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Do sonho, uma ponte.

Da procura, um encontro

1

Fernando Sabino
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RESUMO

O parto pré-termo, definido como o parto ocorrido antes da 37.2 semana,
afecta 6 a 12%. O risco de morte de um prematuro é 120 vezes superior ao de
um recém-nascido de termo. Além disso, os sobreviventes encontram-se em ris-
co de morbilidade a curto (sindrome de dificuldade respiratéria, hemorragia in-
traventricular, enterocolite necrotizante, sépsis, retinopatia) e a longo prazo (pa-
ralisia cerebral, dificuldades de aprendizagem, cegueira, doengas respiratérias e
alteracdes do estado metabdlico na vida adulta). Aproximadamente dois tercos
dos partos prematuros ocorrem espontaneamente, enquanto o restante tergo re-
sulta da inducdo do trabalho de parto ou parto abdominal por indicacdes mater-
nas e/ou fetais.

Foram identificados diversos mecanismos patofisioldgicos como precurso-
res do parto pré-termo fazendo com que alguns autores o considerem como uma
sindrome. Destes, a predisposicdo genética, o stress fetal, o estiramento exces-
sivo das fibras musculares uterinas, a inflamacdo/infecdo e a hemorragia decidu-
al tém merecido especial atengdo. Nos ultimos anos, varios estudos apontaram
para uma base inflamatoria desta sindrome, envolvendo uma ampla variedade de
mediadores, cuja elevacdo foi também relacionada com infecdes e prognosticos
neonatais e infantis mais adversos. Foi também demonstrada a infiltracdo dos
tecidos com células inflamatérias, o aumento da produgao de citocinas pré-infla-
matorias, quimiocinas, a sobrerregulacdo dos genes envolvidos no controlo da
inflamacdo e a identificacdo de varios polimorfismos nos genes que codificam va-
rios mediadores inflamatdrios ou os seus recetores. Mais recentemente, estudos
de protedmica identificaram a defensina em niveis sistematicamente elevados no
liguido amnidtico de casos em que tinha ocorrido parto pré-termo.

A defensina é uma proteina do sistema imune inato, que confere ao orga-
nismo uma primeira linha de defesa, rapida e ndo especifica, contra a coloniza-
c¢ao de microrganismos patogénicos, atuando como ‘antibidtico’ natural. Existem
diversos estudos na literatura que permitiram estabelecer uma associacao signifi-
cativa entre variagdes de sequéncia do gene DEFB1/HBD1, que codifica uma das
isoformas da defensina, com a suscetibilidade a doencas infeciosas, alérgicas e
até cancerigenas.

Assim, os objetivos deste estudo sdo a caraterizacdo da prematuridade
espontanea precoce (abaixo das 34 semanas de gestacdao), com e sem rotura
prematura de membranas, dentro da prematuridade global, com e sem RPM,
numa amostra correspondente a 10 anos, de forma a avaliar se existe alguma
alteracdo nas carateristicas da prematuridade global e/ou especificamente da
prematuridade precoce, ao longo dos anos analisados; se, considerando a pre-
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maturidade global, existira algum fator associado a parto abaixo das 34 sema-
nas, com e sem RPMPT; se, na prematuridade precoce, sera a RPMPT um fator de
risco para resultados neonatais mais adversos; e a identificacao do papel das va-
riacdes no gene DEFB1/HBD1 como fator de suscetibilidade para a ocorréncia de
RPMPT precoce, nomeadamente avaliar se alteracdes genéticas, nomeadamente
0s SNPs c.-20G>A, c.-44G>C e c.-52G>A sdo indicadoras de risco ou protecao
para os resultados perinatais.

Na caracterizacdo da prematuridade espontanea precoce nos ultimos 10
anos, verificamos que: a sua frequéncia tem-se mantido constante ao longo dos
anos; ao contrario da prematuridade global, na precoce nao ha modificacdes nos
fatores de risco associados as caracteristicas demograficas, antecedentes pesso-
ais, obstétricos e familiares, peso e IMC inicial e final da gravida, nem diferencas
destes fatores de risco na presenca ou nao de RPMPT associada; nas RPMPT pre-
coces, a vigilancia e a proveniéncia da gravida relaciona-se maioritariamente
com instituicdbes de salde mais préximas da area de residéncia, com menos
complicacdes durante a gravidez, parametros infeciosos sistémicos mais baixos;
as gravidas sao internadas significativamente mais cedo, fazem corticoterapia e
antibioterapia em taxas superiores, apresentam tempos de laténcia até ao parto
maiores, sendo a IG deste significativamente mais tardia em relagao aos PPTe
precoces; como fatores associados a um maior risco de PPTe precoce encontra-
mos metrorragias e diabetes gestacional; enquanto que as mulheres que nao

trabalham, que sdo provenientes de outros hospitais e apresentam valores de
leucécitos a entrada =z13x10%/L, tém uma probabilidade aumentada de RPMPT

precoce; as RPMPT precoces ndo constituem um fator de risco para resultados
neonatais mais adversos. Pelo contrario, os RN apresentam indices significativa-
mente menores de morbilidade neonatal, especialmente a custa de menor morbi-
lidade neuroldgica e de SDR.

Na genotipagem do DEFB1/HBD1, no presente estudo foi investigada pela
primeira vez a possibilidade de associagdo entre os SNPs c.-20G>A, c.-44G>C e
c.-52G>A e a suscetibilidade para RPMPT precoce, embora nao fosse encontrada
ainda uma associagao positiva. Foi evidenciado um efeito protetor do alelo A do
SNP c.-20G>A no desenvolvimento de SDR nos RN de maes portadoras deste
alelo.

PALAVRAS-CHAVE: Parto prematuro; Caracterizacdo prematuridade espontanea

precoce; Rotura prematura de membranas pré-termo; defensina
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ABSTRACT

Preterm birth, defined as birth occurring before 37t week of gestation,
affects 6-12% of all pregnancies. The risk of premature death for the preterm
newborn is 120 times higher than a newborn at term. In addition, survivors are
at higher risk of morbidity in short (respiratory distress syndrome, intraventricu-
lar hemorrhage, necrotizing enterocolitis, sepsis, retinopathy) and long term (ce-
rebral palsy, learning disabilities, blindness, respiratory diseases and metabolism
changes in adulthood). Approximately two-thirds of preterm deliveries occur
spontaneously, while the remaining third results from induction of labor or abdo-
minal delivery due to maternal and/or fetal indications.

Various pathophysiological mechanisms have been pointed as precursors
of preterm birth causing some authors to consider it a syndrome. Of these, gene-
tic predisposition, fetal stress, excessive stretching of the uterine muscle fibers,
inflammation/infection and decidual hemorrhage have received special attention.
In recent years, several studies have pointed to an inflammatory basis for this
syndrome, involving a wide variety of mediators, whose elevation was also asso-
ciated with more infections and adverse neonatal and infant prognosis. It was
also demonstrated tissue infiltration with inflammatory cells, increased producti-
on of proinflammatory cytokines, chemokines, the upregulation of genes involved
in the control of inflammation and identification of multiple polymorphisms in ge-
nes encoding several inflammatory mediators or their receptors. More recently,
proteomic studies identified defensin in consistently high levels in amniotic fluid
of cases of preterm birth.

The defensin is a protein of the innate immune system, which gives the
body a first line of defense, rapid and non-specific, against colonization of patho-
genic microorganisms, acting as a natural 'antibiotic'. There are many studies in
the literature that allowed to establish a significant association between sequence
variations of DEFB1/HBD1 gene encoding a defensin isoform, with susceptibility
to infectious, allergic and even cancerous diseases.

The objectives of this study are the characterization of early spontaneous
preterm birth (below 34 weeks of gestation), with and without premature rupture
of membranes, within the overall prematurity, with and without PROMPT, in a
sample corresponding to 10 years in order to assess whether there is any change
in the characteristics of global and/or premature prematurity specifically, over
the years analyzed; whether, considering the overall prematurity, there are some
factors associated with birth below 34 weeks with and without PROMPT; if in
early prematurity, PROMPT will be a risk factor for more adverse neonatal outco-
mes; and the identification of the role of changes in DEFB1/HBD1 gene as a sus-
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ceptibility factor for the occurrence of early PROMPT and, in particular, assess
whether genetic alterations, including SNPs c.-20G>A, c.-44G>C and c.-52G>A
are indicators of risk or protection for perinatal outcomes.

In the characterization of early spontaneous preterm birth in the past 10
years, we found that: their frequency has remained constant over the years; un-
like global prematurity, early prematurity revealed no changes in risk factors as-
sociated with demographic characteristics, personal, obstetric and family history,
initial and final weight and BMI, or differences of these risk factors in the presen-
ce or absence of associated PROMPT; in early PROMPT, surveillance and the pro-
venance of the pregnant women relates mainly to health institutions closer to
their residence area, with fewer complications during pregnancy, lower systemic
infectious parameters; pregnant women are hospitalized significantly earlier in
gestation, corticosteroids and antibiotics administration are higher, they have
greatest latency times until labor, with this being at a gestational age significan-
tly higher compared to early preterm delivery without PROMPT; associated with
an increased risk of early preterm delivery without PROMPT we found bleeding
during pregnancy and gestational diabetes; while women who do not work, who
are from other hospitals and have levels of leukocyte at admission z13x10°/L,
have an increased likelihood of early PROMPT; early PROMPT does not constitute
a risk factor for more adverse neonatal outcomes. By contrast, these infants
have significantly lower levels of neonatal morbidity, especially with lower neuro-
logical morbidity and RDS.

In DEFB1/HBD1 genotyping in the present study we investigated for the
first time the possible association between SNPs c.-20G>A, c.-44G>C and
c.-52G>A and susceptibility to early PROMPT, although was not yet found a posi-
tive association. A protective effect of the A allele of SNP c.-20G>A in the deve-
lopment of RDS in newborns of mothers who carry this allele was found.

KEY WORDS: Preterm delivery; characterization of early spontaneous preterm

birth; premature rupture of membranes preterm; defensin
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I. INTRODUCAO
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O parto pré-termo, definido como o parto ocorrido antes da 37.2 se-
mana de idade gestacional, afecta 6 a 12% das gestacdes e continua a ser
uma das causas mais importantes de mortalidade e morbilidade neonatal. O
risco de morte de um prematuro é 120 vezes superior ao de um recém-nas-
cido de termo. Além disso, os sobreviventes encontram-se em risco de
morbilidade a curto (sindrome de dificuldade respiratdria, hemorragia intra-
ventricular, enterocolite necrotizante, sépsis, retinopatia) e a longo prazo
(paralisia cerebral, dificuldades de aprendizagem, cegueira, doencas respi-
ratérias e alteracdes do estado metabdlico na vida adulta) (Gotsch, Gotsch
et al. 2009). Aproximadamente dois tercos dos partos prematuros ocorrem
espontaneamente, enquanto o restante terco resulta da indugcao do trabalho
de parto ou parto abdominal por indicagdes maternas e/ou fetais (complica-
cOes hipertensivas da gravidez, restricdo de crescimento intrauterino, entre
outras).

Foram identificados diversos mecanismos patofisioldgicos como pre-
cursores do parto pré-termo fazendo com que, nos ultimos anos, alguns au-
tores o considerem como uma sindrome. Destes, a predisposicao genética,
o stress fetal, o estiramento excessivo das fibras musculares uterinas, a in-
flamacao/infecdo e a hemorragia decidual tém merecido especial atencao
(Buhimschi, Bhandari et al. 2007, Buhimschi, Rosenberg et al. 2008,

Buhimschi IA 2008, Romero, Espinoza et al. 2008, Cobo, Palacio et al.
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2009, Gotsch, Gotsch et al. 2009, Stella, Bennett et al. 2009). Nos ultimos
anos, varios estudos apontaram para uma base inflamatéria desta sindro-
me, envolvendo uma ampla variedade de mediadores, cuja elevacao foi
também relacionada com infecdes e progndsticos neonatais e infantis mais
adversos. Foi também demonstrado em varios trabalhos que, no parto pré-
termo, ha uma infiltracdo dos tecidos com células inflamatdrias, o aumento
da producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL1B, IL6, IL8, TNFa), quimioci-
nas (GROa, GCSF, GMCSM), a sobrerregulacdo dos genes envolvidos no
controlo da inflamacdo e a identificacdo de varios polimorfismos no gene
que codifica a IL6 (Gotsch, Gotsch et al. 2009). Mais recentemente, estudos
de protedmica identificaram 4 proteinas: a defensina 1 e 2 e a calgranulina
A e C, em niveis sistematicamente elevados no liquido amnidtico de casos
em que tinha ocorrido parto pré-termo (Buhimschi, Bhandari et al. 2007,
Buhimschi, Rosenberg et al. 2008, Buhimschi IA 2008, Romero, Espinoza et
al. 2008, Cobo, Palacio et al. 2009, Stella, Bennett et al. 2009).

A defensina é uma proteina do sistema imune inato, que confere ao
organismo uma primeira linha de defesa, rapida e nao especifica, contra a
colonizacdo de microrganismos patogénicos, atuando como ‘antibidtico’ na-
tural (Hollox, Barber et al. 2008, Horne, Stock et al. 2008, Diamond, Bec-
kloff et al. 2009). Existem diversos estudos na literatura que permitiram es-
tabelecer uma associacao significativa entre variacdoes de sequéncia do gene
DEFB1, que codifica uma das isoformas da defensina, com a suscetibilidade
a doencas infeciosas.

Assim, propusemo-nos a caracterizar a prematuridade espontanea
precoce associada ou ndo a rotura prematura de membranas, ao longo de
um periodo de 10 anos, e avaliar a influéncia de alteragdes na sequéncia do

gene DEFB1 no risco de rotura prematura de membranas pré-termo.
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1. PARTO PRE-TERMO

1.1. Definicao

Uma definicdo consensual de ‘prematuro’ é essencial para uma anali-
se epidemioldgica da prematuridade.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que parto pré-
termo seja definido como aquele que ocorre numa idade gestacional (IG)
inferior as 37 semanas de gestacao (259 dias) contadas desde o primeiro
dia da ultima perda menstrual (WHO 1993). Embora exista esta concordan-
cia generalizada quanto ao limite superior da IG, em relagdao ao limite infe-
rior ndo ha consenso. A OMS sugeriu incluir apenas recém-nascidos (RN)
com peso >500gr ou quando atingidas as 22 semanas (154 dias). Em Por-
tugal, com a emissao pela Direcao Geral da Saude da norma que estabelece
obrigatoriedade de registo da mortalidade perinatal apds as 24 semanas de
gestacao, e pelas definicdoes dadas para os limites da interrupcao da gravi-
dez, tem-se adotado as 24 semanas como limite inferior de parto pré-termo
(DGS 2013).

A incidéncia de parto pré-termo (PPT) varia entre 6 e 12% (Romero,
Espinoza et al. 2008, Cobo, Palacio et al. 2009, Stella, Bennett et al. 2009),
no entanto as taxas de incidéncia reportadas sao influenciadas pelo método
de determinacao da IG, bem como pelas diferentes definicdes de viabilidade
usadas e consequentemente pelo registo de todos os partos prematuros.
Estas variagOes constituem uma limitagdo quando se comparam dados de

diferentes paises ou quando se interpretam dados epidemioldgicos.
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Em Portugal, a incidéncia de prematuridade registou um decréscimo

de 9,1% em 2007 para 7,8% em 2012 (INE 2013).

1.2. Fisiologia do inicio do trabalho de parto

A prevencao do PPT permanece como um dos grandes objetivos da
investigacdo em Obstetricia. Para o seu conhecimento temos que compre-
ender os mecanismos associados a regulacdo da contratilidade uterina, a
modificacdo cervical e as modificacdes do comportamento bioquimico das
membranas fetais.

Romero (Romero 1997) postulou que a principal diferenca entre o
parto a termo e o pré-termo seria a forma de ativacao - fisiolégico no pri-
meiro e através de um processo de doenca no segundo, enquanto outros
autores consideram que as causas podem variar ao longo da gravidez e que
nao traduzem necessariamente uma aceleragao do processo que ocorre a
termo (Challis 2000).

O parto requer que o miométrio, mantido num estado de repouso re-
lativo durante a gravidez, produza contracdes coordenadas, e que o colo do
Utero se deixe dilatar e permitir a passagem do feto.

Foi proposta a divisdo do comportamento do Utero durante o parto,
em diferentes fases. Na maior parte da gravidez, o miométrio estd num es-
tado de repouso relativo - fase 0 do parto, durante a qual uma variedade de
diferentes inibidores (que incluem progesterona, relaxina, prostaciclina,
oxido nitrico e agonistas B-adrenérgicos enddgenos) podem agir sobre o
miométrio. A mudanca da quietude a ativacao do miométrio é descrita como
a fase 1 - essencial para que o musculo possa responder ao estimulo forne-
cido pelo aumento dos niveis de agentes uterotdnicos, que permitem a ge-

racao de contracdes sincronas, de alta amplitude e de alta frequéncia. Esta
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ativacdo do miométrio resulta da expressao coordenada de uma variedade
de proteinas, denominadas proteinas de associacao-contracdo, que incluem
canais idnicos, recetores de agonistas (por exemplo, para a ocitocina e
prostaglandinas) e gap junctions (Boyle, MacLusky et al. 1987, Garfield, Ali
et al. 1995, Negishi, Sugimoto et al. 1995). A fase 2 corresponde a estimu-
lacdo, quando uterotdénicos enddgenos (ocitocina e prostaglandinas) agem
sobre o miométrio ativado, e a fase 3 a involugao pds-parto do Utero.
Atualmente, a maioria dos agentes utilizados no tratamento de traba-
Iho de parto prematuro (inibidores da sintese de prostaglandinas, bloquea-
dores dos canais de calcio, antagonistas da ocitocina e agonistas B-adrenér-
gicos), sao dirigidos a fase 2, em que a ativacao do miométrio ja teve lugar.
Assim, parece plausivel que as estratégias sobre diagndstico e tratamento
de parto prematuro devam abordar também a fase 1 da ativagao uterina

(Challis 2000).

1.2.1. O miométrio

O miométrio é composto por feixes entrelacados de fibras musculares
longas, fusiformes e lisas, dispostas em camadas mal definidas, rodeadas
por material extracelular composto por fibras de colagénio, fibroblastos e
células derivadas da medula 6ssea. Durante a gravidez, o miométrio cresce
dramaticamente devido a hipertrofia e ao aumento do nimero de células do
musculo liso. As células do miométrio comunicam umas com as outras atra-
vés de canais intercelulares chamados gap junctions, que sdao compostas
por proteinas, designadas por conexinas, que expandem as membranas e
formam um poro. Elas fornecem uma via de menor resisténcia entre as cé-
lulas do musculo liso miometrial e permitem a passagem de ides inorgani-

cos e pequenas moléculas. O niumero de gap junctions aumenta no miomé-
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trio no momento do parto, estando sob controle hormonal, inibido pela pro-
gesterona e estimulado pelo estradiol. Além disso, as prostaglandinas regu-
lam a formacao e funcao das gap junctions (Garfield and Hayashi 1981). Tal
como no musculo esquelético, a contracdao do miométrio ocorre a partir de
um deslizamento dos filamentos de actina e miosina, sem qualquer altera-
¢do no comprimento de cada filamento (Huxley 1971). Um aumento do cal-
cio intracelular (Ca?*) promove a ligacdo do calcio a calmodulina que ativa a
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK) que fosforila a miosina, cujos fi-
lamentos fosforilados se ligam a actina, e a contracdao ocorre com a hidroli-
se de adenosina trifosfato (ATP). Um aumento do Ca2* é crucial para este
processo, em que os agentes estimuladores da atividade do miométrio ge-
ralmente aumentam os seus niveis intracelulares através de um influxo
através dos canais ativados por recetores, ou talvez também, por meio da
libertacdo de calcio das reservas intracelulares (incluindo o reticulo sarco-
plasmatico). Os agentes que inibem a atividade uterina fazem-no aumen-
tando os niveis intracelulares de nucleotideos ciclicos AMPc ou GMPc, que
por sua vez inibem a libertacao de célcio dos reservatorios intracelulares ou
reduzem a atividade da MLCK (Wray 1993, Wray, Kupittayanant et al.
2002).

O musculo miometrial apresenta atividade espontanea ativa quer em
gravidas quer em ndo gravida, tendo sido descritos 2 tipos de atividade ele-
tromiografica em macacas Rhesus gravidas: as contraturas (baixa intensi-
dade, longa duragao, com inicio precoce na gravidez e descritas clinicamen-
te pela primeira vez em 1873 por Braxton Hicks) e as contragdes (alta in-
tensidade, curta duracao e com atividade nocturna). Essas contragoes es-
pontaneas sdo precedidas por potenciais de acao, sendo que as células do
miométrio tém um potencial de membrana em repouso negativo de aproxi-

madamente -50 mV. As mudangas no potencial de membrana do miométrio,
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que ocorrem com o fluxo de ides através da membrana, sao fundamentais
para o controlo da atividade uterina (Inoue, Nakao et al. 1990, Wray 1993).

O controlo da funcdo do miométrio é efetuado por varios mecanis-
mos. Ha muito que foi reconhecido que o Utero recebe uma extensa inerva-
cao auténoma. As células do musculo liso miometrial possuem todos os
quatro tipos principais de recetores adrenérgicos (al, a2, f1 e B2). Tem
sido postulado que os recetores a1l medeiam a contragao e os B2 o relaxa-
mento. A ativagao dos recetores a2 parece nao ter efeito sobre a atividade
contratil. Ambos os recetores B1 e 2 estdo acoplados a adenilato ciclase
através da proteina G. A ativacao da adenilato ciclase resulta num aumento
de AMPc que ativa uma proteina cinase e conduz a uma redugao da fosfori-
lacdo da cadeia leve da miosina e, portanto, ao relaxamento. Outros meca-
nismos pelos quais o0 AMPc pode resultar em relaxamento incluem a reten-
cao e o efluxo de calcio através da membrana celular. A estimulagdo coli-
nérgica, através da atuacdo da acetilcolina nos recetores muscarinicos M1 e
M3, provoca contracdes uterinas através do aumento do inositol-1,4,5-tri-
fosfato e, consequentemente, da elevacao do calcio intracelular. Outros neu-
rotransmissores conhecidos no utero incluem o polipeptideo intestinal vaso-
ativo, o neuropeptideo Y, a substéncia P, o peptideo relacionado com o gene
da calcitonina, a galanina e o peptideo de libertacdo da gastrina. No entan-
to, estd bem estabelecido que as contragdes e expulsao do feto podem
prosseguir na auséncia de atividade neuronal, sugerindo que o papel destas
estruturas na atividade contratil do Utero é de menor importancia (Krantz
1959, Alm, Alumets et al. 1978, Huang, Gu et al. 1984, Bottari, Vokaer et
al. 1985, Gibbins, Furness et al. 1985, Bulbring and Tomita 1987, Thornton,
Gillespie et al. 1992, Wray 1993, Price and Bernal 2001).

As mudancas nas condicdes hormonais tém efeitos profundos na ati-

vidade uterina. A gravidez humana é caraterizada por um estado de acen-
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tuado aumento dos niveis de estrogénio, predominantemente 17g-estradiol
e estriol. Embora os estrogénios estimulem a producao de prostaglandinas
na decidua, promovam a formacgao de gap junctions e aumentem a sintese
de recetores de ocitocina, o seu papel na iniciagdao do parto permanece in-
certa (Batra and Fadeel 1994). A progesterona é essencial para a manuten-
cao da gravidez, tendo um efeito 'relaxante’ no miométrio pela diminuigcao
da permeabilidade da membrana das células do miométrio ao calcio, pelo
aumento da sintese de adenosina monofosfato e pela inibicao da formacao
de prostaglandinas deciduais. Por estes efeitos, a progesterona e agentes
progestativos sintéticos tém sido utilizados como agentes tocoliticos na
ameaca de trabalho de parto prematuro. Da mesma forma, a utilizacao de
mifepristone (um agente antiprogesterona), aumenta a atividade uterina e
a sensibilidade do miométrio as prostaglandinas. No parto, a diminuicdo da
progesterona e a ativacdo estrogénica ndo sao mediados por alteracdes nos
niveis séricos das mesmas. Em vez disso, estes eventos podem ser media-
dos por alteracdes na capacidade de resposta do miométrio a progesterona
e estrogénios através de alteracdes na expressao dos seus recetores (Keirse
1990, Keirse 1990, Egarter and Husslein 1992, Mesiano, Chan et al. 2002).
A ocitocina é um estimulador poderoso da atividade uterina e pode
melhorar a intensidade, a frequéncia e a duracdo das contracdes uterinas. E
um peptideo de 9 aminoacidos, sintetizado nos nucleos supra-oético e para-
ventricular do hipotalamo, como uma grande molécula precursora. Embora
classicamente descrita como sendo libertada do lobo posterior da hipdfise,
também é expressa no amnios, cérion e decidua. Ela estimula a contracdo
uterina por uma variedade de mecanismos que podem incluir uma pequena
contribuicdo do calcio libertado pelo inositol 1,4,5-trifosfato do reticulo sar-
coplasmatico, mas que estd predominantemente associada a ativacdo dos

canais de calcio através dos seus recetores. As concentragdes de ocitocina
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decidual e dos seus recetores no miométrio aumentam antes do parto; a
administracao de ocitocina estimula contracdes do miométrio, que sao indis-
tinguiveis das do trabalho de parto espontaneo, e antagonistas da ocitocina
inibem as contracdes do miométrio in vitro e no trabalho de parto pré-ter-
mo. Existe uma diferenca marcada na capacidade farmacoldgica da ocitoci-
na para provocar contracdoes uterinas ao longo da gestacao, sendo aquela
mais eficaz no terceiro trimestre, devido a presenca de uma maior concen-
tracdo dos seus recetores (Khan-Dawood and Dawood 1984, Chibbar, Miller
et al. 1993, Kinsler, Thornton et al. 1996, Mitchell and Schmid 2001,
Worldwide Atosiban versus Beta-agonists Study 2001).

Um aumento da sintese de prostaglandinas (PG), particularmente a
PGE2 e a PGF2, ocorre no Utero e tecidos fetais durante o parto. As PG sdo
formadas a partir do acido araquiddnico pela enzima ciclo-oxigenase (COX),
da qual existem duas isoformas: a COX-1 é uma isoforma constitutiva e
ubiqua, enquanto a COX-2 é uma isoforma indutivel. Ambas sdo expressas
nas membranas fetais e no miométrio, e enquanto a expressao da COX-2
aumenta no miométrio durante o trabalho de parto, juntamente com a pro-
ducdo de prostaglandinas, a expressao da COX-1 nao é alterada (Slater, All-
port et al. 1998, Slater, Dennes et al. 1999, Erkinheimo, Saukkonen et al.
2000, Sawdy, Slater et al. 2000). A sintese de PGE2 aumenta no miométrio
durante o trabalho de parto a termo e pré-termo, sendo esta inibida por ini-
bidores COX-2 seletivos, mas nao significativamente alterada por inibidores
seletivos da COX-1 (Sadovsky, Nelson et al. 2000). Isto sugere um papel
importante da COX-2 na formacdo de PGE2 no miométrio durante o parto,
sendo a sua expressao superior no amnios e corion-decidua, enquanto as
PG produzidas nas membranas fetais atuam no miométrio como agentes
paracrinos (Slater, Allport et al. 1998, Sawdy, Slater et al. 2000). O aumen-

to da concentracao de RNA mensageiro (RNAmM) da COX-2 na membrana

Pagina 31 de 168



Parto prematuro - Estudo epidemiolégico e genético. O envolvimento do gene HBD1.

fetal associado ao trabalho de parto sera devido a acumulacdo de RNAm es-
tavel, em vez de um aumento da sua atividade (Johnson, Mitchell et al.
2002). A biossintese de PG a partir do amnios, coérion, decidua e miométrio
aumenta apods estimulacdao por citocinas inflamatdrias, como interleucina
(IL)-1 e fator de necrose tumoral-a (TNFa), sendo provavel que este efeito
ocorra através do aumento da expressao da COX-2. A concentracao de PG
pode ser aumentada por meio da inibicdo da sua inativacdo metabdlica,
uma vez que a enzima que regula o catabolismo das PG em metabolitos
inativos, a 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase (PGDH), é mais abun-
dante no corion, trofoblasto €, em menor grau, na decidua. A sua atividade
pode evitar que as PG do liquido amnidtico atuem no miométrio, diminuindo
no trofoblasto do segmento inferior do Utero no trabalho de parto a termo,
contribuindo assim para a ativacdo do miométrio (Germain, Smith et al.
1994, Van Meir, Ramirez et al. 1997, Rauk and Chiao 2000, Bowen, Cham-
ley et al. 2002). As PGE2 e F2 aumentam a atividade contractil uterina, em
associacdo com um aumento do calcio livre intracelular, o qual parece ser
devido, principalmente, a um influxo de calcio extracelular. Em contraste
com a ocitocina, as prostaglandinas ndao aumentam a produgao de inositol
1,4,5-trifosfato no miométrio, nem libertam calcio a partir dos reservatorios
intracelulares (Thornton, Gillespie et al. 1992, Morrison, Dearn et al. 1996).

A endotelina-1 (ET-1) é um potente vasoconstritor capaz de contrair
varios musculos lisos nao vasculares, incluindo o miométrio humano in vi-
tro, com a sua concentragdo no sangue materno aumentada durante a gra-
videz e atingindo um pico a termo. Recetores de endotelina A (ETA) e,
numa proporgcao menor, recetores ETB foram identificados no miométrio,
mas somente o receptor ETA estd aumentado no miométrio da gravida. A
ativacao do receptor ETA miometrial gera dois mensageiros intracelulares: o

inositol 1,4,5-trifosfato, que liberta o calcio do reticulo sarcoplasmatico e o
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diacilglicerol, que atua em conjunto com o calcio livre para estimular a pro-
teina cinase C (PKC) (Word, Kamm et al. 1990, Bacon, Morrison et al. 1995,
Carbonne, Mignot et al. 1998, Eude, Paris et al. 2000, Honore, Robert et al.
2000).

O 6xido nitrico € um gas reativo com uma semi-vida fisiolégica muito
curta. E sintetizado a partir da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), da qual j& foram identificadas trés isoformas. E um mediador biol6-
gico fundamental, envolvido em varias atividades, tais como o relaxamento
do musculo liso, a neurotransmissao, a inflamacgdo e a regulacao da respos-
ta imune (Nathan, 1992). Também é conhecido por desempenhar um papel
importante em varios aspetos da fisiologia da reproducdo, incluindo a mens-
truacao e concecao por meio dos seus efeitos na libertacao da hormona lu-
teinizante, na motilidade dos espermatozdides, na funcdo ovarica e na im-
plantacdo. Existem evidéncias de que o éxido nitrico esta envolvido na re-
gulacdo da contratilidade do miométrio durante a gravidez, dado que o sis-
tema L-arginina-6xido nitrico foi identificado no miométrio, placenta e
membranas fetais. A atividade da NOS no miométrio é regulada negativa-
mente no terceiro trimestre, sugerindo um papel para o sistema L-arginina-
oxido nitrico na manutencao da quiescéncia uterina durante a gravidez, mas
estes dados ndo foram reproduzidos por outros autores de modo consisten-
te. Foi demonstrado, in vitro e in vivo, que os farmacos que atuam por li-
bertagcdao de oxido nitrico podem induzir o relaxamento do miométrio.
Quando aplicados ao miométrio in vitro, uma inibicdo da atividade esponta-
nea e induzida pela ocitocina foi encontrada quando medidas a amplitude ou
a forga das contragdes (Nathan 1992, Bansal, Goldsmith et al. 1997, Nor-
man, Ward et al. 1997, Rosselli 1997, Chwalisz and Garfield 1998, Dennes,
Slater et al. 1999, Norman, Thompson et al. 1999, Chwalisz and Garfield

2000, Ledingham, Thomson et al. 2000, Ledingham, Thomson et al. 2000).
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Os leucdcitos, predominantemente neutréfilos e macréfagos, infil-
tram-se no miométrio durante o trabalho de parto espontaneo a termo, e
parece provavel que este processo seja regulado por um aumento da ex-
pressdo de moléculas de adesao celular. Os leucdcitos infiltrantes sdao uma
rica fonte de mediadores inflamatdrios que incluem ativadores do plasmino-
génio, eicosanodides, colagenase, elastase e citocinas pro-inflamatorias
(IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a). Uma vez que estes mediadores tém diversas fun-
coes, o infiltrado inflamatério pode ter diferentes papéis em diferentes re-
gides do utero. No segmento inferior, podem estar envolvidos na remodela-
cao tecidular e, assim, facilitar a dilatacdo do colo do Utero e a passagem
do feto. No segmento superior, produtos de leucécitos, incluindo os eicosa-
noides, IL e TNF podem estimular as contragdes uterinas, direta ou indire-
tamente, ao facilitar a producdo de prostaglandinas uterotdnicas (Nathan
1987, Casey, Cox et al. 1990, Osmers, Rath et al. 1992, Winkler, Fischer et
al. 1998, Thomson, Telfer et al. 1999, Ledingham, Thomson et al. 2001,
Young, Thomson et al. 2002).

Uma variedade de fatores desempenha um papel crucial no controlo
da contratilidade do miométrio, incluindo o fluxo de sangue, os metabolitos
do fosforo uterino, a hipdxia e o pH. A inibicdo metabdlica/hipdxia exerce
uma acdo inibidora e profundamente rapida no miométrio humano mesmo
na presenca de ocitocina. E provavel que os efeitos inibitérios da hipdxia
controlem e limitem as contragdes durante o trabalho de parto (Wray 1993,
Morrison, Charnock-Jones et al. 1996, Monir-Bishty, Pierce et al. 2003).

O estiramento das células musculares lisas do miométrio também
esta envolvido no controlo da contratilidade do miométrio, tendo sido de-
monstrado que induz a despolarizagcdo da membrana celular, aumenta a
frequéncia do potencial de acao e a subsequente contracdo (Manabe,

Yoshimura et al. 1985, Coburn 1987).
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1.2.2. O colo uterino

Durante a gravidez, o colo do Utero tem de se manter firme e fecha-
do para reter o feto dentro da cavidade uterina, mas com o inicio do ama-
durecimento é convertido numa estrutura suave e féacil de dilatar permitindo
que as contracOes uterinas expulsem o feto através do canal vaginal. A
compreensao dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na maturacao cervical
esta longe de terminar. O interesse no processo tem como preocupacgao o
desenvolvimento de agentes farmacoldgicos que amadurecam o colo facili-
tando a indugao do trabalho de parto. Em contraste, a pesquisa sobre tra-
balho de parto pré-termo e estratégias terapéuticas para a sua prevengao
concentram-se maioritariamente na abolicao das contragdes uterinas asso-
ciadas, ignorando o colo do Utero. No entanto, é claro que o processo de
amadurecimento cervical é susceptivel de comecar antes do inicio da ativi-
dade miometrial, como no trabalho de parto normal a termo, ou pelo me-
nos, simultaneamente. Assim, uma melhor compreensao dos mecanismos
envolvidos no amadurecimento cervical pode conduzir a novas estratégias
terapéuticas para a prevencao do parto pré-termo (Olah and Gee 1992).

O principal elemento do estroma cervical é a matriz extracelular do
tecido conjuntivo, constituida por colagénio do tipo I (66%) e do tipo III
(33%), com uma pequena quantidade de colagénio do tipo IV nas membra-
nas basais. As fibras de colagénio estao unidas de forma densa conferindo
ao colo do utero a rigidez que caracteriza a sua condicdo na mulher ndo-
gravida e na gravidez precoce. Uma pequena quantidade de elastina tam-
bém esta presente, e enquanto o colagénio confere rigidez, a elastina pode
ser responsavel pela elasticidade. O colagénio é incorporado numa substan-

cia fundamental constituida por complexos de proteoglicanos de elevado
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peso molecular contendo uma variedade de glicosaminoglicanos (GAGS),
que sdo longas cadeias de dissacarideos repetidos e carregados negativa-
mente contendo uma hexosamina (glucosamina ou galactosamina) e um
acido urdnico (glicurénico ou idurdnico). No tecido cervical, os GAGs mais
abundantes sdo o de condroitina e o do seu epimero, o sulfato de dermata-
no. O acido hialurdnico liga-se menos fortemente as moléculas GAGs e vai
agir para destabilizar as fibras de colagénio, enquanto o sulfato dermatano,
contendo acido idurénico em oposicao ao glicurénico, se liga fortemente e
promove a estabilidade dos tecidos. Mudancas na relacao GAGs/proteogli-
canos podem alterar a ligacdo do colagénio e facilitar a sua degradacao
(Kleissl, van der Rest et al. 1978, Uldbjerg, Malmstrom et al. 1983).

Os principais componentes celulares do tecido conjuntivo cervical sao
os fibroblastos que parecem ser responsaveis pela sintese de colagénio e de
substancia fundamental. Embora a maior parte do colo do Utero seja com-
posto por tecido fibroso, também tem uma quantidade varidvel de musculo
liso - normalmente cerca de 10% (podendo variar entre 2% e 40%), cujo
papel funcional é controverso, embora seja capaz de contracdes espontane-
as e induzidas por drogas. No entanto, o tecido conjuntivo do colo do Utero
€ mais importante do que o componente muscular (Nixon 1951, Hillier and
Karim 1970).

Durante a gravidez, o colo do Utero torna-se metabolicamente mais
ativo. No estado nao gravidico, o colo do Utero é constituido por cerca de
80% de agua que aumenta para cerca de 86% no final da gravidez. Esta
agua interage com as proteinas da matriz, facilitando a funcao da elastina.
Uma vez que os GAGs sao hidrofilicos, estas moléculas podem ser impor-
tantes no controlo da hidratagdo dos tecidos, com o aumento da hidratagao
a destabilizar as fibras de colagénio e a promover a maturacdo (Liggins

1978, Uldbjerg, Ekman et al. 1983, Leppert 1995).
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Enquanto o RNAm da tropoelastina, o precursor de elastina, aumenta
durante a gravidez, o conteldo de elastina cervical ndao parece mudar ao
longo da gestacdo. As células do musculo liso do colo do Utero tornam-se
alargadas e proeminentes durante a gravidez e podem desempenhar um
papel na reorganizacao tecidular, ja que feixes de colagénio estdo alinhados
em estreita aproximacao com os feixes de musculo liso. O contetdo de co-
lagénio no colo do utero, tanto do tipo I como do tipo III, passa por mudan-
cas marcantes na gravidez. A sua concentracdo é reduzida em 30-50% em
comparagdo com o colo do Utero ndo gravido, porque os outros componen-
tes do colo do utero, a dgua e as proteinas ndo-colagénio, aumentam em
quantidades relativamente maiores, e as fibras de colagénio sao reduzidas
em tamanho. Os mecanismos propostos para explicar essas mudangas na
composicao do colagénio, incluem o aumento da degradacao enzimatica de
colagénio e/ou a alteracao na relacao de GAGs/proteoglicanos da substancia
fundamental. O colagénio é passivel de degradacdao por accao de enzimas
liticas, que incluem as colagenases (metaloproteinases da matriz MMP-1,
MMP-8 e MMP-13), que sao produzidas pelos fibroblastos e leucécitos, e a
elastase, produzida por macrofagos, neutrofilos e eosinéfilos. A colagenase
€ segregada numa forma latente, a pro-colagenase, a qual é ativada pela
clivagem da pré-enzima pela plasmina ou estromelisina (MMP-3). As células
envolvidas na degradacao do colagénio durante a dilatacdo do colo do Utero
ndao serao os fibroblastos cervicais, mas sim os neutrofilos que migram a
partir de vasos sanguineos. Os neutrdéfilos secretam tanto a elastase como a
colagenase (MMP-8), sendo que a primeira pode degradar ndo s6 a elastina
e o colagénio, mas também os proteoglicanos, e pode atuar em sinergia
com a colagenase sobre o colagénio. A medida que o contetido de colagénio
cervical diminui durante a gravidez, a atividade da elastase e da colagenase

aumenta. Além do aumento da degradacdo do colagénio, hda mudancas no
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conteudo de proteoglicanos e GAGs cervical com o avanco da gravidez, com
o teor total de GAGs aumentando substancialmente a termo (o que indica
sintese ativa), embora as concentracbes de GAGs permanecerem relativa-
mente constantes (Danforth, Buckingham et al. 1960, Golichowski, King et
al. 1980, Uldbjerg, Ekman et al. 1983, Kokenyesi and Woessner 1990, Jef-
frey 1991, Osmers, Rath et al. 1992).

A concentragdo de acido hialurénico aumenta cerca de 12 vezes aos
2-3 cm de dilatagao, o que pode ajudar os GAGs a 'afrouxar' a rede de co-
lagénio do colo do Utero, enquanto o aumento do acido hialurdénico disponi-
vel para se ligar a agua pode estar associada com o aumento da hidratacao
e deformabilidade dos tecidos. Hd uma diminuicdo relativa da condroitina e
do sulfato de dermatano que resulta na reducdo da resisténcia mecanica
das fibras de colagénio tornando-as mais propicias a quebra por enzimas
proteoliticas. O aumento no total de GAGs provavelmente reflete um au-
mento da producao pelos fibroblastos, que se tornam cada vez mais ativos
com o avango da gravidez. Além disso, pode refletir a degradacao dos com-
plexos de proteoglicanos para fornecer acido hialurdnico livre e proteoglica-
nos. As proteases necessarias para isso poderiam vir dos fibroblastos ativa-
dos ou dos leucdcitos que se infiltram no tecido conjuntivo cervical (Ellwood
1980, Junqueira, Zugaib et al. 1980).

O fendmeno do amadurecimento cervical € um preladio para o inicio
do trabalho de parto e é mais evidente durante as ultimas cinco ou seis se-
manas de gravidez, embora possa ter origem mais cedo. Clinicamente, refe-
re-se ao aumento do amolecimento, distensibilidade, apagamento e dilata-
cao que pode ser detectado pelo exame pélvico. Essas mudangas sao o re-
sultado de alteracGes nas propriedades biomecanicas do tecido do colo do
Utero que incluem a reducdo da concentracdo de colagénio, o aumento no

teor de agua e alteracdo na relacdo GAGs/proteoglicanos. Uma mudanca
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importante é o re-arranjo e re-alinhamento de colagénio, ja que o tecido
conjuntivo cervical no termo mostra fibras muito dispersas e dissociadas de
colagénio, bem como um marcado aumento na substancia base. Este pro-
cesso de amadurecimento cervical tem sido comparado a uma reagao infla-
matéria dada a demonstracdo, em condicdes experimentais e durante o
parto a termo, da infiltracdo de tecido cervical com células inflamatérias
(Junqueira, Zugaib et al. 1980, Rath, Adelmann-Grill et al. 1988, Calder and
Greer 1992, Leppert 1995, Bokstrom, Brannstrom et al. 1997, Osman,
Young et al. 2003).

O amadurecimento do colo do Utero parece ser um processo ativo,
sendo que os fatores que o controlam, e que podem estar implicados na fi-
siopatologia do trabalho de parto pré-termo, ndo sao completamente com-
preendidos.

As principais PG produzidas pelo colo sao a PGE2, a PGI2, e em me-
nor grau a PGF2, que certamente desempenham um papel no controle do
amadurecimento cervical. Fisiologicamente, a PGE2 é provavelmente muito
mais importante do que PGF2, enquanto o papel de PGI2 é bastante incerto.
N3o ha duvida de que as PG naturais e sintéticas sdo agentes farmacoldgi-
cos eficazes para o amadurecimento do colo do Utero em qualquer fase da
gravidez, induzindo a degradacao do colagénio ou, alternativamente, modi-
ficando a ligacao do colagénio, a hidratagdo dos tecidos ou alterando a rela-
cao GAGs/proteoglicanos. Atuam na modificacdo da substancia fundamental
do tecido do colo do Utero, com o aumento da hidratacdo e da concentracao
de acido hialurénico demonstrada em animais, apés a administracdo de
PGE2. A PGE2 pode influenciar a producao pelos fibroblastos cervicais de
colagénio e GAGs, de tal modo que um aumento na producdo destes ulti-
mos ocorre quando a sintese de colagénio é reduzida. Assim, o amadureci-

mento cervical mediado pela PGE2 pode ser explicado por uma modificagao
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na relacdo GAGs/proteoglicanos que se dispersam e destabilizam as fibras
de colagénio, aumentando assim a compliance do tecido (Uldbjerg, Ulmsten
et al. 1983, Norstrom 1984, Norstrom, Bryman et al. 1985, Cabrol, Dubois
et al. 1987, Calder and Greer 1991).

Estrogénios como o estradiol podem ser usados para o amadureci-
mento do colo do Utero, com o mecanismo subjacente a ser devido, em par-
te, a inducdo da sintese de PG nos tecidos ou ao influxo de leucdcitos pro-
dutores de proteases que poderiam induzir o amadurecimento. Uma revisao
sistematica sobre a eficacia e a seguranca dos estrogénios no terceiro tri-
mestre para amadurecimento cervical e indugao do trabalho de parto con-
cluiu ndo haver dados suficientes para tirar conclusdes sobre a sua eficacia
como agente de inducao (Gordon and Calder 1977, Allen, Uldbjerg et al.
1989, Calder and Greer 1992, Magann, Perry et al. 1995, Thomas, Kelly et
al. 2001).

A progesterona inibe os efeitos da colagenase no corpo uterino e
pode ter um papel similar no cérvix. Ela tem um efeito inibitério sobre o
amadurecimento cervical e o parto, € um agente anti-inflamatério potente,
e ainda pode ser um importante inibidor fisiolégico da maturacdo in vivo ao
inibir o influxo de neutréfilos e sua ativacdao (Jeffrey, Coffey et al. 1971,
Koob, Jeffrey et al. 1980).

Existe uma evidéncia clara demonstrando que a relaxina desempenha
um papel importante no processo de amadurecimento cervical. Ela aumenta
a atividade da colagenase, provavelmente através de um efeito mitogénico
sobre os fibroblastos, que sao conhecidos por exibirem recetores para a re-
laxina. O aumento das concentracdes de relaxina na circulacdo materna
esta associado ao trabalho de parto pré-termo, talvez através da alteracao

do tecido conjuntivo cervical (Petersen, Skajaa et al. 1992).
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O amadurecimento do colo do Utero é considerado um processo in-
flamatorio fisioldgico, caraterizado por uma acumulacdo de neutréfilos e
macrofagos no estroma do colo do Utero, com desagregacao e remodelacao
do tecido cervical através da libertagcdo de MMP, PG, moléculas de adesao
celular e de 6xido nitrico. Os leucdcitos e outros tipos de células cervicais
libertam citocinas pré-inflamatorias, incluindo IL-1, IL-6 e IL-8, que também
podem contribuir para este processo, e nao menos importante, promovendo
ainda mais a invasao de leucdcitos. A IL-8 é uma citocina inflamatéria capaz
de produzir a quimiotaxia dos neutrofilos e a ativagao seletiva, que pode ter
uma interacao sinérgica com a PGE2 na promogao de amadurecimento cer-
vical. O aumento da sua producdo esta correlacionado com o aumento da
infiltracdo de leucdcitos e das concentracdes de MMPs no tecido. Outras ci-
tocinas, incluindo a IL-18 e o TNF-a afetam a produgdao de MMPs e de inibi-
dores de metaloproteinases tecidulares (TIMPs) por fibroblastos cervicais e
células de musculo liso. Podem também ocorrer elevacdo de citocinas que
estimulam a proliferacdo e ativacdao de células do sistema imunoldgico (Jun-
queira, Zugaib et al. 1980, Baggiolini, Walz et al. 1989, Ito, Sato et al.
1990, Osmers, Blaser et al. 1995, Bokstrom, Brannstrom et al. 1997, Le-
dingham, Denison et al. 1999, Thomson, Telfer et al. 1999, Winkler and
Rath 1999, Denison, Riley et al. 2000, Sennstrom, Ekman et al. 2000, Le-
dingham, Thomson et al. 2001, Young, Thomson et al. 2002, Osman, Young
et al. 2003).

O 6xido nitrico pode também desempenhar um papel no amadureci-
mento cervical. Agindo em conjunto com as PG, particularmente a PGE2,
pode induzir vasodilatagao local, aumentar a permeabilidade vascular e infil-
tracao leucocitaria, podendo também ativar as MMPs e outros mecanismos
responsaveis pela remodelacdo da matriz extracelular. O nivel de metabdli-

tos do 6xido nitrico aumenta no fluido cervical apds o seu amadurecimento
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ou manipulacao (Ledingham, Denison et al. 1999, Yoshida, Sagawa et al.
2001, Ekerhovd, Weijdegard et al. 2002). Se a funcdo do 6xido nitrico a ni-
vel do miométrio se centra nas suas propriedades como relaxante muscular,
a nivel cervical é preponderante a sua acao bioldgica na inflamacao, o que
€, aparentemente contraditério no que diz respeito ao seu papel global no
desencadear e curso do trabalho de parto.

Por o amadurecimento cervical ocorrer espontaneamente de uma
maneira atempada e especifica, a apoptose (morte celular programada),
pode também estar envolvida. A apoptose das células do estroma cervical
(caraterizado pela contracao das células, compactacdo da cromatina em fei-
xes uniformemente densos e nucleos halo claro), pode participar na remo-
delacao do colo durante a gravidez e contribuir para as alteracdes verifica-

das aquando do parto (Leppert 1995, Allaire, D'Andrea et al. 2001).

1.2.3. As membranas fetais

A rotura das membranas fetais é uma parte vital do trabalho de parto
normal. Durante o parto espontdneo a termo, as membranas permanecem
intactas até depois do inicio do trabalho de parto em 90% das mulheres.
Em apenas 10% rompem prematuramente antes do inicio do trabalho de
parto - rotura prematura das membranas (RPM). No trabalho de parto pre-
maturo, a rotura prematura das membranas fetais antes do inicio do traba-
Iho de parto (RPMPT) varia de forma inversa a idade gestacional (Caughey,
Robinson et al. 2008).

A resisténcia a tracdao das membranas fetais deve-se em grande par-
te as fibras de colagénio que contribuem para sua composicao. Antes do ini-

cio do trabalho de parto a termo, as membranas enfraquecem numa area
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gue se sobrepde ao colo conhecida como a zona de morfologia alterada
(ZMA). Coincidentemente, a expressao de MMPs aumenta e, juntos, enfra-
quecem as membranas fetais levando a rotura. A variedade de MMPs impli-
cadas na RPMPT é distinta das implicadas na rotura de membranas a termo,
podendo a sua ativacao ser o ‘gatilho’ da via final comum através da qual a
infecdo pode levar a RPMPT. Uma vez que os eventos moleculares e bioqui-
micos que desencadeiam os mecanismos na origem da RPMPT diferem da-
qgueles envolvidos no parto pré-termo espontaneo (PPT), diferentes estraté-
gias farmacoterapéuticas podem ser necessarias para prevenir ou tratar es-
tas condicOes.

Existem trés componentes principais das membranas fetais, o dmni-
0s, o corion e a decidua. O amnios é composto por uma Unica camada de
epitélio cubico sobre uma membrana basal, que se encontra sob uma com-
pacta camada de fibroblastos de tecido conjuntivo. Estas camadas sao es-
pelhadas no cérion, com uma camada de tecido conjuntivo composto de cé-
lulas reticulares, uma membrana pseudobasal e um epitélio de multiplas
camadas de células de citotrofoblasto. Imediatamente a seguir, localiza-se a
camada decidual. H4 uma reserva consideravel na resisténcia a tracdo das
membranas fetais durante a gravidez normal, sendo a principal gerada pela
matriz extracelular do tecido conjuntivo, principalmente o colagénio dos ti-
pos I e III, mais densos e mais organizados na camada compacta do que na
camada de fibroblastos do amnios ou na camada reticular do cérion (Malak,
Ockleford et al. 1993). O colagénio do tipo VI estabiliza a rede de colagéni-
os I e III por agregacdo a membrana basal, ao estroma do colagénio tipo IV
e a laminina a. Um outro componente estrutural importante da matriz ex-
tracelular é a fibronectina - alids, a identificacdo de fibronectina fetal no
colo do Utero e na vagina é um marcador de parto pré-termo (Goldenberg,

Mercer et al. 1996).
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Os eventos morfoldgicos associados a RPM tém sido bem descritos -
esta surge na ZMA, caraterizada por desgaste marcado da camada do cito-
trofoblasto (com perda associada de células) e da decidua, com edema dos
componentes do tecido conjuntivo e um aumento no numero total de célu-
las da camada reticular, particularmente os miofibroblastos (Bell and Malak
1994). Também se observa uma reducdo nos elementos necessarios para
marcar a integridade estrutural das células individuais e uma reducdo nos
contactos intercelulares, que levam ao maior enfraquecimento desta zona.
O amnios e corion separaram-se, as fibras de colagénio sdo interrompidas e
desorganizadas e a sua densidade é reduzida (particularmente os tipos I, III
e V). A osteonectina, uma proteina envolvida na regulacdo do volume de
renovacao da matriz extracelular, é expressa numa proporcao crescente de
células e as carateristicas morfoldégicas da ZMA podem ser identificadas an-
tes do inicio do trabalho de parto, numa area de membranas fetais que re-
cobrem o colo do Utero. O crescimento das membranas fetais ndo acompa-
nha o aumento do volume uterino, de modo que estas ficam cada vez mais
sob tensdo a medida que a gravidez avanca. Com o desenvolvimento da
ZMA, que produz um enfraquecimento local de membranas fetais, a RPM
eventualmente ocorre, pouco antes ou durante o trabalho de parto (McLa-
ren, Malak et al. 1999, Millar, Stollberg et al. 2000, McParland, Bell et al.
2001).

Dado o colagénio fornecer a principal resisténcia a traccdo das mem-
branas fetais, ndo é de surpreender que a RPM esteja associada a um au-
mento da expressao e atividade de MMPs e a uma diminuicdao na expressao
e atividade de inibidores tecidulares de metilproteinase (TIMP). A analise do
corion-decidua em varios pontos temporais ao longo de um trabalho de par-
to a termo mostrou um aumento na expressdo de MMP-1 antes do inicio do

trabalho de parto, o aumento da expressao de MMP-3 e MMP-9 durante o
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trabalho de parto e aumento de TIMP-1 no pds-parto. As concentracdes de
MMP-3 no liquido amniético aumentam no trabalho de parto a termo e pré-
termo, mas ndo na rotura espontdanea de membranas. Em contraste, um
aumento da atividade e expressao de MMP-9 no liquido amnidtico ocorre em
associacdo com a rotura de membranas a termo. Dados de imuno-histoqui-
mica sugerem que a MMP-9 é produzida nas células epiteliais do amnios e
nas células do cérion. O envolvimento das MMPs na rotura de membranas ¢é
ainda reforgada pelo aumento local da atividade e concentragdao de MMP-9
na regiao cervical das membranas fetais antes do parto - ou seja, a area da
ZMA onde a rotura de membranas ocorre (Bryant-Greenwood and Yamamo-
to 1995, Maymon, Romero et al. 2000, McLaren, Taylor et al. 2000, Xu, Al-
faidy et al. 2002, Park, Chaiworapongsa et al. 2003). A MMP-9 pode ser es-
timulada pela PGE2 e F2 em membranas fetais in vitro, sendo de notar que
esta Ultima também estimula a expressao de MMP-2 e inibe a producdo de
TIMP-1 na decidua. Também a presenca de IL-1 leva ao aumento da bios-
sintese de MMP-1, 8 e 13 em células coridnicas humanas cultivadas in vitro.
Uma vez que a COX-2 e a IL-1 aumentam nas membranas fetais no inicio
do trabalho de parto, o aumento da atividade das MMP no termo é prova-
velmente estimulado, pelo menos em parte, por um aumento das PG endo-
genas e IL-1 (Katsura 1989, Slater, Dennes et al. 1999, McLaren, Taylor et
al. 2000, Ulug, Goldman et al. 2001, Osman, Young et al. 2003).

AlteracGes semelhantes as que ocorrem na ZMA também ocorrem na
RPMPT, mas ndo no trabalho de parto prematuro na auséncia de rotura de
membranas (Malak, Mulholland et al. 1994). Um aumento na atividade das
MMP-1, 8 e 9 e da expressao de MMP-2 na membrana fetal foi demonstrado
em associacao com RPMPT. Além disso, na presencga de infegcao intra-uterina
ha elevacao da MMP-7. Especificamente, as membranas na RPMPT tém mai-

or quantidade de MMP-2, 9 e MMP membrana tipo 1 (MT-1) e diminuicdo da
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expressao do transcrito (RNAm) de TIMP-2, em comparagao com as mem-
branas fetais de mulheres em trabalho de parto prematuro sem RPMPT.
Existem varias vias possiveis para a elevacdao das MMPs e posteriormente
para a RPMPT. MMP-7 e MMP-8 derivados de macréfagos e neutroéfilos, res-
petivamente, podem ser estimulados por lipopolissacarideos e citocinas proé-
inflamatdrias presentes na cavidade uterina em associacdo com infecdo. Da
mesma forma, o TNFa, que estd elevado na infecdo intra-amniotica, pode
estimular a producdo de MMP-1 coridnica (So, Ito et al. 1992, Fortunato,
Menon et al. 2000, Maymon, Romero et al. 2000, Maymon, Romero et al.
2000, Fortunato and Menon 2001).

A apoptose pode também ter um papel importante, ja que a sua ati-
vagdo ocorre nas células das membranas fetais durante a RPMPT, mas nao
durante o trabalho de parto a termo ou pré-termo. A producao de MMP-2 na
matriz é estimulada pela p53 (uma proteina supressora tumoral envolvida
no mecanismo da morte celular programada), promovendo uma via através
da qual a apoptose pode estimular a RPMPT (Bian and Sun 1997, Fortunato,

Menon et al. 2000).

1.3. Fatores de risco para parto pré-termo espontaneo

Ha iniUmeros fatores de risco associados a PPT espontaneo, os quais
estdo altamente dependentes uns dos outros, sendo isto particularmente
verdade para as variaveis sociodemograficas.

Doencas maternas, antecedentes de PPT, RPMPT, abortamentos, curto
intervalo inter-gestacional, primiparidade, baixo peso e baixo indice de
massa corporal (IMC) materno sao condicdes associadas a risco aumentado

de PPT (Lynch, Hart et al. 2014).
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Um PPT anterior é o fator de risco mais significativo para um subse-
guente e o seu risco aumenta com o numero de PPTs anteriores. Por outro
lado, quanto mais cedo tiver sido o PPT anterior, maior sera o risco de pre-
cocidade no subsequente. O risco de recorréncia no caso de uma RPMPT an-
terior varia entre os 34-44%. A existéncia de abortamentos anteriores é
controverso, existindo estudos a favor do aumento de risco de PPT e outros
contra. O risco de PPT é tanto maior quanto menor for o intervalo inter-ges-
tacional, sendo de 30-90% para PPT abaixo das 32 semanas num intervalo
inferior a 6 meses quando comparado com mais de 12 meses.

Infegdes locais, regionais ou sistémicas podem levar a ocorréncia de
um PPT (Vouga, Greub et al. 2014).

Os extremos da idade materna, o baixo apoio social, o poder socio-
econdmico diminuto, o abuso de substancias (alcool, tabaco, drogas), a po-
luicdo ambiental e a atividade fisica demasiado intensa sao fatores também
relacionados com o aumento de risco para PPT (Hackenhaar, Albernaz et al.
2014).

Se alguns factores se poderao relacionar com mecanismos infeciosos/
inflamatdrios, outros terdo uma predisposicdo genética, relacionada ou nao

com a infegdao/inflamagcao em causa.

1.3.1. O papel da infecao/inflamacao no parto pré-termo esponta-

neo com e sem rotura prematura de membranas

A infegao intra-amnidtica tem sido considerada como uma causa ma-
jor de PPT, levando a mais de 50% de RN com muito baixo peso nascidos
antes das 30 semanas e contribuindo para um maior nimero de mortes ne-

onatais (NN). A corioamniotite pode ser aguda ou cronica dependendo de
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fatores de viruléncia especificos, do tamanho do inoculado microbiano e dos
mecanismos de defesa do hospedeiro. Assim, o aparecimento e a gravidade
da apresentacao clinica podem variar muito (Gravett, Thomas et al. 2007).

Evidéncias cumulativas indicam que a infecdo sub-clinica estd na pa-
togénese do trabalho de parto pré-termo espontdneo, com cerca de
30-40% destes associados a um processo infecioso subjacente. Esta evi-
déncia vem de estudos caso-controlo e de coorte relacionando a colonizagao
microbiana cervico-vaginal em mulheres com trabalho de parto pré-termo,
com a maior taxa de corioamnionite histoldgica encontrada apds o parto
pré-termo espontaneo. Além disso, em culturas bacteriolégicas de liquido
amniodtico destas mulheres, foram encontrados organismos microbianos em
10-15% dos casos (Naeye and Peters 1980, Guzick and Winn 1985, Gomez,
Romero et al. 1997).

As infecOes genitais ascendentes representam um fator de risco im-
portante para PPT e RPMPT. Elas ocorrem se bactérias patogénicas ultrapas-
sam a barreira do colo uterino, causando inflamagao, corioamniotite e infe-
cao do liquido amnidtico. A presenca de bactérias induz a libertagao de cito-
cinas proé-inflamatorias pelos macréfagos, amnios, decidua e miométrio, as
quais, juntamente com as endotoxinas libertadas pelas bactérias gram-ne-
gativas induzem a producdo de PG e endotelina na decidua, células coridéni-
cas e amnioticas, que provocam contragoes uterinas. A IL1 e o TNFa indu-
zem a libertacdo de IL6 pela decidua e células coridnicas, a qual aumenta a
secrecdo de PG e endotelina, levando também levam a libertacdo de MMPs
pelas células coridnicas e cervicais, que induzem a degradacao da matriz
extracelular do segmento inferior uterino e pode suportar a resposta infla-
matodria crénica. A consisténcia do tecido é reduzida, o colo amadurece e
dilata. A IL1 conduz a libertagcdao de IL8 que leva a ativacao e recrutamento

de granuldcitos, os quais libertam elastase em altas concentragdes e contri-
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bui para a reducdao da matriz extracelular (Bennett, Rose et al. 1987, Rome-
ro, Hobbins et al. 1988, Holst and Garnier 2008). Os microorganismos que
tém as associacdes mais fortes com PPT sdo a Gardnerella vaginalis, o Ure-
aplasma urealyticum, a Chlamydia trachomatis e a Neisseria gonorrhoeae.
Outros agentes infeciosos, tais como o Streptococcus do grupo B, Escheri-
chia coli, Klebsiella spp., Haemophilus influenzae e Mycoplasma hominis,
também tém sido implicados.

Muitos estudos acerca da utilizagdo de antibidticos para a prevengao
do parto prematuro em mulheres assintomaticas tiveram resultados dececi-
onantes. A evidéncia atual ndo apoia o rastreio e tratamento de todas as
gravidas para vaginose bacteriana de forma a evitar o PPT. Para aquelas
com histéria de um PPT anterior ha alguma evidéncia que a detegao e tra-
tamento destas infecdes pode prevenir um outro PPT em algumas dessas
mulheres. O estudo ORACLE, que investigou o papel dos antibidticos em
gravidas com PPT espontdneo, concluiu que os antibidticos ndo devem ser
prescritos nestas mulheres por rotina, quando nao ha evidéncia clinica de
infecao ou RPMPT (Kenyon, Taylor et al. 2001, Kenyon, Taylor et al. 2001).

Existem dados que tém demonstrado uma associacao significativa en-
tre infecOes, ndo so locais, como loco-regionais, a distancia e mesmo sisté-
micas com PPT. Disto sao exemplos a infecdo periodontal e as infecdes do
trato urinario, cujo tratamento antibidtico foi associada a uma reducdo na
incidéncia de parto pré-termo (Jeffcoat, Geurs et al. 2001, Smaill 2001).

Um mecanismo plausivel para estas infecdes causarem PPT com ou
sem RPMPT é o de que os produtos bacterianos contém proteases e colage-
nases, as quais degradam as membranas, e fosfolipase A2 e endotoxinas,
conhecidas por estimularem a producgdo de prostaglandinas in vivo e in vi-

tro. Por outro lado, a resposta inflamatdria do hospedeiro a infegdo leva a
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libertacdo de citocinas inflamatdrias que estdao envolvidas nas alteragoes

cervicais do PPT e possivelmente na RPMPT.

1.3.2. A predisposicao genética para a infecao/inflamacao no parto

pré-termo

Ha varios anos que tem vindo a ser discutida a existéncia de uma
predisposicdo genética para a infecdo, com evidéncia crescente de ser um
potencial fator causal de PPT. Observou-se que gravidas nascidas prematu-
ramente tém maior risco de ter um parto prematuro; os partos prematuros
tém tendéncia a ser recorrentes; a concordancia em gémeos é de 17-36% e
2-4x superior aos controlos. Tém sido estudados, exaustivamente, varios
polimorfismos (SNP) em genes candidatos, possivelmente envolvidos na pa-
togénese do parto pré-termo. As variagdes genéticas localizadas em genes
reguladores da resposta imune materna, potencialmente causadores de
uma resposta imune inadequada a estimulos infeciosos, tém sido alvo de
particular interesse (Holst and Garnier 2008).

Citocinas pré-inflamatorias, como o TNFa, sdo libertadas por células
imunocompetentes apds o contacto com metabolitos de origem bacteriana e
atuam como mediadores da resposta imunoldgica no hospedeiro. A liberta-
cao de TNFa pelos mondcitos apresenta uma variedade inter-individual sig-
nificativa, possivelmente devido a SNPs com efeitos funcionais relevantes
que foram identificados na regidao promotora do gene TNFa. Um SNP especi-
fico na posicdao -308 na sequéncia de nucleétidos é referido como “alelo
TNF2"” e esta associado a um aumento na producdo de TNFa em resposta ao
estimulo. Mulheres ndo gravidas com histéria médica de corioamniotite ou
PPT produzem mais TNFa apos estimulo com lipopolissacarideos (LPS) bac-

terianos do que mulheres com histéria de partos a termo (Amory, Hitti et al.
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2001). A presenca do alelo TNF2 resulta num risco 3x superior (OR 3,18; IC
95% 1,33-7,83) de RPMPT (Roberts, Monzon-Bordonaba et al. 1999). Além
disso, as portadoras do alelo TNF2, na presenca de vaginose bacteriana,
tém um risco ainda mais elevado (OR 6,1; IC 95% 1,9-21,0) de PPT (Maco-
nes, Parry et al. 2004).

A teoria da interagdo gene-ambiente é favorecida pelo aumento signi-
ficativo do risco de PPT na presenca dos 2 fatores de risco (alelo TNF2 e va-
ginose), sugerindo um efeito sinergistico. Foram também relatados aumen-
tos na concentracao de TNFa do liquido amnidtico em mulheres com PPT
quando comparado com partos a termo (Holst and Garnier 2008).

Resultados semelhantes foram obtidos para outras citocinas proé-in-
flamatérias como a IL1B, a IL6 e o antagonista do receptor IL1. Neste, um
aumento significativo do risco de PPT foi confirmado para SNPs que estao
associados a uma resposta imunoldgica exagerada. Em contraste, foi descri-
to um SNP (-174C/C) no gene IL6, que origina uma resposta imune reduzi-
da, associado a diminuicdao da IL6, com efeito protetor e diminuicao do risco
de PPT (Holst and Garnier 2008).

Os recetores toll-like (TLR) estao envolvidos na resposta imune a
bactérias e tém uma grande homologia com o recetor IL1, tendo sido des-
crito um aumento na frequéncia de 2 SNPs no TLR4 associado a casos de
PPT. Outros autores identificaram uma variagao no alelo -656 T do gene
SERPINH1, a qual causa uma diminuigdo significativa da atividade do pro-
motor em fibroblastos do amnios e estd associada a um aumento significa-
tivo do risco de RPMPT (Lorenz, Hallman et al. 2002, Wang, Parry et al.
2006, Holst and Garnier 2008).

A interpretacdo dos resultados dos testes laboratoriais de rotina nao
exclui uma infegao/inflamagao, sendo muitas vezes discordantes ou a sua

interpretacdao baseada em cutt-offs nao validados e que, frequentemente
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levam a extracao fetal sem confirmacdo relevante da inflamagdo. A ciéncia
da protedmica aplica-se a pesquisa de biomarcadores e elaboracdo de perfis
proteicos que possam ajudar a realizar uma previsdo rapida, no sentido de
concretizar o diagndstico precoce e aplicar tratamentos mais céleres em do-
encas humanas. Num estudo relativamente recente de protedmica, que en-
volveu a andlise do liquido amnidtico para detetar inflamacdo, infecdo e
sépsis neonatal, verificou-se uma associacao entre um score elevado (numa
classificacdao de 4 graus crescentes de inflamagdo, em que o 1 representava
a sua auséncia e o 4 inflamagao grave) e PPT, corioamniotite histoldgica e
sépsis neonatal precoce (Buhimschi CS 2007). Na perspetiva fisiopatoldgica,
de entre os biomarcadores identificados, a defensina e a calgranulina tém
um interesse particular, dado serem proteinas antimicrobianas e anti-infla-
matorias libertadas apos a ativacdo de neutrdéfilos. Neste estudo, o gradien-
te obtido sugere que a fase inicial da resposta inflamatéria intra-amnidtica
se carateriza pelo aparecimento de defensinas, apesar da contagem de neu-
tréfilos ndo refletir necessariamente a resposta funcional. A contagem de
leucocitos média no grupo de gravidas com inflamagao minima é extrema-
mente baixa, pelo que nenhuma intervencao pode ser recomendada com
base em tais valores. Muitas mulheres com inflamagao grave apresentam
uma resposta inflamatoéria completa, mas ainda com contagem de leucéci-
tos normal. Nas carateristicas clinicas dos partos pré-termo com e sem
RPMPT, registaram-se diferencas significativas na idade das gravidas (29 vs
25 anos; p=0,02), na paridade (1vs0; p=0,01) e na IG ao parto (29,8 vs
26,2 semanas; p<0,001), ndo tendo sido verificadas diferengas nas taxas
de cesarianas, peso dos RN e indice de APGAR. As mulheres com RPMPT re-
velaram, no liquido amniédtico, niveis mais baixos de glicose e valores mais
elevados de leucécitos, hemoglobina, culturas positivas para Ureaplasma e

Streptococcus do grupo B, MMP-8 e score positivo para alguns marcadores,
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como defensina 1 e 2 e calgranulina A ou C. O score estudado por estes au-
tores demonstrou uma especificidade de 92,4%, o mais elevado quando
comparado com outros marcadores (glicose, LDH, culturas positivas, IL6 e
MMP8), bem como a associagao mais forte com inflamagao. Uma leucocitose
>38cel/mm3 estd associada a um score elevado, tornando este ultimo mais
preciso na identificacdo de inflamacdo intra-amnidtica. No entanto, € menos
especifico para infecdo (cultura positiva) - 85,6%. A interpretacdo desta
classificacdo nao é dicotdmica, mas sim relacionada com um gradiente pro-
gressivo, desde auséncia de doenga, até inflamacdo minima e grave. Um
score baixo identifica a defensina 2, um intermédio identifica as defensinas
1 e 2, e um elevado identifica as defensinas 1 e 2 e a calgranulina (Buhims-
chi, Christner et al. 2005, Buhimschi, Bhandari et al. 2007, Buhimschi CS
2007, Buhimschi, Rosenberg et al. 2008, Buhimschi, Zhao et al. 2008,
Buhimschi, Dulay et al. 2009).

Num outro estudo, os autores verificaram que a inflamacao intra-am-
nidtica estava associada a PPT em IG mais baixas, com RN de pesos mais
baixos, partos em menos de 7 dias apds o diagndstico e invasdao microbiana
do liquido amnidtico. Nas RPMPT, apenas 4 proteinas apresentavam diferen-
cas na sua expressdo, incluindo a defensina 1 e a calgranulina A e C. As
mesmas proteinas foram identificadas no fluido cervical, mas sem diferen-
cas significativas, o que foi dececionante, pois seria um biomarcador 6timo,
dado tratar-se de um método ndo invasivo (Ruetschi, Rosen et al. 2005).
Num outro estudo de protedmica para identificacdo de um perfil de protei-
nas alteradas nos PPT, as RPMPT ocorreram maioritariamente no grupo da
inflamagao, com tempos de laténcia menores e piores resultados neonatais.
O perfil associado a PPT sem inflamagao traduziu-se em aumento da IGFBP1

(insulin growth fator binding protein 1), da APO Al e IV, da lumicana e da
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bikunina, e na diminuicao da al antitripsina e a2antiplasmina (Buhimschi,

Zhao et al. 2008).

1.3.3. A defensina

Os mamiferos vivem num ambiente repleto de microorganismos pa-
togénicos, e se a sua barreira epitelial for quebrada por algum tipo de dano,
0s agentes patogénicos invadem o hospedeiro sendo inicialmente elimina-
dos pelo sistema imune inato e de seguida pelo adaptativo. O sistema imu-
ne inato incorpora respostas primitivas mais rapidas a infecdo que o adapta-
tivo, de que sao exemplos as defesas de superficie, a producao de citocinas,
a ativacao do complemento e de respostas fagocitarias. Os peptideos anti-
microbianos naturais (PAM) e os TLR sao mediadores chave deste sistema.
Os PAM sado libertados nas superficies epiteliais e provocam a disrupcdo da
membrana de muitos microorganismos. Os TLR, nas mucosas, reconhecem
uma variedade de padroes moleculares microbianos e geram sinais intrace-
lulares através do fator nuclear KB (Horne, Stock et al. 2008).

A resposta imune adaptativa é ativada por elementos celulares espe-
cializados do sistema imune inato e consiste em células pré-existentes de
Langerhans na pele e células dendriticas imaturas, as quais podem fagocitar
proteinas microbianas e processa-las em pequenos fragmentos peptidicos
exportados para a superficie da célula juntamente com proteinas do com-
plexo major de histocompatibilidade (CMH). O complexo CMH/epitopos é
apresentado pelas células dendriticas maduras as células T nos nédulos lin-
faticos, onde os complexos CMH-antigénio classe I ativam preferencialmen-
te células citotoxicas CD8, enquanto os complexos classe II ativam células T
CD4 helper, as quais produzem citocinas imunoativadas que promovem a

proliferacdo de células B adaptativas e a producao de anticorpos. Outras ci-
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tocinas produzidas pelas células T, por sua vez, ativam macréfagos e neu-
tréfilos, assim como células natural killer (NK), resultando num feedback
positivo sobre as defesas imunes inatas (Yang and Oppenheim 2004).

Os PAMs como as defensinas, a catelicidina, a histatina, a catepsina
G, a azurocidina, a lactoferrina e outros, estdo amplamente distribuidas no
corpo humano, sdo produzidos por leucécitos e células epiteliais na interface
ambiental dos tratos gastrointestinal, genito-urinario, traqueo-bronquico e
pele. Muitos destes PAMs estdo presentes de forma constitutiva nas células
e armazenados em granulos secretorios, outros sdo induzidos por estimulos
pro-inflamatorios. Tém a particularidade de exibir grandes porcdes catidni-
cas na sua superficie molecular o que |hes permite despolarizar e/ou pene-
trar as membranas celulares das bactérias. Contudo, a atividade antibacte-
riana e antifUngica dos PAMs é inibida pela concentracdo salina do soro, o
que faz com que sejam inativos na circulacdo sanguinea. Consequentemen-
te, a sua atividade microbicida é exercida em vacuolos fagocitarios e na su-
perficie externa da pele e mucosa. Ha também PAMs com atividade antiviral
potente (Yang and Oppenheim 2004).

Variagoes genéticas que afetem a eficiéncia na capacidade de respos-
ta de imunidade inata podem explicar variagdes individuais na reagao do
organismo humano a infecdo. Uma resposta imune inata sub-étima pode
resultar num ambiente permissivo para a colonizagdo patogénica, enquanto
uma resposta exagerada pode levar a inflamagao excessiva e destruicao te-
cidular. A modulacao da resposta do hospedeiro a infecao é uma alternativa
interessante ou pode ser encarada como uma abordagem adjuvante as te-
rapéuticas antibidticas (Horne, Stock et al. 2008).

A imunidade inata providencia ao organismo uma primeira linha de
defesa contra microorganismos patogénicos. E uma resposta ndo-clonal,

nao especifica e sempre presente. Entre as células que constituem o arsenal
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de imunidade inata encontram-se as células fagocitarias circulantes (neutré-
filos e macrofagos) juntamente com as células do epitélio das mucosas, que
em comum tém a producdo de PAMs, que nas células fagocitarias atuam
como participantes na via microbicida independente de oxigénio, enquanto
se presume que, nas células epiteliais, sejam secretadas para o ambiente
extracelular de forma a providenciarem atividade microbicida. Em ambos os
casos, 0s genes que codificam estes peptideos podem ser expressos de
forma constitutiva ou induzidos por mediadores inflamatérios e bactérias.

O sistema imune inato do aparelho reprodutor feminino é Unico na
adaptacdo e facilitagao de funcdes fisioldgicas especializadas, que incluem a
menstruacao, a fertilizacao, a implantagao, a gravidez e o parto, enquanto
eliminam patogénios transmitidos sexualmente ou mesmo ambientais. A
competéncia deste sistema tem uma importéancia critica na prevencao da
invasao microbiana. As defensinas humanas g hBD 1-4 e a defensina «a
hBD5 foram encontradas no epitélio endometrial. As hBD 1, 3 e 5 sdo ex-
pressas em quantidades elevadas na fase secretora, enquanto a hBD 2 au-
menta durante o periodo menstrual e a hBD4 na fase proliferativa. Estas di-
ferencas podem estar relacionadas com as diferentes atividades anti-micro-
bianas dos diferentes membros da familia das defensinas. Durante a gravi-
dez, as hBD 1-3 sdo expressas no Utero, amnios, decidua, cérion e trofo-
blasto placentar, o que sugere o seu envolvimento na resposta do sistema
imune inato e atuacdo na prevengao da infecao uterina, existindo evidéncia
que a expressao dos antimicrobianos naturais estd alterada, por exemplo,
no PPT (Horne, Stock et al. 2008).

O nome defensina deriva do latim Defendo, que significa "Repelir",
em referéncia as suas propriedades contra microorganismos patogénicos. As
defensinas sdo peptideos catidonicos com 20-40 aminoacidos de comprimen-

to, contendo 6 cisteinas, que formam 3 ligagOes intramoleculares dissulfidi-
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cas. Sao classificadas em a, B ou 6, com base nas posicoes relativas dessas
ligagdes. Sdo inicialmente sintetizadas em grandes percursores formados
por 87-94 residuos de aminoacidos que formam uma sequéncia em “esca-
da” hidrofdbica e uma pequena parte acidica, seguida daquela que sera a
sequéncia madura. O pro-peptideo parece atuar na neutralizacdo da
sequéncia proteica madura, que é altamente catidnica, resultando na inati-
vacao da atividade antimicrobiana até o processo estar completo. O pepti-
deo ativo localiza-se nos granulos dos neutréfilos maduros e processos al-
ternativos podem ocorrer, resultando em isoformas que podem diferir até 4
aminoacidos adicionais no terminal do peptideo ativo. Em contraste, as de-
fensinas das células epiteliais sdo secretadas como pré-pro-petideos e a ati-
vacgao final ocorre no espago extracelular (Duits LA 2002, Prado-Montes de
Oca 2010). As a-defensinas, embora de dimensdes pequenas (3,5-4 kDa)
tém 3 pontes intramoleculares mediadas por cisteinas 1-6, 2-4 e 3-5, en-
quanto as B-defensinas (4-6 kDa) tém pontes dissulfeto entre as cisteinas
1-5, 2-4 e 3-6. As concentragdes das primeiras encontram-se consideravel-
mente elevadas em locais de inflamagao aguda, e as concentracdes plasma-
ticas estdo aumentadas em doengas sistémicas infeciosas, enquanto as se-
gundas exibem um largo espetro de atividade contra bactérias gram-positi-
vas, gram-negativas, fungos e virus (Jurevic, Bai et al. 2003). As defensinas
extracelulares hBD2 exibem uma atividade quimiotdcica para mondcitos,
células dendriticas imaturas e células T, sugerindo uma atividade pro-infla-
matédria, sendo também mitogénica para fibroblastos - sistema de defesa
combinado que junta a atividade antibacteriana com recrutamento de célu-
las inflamatdrias. As hBD1 sao expressas de forma constitutiva pelos quera-
tindcitos e sao encontradas nos intersticios intercelulares, enquanto as

hBD2-4 sdo indutiveis e produzidas por queratindcitos e células epiteliais
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em resposta a estimulos pré-inflamatérios como os produzidos pelos IL1,
TNF e LPS (Kaiser V 2000).

Os genes codificadores de todas as classes de defensinas estao locali-
zados numa Unica regidao cromossomica do genoma humano, 8p21-23. As
posicoes genéticas relativas sugerem a sua evolucdo a partir de um percur-
sor unico. O numero de genes da defensina no cromossoma 8 parece variar
na populacao, sugerindo que existe uma componente genética na resistén-
cia individual a infecdo. A expressao da hBD1 é variavel entre os individuos,
enquanto a hBD2 é potenciada em resposta a infecdo e inflamacdo. A des-
coberta de que a hBD1 tem uma expressao variavel e de que outras beta-
defensinas podem ser induzidas, levantou a hipdtese de uma suscetibilidade
aumentada a infecdo, dependente da expressdao geneticamente determina-
da pelos, dos genes DEFB, que codificam as beta-defensinas (Kaiser V
2000, Jurevic, Bai et al. 2003).

Os genes codificadores das a defensinas leucocitarias estao organiza-
dos em 3 ex0es, com o primeiro contendo uma regiao 5’'UTR. As restantes a
e B defensinas tém 2 exdes equivalentes aos exdes 2 e 3 anteriores. A es-
trutura genética da g defensina indica uma divisdao secundaria, nomeada-
mente uma sub-familia hBD2 tem um intrdo relativamente pequeno (2kb) e
€ caraterizado por apresentar expressdo indutivel nas células epiteliais. Ou-
tra sub-familia hBD1 tem um intrdo grande (10kb) e caracteriza-se por uma
expressao constitutiva numa variedade de tipos celulares.

A hBD-1 é considerada como o peptideo antimicrobiano mais impor-
tante na defesa contra a infecao epitelial (Zhu and Gao 2013), sendo o uni-
co com expressdo constitutiva nos queratindcitos da pele, nas células epite-
liais do trato respiratério e urindrio, apresentando regulagdao positiva atra-
vés de estimulos inflamatoérios ou microbianos (Yang and Oppenheim 2004).

As maiores concentracdes de hBD-1 foram encontradas no rim e trato re-
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produtivo feminino, especialmente em mulheres gravidas. No entanto, ou-
tros locais de expressdo no organismo humano incluem células epiteliais do
testiculo, do tecido gengival, do intestino delgado, da cérnea, da glandula
mamaria e astrécitos (Pazgier, Prahl et al. 2007).

O gene que codifica a hBD1, DEFB1 ou HBD1 (GenelD: 1672;
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) estende-se por 7448 bp, no locus 8p23.2-
p23.1, e estd localizado no meio de um cluster de a-defensinas. E geral-
mente considerado como um gene de copia Unica, embora tenham sido de-
tetadas duplicagdes alguns individuos (Cagliani, Fumagalli et al. 2008). Os
10 SNPs mais relevantes do DEFB1 em doencas humanas conhecidos até a
data sdo: -2266T>C, -1816T>C, -1241T>C, c.-52G>A, c.-44G>C,
c.-20G>A, IVS+692A>G, c.1654G>A (V38I), c.1754G>A e c.1836A>G
(Prado-Montes de Oca 2010).

A sobre-regulacdao (do inglés up-regulation) de DEFB1 influencia a
hBD-3, na presenca do alelo -44G. Uma possivel repercussao deste SNP é
que o alelo -44C altere a estrutura secundaria do RNAm da hBD-1, bem
como o local de ligagao do fator nuclear kappa B1 (NF-KB1), importante na
regulacdo da expressao genética. O alelo -44G pode ser importante na ex-
pressdo constitutiva e explicar a vantagem rara do genétipo heterozigético,
afetando a regido reguladora do gene DEFB1 (Kalus, Fredericks et al. 2009,
Prado-Montes de Oca 2010).

As B-hBD sdo produzidas maioritariamente por células epiteliais e se-
cretadas na forma madura. Os fragmentos amino-terminais processados pe-
las hBD-1 variam entre 38-47 residuos, tendo sido identificados na urina.
No plasma sanguineo estao ligados a macromoléculas transportadoras e to-
dos apresentaram diferentes intensidades de acdo microbicida. E ainda des-
conhecido se estas variantes sao produzidas em todos os tecidos que ex-

pressam as hBD-1, ou que enzima produz estas formas amino-processadas,
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porque a hBD-1 é clivada de uma forma muito semelhante quando exposta
a quimotripsina ou a MMP-7. A MMP-7 cliva seis aminoacidos do terminal
amina do residuo 47 da forma precursora da hBD-1, mas ndo do residuo 39,
provavelmente porque esta protegido pelo seu enovelamento tridimensional
nativo (Zucht, Grabowsky et al. 1998, Wilson, Schmidt et al. 2009).

A hBD-1 tem um largo espetro antimicrobiano, direto e indireto, en-
quanto as células dendriticas imaturas, que sdao por ela quimioatraidas,
também podem fagocitar e eliminar agentes patogénicos e melhorar a apre-
sentacdo de antigenos (Yang and Oppenheim 2004). As a-defensinas podem
servir para ligar o sistema imune inato e o adaptativo, através da atividade
quimiotatica que exercem em mondcitos, células T e células dendriticas
imaturas induzindo a producao de citocinas pelas células epiteliais e inician-
do as respostas por anticorpo IgG sistémicas (Duits LA 2002). Ambas as
hBD-1 e hBD-2 exercem quimioatracao seletiva em células dendriticas ima-
turas (iDCs) e células T de memodria in vitro. As suas atividades quimiotati-
cas envolvem o receptor de quimiocina CCR6 que medeia a sinalizagao na-
tural através da ligacdo da imunidade inata a adaptativa (Yang and Oppe-
nheim 2004). A hBD-1 pode também estar envolvida na maturacdo de célu-
las dendriticas e/ou na sua ativacao via CCR6 e TLRs, provavelmente tendo
um efeito importante sobre a inflamagcao na pele e/ou na capacidade de
resposta da pele a qualquer reacao alérgica. Além disso, promove a ativa-
cdo e a maturacao das células dendriticas derivadas de mondcitos, regulan-
do positivamente a expressao do recetor CD91 na sua superficie, provavel-
mente amplificando os seus proprios efeitos (Presicce, Giannelli et al.
2009). Compreende-se, assim, que varios SNPs do DEFB1 tenham ja sido
associados a doengas inflamatdrias e alérgicas.

Os mondcitos e macrofagos humanos expressam RNAmM para a tradu-

cao de hBD 1 e 2, além do que se pensava ser exclusivo de uma variedade
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de células epiteliais. Esta expressdao aumenta por ativagdao com LPS e/ou
IFNa, sugerindo que ha mediadores inflamatérios que podem influenciar a
expressao da hBD1 (Duits LA 2002).

As hBDs também tém também sido propostas como agentes supres-
sores tumorais, porque promovem a apoptose de células cancerigenas e es-
tao ausentes na maioria das amostras de tumor. As propriedades supresso-
ras tumorais e antimicrobianas de largo espetro indicam que a hBD-1 seja
uma molécula elementar na defesa do hospedeiro e regulagao do ciclo celu-
lar (Sun, Arnold et al. 2006, Bullard, Gibson et al. 2008). A expressao das
hBDs correlaciona-se, também, com os niveis de insulina e glicose, sugerin-
do um papel relevante da baixa glicose intracelular ou hipoinsulinémia na-
quela resposta. Quando a hBD-1 entra no nucleo, provavelmente atua como
um fator de transcrigao relevante durante o processo de diferenciagao do
estrato corneo, protegendo assim os queratindcitos da apoptose durante a
reorganizacao epitelial (Sayama, Komatsuzawa et al. 2005, Bick, Poindexter
et al. 2007).

Sera licito colocar a hipdtese de existir uma associagao significativa
entre SNPs do DEFB1 e a suscetibilidade a doencas infeciosas, devido ao in-
dubitavel papel exercido na imunidade inata pelo peptideo hBD1 contra di-
versos patogénios, apoiada por diversos estudos de associacao (Jurevic, Bai
et al. 2003, Braida, Boniotto et al. 2004, Hu, Xu et al. 2004, Leung, Li et al.
2006, Milanese, Segat et al. 2006, Segat, Milanese et al. 2006, Chen, Lv et
al. 2007, Prado-Montes de Oca, Garcia-Vargas et al. 2007, Baroncelli, Ricci
et al. 2008, Kocsis, Lakatos et al. 2008, Lakatos, Altorjay et al. 2008, Tesse,
Cardinale et al. 2008, Zapata, Rodriguez et al. 2008, Guimaraes, Segat et
al. 2009, Kim, Lee et al. 2009). Todos estes estudos focaram a sua atencao
principalmente em 3 SNPs do DEFB1 localizados na regiao 5'UTR do gene

nas posicoes c.-52G>A, c.-44G>C e c.-20G>A, relativamente ao primeiro
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ATG. Embora o DEFB1 seja considerado como um gene de expressao consti-
tutiva, tém sido referidas expressdes diferenciais, inter-individuais e inter-
tecidulares. Os haplotipos de DEFB1 relacionados com 0os SNPs c.-52G>A,
c.-44G>C e c.-20G>A foram descritos como estando sobre-representados,
em vez de aleatoriamente distribuidos. Existem dois estudos indicando que
os haplotipos GCA (-52/-44/-20) podem estar associados a asma e ter um
papel protetor contra a sépsis, enquanto o haplotipo GGG seria um fator de
risco para a progressao da sépsis (Leung et al., 2006; Chen et al., 2007).
Os alelos das posicoes -52, -44 e -20 podem contribuir tanto para a prote-
cao como para a suscetibilidade a diferentes patologias, pelo que existem
evidéncias a sugerir que estes SNPs podem modificar o fendtipo de forma
sinergistica.

Quando se analisa a possibilidade de um SNP estar associado a por-
tadores de Candida em populacdes de diabéticos tipo 1 e ndo diabéticos,
conclui-se que um Unico SNP no gene DEFB1 mostrou uma associacao com
o estado de portador de Candida. A variante alélica -44G esta associada a
um efeito protetor em ambos os grupos, com uma odds ratio de 25 e de
8,5, respetivamente, nos individuos diabéticos e ndo diabéticos com niveis
de Candida <350 CTU/ml. Este resultado significa que individuos portadores
de uma ou duas cépias do alelo -44G tém 25x (ou 8,5x nos nao diabéticos)
mais probabilidade de apresentarem niveis reduzidos de Candida, quando
comparados com os individuos portadores do alelo C deste SNP. A variabili-
dade de expressao causada por esta variacdo de sequéncia pode estar as-
sociada a alteracGes na porcao do gene que contém o nucledtido -44, ou,
em alternativa, este SNP encontrar-se em desequilibrio de ligagdo com ou-
tro, nomeadamente noutro gene, talvez outra B-defensina ou uma a-defen-
sina, com efeito direto na sobrevivéncia da Candida (o DEFB1 esta localiza-

do num cluster de a-defensinas que tém uma localizacdo mais telomérica,
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comparativamente a outras p-defensinas); assim, é possivel que o efeito
deste SNP possa estar ligado as defensinas localizadas na vizinhanca do
gene DEFB1. Um outro SNP (c.1654G>A; p.V38I) na regiao codificante des-
te gene revelou uma associagao positiva com a doencga pulmonar obstrutiva
crénica, mas nao se verificou nenhuma correlacdo com o facto de ser porta-
dor de Candida (Jurevic, Bai et al. 2003).

Foi também descrita outra hipétese de um SNP com consequéncias
funcionais na expressao do gene DEFB1 ou na estrutura da proteina hBD1
levar a uma maior suscetibilidade para lepra ou a uma melhor/pior resposta
imunoldgica ao M. leprae e, por isso, afetar o progndstico clinico. Ao contra-
rio de outros PAMs, como hBD2 e LL37 (apenas sobre-expressos em proces-
sos inflamatdrios), a hBD1 é expressa de forma constitutiva nos queratinéci-
tos da pele e é considerada como o maior PAM do epitélio humano, um dos
principais locais de infecao por M. leprae, sendo também ativa e sobre-re-
gulada por micobactérias. Foram estudados 3 dos SNPs identificados no
gene DEFB1, com localizagao na regiao UTR (5': c.-44G>C e c.-20G>A; 3"
1836G>A), uma vez que variagdes nesta regiao poderiam determinar a ex-
pressdo do gene, ao influenciar a estabilidade do RNAm e a eficiéncia de
tradugdo, com consequéncias funcionais na resposta ao M leprae. Os geno-
tipos associados a L-lep (forma referente aos doentes infetados com a for-
ma lepromatosa ou multibacilar mais suscetiveis ao patogénio e que exibem
uma infecdo sistémica e lesGes expressando citocinas TH2) continham o
alelo -44C num modelo dominante (OR=3,6; IC 95% 1,47-6,4; p=0,024), o
gue nao se verificou para nenhum outro subgrupo (Prado-Montes de Oca,
Velarde-Felix et al. 2009).

E sabido que alguns PAMs, incluindo as defensinas, estdo abaixo dos
niveis normais, em doentes com dermatite atdpica. A colonizagao por bacté-

rias e espécies de Candida esta associada com os genes da hBD; contudo, a
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ligacdo destes peptideos a certos virus, incluindo o HSV1, pode diminuir a
sua capacidade para infetar células. Estudos de ligagdo sugeriram que a re-
gido cromossdmica 8p23 contém genes que terdo uma contribuicdo signifi-
cativa para os fendétipos da asma e da dermatite atépica. O gene DEFB1 foi
mapeado na regido cromossémica 8p23.1-23.2, e SNPs neste gene foram
associadas a patogénese da asma, que € uma doenca atdpica com resposta
TH2 similar, mas com diferentes tecidos envolvidos. Também foi verificada
associacdo positiva com doenca pulmonar obstrutiva cronica e doencgas infe-
ciosas. Num estudo recente, dos 6 SNPs do gene DEFB1 analisados, o
-2266T>C e 0 -1241T>G mostraram distribuicdes alélicas e genotipicas sig-
nificativamente diferentes entre individuos com dermatite atdpica e contro-
los. Embora a maioria dos estudos refira SNPs nas posicdes -44 e -52 asso-
ciadas a dermatite atépica, asma, diabetes, sépsis, HIV e doenga pulmonar
obstrutiva crénica, este estudo ndao mostrou associacao significativa destes
SNPs com dermatite atdépica na populagdo coreana, mas sim para o
-2266T>C, 0 -1241T>G e o haplotipo CT (Kim, Lee et al. 2009).

A atividade antiviral das p-defensinas envolve diversos mecanismos,
incluindo a interacdo direta com virus envelopados e células alvo. Pode
também estar relacionada com a sua capacidade de atrair células do siste-
ma imune para um tecido alvo. Foi demonstrado que a mucosa vaginal e
endocervical de mulheres expostas ao HIV, mas seronegativas, tinham ni-
veis elevados de hBD 1, 2 e 3 em comparacdo com os controlos saudaveis.
Além disso, a mucosa vaginal de mulheres seronegativas apresentavam ni-
veis mais elevados de hBD1 em comparacao com mulheres seropositivas.
Foi entao proposto que as variagdes de sequéncia c.-44G>C e c.-52G>A na
regido 5'UTR do gene DEFB1 influenciavam a suscetibilidade/resisténcia a
infecdo por bactérias e agentes virais, e por outro lado, estavam envolvidas

na transmissao mae-filho do HIV1. No entanto, o seu papel ainda nao esta
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claramente definido. Nos RN em que a imunidade adquirida ainda ndo esta
completamente desenvolvida, o sistema imune inato tem um papel funda-
mental ao conferir resisténcia as infecdes. A regido promotora do DEFB1
apresenta uma diversidade polimorfica e uma variedade funcional elevadas.
Embora a funcdo bioldgica das variantes genéticas do DEFB1 seja ainda
desconhecida, os SNPs c.-44G>C e c.-52G>A tém sido referenciados como
fatores importantes que afetam os niveis da expressao proteica. O genétipo
-52GG foi considerado como altamente protetor contra a infegao perinatal
por HIV1; em particular, criangas com esta variante genética tiveram o risco
de infecdao significativamente menor, mas em contraste, a associagao do
gendtipo -44GG a um baixo risco de infecdo nao se manteve estatisticamen-
te significativa. O gendtipo -44CC aumentou significativamente a suscetibi-
lidade para infegao HIV1. Foi demonstrado um papel significativo do SNP c.-
52G>A e do haplotipo -44G/-52G no risco de transmissao mae-filho na po-
pulacdo caucasiana. O genétipo -52GG nas maes foi associado a baixas car-
gas virais, o que é consistente com o facto do alelo -52A ter como con-
sequéncia funcional uma reducdo nos niveis de hBD1 (Ricci, Malacrida et al.
2009). Provavelmente, as concentragdes elevadas de hBD1, encontradas
em placentas de gravidas HIV1 devem-se a estimulacdo viral e podem re-
presentar um potencial mecanismo para a evicgao da transmissao vertical
(Aguilar-Jiménez W 2011). A hBD1 reduz a infecciosidade do HIV in vitro a
50% e atua indiretamente através da sobre-regulacdo do hBD-3 que é um
antagonista do co-receptor CXCR4 do HIV-1. Além disso, a hBD-1 é a Unica
p-defensina que induz a libertagdo de CCL5 ou RANTES em células mononu-
cleares do sangue periférico (Sun, Arnold et al. 2006, Kalus, Fredericks et
al. 2009). A hBD-1 pode também desempenhar um papel fundamental na
protecao de criangas contra doencas infeciosas, como a diarreia, e na de

mades contra mastites durante a amamentacao (Cagliani, Fumagalli et al.
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2008). Em geral, a hBD-1 pode fornecer protecao constitutiva contra possi-
veis organismos patogénicos em todos os epitélios internos e expostos da
mucosa. Existem muitas evidéncias na literatura a sugerir que a expressao
insuficiente de hBD-1 associada ao alelo -44C na presenca de agentes pato-
génicos, leva a uma ma resposta imune inata contra micro-organismos infe-
ciosos (Prado-Montes de Oca, Velarde-Felix et al. 2009).

Outros autores realizaram um estudo sobre a relagao dos SNPs
c.-52G>A, c.-44G>C e o0 c.-20G>A com a suscetibilidade para e com a etio-
patogenia do lUpus eritematoso sistémico (LES), tendo concluido que o alelo
-52A era significativamente menos frequente nos doentes com LES, provi-
denciando assim uma protecdo, da mesma forma que o gendtipo -44CC foi
significativamente mais frequente nos doentes, sugerindo uma suscetibili-
dade aumentada para LES (OR 1,60; IC 0,99-2,58; p=0,04) associada a
esta variante genética. Os 3 SNPs acima referidos encontram-se em dese-
quilibrio de ligacdo e combinam-se em 4 haplotipos diferentes. Os haploti-
pos GCA ou GGG conferem um risco aumentado para o desenvolvimento de
LES (Sandrin-Garcia, Brandao et al. 2012).

Polimorfismos genéticos do DEFB1/HBD1 nas posicoes -692 e -44 e a
sua correlacdo com periodontite foram estudados, tendo-se concluido ndo
existir associacao (Boniotto, Hazbon et al. 2004). Em contraste, foi demons-
trada uma correlagdo positiva entre a doenga pulmonar obstrutiva crénica e
dermatite atdpica e o SNP -1654G>A (Matsushita, Hasegawa et al. 2002,
Prado-Montes de Oca, Garcia-Vargas et al. 2007). Num outro estudo verifi-
cou-se que doentes com periodontite cronica moderada a severa apresenta-
vam o genodtipo -1654A/A com maior frequéncia (Loo, Bai et al. 2012).

Recentemente foi estabelecida uma associacdao entre os SNPs
c.-52G>A e c.*5G>A com a expressao proteica de hBD1, em que o primeiro

foi relacionado com concentracdes séricas elevadas de hBD1 no 1° trimestre
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de gestacdao, ao contrario do segundo, que foi associado a concentragdes
séricas de hBD1 baixas (James, Bajaj-Elliott et al. 2014).

As potenciais abordagens terapéuticas descritas para a defensina in-
cluem a hBD-1 recombinante, bem como o uso de facilitadores e inibidores
de hBD-1. Mesmo com a disponibilidade de hBD1 recombinante de Escheri-
chia coli e Saccharomyces cerevisiae disponiveis, continua a ser caro produ-
zir e purificar peptideos antimicrobianos para aplicagdes terapéuticas. No
entanto, existem ja muitos peptideos antimicrobianos que sao atualmente
alvo de ensaios clinicos como imunorreguladores. Os facilitadores fisicos,
quimicos e bioldgicos sdo uma alternativa a administracao direta de pepti-
deos antimicrobianos, porque eles induzem uma sobre-expressdao desses
peptideos de defesa no hospedeiro, aumentando a protecdo enddégena con-
tra patdgenos. Mesmo quando a expressdao de DEFB1 é principalmente
constitutiva, foram identificados indutores da sua expressao, que incluem
aminoacidos, tais como a L-isoleucina e os seus analogos, e a albumina
(Prado-Montes de Oca, Velarde-Felix et al. 2009). Podem ter aplicagdes po-
tenciais no tratamento de doencas provavelmente causadas ou agravadas
por deficiéncia de defensina, tais como a Doenga de Crohn, a hanseniase e
o cancro, sendo ainda possivel até ter aplicacao na profilaxia de HIV ao aju-
darem a proteger as mucosas contra a infegao pelo virus diminuindo a sua
ligacdo e internalizacdo. A pesquisa sobre as moléculas que bloqueiam a
hBD-1 ajudara a identificar eventos de sinalizacdo e regulacdo da expres-
sao. Uma abordagem promissora € a utilizacdo de substancias que imitam
moléculas hBD-1 inibitérias, ou a aplicacdo de miRNAs no tratamento de
doengas causadas ou relacionadas com a sobre-regulacao de DEFB1 tais
como acne, psoriase, periodontite crénica, esclerodermia e sialodenite cré-
nica (Castanotto and Rossi 2009, Prado-Montes de Oca, Velarde-Felix et al.

2009).
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Em suma, apesar do numero de estudos ser ainda limitado para a
andlise genética da defensina no PPT, existem evidéncias importantes, do
estudo de varias patologias, de que as variacdes genéticas do DEFB1 podem
desempenhar um papel importante no risco para PPT ou co-morbilidades
associadas, bem como poderao ainda ser de utilidade na adequacdo de
abordagens terapéuticas personalizadas, com base na informagdo genética.

Nesse sentido, é pertinente averiguar a existéncia dessa associagao.
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I1I. OBJETIVOS
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Os objetivos deste estudo sdo:

1. caraterizar a prematuridade espontanea precoce (abaixo das 34 semanas
de gestagcao), com e sem rotura prematura de membranas (RPMPTP e
PPTeP, respetivamente), dentro da prematuridade global, com e sem RPM
(RPMPT9 e PPTeY, respetivamente), numa amostra correspondente a 10

anos, com o objetivo de responder as seguintes questdes:

- existe alguma alteracdo nas carateristicas da prematuridade
global e/ou especificamente da prematuridade precoce, ao longo dos

anos analisados?

- considerando a prematuridade global, existirad algum fator asso-

ciado a parto abaixo das 34 semanas, com e sem RPMPT?

- na prematuridade precoce, sera a RPMPT um fator de risco para

resultados neonatais mais adversos?

2. identificar o papel das variagdes no gene DEFB1/HBD1 (que codifica a
proteina hBD-1) como fator de suscetibilidade para a ocorréncia de
RPMPTP, definindo um novo marcador de risco para esta situacdo clinica
e desta forma contribuir para uma abordagem mais racional, tanto ao
nivel de fatores de risco como na abordagem terapéutica, nomeadamen-

te na tentativa de responder a questdo:

- serd que alteragdes genéticas, nomeadamente os SNPs
€.-20G>A, c.-44G>C e c¢.-52G>A sao indicadoras de risco ou prote-

¢do para os resultados perinatais?
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III. MATERIAL E METODOS
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O trabalho experimental desta Dissertacao foi realizado no Servigo de
Obstetricia A - Maternidade Dr. Daniel de Matos - do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra, sob supervisdao do Professor Doutor Paulo Moura,
e no Laboratério de Bioquimica Genética - LBG - do Centro de Neurociénci-
as e Biologia Celular e Faculdade de Medicina de Coimbra, sob coordenacao
da Professora Doutora Manuela Grazina.

A realizacdo deste trabalho teve a aprovacdo das Comissdes de Etica
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e do Centro Hospita-
lar e Universitario de Coimbra (HUC 37-10) e todas as participantes do es-
tudo genético deram o seu consentimento informado por escrito para a rea-

lizacao do mesmo.

1. Caracterizacdao da prematuridade espontanea global e precoce

1.1. Constituicao da amostra

Do total de 31.885 partos ocorridos no Servico de Obstetricia A do
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, entre 2003 e 2012, foram se-
lecionados todos os 2.393 referentes a partos pré-termo (7,5% dos partos
ocorridos neste periodo de tempo).

Os critérios de inclusao dos processos clinicos no estudo foram: a
ocorréncia de parto, associado ou ndo com rotura prematura de membra-
nas, entre as 24 semanas e 0 dias e as 36 semanas e 6 dias, entre 01 de
janeiro de 2003 e 31 de dezembro de 2012.

Como critérios de exclusdo estipuldmos: os processos referentes a

partos ocorridos entre as 24 semanas e 0 dias e as 36 semanas e 6 dias
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motivados por patologia fetal e/ou materna (iatrogénicos); todos os proces-

sos nao disponiveis ou incompletos para consulta.

Dos 2393 processos identificados, e apods aplicados os critérios de ex-
clusao, foram incluidos 1432 processos, dos quais 341 (23,8%) se referiam

a um parto abaixo das 34 semanas de gestagao - Figura 1.

A distribuicdo da prematuridade espontédnea global foi analisada
comparando os sub-grupos com e sem RPMPT (RPMPTe e PPTes, respetiva-

mente), tendo a mesma sub-divisao sido realizada na prematuridade preco-

ce (RPMPTP e PPTeP, respetivamente) - 24s0d a 33s6d.

Prematuridade global (<37 sem) Prematuridade precoce (<34sem)

M RPMPT l PPTe

Figura 1 - Caraterizagdo da amostra de prematuridade espontanea estudada, sub-dividida por PPTe e RPMPT,
quer na prematuridade global (n=1432), quer na precoce (n=341).
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1.2. Analise da amostra

Dos processos clinicos aceites para analise foram recolhidas informa-
coes referentes ao tipo de parto pré-termo, a dados demogréficos, antece-
dentes pessoais e familiares, antecedentes obstétricos, vigilancia da gravi-
dez, complicacdes durante a gravidez, dados do internamento, medicacao
durante a gravidez, prolongamento da gravidez, dados do parto, dados da
placenta, complicagdes no puerpério e dados do recém-nascido.

Os dados demograficos incluiram idade, estado civil (categorizado em
casada, solteira, unido de fato, divorciada e viuva), profissdao (categorizado
em desempregada, com trabalho remunerado, com trabalho nao remunera-
do e reformada) e residéncia.

Nos antecedentes pessoais registou-se a altura, o peso e o IMC inici-
al, o peso final e o IMC final, o ganho ponderal, a existéncia de PPT anterio-
res, os antecedentes pessoais e familiares de patologias neuroldgica/psi-
quiatrica, renal, cardiovascular, gastrointestinal, hematoldgica, endocrinolé-
gica, tumoral, cromossomopatias e outras, doencgas sexualmente transmis-
siveis, tabagismo, alcool, antecedentes ginecoldgicos de malformacgdes ute-
rinas e intervengdes sobre o colo uterino e contracecgao.

Nos antecedentes obstétricos registou-se a existéncia de histéria de
esterilidade e a duragdao da mesma, o fato de a gravidez em causa ter sido
espontdnea ou obtida por PMA (e nestes casos o tipo de inducdo efetuado:
indutores da ovulacdo, fertilizagdo in-vitro - FIV, injecdo intracitoplasmatica
de esperma - ICSI), a paridade, os partos anteriores a termo e pré-termo,
bem como a IG de ocorréncia destes.

Na vigilancia da gravidez foram incluidas as seguintes variaveis: local

de vigilancia (categorizado em sem vigilancia, centro de saulde, centro e
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salde e maternidade em rede de referéncia, maternidade, outro hospital,
médico privado, outro pais), realizacao de diagndstico pré-natal, vigilancia
ecografica, patologia fetal e do liguido amniético, valor do comprimento
cervical no 2° trimestre, resultado de colheitas de exsudado vaginal no 2°©
trimestre e de pesquisa de Streptococcus do grupo B.

As complicacdes durante a gravidez foram registadas como presentes
(e neste caso registada a IG da ocorréncia) ou ausentes nas seguintes va-
ridveis: ameaca de abortamento, metrorragias, ameacga de parto pré-termo
(APPT), infecOes do trato urinario (ITU), outras infecdes sistémicas ou loco-
regionais, anemia, doencgas hipertensivas, diabetes gestacional, outras do-
encas maternas, patologia fetal e patologia do liquido amnidtico e a ocor-
réncia de RPMPT.

Os dados do internamento incluiram a proveniéncia (categorizado em
iniciativa propria pela urgéncia, centro de saude, outros hospitais ou médico
particular), a IG e o motivo do internamento (categorizado em APPT, PPT,
RPMPT), resultado de colheitas de exsudado vaginal, a determinagao do
comprimento cervical e o seu valor, o resultado da urocultura e o valor da
proteina C reativa (PCR), leucdcitos e velocidade de sedimentacdo (VS).

A medicagdao durante a gravidez/internamento incluiu o registo de
corticoterapia para maturacao pulmonar (a IG e se o ciclo foi completo ou
incompleto) e de antibioterapia (se realizada e qual o antibiético usado).

O prolongamento da gravidez foi registado no nimero de dias desde
a data do internamento até ao parto.

Nos dados do parto foram incluidos a IG da sua ocorréncia, a apre-
sentacao fetal, o tipo de parto, as indicagbes das cesarianas no caso de ter
sido esta a via do parto categorizadas em estado fetal ndo tranquilizador
(EFNT), nao progressao da dilatacao (NPD), inducao falhada (IF), incompa-

tibilidade feto-pélvica (IFP), apresentacao pélvica, outros motivos (OM) e
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indicacdo materna (IM). Foi também registado o sexo e peso do recém-nas-
cido bem como os indices de APGAR ao 19, 5° e 10° minutos de vida, e a
existéncia de complicacdes no parto.

Os dados da placenta referem-se aos resultados do estudo bacterio-
légico e histopatoldgico das mesmas.

Como complicagbes no puerpério registaram-se a anemia (com ne-
cessidade ou ndo de transfusdo), deiscéncia de sutura, endometrite e outras
complicagoes.

Os dados do recém-nascido incluiram admissdo ou ndao na Unidade de
Cuidados Intensivos Neonatais (UCIN), mortalidade neonatal (precoce e
tardia) e morbilidade neonatal, categorizada em neuroldgica, respiratéria
(dentro da qual foi analisada, em particular, a ocorréncia de sindrome de

dificuldade respiratéria - SDR), gastrointestinal e infeciosa.

1.3. Analise estatistica

Foi realizada uma caracterizacao global da amostra de 1.432 mulhe-
res cujos partos ocorreram antes das 37 semanas, considerando os para-
metros relativos aos dados demograficos, antecedentes pessoais, antece-
dentes obstétricos, vigilancia da gravidez, complicacdes durante a gravidez,
dados do internamento, medicacdao durante a gravidez, prolongamento da
gravidez, dados do parto, dados da placenta, complicacdes no puerpério e
dados do recém-nascido. As variaveis categoricas foram caracterizadas por
intermédio de frequéncias absolutas e relativas e as variaveis continuas fo-
ram caracterizadas recorrendo a média, mediana, desvio padrdo, quartis,

minimo e maximo.
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Como foram analisados processos relativos a um periodo longo de
tempo (10 anos, entre 2003 e 2012) procedeu-se a uma analise evolutiva
de cada parametro observado ao longo dos anos. Esta analise foi feita com
recurso ao teste Qui-Quadrado for trend, no caso em que se pretendeu tes-
tar a existéncia ou ndao de uma tendéncia linear nas proporcoes observadas
ao longo dos anos.

Posteriormente as gravidas foram divididas em dois grupos, com e
sem RPMPT, e foram comparados em relagdao a todos os pardmetros menci-
onados acima. Esta analise foi efetuada para a prematuridade global e para
a prematuridade precoce (IG ao parto <34 semanas), em particular. A nor-
malidade da distribuicdo dos valores das varidveis continuas e a igualdade
das suas variancias foram testadas usando o teste Kolmogorov-Smirnov e o
teste de Levene. Quanto as variaveis categoricas, as diferencas das propor-
coes entre os grupos foram avaliadas recorrendo ao teste Qui-Quadrado.
Quanto as variaveis continuas, o teste T foi usado para comparar médias
dos grupos. Quando os pressupostos do teste T nao foram satisfeitos, con-
siderou-se o teste Mann-Withney para comparar a distribuicdao dos valores
das variaveis continuas. Foram posteriormente determinados os fatores as-
sociados a parto em IG anterior as 34 semanas, nos subgrupos de mulheres
com PPT e RPMPT. Fez-se uma analise univariavel em que se analisou a as-
sociacdo entre ter um parto antes das 34 semanas e os parametros relati-
vos aos dados demograficos, antecedentes pessoais, antecedentes obstétri-
cos, vigilancia da gravidez, complicacbes durante a gravidez, dados do in-
ternamento, medicacao durante a gravidez e prolongamento da gravidez.
Por fim construiu-se um modelo de regressao logistica para determinar
quais os fatores que tém uma associacao significativa com a ocorréncia de
partos em IG anteriores as 34 semanas e na ocorréncia de RPMPT em IG

<34semanas. O risco de ocorréncia de parto pré-termo ou RPMPT anterior
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as 34 semanas associado a cada fator foi estimado por intermédio do Odds
Ratio e respetivo intervalo de confianca a 95%. Um modelo idéntico de re-
gressao logistica foi efetuado para determinar quais os fatores com efeito
significativo na morbilidade dos RN.

O nivel de significancia utilizado nesta analise foi de 5%. Recorreu-se

ao software estatistico SPSS® v19.0.0.2.

2. Estudo genético

2.1. Constituicao da amostra

Para o estudo genético foram selecionadas as mulheres com parto
pré-termo precoce associado a RPMPT (RPMPTP). Das 216 mulheres inclui-
das neste grupo, optou-se por incluir apenas as dos ultimos 4 anos em fa-
vor do aumento da adesao. Assim, foram contactadas 61 mulheres para
participarem no estudo, das quais 22 aceitaram, o que perfaz uma taxa de
adesdo de 36%. Apds esclarecimento, as 22 mulheres assinaram o respeti-
vo consentimento informado para colheita de sangue periférico e para inclu-
sao dos dados numa folha de dados informatizada. Foi efetuada a colheita
de 6 ml de sangue periférico para tubos de EDTA e 2,5 ml para tubos Pax-
Gene.

Para avaliacao dos resultados, foram contatadas 102 mulheres sem
antecedentes de partos pré-termo para servirem de controlos. Todas aceita-
ram participar no estudo, tendo-lhes sido colhido sangue periférico apds es-

clarecimento e assinatura do consentimento informado.
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2.2. Analise da amostra

2.2.1. Extracao de DNA

O DNA utilizado neste estudo foi previamente extraido do sangue pe-
riférico, através do método de fenol-cloroféormio para remogao dos contami-
nantes proteicos, seguido de precipitacao por etanol. O pellet de DNA obtido
apos a precipitacdo, foi dissolvido em tampdo Tris-EDTA a concentracao
adequada para futuras analises. As amostras de DNA extraido foram guar-

dadas a 4°C previamente a sua utilizagao.

2.2.2. Quantificagcao do DNA

Para determinar a concentracao e qualidade do DNA (Moore et al,
1997), foi medida a densidade 6tica a 260nm (DO260) para avaliar a quanti-
dade de DNA, e a 280nm (DO2s0) para estimar a contaminagdo proteica. A
razao DO260/DO280 deve estar entre 1,5 e 2 - 0 grau de pureza aceitavel
para analises posteriores. Todas as analises foram efetuadas no Espetrofo-
tometro ND-1000 (Nano Drop® ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Inc.,

Wilmington, USA).
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2.2.3. Genotipagem do DEFB1/HBD1

Todas as amostras (22 casos e 102 controlos) foram genotipadas
para os SNPs rs11362 (c.-20G>A), rs1800972 (c.-44G>C) e rs1799946 (c.-
52G>A), utilizando TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), recorrendo a tecnologia de PCR em tempo real.

Estes ensaios TagMan® SNP Genotyping utilizam uma sequéncia-
especifica, marcada com uma sonda de oligonucleotideos fluorescentes
denominada sonda TagMan®. Este ensaio explora a atividade 5’exonu-
clease de determinadas polimerases termoestaveis, como a Tag ou a
Tth. A sonda contém um reporter na sua extremidade 5’ e um quencher
na extremidade 3’. Quando intacta, a fluorescéncia do reporter é supri-
mida devido a sua proximidade com o quencher. Durante a etapa com-
binada de annealing e extensao da reacao de amplificacao, a sonda liga-
se ao alvo e a atividade da enuclease dsDNA-especifica 5->3" da Tag
cliva o reporter. Esta clivagem resulta na separacao do reporter e do
qguencher, sendo o sinal fluorescente emitido proporcional a quantidade
de produto amplificado na amostra.

As vantagens de usar sondas TagMan® incluem a especificidade e
a possibilidade de realizar multiplas reagcdes na mesma amostra, sendo a
maior desvantagem o custo associado.

As reacdes de amplificacao foram efetuadas usando 20ng de DNA
gendmico, combinado com 20X ensaio TagMan® SNP Genotyping (mix
do primer forward, primer reverse, sonda 6FAM™ dye-MGB e sonda

VIC® dye-MGB) e 2X TagMan® Genotyping Master Mix, de acordo com
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as instrucdes de otimizacao do fabricante. As amostras foram analisadas
no ABI 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), utilizando 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 60 segun-

dos a 60°C.

2.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada com recurso ao GraphPad Prism
v.5.® para determinar se as frequéncias dos SNPs em analise estavam
de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando os testes x2 ou
exato de Fisher’ com tabelas de contingéncia. Um valor de p<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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IV. RESULTADOS
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1. Caracterizacdao da prematuridade espontanea

1.1. Anadlise do parto pré-termo com e sem rotura prematura de

membranas

1.1.1. Dados demograficos e antecedentes maternos

Os dados demograficos incluiram idade, estado civil, profissdo e resi-

déncia.

Quanto a idade materna, ndo se verificam diferencas significativas ao
longo dos anos, nem os grupos (PPTe vs RPMPT) foram diferentes entre si,
quer para a prematuridade global (29,4+5,6 vs 29,9+5,5 anos; p=0,063)
guer para a prematuridade precoce (29,9+5,2 vs 29,5+5,6 anos; p=0,46) -

Figura 2.

40

30 —_—

Idade

20

I ) I )
RPMPT <37sem PPTe <37 sem RPMPT <34 sem PPTe <34 sem

Figura 2 - Idade nas gravidas (média£DP) com PPT esponténeo global e precoce, com e sem RPMPT.
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Quanto ao estado civil, nao existiram diferencas significativas, quer
em relagao a evolugao ao longo dos anos para cada categoria em cada gru-
po, nem os grupos (PPTe vs RPMPT) foram diferentes entre si, quer para a

prematuridade global (p=0,117) quer para a prematuridade precoce

p=0,89) - Figura 3.

100%
75%
50%

25%

RPMPT <34sem
0% PPTe <34sem

RPMPT <37 sem
PPTe <37sem

B Casada Bl N&o-casada

Figura 3 - Estado civil das gravidas com PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.

No que respeita a profissao, ndo se registaram diferencas significati-
vas, quer em relacdo a evolucdo ao longo dos anos para cada categoria em
cada grupo, nem os grupos (PPTe vs RPMPT) foram diferentes entre si, quer

para a prematuridade global (p=0,082) quer para a prematuridade precoce

p=0,19) - Figura 4.
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Figura 4 - Emprego nas gravidas com PPT esponténeo global e precoce, com e sem RPMPT.

No que a residéncia diz respeito ndo se registaram diferencas signifi-
cativas, quer em relacdo a evolucdao ao longo dos anos para cada categoria
em cada grupo, nem os grupos (PPTe vs RPMPT) foram diferentes entre si,

quer para a prematuridade global (p=0,082), quer para a prematuridade

precoce (p=0,44).

Nos antecedentes familiares, existe uma tendéncia linear significativa
para o aumento da presenca de antecedentes familiares patoldgicos no seu
global ao longo dos anos, principalmente no ultimos anos, no grupo das
RPMPTP (p=0,002). Os grupos (PPTe vs RPMPT) nao foram diferentes entre
si, quer para a prematuridade global (p=0,122) quer para a prematuridade

precoce (p=0,499) - Figura 5.
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Figura 5 - Registo, em valor percentual, de antecedentes familiares patoldgicos nas gravidas com PPT espon-
taneo global e precoce, com e sem RPMPT.

Os antecedentes pessoais registados, nao foram significativamente
diferentes entre os dois grupos (PPTe vs RPMPT), quer para a prematurida-

de global, quer para a prematuridade precoce - Figura 6.
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PPTe <37sem
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PPTe <34sem 7 == |

p=1,0 p=0,19 p=0,63 p=0,77 p=0,15 p=1,0 p=0,64

RPMPT <34sem

[ Doengas renais [l Doengas cardiovasc [l Pat. enddcrina [l Doengas psiquiatricas [l Doencas Sistémicas [l DST
[l Tabagismo

Figura 6 - Registo, em valor percentual, de antecedentes pessoais patoldgicos nas gravidas com PPT espontaneo
alobal e precoce, com e sem RPMPT.
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Nao se registaram diferencas significativas entre os grupos (PPTe vs
RPMPT), na prematuridade global e precoce, no que respeita a antecedentes

de esterilidade ou gravidez induzida - Tabela 1.

Tabela 1 - Antecedentes de esterilidade nas gravidas com PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.

Antecedentes Obstétricos

PPT <37sem PPT <34 sem
PPTe RPMPT P PPTe RPMPT P

Esterilidade Sim n (%) 21(4,8) 33(5,8) 0,467 7 (6,5) 6(4,8) 0,569

Esterilidade (duragdo) Média + DP 5,5+3,8 5,1+4 0,584 5,0+1,0 5,2+3,7 0,879

Grav. Induzida Sim n (%) 13(2,2) 19 (2,3) 0,908 4 (3,2) 4(1,9) 0,471
Ind. Ovulacgo n (%) 5(38,5 8 (42,1) 1 (25) 1 (25)

Grav. Induzida (tipo) FIV n (%) 4(30,8) 7(36,8) 0,815 2 (50) 1(25) 1,000
IcSI n (%) 4(30,8) 4(21,1) 1 (25) 2 (50)

Quanto a paridade, nas RPMPTY verificaram-se significativamente
mais nuliparas, dados que ndo foram significativamente diferentes entre os

dois grupos (PPTe vs RPMPT) na prematuridade precoce - Figura 7.

0% 25% 50% 75% 100%

B Nuliparas B Multiparas

PPTe < 37sem

RPMPT <37sem

PPTe < 34sem

RPMPT <34sem

Figura 7 - Paridade das gravidas com PPT espontdneo global e precoce, com e sem RPMPT.
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O grupo das RPMPT tem uma percentagem significativamente menor
de antecedentes de PPT em gravidezes anteriores que os PPTe, quer na

prematuridade global quer na precoce - Tabela 2.

Tabela 2 - Antecedentes e idade gestacional dos partos prematuros ocorridos em gestages anteriores das gravidas
com PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.

Antecedentes Obstétricos

PPT <37sem PPT <34 sem
PPTe RPMPT P PPTe RPMPT P
PPTermo anterior n(%) 121 (20,3) 76 (9,1) <0,001 35 (28) 25(11,6)  <0,001
10 PPTermo (IG) Média£DP 33,6%3,0 34,4+2,3 0,121 33,943 34,82 0,213
20 PPTermo (IG) Média£DP 32,6%+3,4 32+4,6 1,000 34+£2 31,3%6 0,658

1.1.2. Dados relativos a vigilancia pré-natal

Dos parametros incluidos na vigilancia da gravidez, o local de vigi-
lancia foi significativamente diferente, p<0,001: as mulheres no grupo
PPTeP tém maior percentagem de vigilancia na maternidade (31,2 vs 12%),
e menor vigilancia no Centro de Saude (5,6 vs 14,8%), comparativamente
com as do grupo RPMPTP - Figura 8. Na prematuridade global essas diferen-

¢as nao se verificam.

0% 25% 50% 75% 100%

PPTe < 37sem

RPMPT <37sem

PPTe < 34sem

p<0,001 p<0,001

RPMPT< 34sem

Bl Sem vigilancia [ Centro Satude [ Centro Saude+Maternidade [l Maternidade [l Outro hospital [l Particular [l Exterior/outro Pais

Figura 8 - Local de vigilancia da gestagdo nas gravidas com PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.
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Quanto a realizacao de diagndstico pré-natal e técnicas invasivas, nao
existem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos - Tabela

3.

Tabela 3 - Realizagdo de diagndstico pré-natal e técnicas invasivas nas gravidas com PPT espontéaneo global e preoce,
com e sem RPMPT.

Vigilancia da Gravidez

PPT <37sem PPT <34 sem
P P
PPTe RPMPT PPTe RPMPT
Técnica invasiva Amniocentese n (%) 58 (9,7) 87 (10,5) 0,514 14 (11,2) 17 (7,9) 0,303

Quanto aos exsudados cervico-vaginais positivos no 2° trimestre, es-
tes nao foram significativamente diferentes entre os dois grupos (PPTe vs
RPMPT), quer para a prematuridade global, quer para a prematuridade pre-
coce. Ja a positividade para Streptococcus do grupo B foi significativamente
superior nas RPMPT, tanto na prematuridade global como na precoce - Tabe-

la 4.

Tabela 4 - Resultado de exsudado cervico-vaginal e pesquisa de Streptococcus grupo B nas gravidas com PPT
esponténeo global e precoce, com e sem RPMPT.

Vigilancia da Gravidez

PPT <37sem PPT <34 sem

PPTe RPMPT P PPTe RPMPT
Exsudado cervico-vaginal positivo n (%) 19(43,2) 10(33,3) 0,394 5(41,7) 2 (18,2) 0,371
Pesquisa de Streptococcus grupo B n(%) 17(16,3) 54(33,1) 0,002  1(59)  18(66,7) <0,001

positivo

O inicio da vigilancia ecografica e a ocorréncia de patologia fetal nao
foram significativamente diferentes entre os dois grupos (PPTe vs RPMPT),
quer para a prematuridade global, quer para a prematuridade precoce. O

valor do comprimento cervical foi significativamente superior nas RPMPTY,
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enquanto a IG da sua determinagao foi significativamente inferior nas

RPMPT, tanto na prematuridade global como na precoce - Tabela 5.

Tabela 5 - Realizagdo de vigilancia ecografica e presenga de patologia fetal nas gravidas com PPT espontédneo com e

sem RPMPT.
PPT <37sem PPT <34 sem
PPTe RPMPT P PPTe RPMPT P
13 Eco (semana) Média+DP 13+4,5 12,6+4,2 0,060 12,9+4 13,7+4 0,406
Sem Patologia n(%) 550 (92,4) 772 (92,3) 116 (93,5) 199 (92,1)
RCIU n(%) 18 (3) 19 (2,3) 3(2,4) 8(3,7)
Patologia fetal Dilat. pielica n(%) 10 (1,7) 15 (1,8) 0,906 2(1,6) 1 (0,5) 0,686
Malformagao n(%) 11 (1,8) 21 (2,5) 1(0,8) 5(2,3)
Outras n(%) 6 (1) 7 (0,8) 2(1,6) 2(0,9)
Comp. Cervical (mm) Média+DP 27,4+9,2  30,9%9,5 0,035 25,4+9,3  30,4+11,2 0,102
Det. Comp. Cervical (IG) Média+DP 29+5 27+5 0,033 29,64 25,45 <0,001

O peso e IMC inicial e final, bem como o ganho ponderal, foi significa-
tivamente mais baixo nos PPTed. Na prematuridade precoce, ndo se regista-
ram diferencas significativas entre os dois grupos (PPTe vs RPMPT) - Tabela

6.

Tabela 6 - Valor médio da altura, peso e IMC inicial e final e ganho de peso nas gravidas com PPT esponténeo global e
precoce, com e sem RPMPT.

PPT <37sem PPT <34 sem
PPTe RPMPT P PPTe RPMPT P
Altura (m) Média + DP 160,6£6,5 160,8+6,3 0,699 160,6£6 160,96 0,674
Peso inicial Média + DP 60,2+10,6 62,8+12,0 <0,001 60,7+12 61,7+11,4 0,547
IMC inicial Média + DP 23,3£3,9 24,3%+4,5 <0,001 23,5+4,6 23,7+4,2 0,728
Peso final (Kg) Média + DP 70,5+11 73,7+12,3 <0,001 70,1+12,3  71,2%11,7 0,467
IMC final Média + DP 27,3%+4,1 28,5+4,6 <0,001 27,2+4,5 27,4+4,7 0,739
Ganho Média + DP 10,5+4,6 11,1£4,9 0,029 9,8+4,9 9,4%5,4 0,577

As complicacoes durante a gravidez foram registadas como pre-

sentes (e neste caso registada a IG da ocorréncia) ou ausentes.
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As mulheres dos grupos PPTe? e PPTeP tém mais complicacdes na gra-
videz - 33 vs 28% (p=0,019) e 66 vs 22% (p<0,001), respetivamente. Nos
PPTeP também se verifica uma tendéncia linear significativa para o aumento
da sua ocorréncia ao longo dos anos (p=0,015), sendo que 0 mesmo nao se
verifica no grupo das RPMPTP (p=0,224). As gravidas com PPTe? tém uma
percentagem significativamente superior de APPT (p<0,001) e, consequen-
temente, de internamentos anteriores (p<0,001) que as RPMPT9. Nos PPTeP,
além de significativamente mais APPT (p<0,001) e internamentos anterio-
res (p<0,001), também se registaram mais ITU (p=0,022) e diabetes ges-
tacional (p=0,013).

Apesar de ndo existirem diferencas entre os grupos na ocorréncia de
metrorragias, estas tendem a ser mais precoces tanto nas mulheres do gru-

po RPMPTY (p=0,015), como no RPMPTP (p=0,011) - Figura 9 e Tabela 7.
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11,4 11,2 11,2
10 * *
8,8
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6,7
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5,1 5 >.6 5 46 5
4,2 4 4,2
3,2 3,2
2,4 28 2,
1,9 % 2 1, 1,8 1,
1,2 0,9
0,
Ameaca Aborto Metnrrragias APPT Iy Outras infecbes Anemia Diabetes Gestacional
B PPte <37 sem B RPMPT <37 sem I PPTe <34 sem RPMPT <34sem

Figura 9 - ComplicagBes registadas no decurso da gestagdo nas gravidas com PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.
(*p<0,05)
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Tabela 7 - Idade gestacional de ocorréncia de complicagGes registadas no decurso da gestagdo nas gravidas com PPT
espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.

Complicagdes durante a Gravidez

PPT <37sem PPT <34 sem
P P
PPTe RPMPT PPTe RPMPT
Metrorragias (1° IG) Média£DP 20+8 15+7 0,015 22,9+7 14,4+7 0,011
APPT (1° IG) Média+DP 31+3 31+£3 0,631 29,944 29,1+£3 0,364
Inf. Urinaria (1° IG) Média£DP 23+8 22+7 0,631 22,1+7 19+6 0,374

As mulheres dos grupos PPTe? e PPTeP tém significativamente mais
episodios de internamentos durante a gravidez que as RPMPTY9 e RPMPTP
(17,8 e 36,8 vs 8,6 e 10,2%; p<0,001 e p<0,001, respetivamente). Existe
uma tendéncia linear significativa para o aumento do numero destes inter-
namentos ao longo dos anos (p=0,009), sendo que a IG destes ndo é signi-

ficativamente diferente nos dois grupos - Tabela 8.

Tabela 8 - Internamentos anteriores e IG da sua ocorréncia no decurso da gestagdo nas gravidas com PPT espontaneo
global e precoce, com e sem RPMPT.

Complicagoes durante a Gravidez

PPT <37sem PPT <34 sem
P P
PPTe RPMPT PPTe RPMPT
;Tt‘zrr’i‘jrme”tc’ Sim n (%) 106 (17,8) 72 (8,6) <0,001  46(36,8) 22(10,2) <0,001
IG Internamento L
antenier MédiaDP 28+7 2847 0,679 26,617 25,546 0,305

1.1.3. Dados relativos ao internamento que culminou no parto

Os dados do internamento incluiram a proveniéncia, a IG, o motivo
do internamento, o resultado das colheitas de exsudado vaginal, o resultado
da determinacao de comprimento cervical, o resultado da urocultura, o va-

lor da PCR, leucdcitos e VS.
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Quanto a proveniéncia, as diferencas observadas entre os grupos sao
estatisticamente significativas, p<0,001.

As mulheres no grupo PPTed tém maior percentagem de proveniéncia
da consulta da maternidade (5,5 vs 2,8%) e de médico privado (5,7 vs
2,5%), mas menor percentagem de proveniéncia de outros hospitais (12,9
vs 16,6%), comparativamente com as do grupo RPMPT? - Tabela 9.

No grupo PPTeP ha maior percentagem de proveniéncia da materni-
dade, quer da consulta (5,6 vs 1,4%) quer da urgéncia (62,4 vs 37%), mas
menor percentagem de proveniéncia de outros hospitais (24,8 vs 56,5%),

comparativamente com o grupo RPMPTP - Tabela 9.

Tabela 9 - Proveniéncia das gravidas com PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.

p Rt
PPT <37sem PPT <34 sem
P p
PPTe RPMPT PPTe RPMPT
Urgéncia 423 (71,1) 618 (73,9) 78 (62,4) 80 (37)
Maternidade

Consulta 33 (5,5) 23 (2,8) 7 (5,6) 3(1,4)

Centro de Saude 28 (4,7) 35 (4,2) <0,001 2(1,6) 7 (3,2) <0,001

Outros Hospitais 77 (12,9) 139 (16,6) 31 (24,8) 122 (56,5)

Particular 34 (5,7) 21(2,5) 7 (5,6) 4(1,9)

As mulheres do grupo RPMPTP sdo internadas significativamente mais
cedo que as do PPTeP - 30,2+2,7 vs 32,9+3,4 semanas (p<0,001) - Figura

10.
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Figura 10 - Média e desvio padrdo da idade gestacional ao internamento nas gravidas com PPT espontdneo global
e precoce, com e sem RPMPT (em semanas).

No que respeita a positividade dos exsudados efetuados e aos ger-

mens identificados, apenas indicado para a prematuridade precoce dado a

global incorporar as IG tardias onde nao é protocolo efetuar estas colheitas,

nao ha diferencas significativas - Tabela 10.

Tabela 10 - Gérmens identificados nos exsudados vaginais positivos ao internamento nas gravidas com PPT espontdneo

global e precoce, com e sem RPMPT.

PPT <34 sem

p
PPTe RPMPT
n(%) 4 (26,7) 36 (36,4) 0,463
Candida albicans n (%) 0 (0) 5(13,9)
Chlamydia trachomatis n (%) 0 (0) 2 (5,6)
Escherichia coli n (%) 1(25) 1(2,8)
Gardnerella vaginallis n (%) 0 (0) 1(2,8)
0,072
Mobilluncus sp n (%) 1(25) 0 (0)
Ureaplasma urealyticum/Mycoplasma n (%) 1(25) 22 (61,1)
Streptococcus grupo B n (%) 1(25) 5(13,9)

As mulheres com RPMPTP tém, em média, um comprimento cervical

significativamente superior as dos PPTeP 27,3 vs 15,4 mm (p<0,001), dado

apenas indicado para a prematuridade precoce pelo mesmo motivo exposto

no paragrafo anterior.
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Quanto a positividade da urocultura e ao gérmen identificado, nao
existem diferencas significativas - 5,4 nas RPMPTP vs 3,1% nos PPTeP

(p=0,704) - Tabela 11.

Tabela 11 - Gérmens identificados nas uroculturas positivas ao internamento nas gravidas com PPT espontédneo com e

sem RPMPT.
PPT <34 sem
PPTe RPMPT P
n(%) 4 (26,7) 36 (36,4) 0,463
Escherichia coli n (%) 1 (100) 4 (50)
Klebsiella pneumoniae n (%) 0(0) 3(37,5) 1,000
Proteus Mirabillis n (%) 0(0) 1(12,5)

No que toca ao valor da PCR, as mulheres com roturas de membra-
nas tem tendéncia a ter valores significativamente mais baixos que as gra-
vidas sem rotura, quer nas RPMPT9 (2,19+3,6 vs 1,15+1,5 mg/L;
p<0,001), quer nas RPMPTP (1,5+2,0 vs 3,1+5,1 mg/L; p=0,005) - Figura

11.
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Figura 11 - Média e desvio padrdo da PCR ao internamento nas gravidas com PPT espontaneo global e precoce,
com e sem RPMPT.
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Os valores dos leucdcitos sao significativamente mais baixos nas
RPMPT?9 quando comparados com os PPTe9 (12,4+3,7 vs 13,3+5,8x10°/L;
p=0,005), mas ja ndo o sdao nas RPMPTP quando comparados com os PPTeP

(13,6%4,2 vs 13,6+3,9x10°/L; p=0,436) - Figura 12.

Leucdcitos
]
1

1 1 1 1
PPTe <37sem  RPMPT <37sem  PPTe <34sem  RPMPT <34sem

Figura 12 - Média e desvio padrdo dos leucdcitos ao internamento nas gravidas com PPT espontaneo global
e precoce, com e sem RPMPT.

Quanto aos valores da VS, ndo existem diferencgas significativas entre
os seus valores médios, quer nas RPMPTY e PPTe9 (49,9+23,2 vs
45,5+19,1; p=0,108), quer nas RPMPTP e PPTeP (50,6+29,8 vs 45,9+20,1;

p=0,761) - Figura 13.
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PPTe <37sem  RPMPT <37sem  PPTe <34sem  RPMPT <34sem

Figura 13 - