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A ruptura prematura de membranas (RPM), definida como efração 

espontânea do âmnio e do cório antes do início 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 complicação 

obstétrica que expõe a gestante e o concepto a elevados riscos. Apontada por 

Larsen (1979) como prelúdio de mortalidade perinatal, a RPM ainda é descrita 

como problema enigmático e controverso em Obstetrícia (Bertini et al, 2000; 

Fonseca, 2007). 

A literatura apresenta dados divergentes em relação à incidência 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 ocorrência de RPM em 10% do total de partos (Bryant-Greenwood 

& Millar, 2000; López-Osma & Ordoñez-Sánchez, 2006).                                                                           

A etiologia ainda não é totalmente estabelecida; acredita-se ser provável a 

causa multifatorial (Parry & Strauss 3rd, 1998). Vários fatores de risco foram 

identificados, como antecedentes obstétricos de RPM e parto pré-termo, 

tabagismo, desnutrição, raça negra, inserção baixa da placenta, história 

pregressa de cerclagem, sangramento vaginal, gestação múltipla, polidramnia e 

algumas doenças 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 à infecção bacteriana (Bertini 

et al, 2000). Verificou-se alta incidência de resposta inflamatória nas membranas 

de parturientes com RPM, em comparação às com ruptura oportuna no intraparto 

(Naeye & Peters, 1980); relatou-se cultura positiva no líquido amniótico de 

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

A RPM é responsável por aproximadamente 20% dos óbitos 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 complicações maternas e fetais, 

especialmente prematuridade e quadros infecciosos (Amed & Camano, 2003; 

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

Esta complicação obstétrica constitui o principal fator causal de 

prematuridade espontânea (Amed & Camano, 2003); responde por 

aproximadamente 30 a 40 % dos partos prematuros (Bryant-Greenwood & Millar, 

2000; Golino et al, 2006). 

      Tendo em vista o propósito do presente estudo, serão analisados, a 

seguir, os principais aspectos relacionados com a infecção das membranas 

ovulares. 

      O aparecimento de infecção (corioamnionite) deve-se ao fato de que a 

ruptura das membranas resulta na perda da barreira que impede a ascensão de 

microorganismos patogênicos 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 inflamação 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 período de 

latência (Bertini et al, 2000; Rocha et al, 2002; Golino et al, 2006). Este é definido 

como o intervalo entre a ocorrência da ruptura das membranas e o início do 

trabalho de parto. Alguns autores estabeleceram intervalo mínimo entre uma e 12 

horas (Breeze, 1961; Garite, 1994). O período de latência varia em razão inversa 

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

Encontrou-se correlação entre o aumento do período de latência e a 

presença de corioamnionite, comprovada histologicamente (McElrath et al, 2003). 

Relatou-se desenvolvimento desta complicação infecciosa em 9% dos casos de 

RPM a termo, com aumento da incidência para 24% após 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 presença de febre materna no 

intraparto (Maayan-Metzger et al, 2006).  

Observou-se, outrossim, que o risco de corioamnionite é inversamente 

proporcional ao tempo de gestação no momento da ruptura (Rocha et al, 2002; 

Mercer, 2005; Newton, 2005). Apontaram-se índices de infecção intra-amniótica 

de 2% em gestações a termo, de 15% naquelas entre 28 e 36 semanas e de 41% 

em idade gestacional abaixo de 27 semanas (Newton, 1993). Outra investigação, 

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

prevalência em gestações pré-termo (Krohn & Hitti, 1998). 

A suscetibilidade para o aparecimento da infecção das membranas após 

sua ruptura relaciona-se, do mesmo modo que ocorre nos demais processos 

infecciosos, com a imunocompetência 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 manutenção da vida humana, pois 

reconhece o que lhe é próprio e protege contra o que lhe é estranho, além de 

desenvolver memória, conferindo proteção subseqüente. O reconhecimento 

imune do próprio organismo, essencial no desenvolvimento do sistema imune, 

ocorre desde a vida intra-uterina e é realizado pelo timo e pela bursa-equivalente. 

Este processo é mediado por códigos de glicoproteínas de superfície celular 

determinados pelo complexo de histocompatibilidade maior ou human leukocyte 

antigen e por imunoglobulinas de superfície (Roitt, 1999). A resposta imune 

humana ocorre por vários mecanismos, podendo ser inespecífica (ou inata) e 

específica (ou adaptativa).  

A resposta inespecífica compõe-se de barreiras físico-químicas, presentes 

na epiderme e epitélios dos tratos gastrintestinal, urinário e respiratório, além de 

proteínas, como o sistema complemento, e células, como os fagócitos e células 

natural killer (Abbas et al, 2000). 
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Essa resposta sofre várias adaptações durante a gravidez. Há aumento da 

fagocitose pelos macrófagos do sistema mononuclear fagocitário e maior 

agressividade na ação dos fagócitos mononucleares, que se apresentam na 

interface feto-placentária, onde são ativados pelas linfocinas e citocinas. A 

atividade das células natural killer está diminuída, pois o soro materno parece 

inibir sua maturação. O sistema complemento sofre maior ativação, 

principalmente no sítio placentário; há aumento nas frações sistêmicas C3 e C4. 

Encontra-se interferon (IFN) no líquido amniótico e na placenta (Vinatier & 

Monnier, 1988). 

A resposta específica é intermediada pelos linfócitos, classificando-se a 

mesma em dois tipos: imunidade humoral, mediada pelas imunoglobulinas 

secretadas pelos linfócitos bursa-equivalentes (linfócitos B), que podem recobrir 

bactérias para fagocitose ou combinar-se com toxinas bacterianas para 

neutralizá-las, e imunidade celular, mediada pelos linfócitos timo-dependentes 

(linfócitos T) que, sensibilizados, adquirem memória imunológica (Parham, 2001; 

Janeway, 2000; Forte, 2004).  

