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A ruptura prematura de membranas (RPM), definida como efracao
espontdnea do amnio e do cério antes do inicio do trabalho de parto,
independentemente da idade gestacional (Gunn et al, 1970; Pinheiro, 1989;
Romero et al, 1992; Bertini et al, 2000; Medina & Hill, 2006), é complicacao
obstétrica que expde a gestante e o concepto a elevados riscos. Apontada por
Larsen (1979) como preludio de mortalidade perinatal, a RPM ainda é descrita
como problema enigmatico e controverso em Obstetricia (Bertini et al, 2000;

Fonseca, 2007).

A literatura apresenta dados divergentes em relacao a incidéncia da RPM,
com taxas que variam entre 2% e 17% na literatura estrangeira (Calkins, 1952;
Breeze, 1961; Lebhertz et al, 1961; Gunn et al, 1970; Gibbs & Blanco, 1982;
Romero et al, 1992), e entre 1% e 20% na literatura nacional (Silva Filho et al,
1988; Pinheiro, 1989; Krasnochecoff, 1994; Bertini et al, 2000). Em média,
considera-se a ocorréncia de RPM em 10% do total de partos (Bryant-Greenwood

& Millar, 2000; Lopez-Osma & Ordoiniez-Sanchez, 2006).

A etiologia ainda n&o é totalmente estabelecida; acredita-se ser provavel a
causa multifatorial (Parry & Strauss 3", 1998). Varios fatores de risco foram
identificados, como antecedentes obstétricos de RPM e parto pré-termo,
tabagismo, desnutricdo, raga negra, insercdo baixa da placenta, historia
pregressa de cerclagem, sangramento vaginal, gestacdo mdltipla, polidramnia e
algumas doencas maternas (Hadley et al, 1990; Harger et al,1990; Polzin &

Brady, 1998; Lee & Silver, 2001; Medina & Hill, 2006).
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Admite-se hoje ser sua etiologia relacionada a infeccao bacteriana (Bertini
et al, 2000). Verificou-se alta incidéncia de resposta inflamatéria nas membranas
de parturientes com RPM, em comparacao as com ruptura oportuna no intraparto
(Naeye & Peters, 1980); relatou-se cultura positiva no liquido amniético de

gestacdes com RPM em 30% dos casos (Romero et al, 1992).

A RPM é responsavel por aproximadamente 20% dos &bitos perinatais
(Bryant-Greenwood & Millar, 2000; Golino et al, 2006). Tal risco de perdas do
concepto correlaciona-se com o fato de que se trata de entidade obstétrica que
comumente se faz acompanhar de complicacbes maternas e fetais,
especialmente prematuridade e quadros infecciosos (Amed & Camano, 20083;

Torrens et al, 2005; Mercer, 2005; Medina & Hill, 2006).

Esta complicagdo obstétrica constitui o principal fator causal de
prematuridade espontdnea (Amed & Camano, 2003); responde por
aproximadamente 30 a 40 % dos partos prematuros (Bryant-Greenwood & Millar,

2000; Golino et al, 2006).

Tendo em vista o propésito do presente estudo, serdo analisados, a
seqguir, os principais aspectos relacionados com a infeccdo das membranas

ovulares.

O aparecimento de infeccdo (corioamnionite) deve-se ao fato de que a
ruptura das membranas resulta na perda da barreira que impede a ascensao de
microorganismos patogénicos presentes no trato genital inferior, especialmente
Chlamydia trachomatis, = Trichomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis,

Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Streptococcus agalactie, através
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do canal cervical (Garite, 1994; Rivera Z. et al, 2004; Newton, 2005; Torrens et al,
2005). Cabe assinalar, contudo, que a inflamacdo das membranas pode
anteceder a sua ruptura, conforme referido (Naeye & Peters, 1980; Mercer, 2005;

Newton, 2005).

O risco de corioamnionite eleva-se com o prolongamento do periodo de
laténcia (Bertini et al, 2000; Rocha et al, 2002; Golino et al, 2006). Este é definido
como o intervalo entre a ocorréncia da ruptura das membranas e o inicio do
trabalho de parto. Alguns autores estabeleceram intervalo minimo entre uma e 12
horas (Breeze, 1961; Garite, 1994). O periodo de laténcia varia em razao inversa

a idade gestacional (Bertini et al, 2000; Amed & Camano, 2003; Fonseca, 2007).

Encontrou-se correlacdo entre o aumento do periodo de laténcia e a
presencga de corioamnionite, comprovada histologicamente (McElrath et al, 2003).
Relatou-se desenvolvimento desta complicacdo infecciosa em 9% dos casos de
RPM a termo, com aumento da incidéncia para 24% apés 24 horas de ruptura
(Gunn et al, 1970). Verificou-se, ainda, que o prolongamento do tempo de ruptura
foi um dos principais fatores preditivos para a presenca de febre materna no

intraparto (Maayan-Metzger et al, 2006).

Observou-se, outrossim, que o risco de corioamnionite € inversamente
proporcional ao tempo de gestacdo no momento da ruptura (Rocha et al, 2002;
Mercer, 2005; Newton, 2005). Apontaram-se indices de infeccao intra-amniética
de 2% em gestacdes a termo, de 15% naquelas entre 28 e 36 semanas e de 41%
em idade gestacional abaixo de 27 semanas (Newton, 1993). Outra investigacao,

na qual procurou-se correlacionar o periodo de laténcia superior a 24 horas com o
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aparecimento de corioamnionite, consoante a idade gestacional, constatou maior

prevaléncia em gestacoes pré-termo (Krohn & Hitti, 1998).

A suscetibilidade para o aparecimento da infeccdo das membranas apos
sua ruptura relaciona-se, do mesmo modo que ocorre nos demais processos
infecciosos, com a imunocompeténcia do organismo da gestante, ou seja, com a

integridade da resposta imune humana (Minkoff, 1983; Newton, 2005).

1.1 Resposta imune humana

O sistema imune é fundamental para a manutencéo da vida humana, pois
reconhece o que lhe é préprio e protege contra o que lhe é estranho, além de
desenvolver memoria, conferindo protecdo subsequiiente. O reconhecimento
imune do préprio organismo, essencial no desenvolvimento do sistema imune,
ocorre desde a vida intra-uterina e é realizado pelo timo e pela bursa-equivalente.
Este processo € mediado por codigos de glicoproteinas de superficie celular
determinados pelo complexo de histocompatibilidade maior ou human leukocyte
antigen e por imunoglobulinas de superficie (Roitt, 1999). A resposta imune
humana ocorre por varios mecanismos, podendo ser inespecifica (ou inata) e

especifica (ou adaptativa).

A resposta inespecifica compde-se de barreiras fisico-quimicas, presentes
na epiderme e epitélios dos tratos gastrintestinal, urinario e respiratorio, além de
proteinas, como o sistema complemento, e células, como os fagécitos e células

natural killer (Abbas et al, 2000).
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Essa resposta sofre varias adaptacdes durante a gravidez. Ha aumento da
fagocitose pelos macréfagos do sistema mononuclear fagocitario e maior
agressividade na acao dos fagécitos mononucleares, que se apresentam na
interface feto-placentaria, onde sao ativados pelas linfocinas e citocinas. A
atividade das células natural killer esta diminuida, pois o soro materno parece
inibir sua maturacdo. O sistema complemento sofre maior ativacao,
principalmente no sitio placentario; ha aumento nas fragcées sistémicas C3 e C4.
Encontra-se interferon (IFN) no liquido amnibético e na placenta (Vinatier &

Monnier, 1988).

