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manutenção da gravidez continua sendo um enigma biológico, pois 

o feto é considerado, para o organismo materno, um semi-enxerto, 

com metade da carga genética oriunda da mãe e metade do pai. Embora seja 

esperado que o sistema imune materno rejeite o feto, isto não ocorre com 

freqüência, por existir tolerância materna ao enxerto feto-placentário. A 

resposta imune materna contra o feto é, em parte, inibida pelos mesmos 

mecanismos de tolerância periférica a antígenos próprios, resultando na 

integração de numerosos mecanismos que atuam sinergicamente, permitindo o 

sucesso gestacional1.  

Muitos fatores contribuem para a proteção do feto contra a rejeição 

materna2,3. A interação de proteínas transmembrana FasL presentes nas 

células trofoblásticas com moléculas Fas expressas por linfócitos maternos 

ativados promovem apoptose dessas células imune2. Além disso, a migração 

de células T maternas da circulação ao tecido fetal pode ser inibida por ação da 

enzima indolamina 2,3 dioxigenase (IDO), produzida por macrófagos teciduais. 

Segundo Munn et al.4, a expressão da IDO na placenta de camundongo é 

responsável pela não rejeição do feto semi-alogênico pelas células T maternas.  

No entanto, a principal estratégia para se evitar a rejeição fetal é a 

expressão de antígenos leucocitários humanos não-clássicos (HLA-G) pelo 

trofoblasto, que bloqueiam a resposta imune das células T alorreativas 

maternas. Assim, a resposta materna específica contra HLA-fetais é suprimida, 

enquanto a resposta de célula T contra outros antígenos alogênicos não é 

influenciada5. Sem dúvida, o grau de invasão do trofoblasto e a interação das 

células desse tecido com o sistema imune materno são fundamentais para 

definir o prognóstico da gestação6.  

A 
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A participação das células natural killer (NK) no sucesso gestacional 

também está bem documentada. Essas células são células encontradas na 

circulação periférica e no útero e, quando ativadas, induzem a morte celular. O 

reconhecimento das moléculas HLA-G, por receptores específicos presentes 

nas células NK uterinas, promove uma resposta imune favorável ao sucesso 

gestacional, uma vez que a expressão dessas moléculas pelo tecido 

trofoblástico inibe mais de 80% da proliferação de células mononucleares 

uterinas, incluindo as NK, diminuindo a resposta imune materna contra o feto7. 

Além disso, a atividade citotóxica de células NK deciduais encontra-se 

diminuída devido à inabilidade dessas células em maturar a sinapse de 

ativação dos microtúbulos e grânulos citotóxicos, independentemente da 

expressão de HLA-G8, mostrando que, além da participação das moléculas 

HLA-G, outros fatores também contribuem para que a gestação se desenvolva 

de maneira favorável.  

As células NK uterinas possuem considerável expressão de citocinas, 

que pode ser afetada pela expressão de moléculas HLA-G, provocando 

aumento de produção de interferon gama (INF-γ) pelas referidas células7. Esse 

aumento de produção de INF-γ condiz com o paradigma Th1/Th2 proposto por 

Wegmann et al.9, no qual o predomínio do perfil Th1 de citocinas é prejudicial 

ao sucesso gestacional. Desse modo, a regulação imune durante a gestação é 

caracterizada pela supressão da imunidade mediada por célula e pela 

regulação da função imune humoral. Diferentes sub-populações de linfócitos T 

helper CD4+ produzem citocinas diferenciadas10, caracterizando a resposta 

imune a ser desencadeada. Isso significa que, dependendo do patógeno, a 
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resposta imune se caracteriza por um perfil Th1 ou Th2 de produção de 

citocinas.  

Citocinas são proteínas de baixo peso molecular, secretadas pelos 

leucócitos e outras células do organismo em resposta a diferentes estímulos, 

atuando como mediadores das células do sistema imune. Interleucinas como 

IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, fator de necrose tumoral (TNF-α) e INF-γ 

encontram-se entre as citocinas produzidas por células Th1, sendo esta 

associada à resposta mediada por células, particularmente em resistência à 

patógenos intracelulares, enquanto IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 são citocinas 

perfil Th2, que estão envolvidas na resposta humoral e produção de 

imunoglobulina E11. 

Estudos mostram a importância do balanço entre os tipos Th1 e Th2 de 

citocinas na manutenção da gestação, na qual o padrão Th2 é mediador 

predominante na interface materno-fetal12,13. Evidências da predominância do 

perfil Th2 durante a gestação normal são observadas em mulheres portadoras 

de doenças autoimunes. Doenças com padrão Th2 de resposta, como lupus 

eritematoso sistêmico, se exacerbam durante a gestação14, enquanto doenças 

com padrão Th1, como esclerose múltipla, permanecem controladas15. Além 

disso, estudos indicam que as citocinas padrão Th1 são deletérias para a 

gestação, uma vez que em casos de abortos recorrentes seus níveis estão 

elevados no sangue periférico materno16,17. 

Citocinas produzidas no endométrio contribuem para a modulação local 

da resposta imune adaptativa materna, e atuam no processo de implantação 

endometrial, facilitando o sucesso da implantação do embrião e a manutenção 

da gestação. Análise da expressão de RNA mensageiro (RNAm) para 

citocinas, no local de implantação do ovo, realizada por Lim et al. 18 demonstrou  
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predomínio de citocinas de perfil Th2, como IL-4. Os autores acreditam  que 

mulheres que tiveram sucesso em gestação anterior devem ter seu endométrio 

condicionado à exposição a antígenos embrionários como o HLA-G, 

conduzindo a diminuição da expressão de citocinas Th1 por esse tecido. 

A literatura procura validar a associação de citocinas e complicações 

gestacionais. Assim, a análise do perfil de citocinas, bem como seu valor 

preditivo positivo nas patologias gestacionais poderiam ser utilizados como 

fatores preditores de complicações maternas e perinatais. Aliado à isso, o 

estudo do envolvimento das citocinas nos mecanismos de complicações 

gestacionais são desejáveis. Nesse cenário, a rotura prematura de membranas 

tem lugar de destaque já que é, sem dúvida, um difícil problema da Clínica 

Obstétrica. 

A rotura espontânea das membranas ovulares ou amniorrexe é um 

acontecimento normal durante o trabalho de parto, ocorrendo rotineiramente 

após o início do mesmo. Quando precede o início do trabalho de parto é 

intitulada de rotura prematura de membranas. Sua ocorrência, em idade 

gestacional inferior a 37 semanas, recebe a denominação de rotura prematura 

de membranas pré-termo (RPM-PT)19,20. 

A incidência de RPM-PT varia entre 3% e 18% das gestações21 e é 

responsável por aproximadamente um terço de todos os nascimentos pré-

termo20. Essa intercorrência está associada com aumento da morbidade 

materna e da morbimortalidade perinatal20.  Na década de 80, Beydoun et al.22 

descreveram que, em gestação inferior a 28 semanas e na presença de RPM, 

as complicações neonatais aumentam devido à prematuridade. 
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A RPM é um evento repentino e de difícil predição, sendo o ponto final 

de muitas vias bioquímicas e mecânicas pouco compreendidas. Em gestação 

de termo, na presença de colo uterino desfavorável para indução do parto, a 

RPM está associada com alta incidência de corioamnionite, cesárea, 

hemorragia pós-parto, endomiometrite e infecção neonatal. Quando a RPM 

acontece em gestação pré-termo predispõe a essas mesmas complicações, 

aumenta a incidência de prematuridade e, quando se torna prolongada, o feto 

corre riscos de malformações estruturais e de desenvolvimento inadequado23. 

Os fatores de risco associados à RPM podem ser classificados em 

passíveis e não passíveis de prevenção. Entre os passíveis de prevenção 

destacam-se: infecções cérvico vaginais, causadas por agentes como 

Trichomonas vaginalis, fungos, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum 

e Streptococcus do grupo B; tabagismo, sugerido por alguns estudos24,25  e 

negado por outros26,27; toques vaginais repetidos e procedimentos diagnósticos 

pré-natais invasivos como a amniocentese28. Dentre os fatores não passíveis 

de prevenção destacam-se: antecedente de parto prematuro, sangramento 

vaginal durante a gestação, antecedente de procedimento cirúrgico cervical, 

patologia placentária e aumento acentuado do volume do útero causado por 

gemelaridade29 e polidrâmnio30. 