Tal resposta imune igualmente se adapta às modificações gravídicas. A 

resposta celular sofre supressão, ocorrendo inibição da proliferação e ação das 

células T citotóxicas; também mostra predomínio da função de células T 

auxiliares, com maior produção de interleucinas (IL) IL-4, IL-5 e IL-10. Na resposta 

humoral há aumento da produção de imunoglobulinas pelos plasmócitos, embora 

haja diminuição no número de linfócitos B periféricos (Iwatani & Watanabe, 1998). 
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Faz-se necessário delicado equilíbrio entre os requisitos do feto e a 

resposta imune materna, para que não haja rejeição trofoblástica, e ao mesmo 

tempo, mantendo-se intactas as defesas contra os agentes agressores habituais 

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

Consideradas de grande importância na regulação da resposta imune, as 

citocinas são polipeptídios habitualmente ausentes no plasma em condições 

estéreis. As mesmas são produzidas após estimulação antigênica; podem ser 

sintetizadas principalmente por monócitos e macrófagos ou podem se originar de 

linfócitos. As citocinas atuam como mediadores na comunicação intercelular, por 

meio de maturação, proliferação, diferenciação, ativação ou inibição de diferentes 

células do sistema imunológico, aumentando ou diminuindo a resposta imune 

(Forte, 2004). 

De acordo com suas atividades biológicas, as citocinas são classificadas 

em: a) pró-inflamatórias, onde exercem função de destaque a IL-1, a IL-2, o fator 

de necrose tumoral (TNF) e o IFN; b) das doenças alérgicas e das parasitoses, 

representadas por IL-4, IL-5 e IL-6; c) imunossupressoras, como as IL-10, IL-13 e 

IL-19; d) estimuladoras de crescimento de colônias, 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-α), antigamente conhecido pela denominação 

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

da estrutura do TNF-α e de sua participação nos processos infecciosos.   

 

1.2  Fator de necrose tumoral alfa  

O TNF-α é proteína com peso molecular de 17 quilo-Daltons (kD); é 

composta por 157 amino-ácidos e contém uma ponte dissulfídica ligada a dois 

resíduos cisteínicos (Shalaby et al, 1986; Beutler & Cerami, 1988).  

O fator é sintetizado principalmente por macrófagos e monócitos. O 

principal estímulo para a sua produção são os lipopolissacarídeos que compõem 

a membrana das bactérias Gram-negativas. O TNF-α é expresso na membrana 

citoplasmática do macrófago como um trímero de 51 kD, com  forma piramidal; 

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

O TNF-α produzido liga-se a receptores específicos da membrana celular, 

denominados receptores de TNF (TNF-R) I e II. Estes receptores estão presentes 

em praticamente todas as células do nosso organismo, dos quais o tipo I parece 

ser o mais importante. No citoplasma, ativam uma família de proteínas 

denominada fatores associados aos receptores do fator de necrose tumoral 

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

A principal função do TNF-α é promover a resposta imune, por meio do 

recrutamento de neutrófilos e monócitos para o local da infecção, além de ativá-

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

1.1 representa esquematicamente as funções do TNF-α. 

PRINCIPAIS FUNÇÕES DO TNF-�

TNFTNF--��

ATIVAÇÃO DE NEUTRÓFILOS E MONÓCITOSATIVAÇÃO DE NEUTRÓFILOS E MONÓCITOS

DEFESA CONTRA PATÓGENOSDEFESA CONTRA PATÓGENOS

ATIVAÇÃO DE LINFÓCITOS B E TATIVAÇÃO DE LINFÓCITOS B E T

REGULA A HEMATOPOESEREGULA A HEMATOPOESE

INDUZ OUTRAS CITOCINASINDUZ OUTRAS CITOCINAS

AÇÃO PROTROMBÓTICAAÇÃO PROTROMBÓTICA

YY
YY

YY YY
YY

YY

YYYY YY

YYYYYY

 

Figura 1.1. Funções do TNF-α (adaptado de Roitt, 1999). 

O TNF-α age nas células endoteliais; ativa a expressão de novos 

receptores celulares, que irão promover a adesão de neutrófilos, monócitos e 

linfócitos. Também estimula as células endoteliais a secretarem as quimiocinas 

com ação quimiotáxica sobre os leucócitos (Abbas et al, 2000). 

Esse fator é responsável ainda por várias complicações de infecções 

graves, uma vez que promove uma série de efeitos no organismo. O TNF-α age 

no hipotálamo onde induz febre (pirógeno endógeno), por meio do aumento de 

síntese de prostaglandina. No fígado estimula a produção das proteínas da fase 

aguda do processo inflamatório e do fibrinogênio, conjuntamente com as 
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interleucinas 1 e 6. Quando secretado em grande quantidade, pode desencadear 

ainda choque séptico, causando hipoglicemia, diminuição do tônus vascular e da 

contração do miocárdio, além de coagulação intravascular disseminada (Abbas et 

al, 2000). 

Desta forma, o TNF-α tem diversas ações benéficas ao organismo quando 

sintetizado em quantidades moderadas; porém, acredita-se que tenha importante 

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

 

1.3  Revisão da literatura: TNF-α e RPM 

Por meio de revisão da literatura, na qual buscamos estudos acerca da 

expressão do fator de necrose tumoral alfa em membranas com ruptura 

prematura, verificamos escassez dos mesmos. As primeiras investigações 

surgiram na década de 1990. 

 Beltrán Montoya et al (1997) utilizaram cultura de membranas amnióticas 

de casos de RPM, que foram estudadas por meio de técnicas de 

imunotransferência (Western blot e Northern blot) e imunoistoquímica, e  

identificaram TNF-α como sinal de infecção das mesmas. 

Baud et al (1999) dosaram, por meio do método ELISA, IL-1, IL-6 e TNF-α 

no líquido amniótico de 31 gestações abaixo de 32 semanas, complicadas por 

corioamnionite, e encontraram correlação positiva. Observaram ainda associação 
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entre a presença de TNF-α e o desenvolvimento de infecção neonatal precoce 

grave. 