A resposta especifica é intermediada pelos linfocitos, classificando-se a
mesma em dois tipos: imunidade humoral, mediada pelas imunoglobulinas
secretadas pelos linfocitos bursa-equivalentes (linfécitos B), que podem recobrir
bactérias para fagocitose ou combinar-se com toxinas bacterianas para
neutraliza-las, e imunidade celular, mediada pelos linfécitos timo-dependentes
(linfécitos T) que, sensibilizados, adquirem memoria imunolégica (Parham, 2001;

Janeway, 2000; Forte, 2004).

Tal resposta imune igualmente se adapta as modificacées gravidicas. A
resposta celular sofre supressao, ocorrendo inibicdo da proliferacdo e acao das
células T citotéxicas; também mostra predominio da funcdo de células T
auxiliares, com maior producao de interleucinas (IL) IL-4, IL-5 e IL-10. Na resposta
humoral ha aumento da producédo de imunoglobulinas pelos plasmadcitos, embora

haja diminuicdo no numero de linfocitos B periféricos (lwatani & Watanabe, 1998).
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Faz-se necessario delicado equilibrio entre os requisitos do feto e a
resposta imune materna, para que nao haja rejeicao trofoblastica, e ao mesmo
tempo, mantendo-se intactas as defesas contra os agentes agressores habituais

(Kelly, 1994; Weetman, 1999; Trundley & Moffet, 2004).

Consideradas de grande importancia na regulagao da resposta imune, as
citocinas sao polipeptidios habitualmente ausentes no plasma em condicdes
estéreis. As mesmas sao produzidas apds estimulacdo antigénica; podem ser
sintetizadas principalmente por monécitos e macréfagos ou podem se originar de
linfécitos. As citocinas atuam como mediadores na comunicacao intercelular, por
meio de maturacao, proliferacao, diferenciagao, ativagao ou inibicdo de diferentes
células do sistema imunolégico, aumentando ou diminuindo a resposta imune

(Forte, 2004).

De acordo com suas atividades biolégicas, as citocinas sao classificadas
em: a) pré-inflamatdérias, onde exercem funcdo de destaque a IL-1, a IL-2, o fator
de necrose tumoral (TNF) e o IFN; b) das doencas alérgicas e das parasitoses,
representadas por IL-4, IL-5 e IL-6; ¢) imunossupressoras, como as IL-10, IL-13 e
IL-19; d) estimuladoras de crescimento de colénias, ou seja, IL-3, IL-7, IL-9, IL-11,

IL-14 e IL-17; e) quimiocinas, onde ressalta-se a IL-8 (Forte, 2004).

Dentre as citocinas, o fator de necrose tumoral desempenha relevante
papel nos processos infecciosos. De acordo com sua origem, este fator é
classificado em alfa (TNF-a), antigamente conhecido pela denominagéo

caquetina, e beta (TNF-B), antes denominado linfotoxina (Shalaby et al, 1985).
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Por se tratar do objeto de estudo da presente pesquisa faremos a seguir analise

da estrutura do TNF-a e de sua participacdo nos processos infecciosos.

1.2 Fator de necrose tumoral alfa

O TNF-a é proteina com peso molecular de 17 quilo-Daltons (kD); é
composta por 157 amino-acidos e contém uma ponte dissulfidica ligada a dois

residuos cisteinicos (Shalaby et al, 1986; Beutler & Cerami, 1988).

O fator é sintetizado principalmente por macroéfagos e monécitos. O
principal estimulo para a sua produgao sao os lipopolissacarideos que compdem
a membrana das bactérias Gram-negativas. O TNF-a é expresso na membrana
citoplasmatica do macréfago como um trimero de 51 kD, com forma piramidal;

cada face é formada por uma subunidade de 17 kD (Abbas et al, 2000).

O TNF-a produzido liga-se a receptores especificos da membrana celular,
denominados receptores de TNF (TNF-R) | e Il. Estes receptores estao presentes
em praticamente todas as células do nosso organismo, dos quais o tipo | parece
ser o mais importante. No citoplasma, ativam uma familia de proteinas
denominada fatores associados aos receptores do fator de necrose tumoral

(Abbas et al, 2000; Bingham 3%, 2002).

A principal fungdo do TNF-a é promover a resposta imune, por meio do
recrutamento de neutréfilos e mondécitos para o local da infec¢do, além de ativa-

los. Constitui-se no principal mediador da resposta inflamatéria aguda contra
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bactérias Gram-negativas e outros microorganismos (Abbas et al, 2000). A figura

1.1 representa esquematicamente as fungdes do TNF-a.

PRINCIPAIS FUNCOES DO TNF-o

=
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Figura 1.1. Func¢des do TNF-a (adaptado de Roitt, 1999).

O TNF-a age nas células endoteliais; ativa a expressdo de novos
receptores celulares, que irdo promover a adesdao de neutrofilos, mondcitos e
linfocitos. Também estimula as células endoteliais a secretarem as quimiocinas

com agao quimiotaxica sobre os leucécitos (Abbas et al, 2000).

Esse fator é responsavel ainda por varias complicagbes de infecgbes
graves, uma vez que promove uma série de efeitos no organismo. O TNF-a age
no hipotdlamo onde induz febre (pirogeno enddégeno), por meio do aumento de
sintese de prostaglandina. No figado estimula a produgédo das proteinas da fase

aguda do processo inflamatério e do fibrinogénio, conjuntamente com as
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interleucinas 1 e 6. Quando secretado em grande quantidade, pode desencadear
ainda choque séptico, causando hipoglicemia, diminuicdo do ténus vascular e da
contracdo do miocardio, além de coagulacao intravascular disseminada (Abbas et

al, 2000).

Desta forma, o TNF-a tem diversas agdes benéficas ao organismo quando
sintetizado em quantidades moderadas; porém, acredita-se que tenha importante

acao deletéria quando produzido em quantidades excessivas (Forte, 2004).

1.3 Revisao da literatura: TNF-a e RPM

Por meio de revisdo da literatura, na qual buscamos estudos acerca da
expressdao do fator de necrose tumoral alfa em membranas com ruptura
prematura, verificamos escassez dos mesmos. As primeiras investigacdes

surgiram na década de 1990.

Beltran Montoya et al (1997) utilizaram cultura de membranas amnioticas
de casos de RPM, que foram estudadas por meio de técnicas de
imunotransferéncia (Western blot e Northern blot) e imunoistoquimica, e

identificaram TNF-a como sinal de infeccdo das mesmas.

Baud et al (1999) dosaram, por meio do método ELISA, IL-1, IL-6 e TNF-a
no liquido amniético de 31 gestacdes abaixo de 32 semanas, complicadas por

corioamnionite, e encontraram correlacao positiva. Observaram ainda associacao
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entre a presenca de TNF-a e o desenvolvimento de infeccdo neonatal precoce

grave.

Zhang et al (2000) realizaram dosagem de IL-6, IL-8 e TNF-a no soro
materno e no liquido amniotico de 46 gestagcdes com RPM e compararam com 46
gestagcbées normais; verificaram aumento significante de IL-6 e IL-8 séricos
maternos e no liquido amniético nos casos com RPM. Estes autores
demonstraram também relacdo significante entre o tempo de ruptura das
membranas € o aumento das dosagens realizadas de IL-6, IL-8 e TNF-a e
encontraram ainda, nos 12 casos descritos de corioamnionite, niveis elevados de

IL-6, IL-8 e TNF-a.

Raghupathy et al (2001), por meio de estimulo de células mononucleares
do sangue de 44 gestantes normais e 30 gestantes com RPM com células
autdlogas de placenta e antigenos de trofoblastos, verificaram altos niveis de
TNF-a e interferon-gama (IFN-y), dosados por meio do método ELISA, no grupo

com RPM, em comparagao com o grupo controle.

