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Resumo

OBJETIVO: comparar a expressdo do fator de necrose tumoral alfa [TNF-o) em membranas ovulares com ruptura
prematura (RPM|] e com ruptura oportuna das mesmas; verificar a associag@o entre a expressdo do TNF-o em
membranas ovulares e o grau de corioamnionite das mesmas e correlacionar a expressdo do TNF-a e o tempo de
rptura das membranas. METODOS: 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 detecgdo da corioamnionite foi feita por meio de estudo histopatolégico.
A avaliagdo da expressdo do TNF-a. foi feita por meio de técnica imunoistoquimica, na qual foi empregado o método
streptavidina-biotina-peroxidase [LSAB). RESULTADOS: o fempo médio de ruptura foi de 16,6 horas. A frequéncia
da expressdo de TNF-a,, nos Grupos Confrole e Estudo, ndo mostrou diferenca significante (x2=6,6; p=0,08). No
Grupo Estudo, houve correlagdo entre o grau de corioamnionite e a infensidade da expressdo de TNF-a. (coeficiente
de Spearman (Rs)=0,4; p=0,02). CONCLUSOES: néo houve diferenca significante entre as expressoes do TNF-a,
em membranas ovulares com rupfura prematura e com ruptura oportuna das mesmas; no Grupo Estudo, constatou-se
associagdo significante enfre a expressdo do TNF-a e o grau de corioamnionite e ndo houve associagdo entre o
fempo de ruptura e a intensidade da expressdo do TNF-a.

Abstract

PURPOSE: to compare the expression of tumor necrosis factoralpha (TNF-a) in ovular membranes with premature
rupture (MPR] and with opportune rupture; fo verify the association between the expression of the TNF-a in ovular
membranes and the degree of chorioamnionitis, correlating the expression of the TNF-o. and the membranes’ time
of rupture. METHODS: ovular membranes from 31 parturients with MPR, with gestational ages over 34 weeks, and
from parturients with opportune membranes’ rupture, with gestational ages equal or over 37 weeks. Chorioamnionitis
detection has been done by histopathological analysis. The evaluation of the TNF-o expression has been done by
immune-histochemical technique, using the labile streptavidin-biotin-peroxidase (LSAB] method. RESULTS: the average
rupture time was 16.6 hours. The ratio of the TNF-a. expression in the Control and Study Groups did not show a significant
difference (x?=6.6; p=0.08). In the Study Group, there was no correlation between the degree of chorioamnionitis
and the infensity of TNF-o expression (Spearman’s coefficient (Rs)]=0.4; p=0.02]. CONCLUSIONS: there was no
significant difference between the TNF-a. expression in ovular membranes with premature or opportune rupture; in the
Study Group, there was significant association between TNF-a. expression and the degree of chorioamnionitis, and
there was no association between rupture time and the intensity of TNF-a. expression.
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Introducao

A ruptura prematura de membranas (RPM) é com-
plicagdo obstétrica que expde a gestante e 0 concepto
a riscos elevados. Dentre as complicacdes relacionadas
a RPM, cumpre ressaltar o aparecimento de quadros
infecciosos'~.

Apesar das investigacOes realizadas até o presente,
ainda permanecem davidas se a RPM € responsavel pelo
desenvolvimento de infecciao ovular ou se este evento
constitui-se na causa da ruptura das membranas.

Do mesmo modo que ocorre nos demais processos
infecciosos, a suscetibilidade ao aparecimento da infec¢do
das membranas relaciona-se com integridade da resposta
imune do organismo materno®*.

Consideradas de grande importincia na regulacdo
da resposta imune, as citocinas sdo polipeptidios habi-
tualmente ausentes no plasma em condigBes estéreis.
Dentre as mesmas, o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) desempenha relevante papel nos processos
infecciosos’®.

A principal fun¢io do TNF-a é promover a res-
posta imune, por meio do recrutamento de neutréfilos
e mondcitos para o local da infec¢do, além de ativa-los.
Constitui-se no principal mediador da resposta inflamatéria
aguda contra bactérias Gram-negativas e outros micro-
organismos’. Existem poucos trabalhos sobre expressio
de TNF-a em membranas com ruptura prematura, sendo
que as primeiras investigac¢Oes surgiram na década de
19907%. Alguns estudos mais recentes abordaram o tema
em questdo, porém, a pesquisa de TNF-a foi realizada
em placenta, liquido amnidtico, sangue periférico e de
corddo umbilical, mas ndo houve trabalho com utilizacdo
de membranas amnidticas’".

Acredita-se na importancia da busca por esclareci-
mentos sobre a fisiopatologia da RPM, principalmente no
que se refere a associa¢do desta complicagdo obstétrica a
presenca de processos infecciosos. Assim, face a escassez de
trabalhos relacionados ao tema e ao provével envolvimento
do TNF-a na presenga de infec¢do em casos de RPM,
justifica-se a realiza¢do do presente estudo, que teve como
objetivos comparar a expressio do TNF-o. em membranas
ovulares com ruptura prematura e com ruptura oportuna
das mesmas; verificar a associacdo entre a expressio do
TNF-0 em membranas ovulares e o grau de corioamnionite
das mesmas, além de correlacionar a expressao do TNF-o
e o tempo de ruptura das membranas.

Métodos

Este estudo obteve aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de
Sdo Paulo (ISCMSP).

O material do presente estudo constou de membra-
nas ovulares provenientes dos partos de 45 mulheres,
que ocorreram no complexo hospitalar da ISCMSP, 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.

Em relagdo as 31 pacientes do Grupo Estudo, a
idade gestacional encontrava-se acima de 34 semanas
na ocasido da ruptura das membranas. As 14 pacientes
que constituiram o Grupo Controle apresentavam idade
gestacional igual ou maior de 37 semanas.

Os critérios de exclusio adotados para a formacio
de ambos os grupos foram presenca de sinais clinicos
de infec¢do (temperatura axilar >37,8 °C, taquicardia,
fisometria e hipersensibilidade uterina); doengas clini-
cas de repercussdo sistémica; outras 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 6 dos
20 casos iniciais, restando, portanto 14 casos incluidos
neste grupo.

A populagio estudada apresentou, em média, idade de
23,3 anos no Grupo Controle e 24,2 anos no Grupo Estudo,
idade gestacional de 39,6 semanas no Grupo Controle e
38 semanas no Grupo Estudo e ambos os grupos foram
constituidos, em sua maioria, por primiparas.

Para o exame histopatoldgico, as membranas ovulares
de ambos os grupos, ainda inseridas nas placentas, foram
recolhidas no pés-parto imediato, armazenadas em solu-
¢do de formaldeido a 10%, e encaminhadas para o exame
das margens correspondentes ao sitio da ruptura. Para
a realiza¢do do exame histopatoldgico das membranas
ovulares, procedeu-se, inicialmente, a sua separacdo da
placenta. Em seguida, foi cortada uma tira de membra-
na medindo aproximadamente 3 ¢cm de largura, que foi
enrolada com o sitio de ruptura no centro, constituindo
o chamado jelly roll, para posterior corte. Os espécimes
foram desidratados em élcool etilico, clareados pelo xi-
lol e embebidos em parafina, para confec¢io dos blocos.
Para o preparo das ldminas, os blocos foram cortados
por meio de micrétomo calibrado para espessura de 4
pm. Os cortes histolégicos obtidos foram corados pelo
método de hematoxilina-eosina (HE) e a leitura foi feita
em microscopio Optico comum.

Por meio deste exame histopatoldégico, procurou-se
estabelecer a presencga ou auséncia de corioamnionite. Esta
foi definida histologicamente pela presenca de células
inflamatérias, especialmente leucécitos polimorfonucle-
ares (PMN), nas membranas amniéticas'®'”. Os achados
histoldgicos foram graduados de 0 a 3, sendo classificados
de acordo com a densidade do infiltrado leucocitirio,




determinada pela contagem de PMN em: (0) auséncia de
corioamnionite, ou seja, menos de 5 PMN por campo;
(1) corioamnionite leve, com 5 a 10 PMN por campo;
(2) corioamnionite moderada, apresentando de 10 a 20
PMN por campo e (3) corioamnionite acentuada, ou seja,
presenga difusa de PMN.

A técnica de imunoistoquimica para avaliacdo da
expressio do TNF-ou nas membranas ovulares previamen-
te blocadas dos Grupos Estudo e Controle consistiu no
método streptavidina-biotina-peroxidase 14bil (LSAB)'®.
Foram utilizados anticorpo primdrio anti-TNF-a (cédi-
go AS210NA, RD System®, USA) e kit de visualizacdo
contendo anticorpo secunddrio conjugado a peroxidase e
cromégeno (Envision®, DAKO, USA). O controle nega-
tivo foi_realizado omitindo-se o anticorpo primdrio; em
seu lugar, foi adicionado soro ndo imune. Nesses casos,
nenhuma marcagéo foi observada.

A positividade da reacdo para identificagio do TNF-a.
foi marcada pela coloragio marrom sépia, tomando-se
como controle positivo da reac¢do o padrio de coloragio do
TNF-a presente no citoplasma de macréfagos em cortes
de amigdala humana. Quando presente, a positividade da
reagdo marcou o citoplasma de células trofobldsticas da
membrana amnidtica com cor marrom sépia de aspecto
granular. A intensidade da rea¢o foi graduada de 0 a 3,
consoante e porcentagem de células trofoblédsticas coradas.
Considerou-se grau 0 ou rea¢do negativa, quando nenhuma
célula apresentava cor marrom sépia; grau 1, quando havia
coloracdo de menos de 50% das células; grau 2, quando
havia reagdo positiva em 60 a 90%; e grau 3, quando a
rea¢do era mais intensa, com colora¢do de praticamente
todas as células trofobldsticas.

Para a andlise estatistica, o teste t de Student foi
utilizado para a comparagdo dos resultados nos Grupos
Controle e Estudo quanto a variavel “idade gestacional”,
por confirmar a suposi¢ao de normalidade. O teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para com-
paracao dos resultados dos Grupos Controle e Estudo
quanto a idade e paridade.

Para verificar a existéncia de associagdo entre a expres-
sdo de TNF-a ao grau de corioamnionite, foi utilizado o
coeficiente de correla¢do de Spearman. Utilizou-se o teste
do * para a comparagio da expressdo de TNF-a entre os
Grupos Controle e Estudo. Para todos os testes, foi utili-
zado nivel de significincia de 5% (p<0,05). Os softwares
usados nas andlises estatisticas foram o Statistical Package
for Social Sciences 13.0 e o GraphPad InStat 3.06.

Resultados

Em relagio a expressdo de TNF-a., o Grupo Controle
apresentou rea¢ao negativa em 14,3% dos casos, 71,4% de
reacdo positiva grau 1, 14,3% de rea¢do positiva grau 2 e

Tabela 1 - Frequéncia da expressiio do TNF-c. nos Grupos Controle e Estudo
Estudo n %

Expressiio de TNF-o. Controle n %

Total de casos 14100 31100
Grav 0 2 142 2 645
Grav 1 10 714 12 387
Grav 2 2 142 15 484
Grav 3 0 0 2 64

nenhum caso de reacdo grau 3. O Grupo Estudo apresen-
tou rea¢do negativa em 6,4% dos casos, 38,7% de reacdo
positiva grau 1, 48,4% de reagdo grau 2 e 6,4% de reagdo
grau 3. Estes dados sdo apresentados na Tabela 1. A com-
paragdo da frequéncia da expressio de TNF-a nos Grupos
Controle e Estudo pelo teste do ¢* ndo mostrou diferenca
significante entre os grupos (y>=6,6; p=0,08).

A frequéncia de corioamnionite encontrada no Grupo
Estudo foi: grau 0=9,7%; grau 1=48,4%; grau 2=35,5%
e grau 3=6,5%. Verificou-se, neste grupo, a existéncia de
correlagdo significante entre o grau de corioamnionite e a
intensidade da expressao de TNF-a, por meio do cdlculo
do coeficiente de correlagdo de Spearman (coeficiente de
Spearman (Rs)=0,4; p=0,02).

O tempo de ruptura médio foi de 16,6 horas. O
coeficiente de correlacio de Spearman nido mostrou asso-
ciagdo significante entre o tempo de ruptura das mem-
branas e a intensidade da expressio de TNF-a. (Rs=0,34;
p=0,00).

Discussao

Dentre os diferentes aspectos controversos relacio-
nados a RPM, ressaltam-se aqueles referentes ao apare-
cimento da corioamnionite e os problemas decorrentes
da instalagdo dessa complicac¢do. A existéncia de poucos
estudos especificos relativos a expressio do TNF-a na
ruptura prematura de membranas e as dividas refe-
rentes ao papel dos processos infecciosos encontrados
nessa complica¢do obstétrica motivaram a realizac¢do
do presente estudo.

O Grupo Estudo, apesar de ndo apresentar nenhuma
evidéncia clinico-laboratorial de infec¢do, apresentou
corioamnionite leve (frequéncia de 48,4%) ou moderada
(35,5%) na maioria dos casos. Esse achado é concordan-
te com o de alguns autores'’, que verificaram resposta
inflamatéria nas membranas de parturientes com RPM,
em comparagao com aquelas de parturientes com ruptura
oportuna das mesmas.

Esses resultados parecem trazer contribui¢do no que
se refere a controvérsia sobre a presenca da corioamnio-
nite. Alguns autores admitem ser a mesma consequéncia
da ascensdo de micro-organismos patogénicos presentes
no trato genital inferior, através do canal cervical, apés a
perda da barreira protetora das membranas ovulares™2*-22
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enquanto que outros tém opinido de que a infec¢do das
membranas e da cavidade amnidtica ocorra previamente
a ruptura das membranas, constituindo, portanto, fator
causador da RPM"+19,

O estudo em questdo 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'”>.

A comparagido da expressao do TNF-a nos dois gru-
pos ndo mostrou diferenca significante. Houve, porém,
predomindncia da reagdo grau 1 no Grupo Controle, com
frequéncia de 71,4%), enquanto a maioria do Grupo Estudo
apresentou rea¢do graus 2 e 3, com frequéncias de 48,4 e
38,7%, respectivamente. Esses dados sugerem associagdo
entre a intensidade da expressio do TNF-o ao grau de
corioamnionite. Tal fato foi confirmado pelo coeficiente
de correlagdo de Spearman, calculado entre estas varidveis,
que mostrou positividade (Rs=0,4; p=0,02).

Os estudos relacionados na literatura, embora ndo
possam ser diretamente comparados ao nosso, por apresen-
tarem metodologia diferente, mostraram, em concordancia
com o atual, associagdo entre corioamnionite e aumento
dos niveis de TNF-a %2426 Essa correlacdo positiva era
resultado esperado nesta pesquisa, pois o é conhecido o
papel do TNF-a como principal mediador da resposta
inflamatéria aguda contra os agentes infecciosos.

Constituiu-se preocupacio deste trabalho verificar a
possivel influéncia do tempo de ruptura das membranas
em relacdo a expressio do TNF-a.. O tempo de ruptura
médio foi de 16,6 horas. Valendo-se do coeficiente de
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