 Zhang et al (2000) realizaram dosagem de IL-6, IL-8 e  TNF-α no soro 

materno e no líquido amniótico de 46 gestações com RPM e compararam com 46 

gestações normais; verificaram aumento significante de IL-6 e IL-8 séricos 

maternos e no líquido amniótico nos casos com RPM. Estes autores 

demonstraram também relação significante entre o tempo de ruptura das 

membranas e o aumento das dosagens realizadas de IL-6, IL-8 e  TNF-α e 

encontraram ainda, nos 12 casos descritos de corioamnionite, níveis elevados de 

IL-6, IL-8 e  TNF-α. 

 Raghupathy et al (2001), por meio de estímulo de células mononucleares 

do sangue de 44 gestantes normais e 30 gestantes com RPM com células 

autólogas de placenta e antígenos de trofoblastos, verificaram altos níveis de 

TNF-α e interferon-gama (IFN-γ), dosados por meio do método ELISA, no grupo 

com RPM, em comparação com o grupo controle.  

 Menon et al (2002) demonstraram presença de apoptose nas membranas 

de casos com RPM e realizaram indução desta alteração com TNF-α em 

membranas normais. 

 Romero et al (2002) realizaram dosagem de metaloproteinase-9, IL-1, IL-6, 

TNFR I e TNFR II no plasma fetal, líquido amniótico e plasma materno de 96 

casos de trabalho de parto prematuro com membranas íntegras e de 43 casos de 

RPM; encontraram aumento de metaloproteinase-9, porém diminuição de IL-1, 
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TNFR I e TNFR II no plasma fetal nas gestações com RPM em comparação aos 

fetos com membranas íntegras. 

 Shobokshi & Shaarawy (2002) quantificaram IL-1, IL-6, TNF-α, IFN-γ e 

fator de crescimento epidermal no líquido amniótico de 30 gestações complicadas 

por RPM e de 20 gestações normais e encontraram aumento dos níveis de todas 

as citocinas dosadas nos casos de RPM com infecção comprovada por cultura 

positiva no líquido amniótico. 

 Dollner et al (2002) quantificaram, por meio do método ELISA, TNF-α, IL-1, 

IL-6, IL-8, proteína C reativa e receptores de TNF-α no sangue de cordão 

umbilical de 139 partos complicados por RPM e de 82 partos sem intercorrências 

e relacionaram a elevação nos níveis destas citocinas  com o grau histológico 

severo de corioamnionite.   

Lonergan et al (2003) realizaram, por meio de imunoistoquímica, dosagem 

de marcador de apoptose relacionado ao TNF-α 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 líquido amniótico 

de 13 gestações normais no segundo trimestre. Estes autores sugeriram o papel 

protetor das osteoprotegerinas, encontradas em abundância nas membranas 

durante a gestação, contra a ação do marcador de apoptose relacionado ao TNF- 

α, com dosagem aumentada nos partos a termo. 

McElrath et al (2003) estudaram as concentrações das citocinas divididas 

por funções de inflamação (IL-1, IL-6 e TNF-α), quimiotaxia (IL-8), efetores 

endoteliais e modulação inflamatória (IL-10, TNF-β e trombomodulinas) em 30 
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placentas de partos de gestações com pré-eclâmpsia, RPM e parto prematuro. 

Encontraram maiores níveis de efetores endoteliais e citocinas de modulação 

inflamatória nas placentas de pré-eclâmpsia e distribuição similar de citocinas 

inflamatórias e moduladoras no parto prematuro e na RPM.  

El-Shazly et al (2004) compararam níveis de IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e 

IL-12, além de TNF-α, TNF-β e IFN-γ em 30 placentas de partos prematuros, 30 

com RPM e 30 placentas de partos a termo. Estes autores encontraram aumento 

significativo nos níveis de IL-2, IL-12 e IFN-γ nos casos de partos prematuros e 

RPM, bem como verificaram níveis elevados de TNF-α, 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-α, 

evidenciou aumento destas citocinas no segmento inferior do útero nas gestações 

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-α e IFN-γ, colhidos do cordão umbilical de 74 neonatos 

prematuros após 6, 24 e 72 horas do parto.  Estes autores verificaram, nos casos 

de RPM, aumento  dos níveis séricos de IL-2 após 6 horas, níveis aumentados de 

TNF-α após 6 e 24 horas e ainda aumento do IFN-γ  na dosagem após 6, 24 e 72 

horas do nascimento. 

Acredita-se na importância da busca por esclarecimentos sobre a 

fisiopatologia da ruptura prematura de membranas, principalmente no que se 

refere à associação desta complicação obstétrica com a presença de processos 

infecciosos.  Assim, face à escassez de trabalhos relacionados ao tema e ao 
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provável envolvimento do TNF-α na presença de infecção em casos de RPM, 

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

membranas, teve como objetivos analisar: 

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

2-  a associação entre a expressão do fator de necrose tumoral alfa e o 

grau de corioamnionite; 

3-  a correlação entre a expressão 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 Misericórdia de São Paulo (ISCMSP), constituído 

pelos Hospitais Central, São Luiz Gonzaga e Geral de Guarulhos, no período de 

julho a dezembro de 2006.  

Os casos foram divididos em Grupo Estudo, no qual foram incluídas 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 os grupos são 

apresentados nos Anexos 1 e 2. 

Em relação às 31 pacientes do Grupo Estudo, a idade gestacional 

encontrava-se acima de 34 semanas por ocasião da ruptura das membranas. O 

cálculo da idade gestacional fundamentou-se na data da última menstruação e em 

exame ultra-sonográfico realizado no primeiro trimestre da gravidez. Para a 

obtenção do diagnóstico da ruptura das membranas utilizaram-se critérios clínico, 

baseado na história de perda de líquido e visualização deste na cavidade vaginal 

ao exame especular, e laboratorial, por meio de teste descrito por Ianetta et al 

(1984). Considerou-se ruptura prematura das membranas, a ocorrência 

espontânea do evento em pacientes com ausência de trabalho de parto no 

momento da internação. 