Menon et al (2002) demonstraram presenca de apoptose nas membranas
de casos com RPM e realizaram indugdo desta alteracdo com TNF-a em

membranas normais.

Romero et al (2002) realizaram dosagem de metaloproteinase-9, IL-1, IL-6,
TNFR | e TNFR Il no plasma fetal, liquido amniético e plasma materno de 96
casos de trabalho de parto prematuro com membranas integras e de 43 casos de

RPM; encontraram aumento de metaloproteinase-9, porém diminuicao de IL-1,
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TNFR | e TNFR Il no plasma fetal nas gestacées com RPM em comparacéo aos

fetos com membranas integras.

Shobokshi & Shaarawy (2002) quantificaram IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y e
fator de crescimento epidermal no liquido amniético de 30 gestagdes complicadas
por RPM e de 20 gestacdes normais e encontraram aumento dos niveis de todas
as citocinas dosadas nos casos de RPM com infecgcdo comprovada por cultura

positiva no liquido amniotico.

Dollner et al (2002) quantificaram, por meio do método ELISA, TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-8, proteina C reativa e receptores de TNF-a no sangue de cordao
umbilical de 139 partos complicados por RPM e de 82 partos sem intercorréncias
e relacionaram a elevagdo nos niveis destas citocinas com o grau histologico

severo de corioamnionite.

Lonergan et al (2003) realizaram, por meio de imunoistoquimica, dosagem
de marcador de apoptose relacionado ao TNF-a e seus receptores de membrana
(osteoprotegerinas) em 61 placentas de partos a termo, 61 placentas de partos
prematuros e 69 casos de RPM, além da mesma dosagem no liquido amniético
de 13 gestacdes normais no segundo trimestre. Estes autores sugeriram o papel
protetor das osteoprotegerinas, encontradas em abundancia nas membranas
durante a gestacgéo, contra a acdo do marcador de apoptose relacionado ao TNF-

a, com dosagem aumentada nos partos a termo.

McElrath et al (2003) estudaram as concentracdes das citocinas divididas
por fungdes de inflamacdo (IL-1, IL-6 e TNF-a), quimiotaxia (IL-8), efetores

endoteliais e modulacao inflamatéria (IL-10, TNF-B e trombomodulinas) em 30
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placentas de partos de gestacdes com pré-eclampsia, RPM e parto prematuro.
Encontraram maiores niveis de efetores endoteliais e citocinas de modulacao
inflamatéria nas placentas de pré-eclampsia e distribuicdo similar de citocinas

inflamatérias e moduladoras no parto prematuro e na RPM.

El-Shazly et al (2004) compararam niveis de IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e
IL-12, além de TNF-a, TNF-B e IFN-y em 30 placentas de partos prematuros, 30
com RPM e 30 placentas de partos a termo. Estes autores encontraram aumento
significativo nos niveis de IL-2, IL-12 e IFN-y nos casos de partos prematuros e
RPM, bem como verificaram niveis elevados de TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-10 nos

partos a termo.

Winkler (2005), por meio de dosagem de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-q,
evidenciou aumento destas citocinas no segmento inferior do Utero nas gestacoes

complicadas por corioamnionite.

Hansen-Pupp et al (2005) realizaram dosagens seriadas de IL-1, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e IFN-y, colhidos do corddo umbilical de 74 neonatos
prematuros apos 6, 24 e 72 horas do parto. Estes autores verificaram, nos casos
de RPM, aumento dos niveis séricos de IL-2 apds 6 horas, niveis aumentados de
TNF-a apds 6 e 24 horas e ainda aumento do IFN-y na dosagem apés 6, 24 e 72

horas do nascimento.

Acredita-se na importdncia da busca por esclarecimentos sobre a
fisiopatologia da ruptura prematura de membranas, principalmente no que se
refere a associacdo desta complicacdo obstétrica com a presenca de processos

infecciosos. Assim, face a escassez de trabalhos relacionados ao tema e ao
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provavel envolvimento do TNF-a na presenca de infeccdo em casos de RPM,

justifica-se a realizagdo do presente estudo.
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O presente estudo, realizado em casos de ruptura prematura de

membranas, teve como objetivos analisar:

1- a expressao do fator de necrose tumoral alfa em membranas ovulares;

2- a associagao entre a expressao do fator de necrose tumoral alfa e o

grau de corioamnionite;

3- a correlacdo entre a expressao do fator de necrose tumoral alfa e o

tempo de ruptura das membranas.
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3.1 Material

O material do presente estudo constou de membranas ovulares
provenientes dos partos de 45 mulheres, que ocorreram no complexo hospitalar
da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo (ISCMSP), constituido
pelos Hospitais Central, Sdo Luiz Gonzaga e Geral de Guarulhos, no periodo de

julho a dezembro de 2006.

Os casos foram divididos em Grupo Estudo, no qual foram incluidas 31
parturientes que apresentaram ruptura prematura das membranas ovulares, e em
Grupo Controle, formado por 14 parturientes com ruptura oportuna das
membranas. Os dados gerais das mulheres de ambos o0s grupos sao

apresentados nos Anexos 1 e 2.

Em relacdo as 31 pacientes do Grupo Estudo, a idade gestacional
encontrava-se acima de 34 semanas por ocasiao da ruptura das membranas. O
calculo da idade gestacional fundamentou-se na data da ultima menstruagéo e em
exame ultra-sonografico realizado no primeiro trimestre da gravidez. Para a
obtencéo do diagnéstico da ruptura das membranas utilizaram-se critérios clinico,
baseado na histéria de perda de liquido e visualizacao deste na cavidade vaginal
ao exame especular, e laboratorial, por meio de teste descrito por lanetta et al
(1984). Considerou-se ruptura prematura das membranas, a ocorréncia
espontdnea do evento em pacientes com auséncia de trabalho de parto no

momento da internacéo.

As 14 pacientes que constituiram o Grupo Controle encontravam-se com

idade gestacional acima de 37 semanas. Foram incluidas nesse grupo pacientes
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internadas em trabalho de parto ou com indicacdo de resolucéo eletiva por via
alta, com membranas ovulares integras no momento da internacdo. Considerou-
se ruptura oportuna das membranas a ocorréncia espontanea do evento durante
a evolucao do trabalho de parto ou a amniotomia artificial realizada no periodo

expulsivo do parto vaginal ou durante a realizacao da cesarea.

Os critérios de exclusdo adotados para a formacdo de ambos os grupos

foram a presenca de:

« Sinais clinicos de infeccao (temperatura axilar > 37,8 C, taquicardia,

fisometria e hipersensibilidade uterina);

» Doencas clinicas de repercussao sistémica;

» Qutras doengas obstétricas, excetuando-se RPM no Grupo Estudo.

Para o Grupo Controle, o achado histopatolégico de corioamnionite foi
considerado critério de exclusdo, o que ocorreu em seis dos 20 casos iniciais,

restando, portanto 14 casos incluidos neste grupo.

O estudo obteve aprovagdo da Comissao Cientifica do Departamento de

Obstetricia e Ginecologia da ISCMSP (Anexo 3).

De acordo aos preceitos éticos, a legislacao local (Resolucdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude/ Ministério da Saude) e as normas internacionais, o
estudo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido obtiveram aprovacao do

Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP (Anexos 4 e 5).
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Para avaliar a homogeneidade dos grupos foram consideradas trés

variaveis: idade, paridade e idade gestacional. Essas variaveis estdo descritas

individualmente nos Anexos 1 e 2 e podem ser observadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Distribuicdo dos valores médios das variaveis idade (anos), paridade

(numero de partos anteriores) e idade gestacional (semanas) nos grupos Estudo e

Controle.

Estudo Controle valor de p
Pacientes 31 14
Idade 24,2+1,0 23,3%1,7 0,615
Paridade 0,540, 1 0,710,3 0,804
Idade gestacional 38,140,3 39,740,3 0,002

Em relacédo a distribuicdo dos grupos Controle e Estudo quanto a idade,

observa-se ndao haver diferenca estatisticamente significante entre os mesmos

(p=0,615). A média das idades foi de 24,2 anos no Grupo Estudo e 23,3 anos no

Grupo Controle, com desvios-padrdes de 1,0 e 1,7, respectivamente.

Os grupos mostraram-se homogéneos quanto ao numero de partos

pregressos (p=0,804). O Grupo Controle apresentou média de 0,7 partos e o

Grupo Estudo média de 0,5 partos, com desvios-padroes de 0,1 e 0,3,

respectivamente.
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No que se relacionou com a idade gestacional, o Grupo Estudo apresentou
diferenca em relacdo ao Grupo Controle, com média de 38,1 e 39,7 semanas

respectivamente, com desvios-padrdes de 0,3 (p=0,002).

3.2 Método

3.2.1. Exame histopatoldgico

As membranas ovulares de ambos o0s grupos, ainda inseridas nas
placentas, foram recolhidas no pés-parto imediato, armazenadas em solucao de
formaldeido a 10%, e encaminhadas ao Departamento de Anatomia Patologica do
Hospital Central da ISCMSP para o exame das margens correspondentes ao sitio

da ruptura.

Para a realizacdo do exame histopatolégico das membranas ovulares,
procedeu-se inicialmente a sua separagcdo da placenta. Em seguida, foi cortada
uma tira de membrana medindo aproximadamente 3 cm de largura e a mesma foi
enrolada com o sitio de ruptura no centro, constituindo o chamado jelly roll, para

posterior corte. A figura 3.1 ilustra este corte.
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Figura 3.1. Corte de membranas ovulares (HE 200X)

Os espécimes foram desidratados em alcool etilico, clareados pelo xilol e
embebidos em parafina, para confeccao dos blocos. Para o preparo das laminas,
os blocos foram cortados por meio de micrétomo calibrado para espessura de 4
um. Os cortes histologicos obtidos foram corados pelo método de hematoxilina e
eosina (HE) e a leitura foi feita em microscépio éptico comum. Na figura 3.2 sédo
representadas, de forma esquematica, as camadas das membranas fetais vistas
histologicamente; a figura 3.3 ilustra sua correspondéncia em coloracdo HE em

um dos casos analisados neste estudo.
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epitélio amnidtico

membrana basal

camada compacta

camada fibroblastica

camada esponjosa

camada reticular

membrana basal

células trofoblasticas

decidua materna

Figura 3.2. Esquema representativo das camadas das membranas amniéticas
(adaptado de Fox,1993).

Figura 3.3. Camadas das membranas amniéticas (HE, 200X).
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Por meio desse exame histopatoldgico procurou-se estabelecer a presenca
ou auséncia de corioamnionite. Esta foi definida histologicamente pela presenca
de células inflamatérias, especialmente leucdcitos polimorfonucleares (PMN), nas
membranas amnibticas (Fox, 1993; Baergen, 2005). Utilizando-se classificacdo
padronizada caracterizou-se o grau da corioamnionite em leve, moderado e

acentuado (Salafia et al, 1989).

Os achados histolégicos foram graduados de 0 a 3, sendo classificados de
acordo com a densidade do infiltrado leucocitario, determinada pela contagem de
PMN em: 0) auséncia de corioamnionite, ou seja, menos de cinco PMN por
campo; 1) corioamnionite leve, com 5-10 PMN por campo; 2) corioamnionite
moderada, apresentando 10-20 PMN por campo e 3) corioamnionite acentuada,
ou seja, presenca difusa de PMN. Esta graduacado é exemplificada nas figuras

3.4,3.5,3.6e3.7.
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Fig. 3.4. Auséncia de corioamnionite (grau 0). HE 400 X.



Metodologia - 25

Fig. 3.5. Corioamnionite leve (grau 1). HE 400 X.

Fig. 3.6. Corioamnionite moderada (grau 2). HE 400 X.
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Fig. 3.7. Corioamnionite acentuada (grau 3). HE 400 X.

3.2.2. Método imunoistoquimico

A técnica de imunoistoquimica para avaliacdo da expressao do TNF-a nas
membranas ovulares previamente blocadas dos grupos Estudo e Controle foi
realizada na Divisdo de Anatomia Patoldgica do Instituto Central do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

Empregou-se na referida técnica o método streptavidina-biotina-peroxidase
labil (LSAB) (Alves et al, 1999). Foram utilizados anticorpo primario anti-TNF-a
(cédigo AS210NA, RD System®, USA) e kit de visualizagdo contendo anticorpo
secundario conjugado a peroxidase e cromégeno (Envision®, DAKO, USA). O
controle negativo foi realizado omitindo-se o anticorpo primario; em seu lugar foi

adicionado soro ndo imune. Nesses casos nenhuma marcagao foi observada.
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Foram realizados cortes histolégicos com 3 ym de espessura e montados
em lamina de vidro, previamente preparadas com o adesivo poli-D-lisina, para
evitar o descolamento dos mesmos durante a imunocoloracdo. Em seguida, as
mesmas foram desparafinadas em xilol a temperatura ambiente, por 10 minutos, e
hidratadas em dois banhos de alcool etilico absoluto, em dois de alcool a 95% e
em um de alcool a 75%. Seguiram-se lavagens em agua corrente destilada
durante cinco minutos. Posteriormente, foram tratadas com peréxido de
hidrogénio (H202) 6% (20 volumes) em cinco banhos, de cinco minutos cada, para

bloqueio da peroxidase endbgena.

Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primario, em
solugéo previamente otimizada 1/ 500, diluida em solu¢do de albumina a 1% e em
solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS), por 18 horas, incluindo o periodo
noturno, a temperatura de 4°C. No dia seguinte, ap6s lavagens em tampao PBS
(trés banhos), os cortes foram incubados com anticorpo secundario em camara
umida, por uma hora, a 37°C. Apds trés lavagens com tampao PBS, realizou-se
incubacdo com complexo streptavidina-biotina-peroxidase, em camara umida a

37°C, por 30 minutos, e trés banhos com tampéo PBS.

Para visualizacdo da reacdo, os cortes foram tratados com substrato
cromogénico (diaminobenzidina a 60 mg% em PBS associado a 1,5 ml de
peréxido de hidrogénio a 20 volumes), por cinco minutos, a 37°C. Em seguida,
foram lavados em agua corrente destilada, por cinco minutos. Os cortes foram
entdo contra-corados com hematoxilina de Harris, com posteriores lavagens em
agua corrente e destilada, por cinco minutos, e desidratacdo em alcool 75%,

alcool 95% (dois banhos), alcool etilico absoluto (dois banhos) e xilol (trés
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banhos). Seguiu-se, por fim, montagem em Entellan®, com laminula e

identificacdo das laminas.

A positividade da reacdo para identificacdo do TNF-a foi marcada pela
coloragdao marrom sépia, tomando-se como controle positivo da reacédo o padrao
de coloracdo do TNF-a presente no citoplasma de macr6fagos em cortes de

amigdala humana (figura 3.8).

Fig. 3.8. Controle positivo da reacao do TNF-a (amigdala humana). HE 400 X.

Quando presente, a positividade da reacdo marcou o citoplasma de células
trofoblasticas da membrana amnidtica com cor marrom sépia de aspecto granular.
A intensidade da reacdo foi graduada de 0 a 3, consoante e porcentagem de
células trofoblasticas coradas. Considerou-se grau 0 ou reac¢do negativa, quando
nenhuma célula apresentava cor marrom sépia; grau 1, quando havia coloracao

de menos de 50% das células; grau 2, quando havia reacao positiva em 60-90 %;
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e grau 3, quando a reac¢ao era mais intensa, com coloragdo de praticamente todas

as células trofoblasticas. As figuras 3.9, 3.10, 3.11 e 3.12 ilustram esta graduagao.

Fig. 3.9. Reacdo negativa para TNF-a (células trofoblasticas) HE 200 X.

Fig. 3.10. Expressao de TNF-a grau 1 (células trofoblasticas) HE 400 X.
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Fig. 3.11. Expressao de TNF-a grau 2 (células trofoblasticas) HE 400 X.

Fig. 3.12. Expressao de TNF-a grau 3 (células trofoblasticas) HE 400 X.
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3.3 Analise estatistica

Na andlise descritiva das variaveis quantitativas (idade, idade gestacional e
paridade) foram apresentados os dados (média e erro padrao). A verificacao da
suposicdo de normalidade destas variaveis foi feita através do teste nao

paramétrico de Kolmogorov-Smirnov (Siegel, 1956).

O teste t de Student (Bussab & Morettin, 1987) foi utilizado para a
comparacao dos resultados nos grupos Controle e Estudo quanto a variavel idade
gestacional, por confirmar a suposicao de normalidade. O teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney (Siegel, 1956) foi utilizado para comparacao dos resultados dos
grupos Controle e Estudo quanto a idade e paridade, pois estas variaveis nao

satisfizeram aquela suposigao.

Para verificar a existéncia de associacao entre a expressao de TNF-a com
0 grau de corioamnionite e com o tempo de ruptura foi utilizado o coeficiente de

correlacao de Spearman (Siegel, 1956).

Utilizou-se o teste qui-quadrado (Siegel, 1956) para a comparacao da

expressao de TNF-a entre os grupos Controle e Estudo.

Para todos os testes foi utilizado nivel de significancia de 5% (p< 0,05). Os
softwares usados nas analises estatisticas foram SPSS 13.0 e GraphPad InStat

3.06.
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Sao expostos a seguir os resultados obtidos pela analise do material

submetido a técnica da imunoistoquimica.

Na figura 4.1 é exposta a freqiéncia dos graus de corioamnionite no Grupo

Estudo.
Grau de Corioamnionite
6,5% 9,7%
O Grau0
= 35,5%
Grau 1
- Grau 2
O rau
Grau 3

Figura 4.1. FreqUéncia dos graus de corioamnionite no Grupo Estudo.

No Grupo Controle, todos os casos apresentaram corioamionite ausente
(grau 0), conforme explicado nos critérios de inclusdo e exclusdo das pacientes. O
Grupo Estudo apresentou em sua maioria graus 1 e 2 de corioamnionite, com

freqUéncia de 48,4% e 35,5%, respectivamente.

4.1 Expressao do TNF-a nos Grupos Controle e Estudo

A tabela 4.1 mostra a freqténcia da expressao de TNF-a observada
nas membranas analisadas nos Grupos Controle e Estudo e os valores individuais

encontram-se descritos nos Anexos 1 e 2.
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Tabela 4.1. Freqiiéncia da expressao do TNF-a nos Grupos Controle e Estudo.

~ Controle Estudo
Expressao de TNF-a n % n %
total de casos 14 100 31 100
grau 0 2 1429 2 6,45
grau 1 10 71,42 12 38,71
grau 2 2 14,29 15 48,39
grau 3 0 0 2 6,45

A comparacao da frequéncia da expressao de TNF-a nos grupos
Controle e Estudo pelo teste do Qui-quadrado nado mostrou diferenca

estatisticamente significante entre os grupos (Qui-quadrado=6,65; p=0,0839).

4.2 Expressao do TNF-a no Grupo Estudo consoante o grau de
corioamnionite e o tempo de ruptura das membranas

Tabela 4.2. Valores da correlacdo entre a intensidade da expressdo de TNF-a

com o grau de corioamnionite e com o tempo de ruptura.

Variaveis Coeficiente de p-valor

Correlacao de Spearman

Grau de corioamnionite 0,407 0,023

Tempo de ruptura 0,340 0,061
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Verificou-se, no grupo Estudo, a existéncia de correlacao entre o grau
de corioamnionite e a intensidade da expressdo de TNF-a. O calculo do
coeficiente de correlacido de Spearman (Rs) demonstrou correlacao
estatisticamente significante entre estas variaveis (Rs=0,407, p=0,023), conforme

mostra a tabela 4.2.

O tempo de ruptura médio foi de 16,6 horas. A tabela 4.2 também
ilustra a analise da correlagcdo entre o tempo de ruptura das membranas e a
intensidade da expressdao de TNF-a. O coeficiente de correlacdo de Spearman
ndao mostrou associagdo estatisticamente significante entre estas variaveis

(Rs=0,340; p=0,061).
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A ruptura prematura das membranas ainda representa, na atualidade,
um dos enigmas da Obstetricia, pois €& entidade cercada de controvérsias e
indagacOes, seja no estabelecimento de sua etiologia e mecanismos
fisiopatoldgicos, ou no que se refere ao correto diagnéstico e ao consenso sobre a

conduta a ser adotada.

Dentre os diferentes aspectos controversos relacionados com a RPM
ressaltam aqueles referentes ao aparecimento da corioamnionite e aos problemas

decorrentes da instalagcao desta complicagao.

A Imunologia vem procurando respostas para muitos questionamentos
em Medicina, inclusive em Obstetricia. Constitui-se, indiscutivelmente, importante
area de conhecimentos com linhas de pesquisa voltadas para o estudo dos
processos infecciosos, pois estes estdo intimamente ligados a resposta imune do
organismo hospedeiro. Exemplos marcantes de investigacdes relacionadas ao
sistema imune na gestacdo sdo aqueles publicados por Gusdon Jr (1969), que
demonstrou a passagem transplacentaria de 1gG, e por Mendenhall (1970), que
verificou aumento de IgG no soro materno e no sangue de corddao umbilical em
comparacdo ao sangue de mulheres nao-gravidas. Baines et al (1974)
encontraram aumento progressivo dos componentes do sistema complemento

dosados seriadamente no sangue de gestantes.

Sao escassos os estudos especificos do sistema imune em relagéo a
RPM. O primeiro relatado € o de Cederqgvist et al (1980), que compararam
dosagens de IgA e IgG no sangue de cordao umbilical em relacdo a

corticoterapia. Existem estudos relativos as imunoglobulinas (Sikorski et al, 1991;
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Berezowski et al, 1994; Hironaka & Casanova, 2003; Roveran et al, 2007) e
outros que analisaram a atividade do complemento na RPM (Levy &
Arquembourg, 1981; Roveran et al, 2007). Além disso, alguns trabalhos
estudaram as citocinas na RPM (Carrol et al, 1995; Murtha et al, 1996; Stiemer et
al, 1997; Raghupathy et al, 2001; El-Shasly et al, 2004; Esplin et al, 2005; Menon

et al, 2006).

A andlise da literatura pertinente, em busca de trabalhos sobre a
relacdo da expressao do TNF-a na ruptura prematura de membranas demonstra a
caréncia de pesquisas especificas a esta citocina, como foi relatado na introdugéo
deste trabalho (Beltran-Montoya et al, 1997; Baud et al, 1999; Zhang et al, 2000;
Raghupathy et al, 2001; Menon et al, 2002; Romero et al, 2002; Shobokshi &
Shaarawy, 2002; Dollner et al, 2002; Lonergan et al,2003; EI-Shasly et al, 2004;

Winckler, 2005; Hansen-Pupp et al, 2005; McElrath et al, 2006).

Assim, a existéncia de poucos trabalhos especificos sobre o tema e a
presenca de duvidas referentes ao papel dos processos infecciosos encontrados

nesta complicagdo obstétrica motivaram a realizagdo do presente estudo.

Para tanto, utilizou-se o método imunoistoquimico para a identificacao
e quantificagdo relativa do TNF-a nas membranas amniéticas estudadas, por meio
do método streptavidina-biotina-peroxidase labil (LSAB), com a utilizacdo de
reacdes com anticorpos primarios e secundarios. Utiliza-se rotineiramente este
método em imunoistoquimica, com variagcdo apenas dos anticorpos empregados.
A imunoistoquimica tem grande indicacdo na pesquisa realizada diretamente em

tecidos, como o caso deste estudo. Os trabalhos revisados utilizaram outras
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técnicas de dosagem do TNF-a, porém realizaram a pesquisa em outros locais e

nao nas membranas ovulares.

Neste estudo, elegeu-se como material as membranas ovulares, por
serem o sitio principal da corioamnionite, 0 que proporcionaria melhor avaliacéo
da atuacao da resposta imune local. A literatura mostra estudos com pesquisa de
TNF-a no sangue materno (Zhang et al, 2000), no sangue funicular neonatal
(Dollner et al, 2002; Hansen-Pupp et al, 2005), no liquido amniético (Baud et al,
1999; Zhang et al, 2000; Shobokshi & Shaarawy, 2002) e em placentas (Lonergan
et al, 2003; EI-Shazly et al, 2004). Apenas Beltran-Montoya et al (1997) utilizaram,

a semelhanca deste trabalho, membranas amniéticas como material de estudo.

O Grupo Estudo foi composto por 31 gestantes com RPM que
atenderam a critérios rigidos de inclusdo e exclusdo. Este foi o numero obtido,
respeitando-se a incidéncia da RPM durante o periodo estudado. Utilizaram-se
como Grupo Controle 14 gestantes normais, nimero considerado adequado pela
analise estatistica para a comparacado entre os grupos. Os estudos relatados
utilizaram namero de casos de RPM que variou entre 30 (Raghupathy et al, 2001;

Shobokshi & Shaarawy, 2002; EI-Shazly et al, 2004) e 139 (Dollner et al, 2002).

Neste trabalho, os grupos apresentaram média de idades semelhante,
em torno de 24 anos no Grupo Estudo e de 23 anos no Grupo Estudo. Esta faixa
etaria coincide com a idade reprodutiva, e nenhum estudo, inclusive o atual,
mostra influéncia desta variavel na incidéncia ou no prognéstico da doenca em

questao.
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A distribuicao dos grupos Controle e Estudo quanto a idade gestacional
apresentou diferenca estatisticamente significante, com média de 39,6 e 38,0
semanas respectivamente. Este resultado, porém, ndo tem repercussdo na
pratica obstétrica, pois ambas as médias se referem a gestacoes a termo e
portanto podem ser consideradas semelhantes. As idades gestacionais relatadas
nos estudos revisados, assim como neste trabalho, dependeram da selecao
realizada pelos pesquisadores. No caso do estudo em questdo, optou-se por
casos de RPM acima de 34 semanas de gestacao, pelo fato de que neste Servico
indica-se resolugdo da gestacédo a partir deste ponto de corte, o que facilitaria a

coleta do material do parto.

Neste estudo, os grupos Controle e Estudo foram semelhantes em
relacdo a paridade, com maior proporcao de primiparas nos dois grupos; portanto,
esta variavel nao constituiu fator de confusao. Naeye & Peters (1980) mostraram

nao haver associacao entre frequéncia de RPM e paridade.

O Grupo Estudo, apesar de ndo apresentar nenhuma evidéncia clinico-
laboratorial de infec¢édo, apresentou corioamnionite leve (freqiéncia de 48,39%)
ou moderada (35,48%) na maioria dos casos. Este achado € concordante com o
de Naeye & Peters (1980), que verificaram resposta inflamatéria nas membranas
de parturientes com RPM, em comparagcdo com aquelas de parturientes com

ruptura oportuna das mesmas.

Estes resultados parecem trazer contribuicdo no que se refere a
controvérsia sobre a presenca da corioamnionite. Alguns autores admitem ser a

mesma conseqiéncia da ascensdao de microorganismos patogénicos presentes
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no trato genital inferior, através do canal cervical apdés a perda da barreira
protetora das membranas ovulares (Garite, 1994; Rivera Z. et al, 2004; Newton,
2005; Torrens et al, 2005), enquanto que outros tém opinido de que ocorra
infeccdo das membranas e da cavidade amniotica previamente a ruptura das
membranas, constituindo portanto fator causador da RPM (Naeye & Peters, 1980;

Mercer, 2005; Newton, 2005).

O estudo em questao sugere que pode haver presenca de processo
inflamatério local previamente a ruptura das membranas, o que corrobora os
trabalhos que apontam ser a RPM de causa principalmente infecciosa (Naeye &

Peters, 1980; Romero et al, 1992).

A comparacao da expressdao do TNF-a nos dois grupos ndo mostrou
diferenca  estatistica  (Qui-quadrado=6,65; p=0,0839); porém, houve
predominancia da reagao grau 1 no Grupo Controle, com freqtiéncia de 71,42%,
enquanto a maioria do Grupo Estudo apresentou reacdo graus 1 e 2, com
frequéncias de 38,71% e 48,39%, respectivamente. Estes dados sugerem
associacdo entre a intensidade da expressdao do TNF-a com o grau de
corioamnionite; tal fato foi confirmado pelo coeficiente de correlagcdo de
Spearman, calculado entre estas variaveis, que mostrou positividade (Rs=0,407,

p=0,023).

Os estudos relacionados na literatura, embora n&o possam ser
diretamente comparados ao nosso, por apresentarem metodologia diferente,
mostraram, em concordancia com o atual, associacdo entre corioamnionite e

aumento dos niveis de TNF-a (Beltran-Montoya et al, 1997; Baud et al, 1999;
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Zhang et al, 2000; Shobokshi & Shaarawy, 2002; Dollner et al, 2002; Winckler,

2005).

Essa correlacdo positiva era resultado esperado nesta pesquisa, pois
conhece-se o papel do TNF-a como principal mediador da resposta inflamatéria

aguda contra os agentes infecciosos.

Constituiu-se preocupacao deste trabalho verificar a possivel influéncia
do tempo de ruptura das membranas em relacao a expressao do TNF-a. O tempo
de ruptura médio foi de 16,6 horas. Valendo-se do coeficiente de correlagao de
Spearman, nao foi possivel demonstrar associacao entre o tempo de ruptura e a

intensidade da expressao do TNF-a (Rs=0,34; p=0,061).

Sabe-se que o risco de corioamnionite eleva-se com o prolongamento do
periodo de laténcia, conforme apontam alguns autores relatados na introducao
deste estudo (Gunn et al, 1970; McElrath et al, 2003; Maayan-Metzger et al,
2006). Esperava-se, portanto, correlagdo positiva entre este marcador de

inflamacéo e o tempo de ruptura.

