXA1 density in the 

trophoblast was also observed in those with induction failure. There was a moderate 

positive correlation of induction time with ANXA1 density in trophoblast (r=0.580) and 

with the IL-6 level in amniotic plaque (r=0.517), and a weak positive correlation 

between labor time and density of ANXA1 was identified in the trophoblast (r= 0.419). 

In addition, a significant increase was identified in CD15+ cell immunocapturing 

among the groups with spontaneous labor compared to the group with induction 

failure (p < 0.001). 
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Conclusion: We concluded that the inflammatory process in labor involves both 

maternal and fetal participation. The results reinforce the findings of previous studies; 

however, other tests are required to determine the triggers for inducing labor. 

Keywords: Pregnancy; Labor; Inflammation; Resolution of inflammation. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Como limitações deste estudo, pode-se destacar a impossibilidade de 

avaliação plasmática prévia ao início do TP espontâneo e no período puerperal, a 

incapacidade de estratificar os achados conforme a idade gestacional destas pela 

limitação amostral, além do pequeno número de casos com falha de indução. Desta 

forma, o desenho deste estudo não foi suficiente para discriminar entre causa ou 

consequência no que diz respeito à relação entre o TP induzido e o processo 

inflamatório fisiológico envolvido no desencadeamento do TP. 

Como ineditismo, destaca-se que, até onde se tem conhecimento, este é o 

primeiro trabalho que avalia a densidade da ANXA1 na indução do trabalho de parto 

em humanos, propondo-se ainda a correlacioná-la com o tempo de indução e de 

trabalho de parto.  

Com base nos resultados apresentados, pode-se ressaltar que há maior 

concentração de TNF, IL-8 e IL-10 no TP espontâneo, menor densidade de ANXA1 

nas pacientes submetidas a indução com boa resposta e correlação positiva entre o 

tempo de indução com TNF, IL-6 e ANXA1 e correlação positiva entre o tempo de 

TP e ANXA1. Pelas diferenças evidenciadas ora na placa amniótica, ora no 

trofoblasto, pode -se concluir que a participação no processo inflamatório fisiológico 

do TP envolve a participação de aspectos tanto maternos quanto fetais. 

Adicionalmente, os resultados encontrados solidificam resultados de estudos 

anteriores, embora outros ensaios sejam necessários para determinar quais os 

gatilhos fundamentais para o desencadeamento do TP. 
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