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

idade gestacional acima de 37 semanas. Foram incluídas nesse grupo pacientes 
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internadas em trabalho de parto ou com indicação de resolução eletiva por via 

alta, com membranas ovulares íntegras no momento da internação. Considerou-

se ruptura oportuna das membranas a ocorrência espontânea do evento durante 

a evolução do trabalho de parto ou a amniotomia artificial realizada no período 

expulsivo do parto vaginal ou durante a realização da cesárea.  

Os critérios de exclusão adotados para a formação de ambos os grupos 

foram a presença de: 

• Sinais clínicos de infecção (temperatura axilar > 37,8 ْ C, taquicardia, 

fisometria e hipersensibilidade uterina); 

 •  Doenças clínicas de repercussão sistêmica; 

•  Outras doenças obstétricas, excetuando-se RPM no Grupo Estudo.  

Para o Grupo Controle, o achado histopatológico de corioamnionite foi 

considerado critério de exclusão, o que ocorreu em seis dos 20 casos iniciais, 

restando, portanto 14 casos incluídos neste grupo. 

O estudo obteve aprovação da Comissão Científica do Departamento de 

Obstetrícia e Ginecologia da ISCMSP (Anexo 3). 

De acordo aos preceitos éticos, à legislação local (Resolução 196/96 do 

Conselho Nacional de Saúde/ Ministério da Saúde) e às normas internacionais, o 

estudo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido obtiveram aprovação do 

Comitê de Ética em Pesquisa da ISCMSP (Anexos 4 e 5). 
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3.1.1. Caracterização da população estudada  

Para avaliar a homogeneidade dos grupos foram consideradas três 

variáveis: idade, paridade e idade gestacional. Essas variáveis estão descritas 

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

Tabela 3.1. Distribuição dos valores médios das variáveis idade (anos), paridade 

(número 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    0,5±0,1   0,7±0,3 0,804 
Idade gestacional  38,1±0,3 39,7±0,3 0,002 

  

Em relação à distribuição dos grupos Controle e Estudo quanto à idade, 

observa-se não haver diferença 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-padrões de 1,0 e 1,7, respectivamente.  

Os grupos mostraram-se homogêneos quanto ao número 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-padrões de 0,1 e 0,3, 

respectivamente. 
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No que se relacionou com a idade gestacional, o Grupo Estudo apresentou 

diferença em relação ao Grupo Controle, com média de 38,1 e 39,7 semanas 

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

 

3.2 Método 

3.2.1. Exame histopatológico 

As membranas ovulares de ambos os grupos, ainda inseridas nas 

placentas, foram recolhidas no pós-parto imediato, armazenadas em solução de 

formaldeído a 10%, e encaminhadas ao Departamento de Anatomia Patológica do 

Hospital Central da ISCMSP para o exame das margens correspondentes ao sítio 

da ruptura. 

Para a realização do exame histopatológico das membranas ovulares, 

procedeu-se inicialmente a sua separação da placenta. Em seguida, foi cortada 

uma tira de membrana medindo aproximadamente 3 cm de largura e a mesma foi  

enrolada com o sítio 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 álcool etílico, clareados pelo xilol e 

embebidos em parafina, para confecção dos blocos. Para o preparo das lâminas, 

os blocos foram cortados por meio de micrótomo calibrado para espessura de 4 

µm. Os cortes histológicos obtidos foram corados pelo método de hematoxilina e 

eosina (HE) e a leitura foi feita em microscópio óptico comum. Na figura 3.2 são 

representadas, de forma esquemática, as camadas das membranas fetais vistas 

histologicamente; a figura 3.3 ilustra sua correspondência em coloração HE em 

um dos casos analisados neste estudo.  
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Figura 3.2. Esquema representativo das camadas das membranas amnióticas 
(adaptado de Fox,1993). 

 

 

Figura 3.3. Camadas das membranas amnióticas (HE, 200X). 
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Por meio desse exame histopatológico procurou-se estabelecer a presença 

ou ausência de corioamnionite. Esta foi definida histologicamente pela presença 

de células inflamatórias, especialmente leucócitos polimorfonucleares (PMN), nas 

membranas amnióticas (Fox, 1993; Baergen, 2005). Utilizando-se classificação 

padronizada caracterizou-se o grau da corioamnionite em leve, moderado e 

acentuado (Salafia et al, 1989). 

 Os achados histológicos foram graduados de 0 a 3, sendo classificados de 

acordo com a densidade do infiltrado leucocitário, determinada pela contagem de 

PMN em: 0) ausência 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, presença difusa de PMN. Esta graduação é exemplificada nas figuras  

3.4, 3.5, 3.6 e 3.7. 

 

 

Fig. 3.4. Ausência de corioamnionite (grau 0). HE 400 X. 
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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 imunoistoquímico 

A técnica de imunoistoquímica para avaliação da expressão do TNF-α nas 

membranas ovulares previamente blocadas dos grupos Estudo e Controle foi 

realizada na Divisão de Anatomia Patológica do Instituto Central do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP).  

Empregou-se na referida técnica o método streptavidina-biotina-peroxidase 

lábil (LSAB) (Alves et al, 1999). Foram utilizados anticorpo primário anti-TNF-α 

(código AS210NA, RD System®, USA) e kit de visualização contendo anticorpo 

secundário conjugado à peroxidase e cromógeno (Envision®, DAKO, USA). O 

controle negativo foi realizado omitindo-se o anticorpo primário; em seu lugar foi 

adicionado soro não imune. Nesses casos nenhuma marcação foi observada. 
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Foram realizados cortes histológicos com 3 µm de espessura e montados 

em lâmina de vidro, previamente preparadas com o adesivo poli-D-lisina, para 

evitar o descolamento dos mesmos durante a imunocoloração.  Em seguida, as 

mesmas foram desparafinadas em xilol à temperatura ambiente, por 10 minutos, e 

hidratadas em dois banhos de álcool etílico absoluto, em dois de álcool a 95% e 

em um de álcool a 75%. Seguiram-se lavagens em água corrente destilada 

durante cinco minutos. Posteriormente, foram tratadas com peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 6% (20 volumes) em cinco banhos, de cinco minutos cada, para 

bloqueio da peroxidase endógena. 

Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primário, em 

solução previamente otimizada 1/ 500, diluída em solução de albumina a 1% e em 

solução salina tamponada com fosfatos (PBS), por 18 horas, incluindo o período 

noturno, à temperatura de 4°C. No dia seguinte, após lavagens em tampão PBS 

(três banhos), os cortes foram incubados com anticorpo secundário em câmara 

úmida, por uma hora, a 37°C. Após três lavagens com tampão PBS, realizou-se 

incubação com complexo streptavidina-biotina-peroxidase, em câmara úmida a 

37°C, por 30 minutos, e três banhos com tampão PBS.  

Para visualização da reação, os cortes foram tratados com substrato 

cromogênico (diaminobenzidina a 60 mg% em PBS associado a 1,5 ml de 

peróxido de hidrogênio a 20 volumes), por cinco minutos, a 37°C. Em seguida, 

foram lavados em água corrente destilada, por cinco minutos. Os cortes foram 

então contra-corados com hematoxilina de Harris, com posteriores lavagens em 

água corrente e destilada, por cinco minutos, e desidratação em álcool 75%, 

álcool 95% (dois banhos), álcool etílico absoluto (dois banhos) e xilol (três 
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banhos). Seguiu-se, por fim, montagem em Entellan®, com lamínula e 

identificação das lâminas. 

A positividade da reação para identificação do TNF-α foi marcada pela 

coloração marrom sépia, tomando-se como controle positivo da reação o padrão 

de coloração do TNF-α presente no citoplasma de macrófagos em cortes de 

amígdala humana (figura 3.8). 

 

 Fig. 3.8. Controle positivo da reação do TNF-α (amígdala humana). HE 400 X. 

 

Quando presente, a positividade da reação marcou o citoplasma de células 

trofoblásticas da membrana amniótica com cor marrom sépia de aspecto granular. 

A intensidade da reação foi graduada de 0 a 3, consoante e porcentagem de 

células trofoblásticas coradas. Considerou-se grau 0 ou reação negativa, quando 

nenhuma célula apresentava cor marrom sépia; grau 1, quando havia coloração 

de menos de 50% das células; grau 2, quando havia reação positiva em 60-90 %; 
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e grau 3, quando a reação era mais intensa, com coloração de praticamente todas 

as células trofoblásticas. As figuras 3.9, 3.10, 3.11 e 3.12 ilustram esta graduação. 

 

 

Fig. 3.9. Reação negativa para TNF-α (células trofoblásticas) HE 200 X. 

 

 

Fig. 3.10. Expressão de TNF-α grau 1 (células trofoblásticas) HE 400 X. 
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Fig. 3.11. Expressão de TNF-α grau 2 (células trofoblásticas) HE 400 X. 

 

 

Fig. 3.12. Expressão de TNF-α grau 3 (células trofoblásticas) HE 400 X. 
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3.3 Análise estatística 

Na análise descritiva das variáveis quantitativas (idade, idade gestacional e 

paridade) foram apresentados os dados (média e erro padrão). A verificação da 

suposição de normalidade destas variáveis foi feita através do teste não 

paramétrico de Kolmogorov-Smirnov (Siegel, 1956). 

 O teste t de Student (Bussab & Morettin, 1987) foi utilizado para a 

comparação dos resultados nos grupos Controle e Estudo quanto à variável idade 

gestacional, por confirmar a suposição de normalidade. O teste não paramétrico 

de Mann-Whitney (Siegel, 1956) foi utilizado para comparação dos resultados dos 

grupos Controle e Estudo quanto à idade e paridade, pois estas variáveis não 

satisfizeram aquela suposição.  

Para verificar a existência de associação entre a expressão de TNF-α com 

o grau de corioamnionite e com o tempo de ruptura foi utilizado o coeficiente de 

correlação de Spearman (Siegel, 1956).  

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

expressão de TNF-α entre os grupos Controle e Estudo. 

Para todos os testes foi utilizado nível de significância de 5% (p< 0,05). Os 

softwares usados nas análises estatísticas foram SPSS 13.0 e GraphPad InStat 

3.06. 
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São expostos a seguir os resultados obtidos pela análise do material 

submetido à técnica da imunoistoquímica. 

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

Estudo.  

G rau de Corioamnionite

9,7%

35,5%

6,5%

48,4%

1

2

3

4

 

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

No Grupo Controle, todos os casos apresentaram corioamionite ausente 

(grau 0), conforme explicado nos critérios de inclusão e exclusão das pacientes. O 

Grupo Estudo apresentou em sua maioria graus 1 e 2 de corioamnionite, com 

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

 

4.1  Expressão do TNF-α nos Grupos Controle e Estudo 

A tabela 4.1 mostra a freqüência da expressão de TNF-α observada 

nas membranas analisadas nos Grupos Controle e Estudo e os valores individuais 

encontram-se descritos nos Anexos 1 e 2. 

 

Grau 0 

Grau 1 

Grau 2 

Grau 3 
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Tabela 4.1. Freqüência da expressão do  TNF-α nos Grupos Controle e Estudo. 

     Expressão de TNF-αααα 
Controle 

  n                          % 
Estudo 

  n                          % 
total de casos 14                       100 31                       100 

grau 0    2                         14,29   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 comparação da freqüência da expressão de TNF-α nos grupos 

Controle e Estudo pelo teste do Qui-quadrado não mostrou diferença 

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

 

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

 

Tabela 4.2. Valores da correlação entre a intensidade da expressão de TNF-α 

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

Variáveis Coeficiente de 

Correlação de Spearman 

p-valor 

Grau de corioamnionite 0,407 0,023 

Tempo de ruptura 0,340 0,061 

 



Resultados  - 35  

Verificou-se, no grupo Estudo, a existência de correlação entre o grau 

de corioamnionite e a intensidade da expressão de TNF-α. O cálculo do 

coeficiente de correlação de Spearman (Rs) demonstrou correlação 

estatisticamente significante entre estas variáveis (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 análise da correlação entre o tempo de ruptura das membranas e a 

intensidade da expressão de TNF-α. O coeficiente de correlação de Spearman 

não mostrou associação estatisticamente significante entre estas variáveis 

(Rs=0,340; p=0,061). 
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A ruptura prematura das membranas ainda representa, na atualidade, 

um dos enigmas da Obstetrícia, pois é entidade cercada de controvérsias e 

indagações, seja no estabelecimento de sua etiologia e mecanismos 

fisiopatológicos, ou no que se refere ao correto diagnóstico 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 instalação desta complicação.  