Dos estudos revisados, apenas Zhang et al (2000) e Hansen-Pupp et al
(2005) analisaram esta possivel associacdo com o tempo de ruptura das
membranas e ambos encontraram correlacéo positiva. No entanto, as dosagens
empregadas por estes autores foram realizadas no sangue materno, no sangue
do corddo umbilical e no liquido amnidtico, enquanto nossa pesquisa foi realizada

diretamente nas membranas ovulares.
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A auséncia de correlacdo significativa encontrada no estudo em
questao talvez possa ser explicado pelo tempo médio de ruptura das membranas
ter sido relativamente curto no Grupo Estudo, enquanto outros trabalhos mostram

aumento da corioamnionite acima de 24 horas de ruptura.

O presente estudo, apesar de ndo se prestar para aplicacao clinica
direta, por ter sido realizada andlise pds-natal dos casos, demonstra, entretanto,
que existe atuacdo do sistema imune na RPM, o que condiz com a presenca
provavel de processos infecciosos existentes previamente a ruptura das
membranas, conhecimento este que proporciona aplicagdo pratica quanto a
prevencao da RPM, como, por exemplo, o tratamento pré-natal das infeccoes

genitais.

Além disso, a pesquisa de TNF-a diretamente nas membranas ovulares
pode ser utilizada nos casos de RPM que cursam com complicac¢des infecciosas
maternas e perinatais, para melhor elucidagéo do real foco infeccioso nos quadros

duvidosos.

Acredita-se que este trabalho possa colaborar para maior compreensao

dos aspectos que envolvem a presencga de corioamnionite na RPM.
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O presente estudo possibilitou as seguintes conclusoes:

1- nado se observou diferenca estatisticamente significante entre as
expressodes do fator de necrose tumoral alfa em membranas ovulares com ruptura

prematura e com ruptura oportuna das mesmas;

2- no Grupo Estudo -constatou-se associagdo estatisticamente
significante entre a expressao do fator de necrose tumoral alfa e o grau de

corioamnionite;

3- no Grupo Estudo nao se observou correlacao entre a expressao do

fator de necrose tumoral alfa e o tempo de ruptura das membranas.
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Anexo 1. Dados gerais das pacientes incluidas no Grupo Estudo.
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N¢  PACIENTE N¢ EXAME

IDADE

TEMPO

EXPRESSAO
REGISTRO IDADE N¢ PARTOS GESTACIONAL RUPTURA CORIOAMNIONITE TNF-a

1LES
2JSC
3FNST
4 MS
5SNC
6 JFM
7RPO
8 TAF
9 MM
10LCS
11LVL
12JCS
13GK
14 MTRB
15VRS
16 LSS
17 KFA
18 CNB
19 RRN
20CS
21GSL
22EFS
23 APB
24 SAT
25DSM
26ILP
27ECSR
28 MCS
29EGP
30 KRFS
31 GBV

10606873
10608045
10608130
10612031
10608349
10608397
10608401
10608422
10608557
10608758
10608798
10608907
10608910
10609101
10609105
10609231
10612643
10609362
10609488
10609543
10609912
10609952
10610394
10611113
10611843
10611844
10611924
10612946
10613462
10613668
10614240

277289
1006116
1014721

82263
69957
6224
212411
80213

871194

543253

278177

51732

278284
1034673
1034637

278398

280244

278400
1035284

274199

694020

651047

212392

213855

773582
1039451

278242

82820

279651

280775
1043899

37,0
19,0
28,0
22,0
20,0
22,0
23,0
17,0
30,0
24,0
20,0
21,0
19,0
20,0
20,0
21,0
20,0
23,0
33,0
18,0
30,0
23,0
30,0
36,0
25,0
30,0
18,0
24,0
33,0
24,0
19,0

—_—
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38,1
40,0
37,0
38,3
38,4
35,6
38,3
35,6
37,8
40,8
39,6
39,7
40,3
39,1
39,1
38,0
40,1
38,7
38,1
39,4
39,3
35,8
37,7
38,8
39,0
34,3
35,3
39,3
35,3
36,1
37,1

11,0
4,8
4,2
2,6

37,0
7,2

17,0

14,0
6,5

13,7
7,0
6,0
8,5

13,7

25,0

36,0

17,5

14,0

17,8
4,5
8,0

13,7
9,0

18,0

24,0

15,0

35,0
8,5

48,0

45,0

21,0
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Idade (em anos); idade gestacional (em semanas); tempo de ruptura (em horas); Grau de
corioamnionite: (0) ausente, (1) leve, (2) moderada, (3) severa; expressao do TNF-a: (0) reagédo
negativa, (1) reagéo positiva leve, (2) reagdo positiva moderada, (3) reacdo positiva intensa.
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Anexo 2. Dados gerais das pacientes incluidas no Grupo Controle.

IDADE GRAU EXPRESSAO

Ne PACIENTE REGISTRO N°EXAME  IDADE N° PARTOS GESTACIONAL CORIOAMNIONITE TNF-a
1MSGS 48390 10606585 34 4 38,0 0 1
2HO 79185 10606589 39 2 40,3 0 1
3AJS 17581 10610874 21 1 38,3 0 1
4SC 79465 10607119 18 1 40,0 0 1
5VRC 83347 10614007 28 0 40,4 0 1
6LSN 80187 10608814 24 0 41,0 0 2
7PSRJ 808459 10609300 21 1 40,6 0 2
8MESB 1036177 10609950 25 0 39,2 0 1
9MDI 1036789 10610352 20 0 39,0 0 1
10LSS 83942 10615232 16 0 39,0 0 1
11RAS 1036928 10610455 21 0 41,1 0 1
12ACG 1037043 10610490 22 0 41,3 0 1
13MSA 81589 10610893 16 0 38,3 0 0
14DRV 82096 10611931 21 1 39,0 0 0

Idade (em anos); idade gestacional (em semanas); tempo de ruptura (em horas); Grau de
corioamnionite: (0) ausente, (1) leve, (2) moderada, (3) severa; expressao do TNF-a: (0) reagao
negativa, (1) reacao positiva leve, (2) reagao positiva moderada, (3) reacédo positiva intensa.
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Anexo 3. Parecer do Comité Cientifico do Departamento de Obstetricia e
Ginecologia

Irmandade da Santa Casa de Misericérdia da Santa Casa de Sdo Paulo

Departamento de Obstetriciae Ginecologia

Parecer da Comissao Cientifica
Departamento de Obstetricia e Ginecologia da ISCMSP

I — Identificacido

Titulo do trabalho:

Pesquisa de interleucinas e fator de necrose tumoral em placentas de gestagOes com
ruptura prematura de membranas

Pesquisador Responsavel na ISCMSP:

Dr. Valquiria Roveran

Orientador: Prof. Dr. Jilio Tedesco

Servicos envolvidos:

ISCMSP - Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Santa Casa de Misericérdia

II — Projeto:

Finalidade Acad@mica: Pés-graduacio - Doutorado

Objetivo do trabalho: claro e conciso

Material e métodos: Os métodos propostos sdo viaveis em nossa instituicdo.

Critérios de exclusdo: De acordo com o proposto.

III — Comentarios do relator:

Area de conhecimento: Obstetricia

Tipo de trabalho: ( ) retrospectivo ( X ) prospectivo

Anilise de risco: sem risco.

Orcamento: O projeto sera subsidiado pelo pesquisador juntamente com eventuais recursos
obtidos do fundo de amparo a pesquisa da FCMSCSP.

Termo de Consentimento: de acordo

Folha de rosto: (X ) adequada ( ) inadequada ( ) nfio anexada

IV — Parecer da Comissiao Cientifica

Projeto:

(X)) aprovado sem modificacdes

() aprovado apés seguimento dos itens comentados o0 pua®

= 0 0%,
() n8o aprovado M\*@"-“‘?.\_ qAAe
Of- ' CR N

Local e data: Sio Paulo, 21 dejunho de 2006. M\/)"\)

Comissfo Cientifica

Rua Br. Cesanio Motta Jr., 112 - Vila Buarque CEP 01221-020 S8 Paulo - SP
PABX: (11) 2178.7000 ramal 5535 / Fax: (11) 21767384
E-mail: cedogi@santacasasp.org.br
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Anexo 4. Aprovacao da Comissido de Etica em Pesquisa.

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAOC PAULO
COMITE DE £TICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOCS
Rua Dr. Cesario Mota Janijor, 112 Santa Cecilia CEP 01277300 330 Paulo —-SP
PABX (11) 21767006 Ramais:57102/5502 - Fax- 2176.7041 E-mail: eticamed@santacasasp.org.br

Paulo, 25 de agosto de 2006. = =
rojeto n

i Informe esie mimerc para

IImo.(a).Sr.(a). l identificar seu projeto no CEP

Dr.(a). Valquiria Roveran
Departamento de Obstetricia e Ginecologia

O Comité de FEtica em Pesquisa da ISCMSP, em reunido ordinéria, dia
26/07/2006 e no cumprimento de suas atribuigdes, apds revisdo do seu projeto

de pesquisa: “Pesquisa de interleucinas e fator de necrose tumoral em
placentas de gestagbes com ruptura prematura de membranas”, emitiu

parecer inicial em pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado {inclusive o TCLE);

Com pendéncias (ha modificactes ou informacdes relevantes a serem
D atendidas em B0 dias, enviar as alterages em duas copias);

| Retirado, {por nac ser reapresentade no praze deierminado),
\M ]

——
I 1

E Nao aprovado: e

‘_j Aprovado {inciusive TCLE -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido),
e encaminhado para apreciagdo da Comissao Nacional de Etica em Pesquisa —
MS -CONEP, a qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos,
outrossim, que, segundo os termos da Resolucdo 196/96 do Ministério da
Sautde a pesquisa s6 podera ser iniciada apés o recebimento do parecer de

aprovagao da CONEP.

Prof. I;/S@/R Mufioz

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
1ISCMSP
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Anexo 5. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA SANTA CASA DE SAO PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE: e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : .o SEXO: MO FO
DATA NASCIMENTO: ........ [oviaaen. [oo..
ENDEREGO ...ttt N e APTO: i,
BAIRRO: ... CIDADE ...
CEP:eee, TELEFONE: DDD (............ ) ettt e ee e e rane e eanee e
2. RESPONSAVEL LEGAL ..ottt ans s snannssaansneananenen.
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .....c.ouiiiiiiiiiiiieeiceiieeee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ccoeiiieieiieeeiee e, SEXO: MO F [
DATA NASCIMENTO.: .../ ecccee e
ENDEREGO: ..ottt NO e PTO: e,
BAIRRO: ... CIDADE: ...t e
CEP: o, TELEFONE: DDD (............ DR PTRRRRIN

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: EXPRESSAO DO TNF-ALFA EM MEMBRANAS
COM RUPTURA PREMATURA

PESQUISADOR: VALQUIRIA ROVERAN
CARGO/FUNGAOQ: MEDICA PRIMEIRO-ASSISTENTE
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL Ne 79333

DEPARTAMENTO DA I.5.C.M.S.P. ou F.C.M.S.C.S.P.. DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA
E OBSTETRICIA
2. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO X RISCO BAIXOO RISCO MEDIO O

RISCO MAIOR O

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

3.DURAGAO DA PESQUISA : 6 MESES




Anexos - 52

Il - CONSENTIMENTO

Eu, , RG , declaro

ter recebido explicacbes médicas sobre pesquisa de TNF na placenta e ter
entendido o que me foi explicado. Consinto em participar da presente Pesquisa,
tendo o direito de deixar esta participacdo a qualquer momento, sem perder o

direito de atendimento na Santa Casa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

VALQUIRIA ROVERAN — CRM 79333
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Titulo: Expressao local do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) na ruptura
prematura de membranas

Objetivos: 1- comparar a expressdao do fator de necrose tumoral alfa em
membranas ovulares com ruptura prematura (RPM) e com ruptura oportuna das
mesmas; 2- nos casos de ruptura prematura das membranas, correlacionar a
expressao do fator de necrose tumoral alfa nas mesmas com o periodo de
laténcia; 3- verificar a associacao entre a expressao do fator de necrose tumoral
alfa em membranas ovulares € o grau de corioamnionite das mesmas.
Metodologia: foram analisadas as membranas ovulares de 31 parturientes com
RPM, com idade gestacional acima de 34 semanas e de 14 parturientes com
ruptura oportuna das membranas, com idade gestacional igual ou maior de 37
semanas. A deteccdo da corioamnionite foi feita por meio de estudo
histopatolégico. A avaliagao da expressao do fator de necrose tumoral alfa foi feita
por meio de técnica imunoistoquimica, onde foi empregado o método
streptavidina-biotina-peroxidase labil (LSAB). Resultados: a freqiéncia da
expressdao de TNF-a nos grupos Controle e Estudo ndo mostrou diferenca
estatisticamente significante entre os mesmos (Qui-quadrado=6,65; p=0,0839).
No Grupo Estudo, houve correlacdo entre o grau de corioamnionite e a
intensidade da expressdo de TNF-a (coeficiente de Spearman (Rs)=0,407,
p=0,023). A andlise da correlacdo entre o tempo de ruptura das membranas e a
intensidade da expressdo de TNF-a ndo mostrou associacdo estatisticamente
significante entre estas varidveis (Rs=0,34; p=0,061). Conclusées: o presente
estudo possibilitou-nos concluir que: 1- ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre as expressdes do TNF-a em membranas ovulares com ruptura
prematura € com ruptura oportuna das mesmas; 2- no Grupo Estudo ndo se
observou correlacéo entre a expressao do TNF-a em membranas ovulares com o
periodo de laténcia; 3- no Grupo Estudo constatou-se associacao estatisticamente
significante entre a expressdo do TNF-a e o grau de corioamnionite.
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Title: Local expression of alpha tumor necrosis factor (TNF-a) on premature

rupture of membranes

Objectives: 1- to compare the expression of alpha tumor necrosis factor (TNF-a)
on premature rupture of membranes and labor rupture; 2- in cases of premature
rupture of membranes, to correlate the expression of alpha tumor necrosis factor
on membrane rupture timing; 3- to check the association between alpha tumor
necrosis factor expression on ovular membranes and chorioamnionitis severity.
Methodology: we analyzed membranes of 31 pregnant women with premature
rupture of membranes, gestational age over 34 weeks, and 14 women with labor
membrane rupture, gestational age equal or greater than 37 weeks. Detection of
chorioamnionitis was made through histopathological analysis. The assessment of
alpha tumor necrosis factor expression was made using immunohistochemistry
labeled streptavidin-biotin-peroxidase (LSAB) method. Results: the frequency of
TNF-a expression in the Control and Study group did not show statistically
significant differences (Chi-square = 6.65; p=0.0839). In the Study group, there
was correlation between chorioamnionitis severity and expression of TNF-a
(Spearman coefficient (Rs)=0.407, p=0.023). The analysis of the correlation
between membrane rupture timing and TNF-a expression did not show statistically
significant difference (Rs=0.34; p=0.061). Conclusions: The present study led us
to conclude that: 1- there was no statistically significant difference between TNF-a
expression on premature rupture of membranes and labor membrane rupture; 2-
in the Study group, we did not observe statistically significant correlation between
TNF-a expression on ovular membranes and timing of rupture; 3- in the Study
group, we observed statistically significant difference between expression of TNF-

a and chorioamnionitis severity.
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