 Embora a patogênese da RPM não esteja completamente elucidada, a 

ascensão bacteriana, do trato genital inferior para a decídua e membranas 

corioamnióticas, parece ser o evento chave tanto na etiologia da RPM como do 

parto prematuro31,32. 

 O conceito que a invasão microbiana da cavidade amniótica segue a via 

ascendente é apoiado pela observação de que, em geral, os microrganismos 

isolados do líquido amniótico de gestantes com RPM são similares aos 
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encontrados no trato genital inferior33. Sustentando este conceito, Galask et 

al.34 descreveram que os microrganismos da flora vaginal apresentam 

capacidade de atingir as membranas corioamnióticas e infectar a cavidade 

amniótica. Segundo Gyr et al.35, alguns desses microrganismos teriam maior 

capacidade de invasão. 

 Entre os possíveis mecanismos envolvidos na RPM destacam-se os 

efeitos das proteases, tanto secretadas pela flora cérvico-vaginal como pelo 

organismo materno, em resposta à corioamnionite. Os leucócitos que infiltram 

as membranas fetais, como parte da resposta inflamatória à corioamnionite, 

podem liberar elastases que degradam componentes da matriz extracelular, 

conduzindo à rotura precoce das membranas ovulares36. 

 É conhecido que alta porcentagem de gestantes com parto prematuro ou 

rotura prematura de membranas apresenta corioamnionite37-39 ou pelo menos 

evidências de infecção clínica40 e segundo Menon et al.41, as membranas 

corioamnióticas são locais de produção de citocinas inflamatórias.  Esses 

mediadores do sistema imune são moléculas-chave no processo de indução do 

trabalho de parto prematuro e de RPM, principalmente pela estimulação do 

metabolismo do ácido araquidônico em tecidos reprodutivos humanos42,43, 

induzindo a síntese de prostaglandinas, potentes estimuladores da 

contratilidade do miométrio, desencadeando o trabalho de parto. Na presença 

de infecção da cavidade amniótica, as células inflamatórias que infiltram os 

tecidos maternos aumentam a produção das citocinas44. Dollner et al.45, pela 

técnica de imuno-histoquímica, demonstraram que na presença de 

corioamnionite intensa a concentração de citocinas pró-inflamatórias como IL-

1β, IL-6, IL-8 e TNF−α nos tecidos placentários foi estatisticamente mais 

elevada que na ausência da infecção.  
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É conhecido que a IL-1β atua como estimulador para linfócitos e 

timócitos, sendo ainda secretada por células de Hofbauer da placenta46. 

Desempenha papel central na regulação da resposta inflamatória em tecidos 

lesados e na infecção intra-uterina é produzida por células deciduais humanas 

em resposta a endotoxinas bacterianas47. Em gestantes com corioamnionite 

clínica e histológica, a IL-1β é expressa em células inflamatórias do cório e 

decídua, sendo os macrófagos a principal fonte dessa citocina nesses 

tecidos44. Em parto prematuro, na presença de infecção da cavidade amniótica 

a IL-1β está aumentada no líquido amniótico, e na ausência, a concentração é 

significativamente inferior43. Para Leviton48, a infecção uterina materna e o 

subseqüente aumento de IL-1β, TNF-α e IL-6 estiveram associados ao parto 

prematuro, e à lesão neurológica desses recém-nascidos. Esta hipótese foi 

confirmada por Yoon et al.49, que relatam altos níveis de citocinas inflamatórias 

no líquido amniótico de gestantes que tiveram recém-nascidos com lesões 

cerebrais. Recentemente, Rodts-Palenik et al.50 sugeriram que a terapia com 

IL-10, em ratas infectadas com Escherichia coli, pode fornecer neuroproteção 

aos RN de mães com infecção uterina. 

A IL-1, agindo sinergicamente com TNF-α, induz produção de 

prostaglandina51, e esse efeito induz a produção de IL-6 pelo trofoblasto52, 

potencializando a produção de prostaglandina, e consequentemente, induzindo 

as contrações uterinas necessárias para a ocorrência do parto a termo. 

A ação da IL-1β, nos casos de RPM, pode estar relacionada à sua 

capacidade de induzir apoptose em membranas fetais. Nesse sentido, 

Fortunato & Menon53 obtiveram indução da atividade de caspases após 

estimulação de membranas fetais com IL-1β recombinante, sendo a ativação 
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da cascata das caspases um dos mecanismos de iniciação do processo de 

apoptose nas células das membranas corioamnióticas. 

No contexto das citocinas inflamatórias e gestação, a IL-6 também tem 

seu papel avaliado nas complicações gestacionais. A exemplo da IL-1β, a IL-6 

é secretada por vários tipos celulares, incluindo-se células endometriais, 

deciduais e macrófagos. Desempenha papel fisiológico nos mecanismos do 

parto, uma vez que os níveis dessa citocina aumentam consideravelmente no 

soro materno durante o trabalho de parto54. Ao longo da gestação, os níveis 

dessa citocina permanecem inalterados até que a gestação chegue ao termo. 

Por isso, a concentração aumentada, no sangue materno, durante a gestação é 

considerada um marcador para o parto prematuro ou infecção uterina55. Com o 

objetivo de associar altos níveis dessa citocina e complicações gestacionais, 

são realizadas análises de secreção cervical56,57, sangue materno e 

umbilical55,58, líquido amniótico59 e de tecidos gestacionais41.  Goffinet et al.57 

verificaram que, em mulheres com parto prematuro e membranas ovulares 

intactas, a expressão aumentada de RNAm de IL-6 na secreção cervical estava 

associada ao maior risco de infecção neonatal. Além disso, níveis elevados 

dessa citocina no soro do cordão umbilical de recém-nascidos prematuros 

aumentam o risco de morbidade neonatal58. Lockwood et al.56, determinando a 

concentração de IL-6 na secreção cervical de gestantes com parto prematuro, 

concluíram que os níveis aumentados dessa citocina, quantificados entre a 24ª 

e 36ª semanas de gestação, estavam relacionados com RPM, sendo que, em 

metade dos casos, níveis maiores que 250 pg/mL estavam associados à RPM. 

Por outro lado, Hatzidak et al.60 mostraram que as concentrações de 81pg/mL e 

108,5 pg/mL de IL-6 no sangue materno e umbilical, respectivamente, 
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ofereciam oportunidade de detecção precoce de sepse em recém-nascidos 

prematuros. 

A presença da infecção da cavidade amniótica parece aumentar ainda 

mais os níveis de IL-6 nos casos de RPM. Estudo realizado em gestantes com 

RPM mostrou que, praticamente, todos os casos associados à infecção tiveram 

elevados níveis de citocinas no líquido amniótico, incluindo a IL-6, e 

aproximadamente metade desses casos esteve associada com elevação 

dessas citocinas também no soro materno61. A detecção de altos níveis de 

citocinas no líquido amniótico revela a contribuição dos tecidos placentários ou 

fetais na produção desses mediadores inflamatórios.  

A IL-8 é uma citocina que induz quimiotaxia neutrofílica e tem função 

importante no mecanismo de defesa do hospedeiro, sendo exaustivamente 

estudada durante a gestação. É produzida pela placenta humana62 e detectada 

no líquido amniótico a partir do segundo trimestre da gestação normal33. A 

participação dos tecidos gestacionais na produção dessa citocina está 

documentada, especialmente em relação ao cório e à decídua durante o parto 

a termo, o que sugere também o papel da IL-8 no processo do trabalho de 

parto a termo 63.  

Romero et al.33 foram os primeiros autores a descrever concentrações 

elevadas de IL-8 no líquido amniótico de mulheres em TPP e naquelas com 

infecção na cavidade amniótica. Cherouny et al.64 também descreveram níveis 

elevados de IL-8 no líquido amniótico de gestantes com corioamnionite 

histológica e TPP, sendo, na década de 90, considerada o indicador mais 

sensível de corioamnionite histológica e parto prematuro. Puchner et al.40 

encontraram altos níveis de IL-8 no líquido amniótico de mulheres com infecção 

na cavidade amniótica, quando comparado com mulheres sem infecção. Para 
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Albert et al.65, a IL-8 pode predizer a resposta à terapia tocolítica e quando sua 

concentração no líquido amniótico era maior que 15 ng/mL, esteve associada 

com TPP. Witt et al.66 estabeleceram uma relação positiva entre o aumento de 

IL-8 no líquido amniótico e a infecção da cavidade amniótica por Ureaplasma 

urealyticum, fato não verificado em infecções por outros patógenos. Para esses 

autores, o fato de não se encontrar elevadas concentrações de IL-8 no soro 

materno sugere que a resposta inflamatória ao U. urealyticum parece afetar 

mais os compartimentos fetais que o materno.  

O TNF-α é detectado nas células de Hofbauer e deciduais, atuando 

como regulador da proliferação celular na unidade feto-placentária, estando 

bem documentado o papel dessa citocina no aumento do mecanismo de 

apoptose67. Fortunato & Menon53 demonstraram que a estimulação das 

membranas córioamnióticas com TNF-α leva a 80% de apoptose nesses 

tecidos.  

O TNF-α tem propriedades semelhantes a IL-1β, sendo secretado por 

macrófagos ativados. A identificação de TNF-α na decídua humana e de seus 

receptores nas células placentárias, sugere que essa citocina desempenha 

papel fundamental na rede de citocinas produzidas na gestação68. A presença 

de corioamnionite está associada à alta expressão de citocinas, como o TNF-α, 

nas membranas fetais, devido à intensa infiltração de células 

polimorfonucleares. Assim, no líquido amniótico de gestantes com infecção 

intra-amniótica, os níveis dessa citocina encontram-se mais elevados que em 

gestantes sem infecção69. 

Segundo Fortunato et al.70, o  lipopolissacarídeo (LPS) induz a produção 

de TNF-α em membranas corioamnióticas. Porém, segundo estes mesmos 
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autores, quando há associação de estímulo com LPS e imunorregulação com 

IL-10, ocorre diminuição dose-dependente da produção de RNAm de TNF-α. A 

IL-10 é uma citocina padrão Th2 e inibe a produção de citocinas Th171, 

reduzindo a apresentação de antígenos pelos monócitos72. Holmes et al.73 

mostraram que a concentração plasmática de IL-10 foi maior em mulheres 

grávidas em relação às não-grávidas, nos três trimestres de gestação até o 

terceiro dia de puerpério, confirmando o papel imunorregulatório da IL-10. 

A decídua materna é fonte potencial de TNF-α. Casey et al.74 mostraram 

que cultura de células deciduais estimuladas com LPS produzem TNF-α. Vince 

et al.75 observaram que TNF-α, no primeiro trimestre de gestação, é produzido 

primariamente em macrófagos deciduais, enquanto que no terceiro trimestre 

células deciduais e células trofoblásticas contém RNAm de TNF-α. 

Em conjunto, os dados da literatura apontam uma interação complexa 

entre citocinas inflamatórias na unidade feto-placentária. A quantificação 

dessas citocinas poderá contribuir para melhor entendimento dos mecanismos 

envolvidos na RPMPT.  
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“As adversidade despertam em nós capacidades que, em 
circunstâncias favoráveis, teriam ficado adormecidas” 

Capítulo II        
– Manuscrito –

(Horácio)
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Resumo 

Introdução: A Rotura Prematura de Membranas Pré-Termo (RPM-PT) é um dos 

principais problemas da Clínica Obstétrica, com etiologia relacionada à 

ascensão bacteriana do trato genital inferior para a decídua e membranas 

corioamnióticas. Objetivo: quantificar a expressão das citocinas inflamatórias 

interleucina (IL) -1β, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF-α) pelas 

membranas corioamnióticas de gestantes com RPM-PT, e avaliar a correlação 

dessa expressão com a presença e intensidade do infiltrado inflamatório nas 

membranas e decídua. Material e Métodos: Foram incluídas no estudo, 25 

gestantes com RPM-PT em trabalho de parto e 15 gestantes com RPM-PT fora 

do trabalho de parto. Como grupo controle foram avaliadas 25 gestantes em 

trabalho de parto prematuro (TPP) e bolsa íntegra. No momento da resolução 

da gestação, após a dequitação, foram retirados fragmentos das membranas 

corioamnióticas e acondicionados em RNA later para posterior quantificação do 

RNA mensageiro (RNAm) das citocinas inflamatórias pela técnica de PCR em 

tempo real. Outros fragmentos das membranas foram submetidos à análise 

histopatológica para avaliação da presença e semi-quantificação do infiltrado 

inflamatório.  Resultados: No período do estudo, a incidência de RPM-PT foi de 

4,6%. A presença de infiltrado inflamatório nas membranas corioamnióticas 

e/ou decídua foi de 75% no grupo RPM-PT.  A concentração relativa de RNAm 

de IL-1β, IL-6 e IL-8 não foi estatisticamente diferente nos grupos estudados. 

Para TNF-α, a concentração relativa de RNA foi estatisticamente superior nas 

membranas de gestantes com TPP em relação aos grupos com RPM-PT.  Na 

presença de infiltrado inflamatório nas membranas corioamnióticas, a 

concentração de RNAm de IL-1β  foi estatisticamente maior no grupo RPM-PT 

fora de trabalho de parto. Não houve diferença na intensidade de RNAm das 

citocinas de interesse em relação à intensidade do infiltrado inflamatório. Em 

87,2% das membranas corioamnióticas das gestantes incluídas no estudo, foi 

detectado o RNAm para todas as citocinas estudadas. Conclusão: As 

membranas corioamnióticas são fontes de IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α e a 

concentração de RNAm dessas citocinas, na  RPM-PT, não está relacionada à 

intensidade do infiltrado inflamatório presente nas membranas.  
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Abstract 

Introduction: The preterm premature rupture of membranes (PPROM) is one of 

the major problems of Clinical Obstetrics. Its etiology is related to the ascending 

pathway of bacteria from the lower genital tract to the decidua and 

chorioamniotic membranes. Objective: To quantify the expression of the 

inflammatory cytokines interleukin-1 (IL) -1β, IL-6, IL-8 and tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α) in the chorioamniotic membranes of pregnant women with 

PPROM and evaluate the correlation of this expression with the presence and 

intensity of the inflammatory infiltrates present in the membranes and decidua. 

Material and Methods: Twenty-five PPROM women in labor and 15 PPROM 

without labor women were studied. As a control group of 25 pregnant women in 

premature labor (PTL) were studied. After delivery, samples of the 

chorioamniotic membranes were collected for histopathological analyses and 

others fragments were conditioned in RNA later for posterior quantification of 

cytokine mRNA expression by real time PCR. Results: In the study period, the 

incidence of PPROM was 4.6% and in 75% of these samples the presence of 

inflammatory infiltrates in the chorioamniotic membranes and/or decidua was 

observed. mRNA expression of IL-1β, IL-6 and IL-8 was not statistically different 

in the groups studied. For TNF-α, the expression of mRNA was statistically 

higher in the PTL group in relation to the groups with PPROM. In the presence 

of inflammatory infiltrates in the membranes, the concentration of mRNA of IL-

1β it was statistically greater in the PPROM without labor group. No difference 

occurred in the intensity of cytokine mRNA in relation to the intensity of the 

infiltrated inflammatory in the groups studied. In 87.2% of the chorioamniotic 

membranes included in the study, mRNA was expressed for all the cytokines 

studied. Conclusion: The chorioamniotic membranes are sources of IL-1β, IL-6, 

IL-8 and TNF-α and the concentration of mRNA of these cytokines in PPROM is 

not related with the intensity of the inflammatory infiltrates present in the 

membranes. 
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1. Introdução 

A rotura espontânea das membranas ovulares ou amniorrexe é um 

acontecimento normal durante o trabalho de parto, ocorrendo rotineiramente 

após o início do mesmo. Quando precede o início do trabalho de parto é 

intitulada de rotura prematura de membranas. Sua ocorrência em idade 

gestacional inferior a 37 semanas recebe a denominação de rotura prematura 

de membranas pré-termo (RPM-PT)1,2. 

 Pela associação com nascimento prematuro e morbidade perinatal2, a 

RPM é objeto de muitos estudos epidemiológicos e clínicos, na tentativa de 

identificar fatores de risco. Esses fatores são múltiplos, incluindo-se raça3, 

tabagismo4,5, atividade sexual6, deficiência materna de zinco7 ou vitamina C8, 

cirurgia cervical prévia6, gemelaridade, sangramento vaginal durante a 

gestação, polidrâmnio,  hipertensão e diabetes materna9-12 e infecção da 

cavidade amniótica, sendo essa última associada à maioria dos casos de RPM-

PT13-15.   

 A invasão da cavidade amniótica e infecção intra-amniótica induzem 

resposta inflamatória materna e fetal, caracterizada pela presença de 

corioamnionite histológica e aumento da produção de citocinas inflamatórias.  

Trabalhos relatam elevadas concentrações de citocinas, como interleucina (IL)-

1β, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), no líquido amniótico16,17 e 

tecidos gestacionais18 de mulheres com infecção da cavidade amniótica e 

RPM-PT.  

De acordo com Menon et al.18, as membranas corioamnióticas são locais 

de produção de citocinas inflamatórias.  Esses mediadores do sistema imune 

são moléculas-chave no processo de indução da RPM-PT, pois segundo 

Fortunato et al.19,20, a biodisponibilidade do TNF-α, a apoptose e a atividade de 
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metaloproteinases são mecanismos responsáveis pela rotura prematura de 

membranas.  O papel das citocinas na indução do trabalho de parto prematuro 

(TPP) já está bem documentado, principalmente pela estimulação do 

metabolismo do ácido araquidônico em tecidos reprodutivos humanos21,22. Na 

presença de infecção da cavidade amniótica, as células inflamatórias que 

infiltram os tecidos gestacionais aumentam a produção das citocinas23.  

Entretanto, em estudo in vitro, Laham et al.24 descrevem que a liberação 

de IL-8 pelo âmnio, cório, decídua e placenta não foi significativamente 

diferente no pré-termo, na ausência ou presença de corioamnionite.  Nesse 

mesmo sentido, Shimoya et al.25 observaram níveis similares de intensidade de 

RNA mensageiro (RNAm) de IL-8 nos tecidos gestacionais de primeiro, 

segundo e terceiro trimestre e na presença de corioamnionite. 

Silva26, correlacionando a imunomarcação de citocinas inflamatórias em 

membranas corioamnióticas de gestantes com RPM-PT, na presença ou não 

de corioamnionite, observou marcação discreta para IL-6 e IL-8, e moderada 

para IL-1β e TNF-α na ausência de infiltrado inflamatório nas membranas 

corioamnióticas e/ou decídua capsular. Na presença de infiltrado inflamatório 

houve predomínio de membranas com marcação intensa para IL-1β  e TNF-α, 

enquanto que para IL-6 e IL-8 o predomínio foi de marcação moderada, 

considerando os critérios morfológicos para semi-quantificação dessa 

imunomarcação.  

Considerando a elevada freqüência de corioamnionite nos casos de 

RPM-PT, o objetivo deste estudo foi quantificar a expressão das citocinas 

inflamatórias, IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α, pelas membranas corioamnióticas de 

gestantes com RPM-PT, bem como avaliar a relação dessa expressão com a 

presença e a intensidade do infiltrado inflamatório presente nas membranas. 
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2. Material e Métodos 

2.1. Casuística 

Foram estudadas 25 pacientes com gestação única, cuja rotura de 

membranas ovulares ocorreu espontaneamente entre 26 e 36 semanas de 

gestação em trabalho de parto (RPM-PT em TP) e 15 gestantes com RPM-PT 

fora do trabalho de parto (RPM-PT fora de TP). Gestantes portadoras de 

diabetes, anomalias fetais congênitas comprovadas, placenta prévia, infecção 

urinária ou outras infecções foram excluídas do estudo. Como grupo controle 

foram avaliadas 25 gestantes, com gestação única, em trabalho de parto 

prematuro (TPP), com idade gestacional entre 26 e 36 semanas e bolsa das 

águas íntegra. Todas as gestantes incluídas no estudo foram atendidas no 

Serviço de Obstetrícia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Botucatu, UNESP. 

A idade gestacional foi estabelecida pela data da última menstruação e 

por exame ultra-sonográfico precoce (até 20 semanas). O tempo de rotura das 

membranas foi obtido por informação materna no momento da admissão 

hospitalar. As variáveis sócio-demográficas e os dados referentes às gestações 

anteriores foram obtidos pela análise dos prontuários médicos.  

O diagnóstico de RPM-PT foi confirmado pela história clínica e 

constatação de líquido amniótico na cavidade vaginal ou, quando isto não foi 

possível, por meio de testes realizados na secreção do fundo de saco vaginal: 

cristalização do esfregaço em lâmina seca, queima de esfregaço em lâmina, 

pH vaginal e pesquisa de células fetais pela coloração do azul de Nilo. 

O diagnóstico de trabalho de parto prematuro foi confirmado pela 

presença de contrações freqüentes, uma a cada cinco ou oito minutos, 
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acompanhadas de modificações cervicais caracterizadas por dilatação maior 

que 2cm e/ou esvaecimento maior que 50%, em gestação entre 22 e 37 

semanas27.  

  As pacientes permaneceram internadas na Enfermaria de Obstetrícia, 

sendo controladas clinicamente por meio de avaliação da freqüência cardíaca e 

temperatura a cada 6 horas e, laboratorialmente por hemograma em dias 

alternados e cultura de secreção cervical semanal até a resolução da gestação. 

 Todas as pacientes envolvidas no estudo foram previamente 

informadas quanto à finalidade da pesquisa e assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). O projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP 

(Protocolo 612/2004) (Anexo 2). 

 
2.2. Colheita de membranas corioamnióticas 

No momento da resolução da gestação, logo após a dequitação, foram 

colhidas membranas corioamnióticas de todas as pacientes incluídas no 

estudo. Foram retirados fragmentos de 1cm2 da borda das membranas, que 

foram acondicionados a 4ºC por 4 horas em tubos de 1,5mL tipo eppendorf 

contendo RNA later (RNA Stabilization Reagent - Qiagen ). Após esse período, 

os fragmentos foram transferidos para novo tubo e imediatamente 

armazenados a -70ºC para posterior extração de RNA. Em seguida, as 

placentas e seus anexos foram pesados, fixados e acondicionados em 

recipiente apropriado, contendo formalina a 10%, por 24 horas para fixação. 

Fragmentos das membranas corioamnióticas foram desidratados em álcool, 

diafanizados em xilol e a seguir incluídos em blocos de parafina.  Os blocos 

obtidos foram seccionados em micrótomo comum, obtendo-se cortes de 6 µm 
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de espessura para montagem em lâminas de vidro. As lâminas foram coradas 

pelo método clássico de Hematoxilina-Eosina (HE) para análise 

histopatológica.  

 
2.3. Análise semi-quantitativa do infiltrado inflamatório nas membranas 

corioamnióticas 

O infiltrado inflamatório presente nas membranas corioamnióticas e 

decídua capsular foi avaliado semi-quantitativamente de acordo com os 

seguintes critérios: (0) Ausente, quando não havia infiltrado inflamatório; (+) 

Discreto, quando poucas células polimorfonucleares (PMNs) estavam 

presentes e limitadas à decídua capsular; (++) Moderado, quando moderada 

quantidade de células PMNs estavam infiltrando o cório e o âmnio e (+++) 

Intenso, quando uma grande quantidade de PMNs estavam presentes no 

âmnio e freqüentemente acompanhados por ulceração do epitélio amniótico28.  

 
2.4. Detecção de citocinas por PCR em tempo real 

2.4.1. Extração do RNA 

Os fragmentos das membranas corioamnióticas, armazenados em tubos 

tipo eppendorf, foram submetidos à extração de RNA total, por meio do kit 

RNeasy (Qiagen), segundo as instruções do fabricante e precedido de algumas 

modificações. Inicialmente foi determinada a quantidade de 30mg de tecido a 

ser macerado em nitrogênio líquido, com posterior adição de 1mL de Trizol 

Reagent® (Invitrogen) e incubação a temperatura ambiente por 5 minutos. A 

seguir, 200µL de clorofórmio foram adicionados a cada tubo e, após agitação, 

as amostras foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 12.000 rpm. A fase 

aquosa, contendo o RNA, foi coletada em novo tubo, ao qual foram 

adicionados 500µL de isopropanol. As amostras foram transferidas para a 
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coluna com membrana de sílica gel e centrifugadas por 1 minuto a 10.000 rpm. 