A Imunologia vem procurando respostas para muitos questionamentos 

em Medicina, inclusive em Obstetrícia. Constitui-se, indiscutivelmente, importante 

área de conhecimentos com linhas de pesquisa voltadas para o estudo dos 

processos infecciosos, pois estes estão intimamente ligados à resposta imune do 

organismo hospedeiro. Exemplos marcantes de investigações relacionadas ao 

sistema imune na gestação são aqueles publicados por Gusdon Jr (1969), que 

demonstrou a passagem transplacentária de IgG, e por Mendenhall (1970), que 

verificou aumento de IgG no soro materno e no sangue de cordão umbilical em 

comparação ao sangue de mulheres não-grávidas. Baines et al (1974) 

encontraram aumento progressivo dos componentes do sistema complemento 

dosados seriadamente no sangue de gestantes.  

São escassos os estudos específicos do sistema imune em relação à 

RPM. O primeiro relatado é o de Cederqvist et al (1980), que compararam 

dosagens de IgA e IgG no sangue de cordão umbilical em relação à 

corticoterapia. Existem estudos relativos às 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 análise da literatura pertinente, em busca de trabalhos sobre a 

relação da expressão do TNF-α na ruptura prematura de membranas demonstra a 

carência de pesquisas específicas a esta citocina, como foi relatado na introdução 

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; El-Shasly et al, 2004; 

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

Assim, a existência de poucos trabalhos específicos sobre o tema e a 

presença de dúvidas referentes ao papel dos processos infecciosos encontrados 

nesta complicação obstétrica motivaram a realização do presente estudo. 

Para tanto, utilizou-se o método imunoistoquímico para a identificação 

e quantificação relativa do TNF-α nas membranas amnióticas estudadas, por meio 

do método streptavidina-biotina-peroxidase lábil (LSAB), com a utilização de 

reações com anticorpos primários e secundários. Utiliza-se rotineiramente este 

método em imunoistoquímica, com variação apenas dos anticorpos empregados. 

A imunoistoquímica tem grande indicação 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-α, porém realizaram a pesquisa em outros locais e 

não nas membranas ovulares. 

Neste estudo, elegeu-se como material as membranas ovulares, por 

serem o sítio principal da corioamnionite, o que proporcionaria melhor avaliação 

da atuação da resposta imune local. A literatura mostra estudos com pesquisa de 

TNF-α no sangue materno (Zhang et al, 2000), no sangue funicular neonatal 

(Dollner et al, 2002; Hansen-Pupp et al, 2005), no líquido amniótico (Baud et al, 

1999; Zhang et al, 2000; Shobokshi & Shaarawy, 2002) e em placentas (Lonergan 

et al, 2003; El-Shazly et al, 2004). Apenas Beltran-Montoya et al (1997) utilizaram, 

à semelhança deste trabalho, membranas amnióticas como material de estudo.  

O Grupo Estudo foi composto por 31 gestantes com RPM que 

atenderam a critérios rígidos de inclusão e exclusão. Este foi o número obtido, 

respeitando-se a incidência da RPM durante o período estudado. Utilizaram-se 

como Grupo Controle 14 gestantes normais, número considerado adequado pela 

análise estatística para a comparação entre os grupos. Os estudos relatados 

utilizaram número de casos de RPM que variou entre 30 (Raghupathy et al, 2001; 

Shobokshi & Shaarawy, 2002; El-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 

etária coincide com a idade reprodutiva, e nenhum estudo, inclusive o atual, 

mostra influência desta variável na incidência ou no prognóstico da doença em 

questão.  
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A distribuição dos grupos Controle e Estudo quanto à idade gestacional 

apresentou diferença estatisticamente significante, com média de 39,6 e 38,0 

semanas respectivamente. Este resultado, porém, não tem repercussão na 

prática obstétrica, pois ambas as médias se referem a gestações a termo e 

portanto podem ser consideradas semelhantes. As idades gestacionais relatadas 

nos estudos revisados, assim como neste trabalho, dependeram da seleção 

realizada pelos pesquisadores. No caso do estudo em questão, optou-se por 

casos de RPM acima de 34 semanas de gestação, pelo fato de que neste Serviço 

indica-se resolução da gestação 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 

relação à paridade, com maior proporção de primíparas nos dois grupos; portanto, 

esta variável não constituiu fator de confusão. Naeye & Peters (1980) mostraram 

não haver associação entre freqüência de RPM e paridade.  

O Grupo Estudo, apesar de não apresentar nenhuma evidência clínico-

laboratorial de infecção, apresentou corioamnionite leve (freqüência de 48,39%) 

ou moderada (35,48%) na maioria dos casos. Este achado é concordante com o 

de Naeye & Peters (1980), que verificaram resposta inflamatória nas membranas 

de parturientes com RPM, em comparação com aquelas de parturientes com 

ruptura oportuna das mesmas.  

Estes resultados parecem trazer contribuição no que se refere à 

controvérsia sobre a presença da corioamnionite. Alguns autores admitem ser a 

mesma conseqüência da ascensão de microorganismos patogênicos presentes 
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no trato genital inferior, através do canal cervical após a perda da barreira 

protetora das membranas ovulares (Garite, 1994; Rivera Z. et al, 2004; Newton, 

2005; Torrens et al, 2005), enquanto que outros têm opinião de que ocorra 

infecção das membranas e da cavidade amniótica previamente à ruptura das 

membranas, constituindo portanto fator causador da RPM (Naeye & Peters, 1980; 

Mercer, 2005; Newton, 2005).  

O estudo em questão sugere que pode haver presença de processo 

inflamatório local previamente à 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 comparação da expressão do TNF-α nos dois grupos não mostrou 

diferença estatística (Qui-quadrado=6,65; p=0,0839); porém, houve 

predominância da reação grau 1 no Grupo Controle, com freqüência de 71,42%, 

enquanto a maioria do Grupo Estudo apresentou reação graus 1 e 2, com 

freqüências de 38,71% e 48,39%, respectivamente. Estes dados sugerem 

associação entre a intensidade da expressão do TNF-α com o grau de 

corioamnionite; tal fato foi confirmado pelo coeficiente de correlação de 

Spearman, calculado entre estas variáveis, que mostrou positividade (Rs=0,407, 

p=0,023).  

Os estudos relacionados na literatura, embora não possam ser 

diretamente comparados ao nosso, por apresentarem metodologia diferente, 

mostraram, em concordância com o atual, associação entre corioamnionite e 

aumento dos níveis de TNF-α (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 correlação positiva era  resultado esperado nesta pesquisa, pois 

conhece-se o papel do TNF-α como principal mediador da resposta inflamatória 

aguda contra os agentes infecciosos. 

Constituiu-se preocupação deste trabalho verificar a possível influência 

do tempo de ruptura das membranas em relação à expressão do TNF-α. O tempo 

de ruptura médio foi de 16,6 horas. Valendo-se do coeficiente de correlação de 

Spearman, não foi possível demonstrar associação entre o tempo de ruptura e a 

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

Sabe-se que o risco de corioamnionite eleva-se com o prolongamento do 

período de latência, conforme apontam alguns autores relatados na introdução 

deste estudo (Gunn et al, 1970; McElrath et al, 2003; Maayan-Metzger et al, 

2006). Esperava-se, portanto, correlação positiva entre este marcador de 

inflamação e o tempo de ruptura. 

Dos estudos revisados, apenas Zhang et al (2000) e Hansen-Pupp et al 

(2005) analisaram esta possível associação com o tempo de ruptura das 

membranas e ambos encontraram correlação positiva. No entanto, as dosagens 

empregadas por estes autores foram realizadas no sangue materno, no sangue 

do cordão umbilical e no líquido amniótico, enquanto nossa pesquisa foi realizada 

diretamente nas membranas ovulares. 
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A ausência de correlação significativa encontrada no estudo em 

questão 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 não se prestar para aplicação clínica 

direta, por ter sido realizada análise pós-natal dos casos, demonstra, entretanto, 

que existe atuação do sistema imune na RPM, o que condiz com a presença 

provável de processos infecciosos existentes previamente à ruptura das 

membranas, conhecimento este que proporciona aplicação prática quanto à 

prevenção da RPM, como, por exemplo, o tratamento pré-natal das infecções 

genitais. 

Além disso, a pesquisa de TNF-α diretamente nas membranas ovulares 

pode ser utilizada nos casos de RPM que cursam com complicações infecciosas 

maternas e perinatais, para melhor elucidação do real foco infeccioso nos quadros 

duvidosos. 

Acredita-se que este trabalho possa colaborar para maior compreensão 

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

1-  não se observou diferença estatisticamente significante entre as 

expressões do fator de necrose tumoral alfa em membranas ovulares com ruptura 

prematura e com ruptura oportuna das mesmas; 

2- no Grupo Estudo constatou-se associação estatisticamente 

significante entre a expressão do fator de necrose tumoral alfa e o grau de 

corioamnionite; 

3-   no Grupo Estudo não se observou correlação entre a expressão do 

fator de necrose tumoral alfa e o tempo de ruptura das membranas. 
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Anexo 1. Dados gerais das pacientes incluídas no Grupo Estudo. 

Nº PACIENTE Nº EXAME REGISTRO IDADE Nº PARTOS 
IDADE  
GESTACIONAL 

TEMPO  
RUPTURA 

GRAU 
CORIOAMNIONITE 

EXPRESSÃO 
 TNF-α 

1 LES 10606873 277289 37,0 1 38,1 11,0 2 2 
2 JSC 10608045 1006116 19,0 0 40,0 4,8 2 1 
3 FNST 10608130 1014721 28,0 1 37,0 4,2 2 1 
4 MS 10612031 82263 22,0 0 38,3 2,6 1 2 
5 SNC 10608349 69957 20,0 0 38,4 37,0 2 1 
6 JFM 10608397 6224 22,0 0 35,6 7,2 2 2 
7 RPO 10608401 212411 23,0 2 38,3 17,0 1 1 
8 TAF 10608422 80213 17,0 0 35,6 14,0 2 2 
9 MM 10608557 871194 30,0 1 37,8 6,5 1 2 

10 LCS 10608758 543253 24,0 0 40,8 13,7 1 1 
11 LVL 10608798 278177 20,0 0 39,6 7,0 2 2 
12 JCS 10608907 51732 21,0 0 39,7 6,0 2 2 
13 GK 10608910 278284 19,0 0 40,3 8,5 2 2 
14 MTRB 10609101 1034673 20,0 0 39,1 13,7 1 2 
15 VRS 10609105 1034637 20,0 0 39,1 25,0 0 1 
16 LSS 10609231 278398 21,0 0 38,0 36,0 0 0 
17 KFA 10612643 280244 20,0 0 40,1 17,5 1 2 
18 CNB 10609362 278400 23,0 1 38,7 14,0 1 0 
19 RRN 10609488 1035284 33,0 0 38,1 17,8 0 1 
20 CS 10609543 274199 18,0 0 39,4 4,5 2 3 
21 GSL 10609912 694020 30,0 2 39,3 8,0 1 2 
22 EFS 10609952 651047 23,0 0 35,8 13,7 3 3 
23 APB 10610394 212392 30,0 0 37,7 9,0 1 1 
24 SAT 10611113 213855 36,0 1 38,8 18,0 2 2 
25 DSM 10611843 773582 25,0 1 39,0 24,0 1 1 
26 ILP 10611844 1039451 30,0 1 34,3 15,0 1 2 
27 ECSR 10611924 278242 18,0 0 35,3 35,0 1 2 
28 MCS 10612946 82820 24,0 3 39,3 8,5 3 1 
29 EGP 10613462 279651 33,0 2 35,3 48,0 1 2 
30 KRFS 10613668 280775 24,0 1 36,1 45,0 1 1 
31 GBV 10614240 1043899 19,0 0 37,1 21,0 1 1 

 
Idade (em anos); idade gestacional (em semanas); tempo de ruptura (em horas); Grau de 
corioamnionite: (0) ausente, (1) leve, (2) moderada, (3) severa; expressão do TNF-α: (0) reação 
negativa, (1) reação positiva leve, (2) reação positiva moderada, (3) reação positiva intensa. 
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Anexo 2. Dados gerais das pacientes incluídas no Grupo Controle. 

 

  

Nº PACIENTE REGISTRO Nº EXAME IDADE Nº PARTOS 
IDADE 
 GESTACIONAL 

GRAU 
 CORIOAMNIONITE 

EXPRESSÃO 
TNF-α 

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; expressão do TNF-α: (0) reação 
negativa, (1) reação positiva leve, (2) reação positiva moderada, (3) reação positiva intensa. 
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Anexo 3. Parecer do Comitê Científico do Departamento de Obstetrícia e 
Ginecologia 
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Anexo 4. Aprovação da Comissão de Ética em Pesquisa. 
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Anexo 5. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICÓRDIA DE SÃO PAULO 

  FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS DA SANTA CASA DE SÃO PAULO 

COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA - CEP 

 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

_________________________________________________________________ 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSÁVEL LEGAL 

1. NOME DO PACIENTE: ........................................................ 
........................................................... 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M �   F �  
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO ............................................................................. Nº .................... APTO: .................. 
BAIRRO:  .................................................................. CIDADE  ........................................................ 
CEP:.................................... TELEFONE: DDD (............) ................................................................. 

2.RESPONSÁVEL LEGAL .................................................................................................................. 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ...................................................................... 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO:  M �   F �   
DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 
ENDEREÇO: ....................................................................... Nº ................ PTO: ............................. 
BAIRRO: ........................................................ CIDADE: ................................................................... 
CEP: ....................... TELEFONE: DDD (............).............................................................................. 

_________________________________________________________________ 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 

1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: EXPRESSÂO DO TNF-ALFA EM MEMBRANAS 
COM RUPTURA PREMATURA 

PESQUISADOR: VALQUIRIA ROVERAN 

CARGO/FUNÇÃO: MÉDICA PRIMEIRO-ASSISTENTE   

INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL Nº 79333 

DEPARTAMENTO DA I.S.C.M.S.P. ou F.C.M.S.C.S.P.: DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA 
E OBSTETRÍCIA 

2. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

SEM RISCO  X RISCO BAIXO� RISCO MÉDIO � 

RISCO MAIOR � 

 (probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como consequência imediata ou tardia do estudo) 

3.DURAÇÃO DA PESQUISA : 6 MESES 

_________________________________________________________________ 
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III - CONSENTIMENTO  

 

Eu,___________________________________, RG_______________, declaro 

ter recebido explicações  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 participação a qualquer momento, sem perder o 

direito de atendimento na Santa Casa.  

 

 

 
 

São Paulo,  ____  de  ____________  de _______. 

 

 

 

 

___________________________________________ 

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal  

 

____________________________________________ 

    VALQUIRIA ROVERAN – CRM 79333  
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Título: Expressão local do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) na ruptura 
prematura de membranas 

 

 

Objetivos: 1- comparar a expressão 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 

expressão do fator de necrose tumoral alfa nas mesmas com o período de 

latência; 3- verificar a associação entre a expressão do fator de necrose tumoral 

alfa em membranas ovulares e 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 detecção da corioamnionite foi feita por meio de estudo 

histopatológico. A avaliação da expressão do fator de necrose tumoral alfa foi feita 

por meio de técnica  imunoistoquímica, onde foi empregado o método 

streptavidina-biotina-peroxidase lábil (LSAB). Resultados: a freqüência da 

expressão de TNF-α nos grupos Controle e Estudo não mostrou diferença 

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

No Grupo Estudo, houve correlação entre o grau de corioamnionite e a 

intensidade da expressão de TNF-α (coeficiente de Spearman (Rs)=0,407, 

p=0,023). A análise da correlação entre o tempo de ruptura das membranas e a 

intensidade da expressão de TNF-α não mostrou associação estatisticamente 

significante entre estas variáveis (Rs=0,34; p=0,061). Conclusões: o presente 

estudo possibilitou-nos concluir que: 1- não houve diferença estatisticamente 

significante entre as expressões do TNF-α em membranas ovulares com ruptura 

prematura e com ruptura oportuna das mesmas; 2- no Grupo Estudo não se 

observou correlação entre a expressão do TNF-α em membranas ovulares com o 

período de latência; 3- no Grupo Estudo constatou-se associação estatisticamente 

significante entre a expressão do TNF-α e o grau de corioamnionite.
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Title: Local expression of alpha tumor necrosis factor (TNF-α) on premature 

rupture of membranes 

 

Objectives: 1- to compare the expression of alpha tumor necrosis factor (TNF-α) 

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-α 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-α 

(Spearman coefficient (Rs)=0.407, p=0.023). The analysis of the correlation 

between membrane rupture timing and TNF-α 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-α 

expression on premature rupture of membranes and labor membrane rupture; 2- 

in the Study group, we did not observe statistically significant correlation between 

TNF-α expression on ovular membranes and timing of rupture; 3- in the Study 

group, we observed statistically significant difference between expression of TNF-

α and chorioamnionitis severity. 
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