A seguir, foram adicionados 500µL de tampão RW1 na coluna, com posterior 

centrifugação por 1 minuto a temperatura ambiente para lavar a coluna. O 

conteúdo do tubo coletor foi descartado e a coluna transferida para novo tubo 

de 2mL. Quinhentos microlitros de tampão RPE foram adicionados à coluna e 

esta foi novamente centrifugada por 1 minuto a 10.000 rpm, sendo descartado 

o conteúdo do tubo coletor. A última etapa foi repetida, porém com 

centrifugação por 2 minutos. Na ausência de tampão, as amostras foram 

novamente centrifugadas para eliminação de resíduos. As colunas foram 

transferidas para tubos de 1,5mL, aos quais foram adicionados 30µL de água 

RNase-free diretamente na membrana de gel-sílica, com posterior 

centrifugação por 1 minuto a 10.000 rpm. As colunas foram descartadas e o 

RNA extraído foi tratado com inibidor de RNase (RNA Guard - Amersham) 

durante 10 minutos a 56°C. As amostras foram então submetidas ao 

tratamento com a enzima DNase (Promega) livre de RNAse, por 30 minutos a 

37°C, para eliminação de possível contaminação de DNA. O RNA extraído foi 

quantificado pela leitura em biofotômetro (Eppendorf) no comprimento de onda 

de 260nm.  

 
2.4.2. Obtenção do cDNA 

Após a extração do RNA, as amostras com concentração entre 0,02 e 

0,2µg/ µL de RNA foram submetidas à obtenção de cDNA  utilizando-se o High-

Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems), de acordo com as instruções 

do fabricante. O cDNA produzido foi quantificado por biofotômetro (Eppendorf), 

no comprimento de onda de 206 nm e armazenado a – 70°C para posterior 
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utilização na detecção e quantificação das citocinas pela técnica da PCR em 

tempo real. 

 
2.4.3. PCR em tempo real 

A reação de PCR em tempo real foi realizada em volume final de 20µL 

contendo 1X Taq Man Universal PCR Máster Mix No AmpErase-UNG (Applied 

Biosystems, cat nº 4304437), 250ng de cDNA e água livre de RNAse, em ABI 

Prism® 7300 Sequence Detector. Os genes das citocinas IL-1β , IL-6, IL-8 e 

TNF-α foram amplificados usando-se 20X TaqMan® Gene Expression Assays - 

cat nº Hs 99999029_m1, Hs 99999032_m1, Hs 99999034_m1 e Hs 

99999043_m1,  respectivamente. As sondas específicas foram marcadas com 

substância fluorescente FAM para detectar os produtos de PCR diretamente, e 

as condições de reação foram de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos 

compostos por 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto, sendo os sinais de 

fluorescência adquiridos nos passos de anelamento e extensão do ciclo de 

amplificação (60 °C por 1 minuto). Em todos os ensaios as amostras foram 

processadas em duplicata. Paralelamente, foi realizada a amplificação do gene 

da β actina como controle endógeno, visto que o valor real de expressão gênica 

foi dado através da comparação do resultado de amplificação dos genes das 

citocinas e desse gene constitutivo. 

O cDNA de referência para as citocinas estudadas consistiu da mistura 

de vários cDNAs produzidos a partir do RNA das próprias amostras das 

membranas corioamnióticas incluídas no estudo. Esse cDNA foi diluído na 

razão de 1:2 a 1:128 em água ultrapura estéril e estas diluições foram testadas, 

em duplicatas, na PCR em tempo real, para cada uma das citocinas de 

interesse e para o gene da β-actina. A curva padrão foi estabelecida de acordo 



                                                                        Rotura Prematura de Membranas e Citocinas     33  

 

com os dados fornecidos pelo programa SDS versão 1.2.3 (“Sequence 

Detection Systems” 1.2.3 – 7300 Real Time PCR System – Applied 

Biosystems), produzidos por cada diluição. As quatro diluições que 

apresentaram Ct entre os ciclos 25 e 35 foram escolhidas para constituir a 

curva padrão utilizada em todas as reações.  A menor diluição do cDNA de 

referência recebeu o valor relativo igual a 100 e, seguindo a mesma razão da 

diluição, as outras três diluições do cDNA foram determinadas como 50, 25 e 

12,5 e foram consideradas como referência na quantificação relativa da 

expressão dos genes das citocinas pró-inflamatórias. Para normalizar a 

expressão dos genes das citocinas, a maior expressão de β actina, em relação 

a cada citocina, foi adotada como referência, a qual foi dividida pelo valor da 

β actina da amostra e o valor obtido foi então multiplicado pelo valor da 

expressão da citocina na referida amostra. 

 
2.5. Análise estatística 

Os dados referentes à idade materna, idade gestacional no momento do 

parto e concentração relativa de RNAm das citocinas nos grupos estudados 

foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. As variáveis estado civil, raça, 

hábito de fumar, bem como as características obstétricas das pacientes, como 

via de parto, paridade e freqüência de intercorrências gestacionais anteriores 

foram submetidos ao teste de comparação de proporção (Teste de Tukey). A 

idade gestacional da ocorrência de RPM-PT foi submetida ao teste de Mann- 

Whitney para comparação entre dois grupos, e o tempo de rotura das 

membranas, ao teste z de proporção. O nível de significância adotado para 

todos os testes empregados foi de 5%29. 
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3. Resultados 

3.1. Características das pacientes 

No período do estudo foram realizados 1038 partos no Centro Obstétrico 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp. Deste 

total, 4,6% corresponderam a gestantes portadoras de RPM-PT (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Incidência de rotura prematura de membranas e de trabalho de parto prematuro no 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, no período de 
junho de 2005 a julho de 2006. 

 
 Número (%) 

RPM-PT 48 4,6 
RPM-T 61 5,9 

TPP 82 7,9 
Outros 847 81,6 
Total 1038 100,0 

   RPM-PT=rotura prematura de membranas pré-termo; RPM-T =rotura prematura de membranas a termo; TPP = trabalho de parto prematuro 
 

As variáveis sócio-demográficas das pacientes incluídas no estudo estão 

apresentadas na Tabela 2. A mediana da idade materna foi estatisticamente 

maior no grupo RPM-PT fora de TP em comparação ao grupo TPP (p=0,03).  

 
Tabela 2. Variáveis sócio-demográficas das gestantes incluídas no estudo, no período de junho 

de 2005 a julho de 2006. 
 

Variáveis RPM-PT em TP  
(n=25) 

RPM-PT fora TP  
(n=15) 

TPP  
(n=25) 

    
Idade (anos)  22 (19-31)ab 25,5 (23-31)a 19 (16-24,5)b 
Estado civil    

    Solteira  9 (36%)a 6 (40%)a 9 (36%)a 
Casada 11 (44%)a 3 (20%)a 9 (36%)a 

 União estável 5 (20%)a 6 (40%)a 7 (28%)a 
Raça    

Branca 22 (88%)a 11 (75%)a 19 (76%)a 
Negra 1 (4%)a - 1 (4%)a 
Parda 2 (8%)a 4 (25%)a   5 (20%)a 

    
Tabagismo 3 (12%)a 1 (6%)a 3 (12%)a 
Na comparação dos grupos foram utilizadas letras minúsculas, considerando-se que as proporções 
seguidas de, pelo menos, uma mesma letra não diferem.  
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Os dados referentes à gestação atual, bem como às gestações 

anteriores das pacientes incluídas no estudo, estão apresentados na Tabela 3. 

A mediana da idade gestacional, no momento do parto, foi estatisticamente 

maior no grupo RPM-PT fora de TP em comparação ao grupo TPP (p=0,02).  

Em relação ao tempo de rotura das membranas ovulares, podemos 

observar que 54,0% das gestantes apresentavam mais de 24 horas de rotura 

no momento da resolução da gestação. A idade gestacional, no momento da 

rotura, foi estatisticamente superior no grupo RPM-PT fora de TP (Tabela 4).  

 
Tabela 3. Características obstétricas das pacientes incluídas no estudo no período de junho de 

2005 a julho de 2006. 
 

Características 
 obstétricas 

RPM-PT em TP 
(n=25) 

RPM-PT fora TP 
(n=15) 

TPP 
(n=25) 

Via de parto    
                       Vaginal 19 (76%)a - 19 (76%)a 
                      Cesárea 6  (24%)b 15 (100%)a 6  (24%)b 

    
Idade gestacional no 
momento do parto  

33s1d              
(30s3d – 34s1d)ab 

35s2d         
(34s1d – 36s2d) a 

32s4d           
(29s6d – 34s6d)b 

    
Paridade    
                  Primigesta 12(48%)a 5 (33%)a 10 (40%)a 
             Secundigesta 4 (16%)a 4 (27%)a 8  (32%)a 
                  Multigesta 9 (36%)a 6 (40%)a 7  (28%)a 

    
Intercorrências 
gestacionais 
anteriores 

   

                            RPM 3/13a 0/10a 3/15a 
                        Aborto 5/13a 4/10a 4/15a 
                             TPP 4/13a 1/10a 8/15a 
Na comparação dos grupos foram utilizadas letras minúsculas, considerando-se que as proporções 
seguidas de, pelo menos, uma mesma letra não diferem. 
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Tabela 4. Distribuição das gestantes em relação à idade gestacional e ao tempo de rotura 

das membranas corioamnióticas.  
 

 RPM-PT em TP 
(n=25) 

RPM-PT fora TP 
 (n=15) 

Estatística 

Idade gestacional no 
momento da RPM 

33s (30s1d - 34s)b 35s2d (34s - 36s1d)a p=0,01 

Tempo RPM    
  < 6 horas 2 (8,0%) 1 (6,0%) p=0,69 
6-12 horas  4 (16,0%) 3 (20,0%) p=0,91 

12-24 horas 5 (20,0%) 3 (20,0%) p=0,68 
> 24 horas 14 (56,0%) 8 (54,0%) p=0,83 

 
 

3.2. Análise histopatológica das membranas corioamnióticas 

A análise histopatológica das membranas corioamnióticas foi realizada 

em todas as amostras incluídas no estudo. No grupo RPM-PT em TP a 

presença de infiltrado inflamatório nas membranas corioamnióticas e/ou 

decídua capsular esteve presente em 88% dos casos, nos quais 45,5% das 

membranas apresentaram infiltrado inflamatório de intensidade discreta. O 

infiltrado inflamatório esteve presente em 53% dos casos de RPM-PT fora de 

TP, nos quais 62,5% das membranas apresentaram discreto infiltrado 

inflamatório. No grupo TPP, 42,8% apresentaram infiltrado discreto, seguido de 

28,6% de infiltrado moderado e intenso (Tabela 5, Figura 1).  

 
Tabela 5. Porcentagem de corioamnionite e intensidade do infiltrado inflamatório presente nas 

membranas corioamnióticas e/ou decídua nos grupos estudados. 
 

Intensidade do infiltrado inflamatório 
Grupos Corioamnionite 

   +                         ++                    +++ 

RPM-PT em TP 22 (88%) 10 (45,5%) 7 (31,8%) 5 (22,7%) 

RPM-PT fora TP 8 (53%) 5 (62,5%) - 3 (37,5%) 

TPP 21 (84%) 9 (42,8%) 6 (28,6%) 6 (28,6%) 
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3.3. Quantificação relativa da expressão das citocinas inflamatórias 

3.3.1. Determinação da curva padrão na PCR em tempo real para os genes 

da IL-1β, β, β, β, IL-8 e ββββ actina com TaqMan® 

As diluições do cDNA de referência testadas para serem utilizadas na 

quantificação relativa da expressão de IL-1β, IL-8 e β actina estão 

representadas na Tabela 6 e nas Figuras 2 a 4.  Para isso, foram selecionadas 

quatro diluições (1:8, 1:16, 1:32 e 1:64 ), com o threshold determinado na fase 

exponencial da curva de amplificação.  

 
Tabela 6. Valor relativo e Ct do cDNA de referência para IL-1β, IL-8 e β actina obtidos, em 

diferentes diluições, pela PCR em tempo real das amostras de membranas 
corioamnióticas.  

 

cDNA Valor relativo Ct IL-1ββββ Ct IL-8 Ct ββββ actina 

1:8 100 31,4 28,1 29,3 
1:16 50 32,4 29,2 30,3 
1:32 25 33,9 30,2 31,3 
1:64 12,5 35,1 31,7 32,3 

 
 
 
 

 
 

Figura 2. A. Gráfico da curva de amplificação da PCR em tempo real para IL-1β das diluições 
do cDNA de referência utilizado como padrão nas reações. Em ordem decrescente 
de diluição, da esquerda para a direita, apresentam–se as diluições 1:8, 1:16, 1:32 e 
1:64. B. Gráfico da curva padrão, construída com quatro pontos nas referidas 
diluições, obtida a partir da PCR em tempo real para IL-1β. 
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Figura 3. A. Gráfico da curva de amplificação da PCR em tempo real para IL-8 das diluições do 
cDNA de referência utilizado como padrão nas reações. Em ordem decrescente de 
diluição, da esquerda para a direita, apresentam–se as diluições 1:8, 1:16, 1:32 e 
1:64. B. Gráfico da curva padrão, construída com quatro pontos nas referidas 
diluições, obtida a partir da PCR em tempo real para IL-8. 

 
 

 
 
Figura 4. A. Gráfico da curva de amplificação da PCR em tempo real para β actina das 

diluições do cDNA de referência utilizado como padrão nas reações. Em ordem 
decrescente de diluição, da esquerda para a direita, apresentam–se as diluições 1:8, 
1:16, 1:32 e 1:64. B. Gráfico da curva padrão construída com quatro pontos nas 
referidas diluições obtido a partir da PCR em tempo real para β actina. 

 
 

 

3.3.2. Determinação da curva padrão na PCR em tempo real para os genes 

da IL-6 e    TNF- αααα com TaqMan® 

As diluições do cDNA de referência testadas para serem utilizadas na 

quantificação relativa da expressão de IL-6 e TNF-α  estão representadas na 

Tabela 7 e nas Figuras 5 e 6.  Para isso, foram selecionadas quatro diluições 
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(1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 ), com o threshold determinado na fase exponencial da 

curva de amplificação.  

 

Tabela 7. Valor relativo e Ct do cDNA de referência para IL-6 e TNF-α obtidos, em diferentes 
diluições, pela PCR em tempo real das amostras de membranas corioamnióticas.  

 
cDNA Valor relativo Ct IL-6 Ct TNF-αααα 

1:2 100 29,5 26,9 
1:4 50 30,5 28,6 
1:8 25 31,6 30,4 
1:16 12,5 33,1 32,5 
 

 

 

Figura 5. A. Gráfico da curva de amplificação da PCR em tempo real para IL-6 das diluições do 
cDNA de referência utilizado como padrão nas reações. Em ordem decrescente de 
diluição, da esquerda para a direita, apresenta-se as diluições 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16. B. 
Gráfico da curva padrão construída com quatro pontos nas referidas diluições obtido 
a partir da PCR em tempo real para IL-6. 

 

 

 

Figura 6. A. Gráfico da curva de amplificação da PCR em tempo real para TNF-α das diluições 
do cDNA de referência utilizado como padrão nas reações. Em ordem decrescente 
de diluição, da esquerda para a direita, apresentam-se as diluições 1:2, 1:4, 1:8 e 
1:16. B. Gráfico da curva padrão construída com quatro pontos nas referidas 
diluições obtido a partir da PCR em tempo real para TNF-α. 
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3.3.3. Detecção de RNAm de IL-1ββββ, IL-6, IL-8 e TNF-αααα nas membranas 

corioamnióticas 

 Do total de amostras processadas em cada grupo, o RNAm para todas 

as citocinas avaliadas foi detectado em 95,8% no grupo RPM-PT em TP, 

83,3% no grupo RPM-PT fora de TP e em 82,6% em TPP.  

 

3.3.4. Quantificação relativa de RNAm de IL-1ββββ nas membranas 

corioamnióticas 

 
A quantificação relativa de RNAm de IL-1β nas membranas 

corioamnióticas das gestantes com RPM-PT em TP, RPM-PT fora de TP e em 

TPP está apresentada na Figura 7. Podemos observar que não houve 

diferença estatisticamente significativa na expressão de IL-1β  entre os grupos 

(p=0,09).  
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Figura 7. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-1β em membranas 

corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, 
o traço horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; 
e os círculos, os valores outliers. 

 



                                                                        Rotura Prematura de Membranas e Citocinas     42  

 

3.3.5. Quantificação relativa de RNAm de IL-6 nas membranas 

corioamnióticas 

 
A quantificação relativa de RNAm de IL-6 nas membranas 

corioamnióticas das gestantes com RPM-PT em TP, RPM-PT fora de TP e em 

TPP está apresentada na Figura 8. Podemos observar que não houve 

diferença estatisticamente significativa na expressão de IL-6  entre os grupos 

(p=0,18). 
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Figura 8. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-6 em membranas 
corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, 
o traço horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; 
e os círculos, os valores outliers. 
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3.3.6. Quantificação relativa de RNAm de IL-8 nas membranas 

corioamnióticas 

 
A quantificação relativa de RNAm de IL-8 nas membranas 

corioamnióticas das gestantes com RPM-PT em TP, RPM-PT fora de TP e em 

TPP está apresentada na Figura 9. Podemos observar que não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos  RPM-PT e TPP na 

expressão de IL-8, porém, nesse último grupo, existe uma tendência à 

significância (p=0,053) (Figura 9).   
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Figura 9. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-8 em membranas 

corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, 
o traço horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; 
e os círculos, os valores outliers. 
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3.3.7. Quantificação relativa de RNAm de TNF-αααα nas membranas 

corioamnióticas 

 

A quantificação relativa de RNAm de TNF-α nas membranas 

corioamnióticas das gestantes com RPM-PT em TP, RPM-PT fora de TP e em 

TPP está apresentada na Figura 10. Podemos observar que a quantificação 

relativa foi significativamente maior no grupo TPP em relação aos grupos 

RPM-PT em TP e RPM-PT fora de TP e não houve diferença estatisticamente 

significativa na expressão de TNF-α entre os grupos com RPM-PT. 

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
ã
o

 r
e
la

ti
v
a
 d

e
 R

N
A

m
 d

e
 T

N
F

-a

0,0

2,0e+4

4,0e+4

6,0e+4

8,0e+4

1,0e+5

1,2e+5

1,4e+5

1,6e+5

RPM-PT em TP (1) RPM-PT fora de TP (2) TPP (3)
 

(3) ≠≠≠≠ (2), (3) ≠≠≠≠ (1),  (2) = (1), p<0,001; Teste de Dunn. 

Figura 10. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de TNF-α em 
membranas corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em 
TP,  RPM-PT fora de TP e TPP. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 
75% dos valores, o traço horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem 
aos percentis 5 e 95; e os círculos, os valores outliers. 
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3.3.8. Quantificação relativa de RNAm de IL-1β, β, β, β, IL-6, IL-8 e TNF-αααα nas 

membranas corioamnióticas em relação à presença do infiltrado 

inflamatório 

 

A quantificação relativa de RNAm de IL-6, IL-8 e TNF-α foi avaliada em 

relação a presença do infiltrado inflamatório nas membranas corioamnióticas. A 

análise estatística não apontou diferença significativa entre a expressão dessas 

citocinas e presença do infiltrado inflamatório dentro dos grupos RPM-PT em 

TP, RPM-PT fora de TP e em TPP (Figuras 11, 12 e 13). Para a IL-1β, no grupo 

RPM-PT fora de TP, existe relação entre a concentração de RNAm e presença 

de infiltrado inflamatório (Figura 14).  

 
 

C
o

n
c

e
n

tr
a
ç

ã
o

 r
e

la
ti

v
a

 d
e
 R

N
A

m
 d

e
 I
L

-6

0

2e+4

4e+4

6e+4

8e+4

1e+5

RPM-PT em TP TPP RPM-PT fora de TP 

ausência de infiltrado inflamatório

presença de infiltrado inflamatório

 
Figura 11. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-6 em membranas 

corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM -PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP em relação à presença do infiltrado inflamatório. No Box-plot, os 
quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o traço horizontal, a mediana; as 
barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os círculos, os valores outliers. 
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Figura 12. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-8 em membranas 
corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM -PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP em relação à presença do infiltrado inflamatório. No Box-plot, os 
quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o traço horizontal, a mediana; as 
barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os círculos, os valores outliers. 
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Figura 13. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de TNF-α em 
membranas corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM -PT em 
TP,  RPM-PT fora de TP e TPP em relação à intensidade do infiltrado inflamatório. 
No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o traço 
horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os 
círculos, os valores outliers. 
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Figura 14. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-1β em membranas 
corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP em relação à presença do infiltrado inflamatório. No Box-plot, os 
quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o traço horizontal, a mediana; as 
barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os círculos, os valores outliers. 

 
 
 

3.3.9. Quantificação relativa de RNAm de IL-1β, β, β, β, IL-6, IL-8 e TNF-αααα nas 

membranas corioamnióticas em relação à intensidade do infiltrado 

inflamatório. 

 

A quantificação relativa de RNAm para todas as citocinas avaliadas não 

esteve relacionada à intensidade do infiltrado inflamatório presente nas 

membranas corioamnióticas dentro dos grupos RPM-PT em TP, RPM-PT fora 

de TP e em TPP (Figuras 15 a 18).  Para essa avaliação foram agrupados os 

achados histopatológicos de ausência de infiltrado inflamatório e intensidade 

discreta e os achados de infiltrado inflamatório moderado e intenso presente 

nas membranas.   

* 
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Figura 15. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-1β em membranas 
corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP em relação à intensidade do infiltrado inflamatório. No Box-plot, os 
quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o traço horizontal, a mediana; as 
barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os círculos, os valores outliers. 
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Figura 16. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-6 em membranas 

corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP em relação à intensidade do infiltrado inflamatório. No Box-plot, 
os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o traço horizontal, a 
mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os círculos, os 
valores outliers. 
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Figura 17. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de IL-8 em membranas 

corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em TP,  RPM-PT 
fora de TP e TPP em relação à intensidade do infiltrado inflamatório. No Box-plot, os 
quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o traço horizontal, a mediana; as 
barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os círculos, os valores outliers. 
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Figura 18. Box-Plot representando a concentração relativa de RNAm de TNF-α em 
membranas corioamnióticas de gestantes pertencentes aos grupos RPM-PT em 
TP,  RPM-PT fora de TP e TPP em relação à intensidade do infiltrado inflamatório. 
No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores, o traço 
horizontal, a mediana; as barras de erro correspondem aos percentis 5 e 95; e os 
círculos, os valores outliers. 
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4. Discussão 

 

No presente estudo foi analisado quantitativamente o RNAm de IL-1β, 

IL-6, IL-8 e TNF-α em membranas corioamnióticas de gestantes com rotura 

prematura de membranas pré-termo em trabalho de parto e fora dele, assim 

como em gestantes em trabalho de parto prematuro e bolsa íntegra, 

constituindo o grupo controle do estudo. Também foi objetivo desse trabalho 

avaliar a relação entre presença e intensidade do infiltrado inflamatório nas 

membranas corioamnióticas com a expressão das citocinas de interesse.  

No período do estudo, a freqüência de RPM foi de 5,9% em gestações 

de termo e 4,6% em gestações pré-termo. Segundo Polzin & Brady30, a RPM 

esteve presente em 15% das gestações de termo e em aproximadamente 30% 

das gestações pré-termo, nos 4 milhões de nascimentos ocorridos nos Estados 

Unidos em 1990. O trabalho de parto prematuro em gestantes com bolsa 

íntegra, no presente estudo, ocorreu em 7,9% das gestações, freqüência 

similar à descrita pelo ACOG31 de 6 a 8% de todas as gestações. Nas 

gestações de termo e pré-termo, a literatura atual com dados do Serviço de 

Obstetrícia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, descreve 

freqüências similares26,28.  

 A similaridade das variáveis sócio-demográficas e obstétricas entre as 

pacientes constituintes dos grupos estudados demonstrou homogeneidade 

entre os mesmos. Em relação ao hábito de fumar, alguns autores4,5 consideram 

o tabagismo como sendo fator de risco para RPM-PT, porém, no presente 

estudo, a porcentagem de mulheres fumantes não foi diferente nos grupos 

RPM-PT e TPP. Esses dados estão de acordo com Naeye6 e Mercer et al.32 
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que não demonstraram associação entre tabagismo e RPM-PT. Segundo Lee 

& Silver1, esse aspecto ainda permanece controverso.  

Quanto aos antecedentes obstétricos, a freqüência de TPP, RPM e 

abortos anteriores foi a mesma nos 3 grupos estudados, demonstrando que 

complicações obstétricas anteriores podem ser consideradas como fator de 

risco para desencadeamento de RPM-PT, como sugerido por vários 

autores6,11,32. 

A concentração relativa de RNAm das citocinas avaliadas no presente 

estudo mostra que não houve diferença entre os grupos estudados, em relação 

a IL-1β , IL-6 e IL-8, e esses resultados estão concordantes com a fisiopatologia 

da RPM-PT e do TPP. Embora já esteja bem estabelecido que a ascensão 

bacteriana do trato genital inferior para as membranas corioamnióticas e 

decídua é o evento chave na etiologia da RPM bem como no TPP, pois ambas 

são caracterizadas por elevadas concentrações de citocinas inflamatórias no 

líquido amniótico33-35, o mecanismo pelo qual se instala a RPM em 

determinadas gestações e o TPP em outras, não está completamente 

elucidado. Nesse sentido, Fortunato et al.19 descrevem que muitos fatores 

moleculares como a ativação de metaloproteinases (MMP) e elementos pró-

apoptóticos estão aumentados, especificamente durante a RPM, quando 

comparada com o TPP. Em trabalho posterior, Fortunato et al.20 examinando a 

influência de IL-1, IL-6 e TNF-α na expressão e atividade de MMP sobre as 

membranas corioamnióticas, descrevem que a MMP-9, colagenase do tipo IV, 

é influenciada apenas pelo TNF-α e não por outras citocinas pró-inflamatórias. 

Segundo esses autores, o TNF-α é a única citocina com capacidade de ativar 

MMP, aumentando a atividade gelatinase e enfraquecendo as membranas 

corioamnióticas, cujo principal componente da matriz extracelular que conecta 
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o âmnion ao córion é o colágeno do tipo IV. Também é capaz de induzir 

apoptose nas membranas fetais19, sugerindo que a biodisponibilidade do TNF, 

a apoptose e a atividade de MMP são os mecanismos responsáveis pela rotura 

prematura de membranas.  

No presente trabalho, a concentração relativa de TNF-α está 

significativamente aumentada no grupo TPP. A literatura mostra que o TNF 

parece mediar uma série de eventos na gestação. Segundo Daher et al.36, os 

achados de níveis aumentados de TNF fornecem evidências do papel dessa 

citocina na indução do trabalho de parto. Essa hipótese é defendida por outros 

autores, que demonstram que o TNF age em sinergismo com outras citocinas 

inflamatórias, estimulando a síntese e liberação de prostaglandinas, induzindo 

contratilidade uterina e o início do trabalho de parto 37-39.  

Em relação ao infiltrado inflamatório presente nas membranas 

corioamnióticas e/ou decídua, a freqüência em nosso estudo foi de 88% no 

grupo RPM-PT em TP; 53% em RPM-PT fora de TP e em 84% no grupo TPP. 

Incidência similar é descrita na literatura, variando de 30 a 80% nos casos de 

RPM 40-42, e atingindo até 75% nas pacientes em TPP13,43-45. Segundo Ramsey 

et al.46, a incidência de corioamnionite aumenta significantemente em idades 

gestacionais inferiores.  

Quando analisamos a presença e intensidade do infiltrado inflamatório 

nas membranas corioamnióticas e/ou decídua não observamos associação 

entre esses achados e concentração relativa de RNAm de IL-6, IL-8 e TNF-α 

nos grupos RPM-PT e TPP. Nos grupos RPM-PT, esses resultados podem ser 

atribuídos ao tempo de rotura das membranas corioamnióticas no momento da 

resolução da gestação. Em relação a essa variável, no momento do parto 

pudemos observar que 56% das gestantes em RPM-PT em TP e 54% delas no 
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RPM-PT fora de TP tinham mais de 24 horas de rotura. Esse período se torna 

importante se considerarmos que, no momento da resolução da gestação, com 

períodos de latência superiores a 24 horas, chegando até 11 dias no grupo 

RPM-PT fora de TP, a produção de citocinas pró-inflamatórias pode estar 

sendo regulada pelas citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10. Esta citocina, 

que foi originalmente descrita como um produto de células TH2 é capaz de 

suprimir a produção de citocinas e proliferação das células TH147.  

Somente no grupo RPM-PT fora de TP a concentração relativa de IL-1β 

esteve significativamente aumentada na presença de infiltrado inflamatório. 

Nesse grupo, a expressão das demais citocinas estudadas pode estar sendo 

regulada no período pós-transcrição.   

Em estudo anterior26, utilizando imuno-histoquímica, estabeleceu-se 

critérios para análise semi-quantitativa da expressão de citocinas inflamatórias, 

na ausência e presença de corioamnionite, pelas células do epitélio amniótico, 

células coriônicas e deciduais. Observou-se predomínio de marcação variando 

de moderada à intensa para IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α, havendo maior 

freqüência de depósito intenso para IL-1β e TNF-α nas membrans com 

corioamnionite. A diferença entre esse estudo e o atual é o tempo de rotura das 

membranas no momento do parto. No estudo anterior, 76,7% das gestantes 

apresentavam menos de 24 horas de rotura das membranas no momento do 

parto. Ainda nesse estudo26, os dados relativos à imunomarcação das citocinas 

nas membranas corioamnióticas mostraram predomínio de discreto depósito de 

IL-1β, IL-6, IL-8 em gestantes normais de termo. Portanto, as membranas 

corioamnióticas incluídas no presente estudo, por apresentarem um tempo de 

latência relativamente grande, podem estar apresentando níveis elevados de 
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citocinas anti-inflamatórias que já estariam regulando a cascata de produção 

das citocinas inflamatórias.  

No grupo TPP também não observamos associação entre a 

concentração de IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α e presença de infiltrado inflamatório.  

Segundo Laham et al.24, estudos in vitro de produção de citocinas por tecidos 

gestacionais demonstraram que a liberação de IL-8 pelas células amnióticas e 

coriodeciduais, em gestações em trabalho de parto prematuro, não diferia na 

presença ou não de corioamnionite. Para esses autores, o efeito da presença 

de corioamnionite não pode ser confirmado em tecidos gestacionais pré-termo. 

Ainda em relação à concentração relativa de RNAm para as citocinas Shimoya 

et al.25 descreveram resultados similares aos do presente estudo, não 

demonstrando aumento da expressão de RNAm para IL-8 na presença de 

corioamnionite. Por outro lado, Zhao et al.48 relataram que a presença de 

infiltrado inflamatório intenso nas membranas corioamnióticas está associada 

com elevados níveis de IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α, quando comparada com 

membranas livres de infiltrado inflamatório.  

Assim, não podemos deixar de considerar que a presença de RNAm não 

significa, necessariamente, produção de citocinas. A transcrição consiste na 

síntese do RNA e resulta em uma seqüência de RNA complementar ao 

comprimento total do gene49. 

A quantidade de proteína produzida depende da estabilidade dos RNAm 

correspondentes no citoplasma e da taxa de sua tradução. A estabilidade do 

RNAm também determina quanto tempo deve durar a síntese da proteína 

codificada e a maioria dos RNAm dos organismos multicelulares tem meia-vida 

de várias horas. No entanto, algumas proteínas são necessárias apenas 

durante curtos períodos de tempo e devem ser expressas em pulsos, como as 
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citocinas. A expressão dessas proteínas ocorre em pulsos curtos porque a 

transcrição dos seus genes pode ser ligada ou desligada rapidamente, e seus 

RNAm geralmente têm uma meia-vida curta, em torno de 30 minutos ou 

menos50. 

Portanto, é importante salientar que todas as técnicas utilizadas para 

quantificação de RNAm proporcionam um nível de informação empírica e não 

uma condição estável absoluta. Além disso, sabe-se que a diferença na 

quantidade de um RNAm específico, entre duas amostras biológicas, não é 

necessariamente refletido por uma diferença quantitativa equivalente no nível 

de quantidade da proteína, que muitas vezes está implícito nos estudos.  

Existem, portanto, limitações intrínsecas da técnica, dentre as quais, a 

quantidade do RNA mensageiro nem sempre está correlacionado à quantidade 

da proteína; a sensibilidade e variação dinâmica dos métodos existentes são 

tais que os RNAm que estão em menor quantidade, potencialmente codificando 

as proteínas regulatórias mais importantes, não são facilmente medidos como 

acontece com os RNAm em maior quantidade; e a atividade das proteínas 

codificadas pelo RNAm é regulada em vários níveis após a sua expressão. Por 

exemplo, a localização subcelular e/ou a extensão em que as proteínas são 

pós-traducionalmente modificadas, não são reveladas pela medição da 

quantidade do RNAm51. 

Os achados do presente estudo não permitem relacionar a intensidade do 

infiltrado inflamatório presente nas membranas corioamnióticas com a 

concentração relativa de RNAm para as citocinas de interesse. Sem dúvida, 

esses achados podem ser complementados com a quantificação das citocinas, 

por Westhern Blott seguido de immunoblotting com reagente 

quimioluminescente, presente nas membranas.  
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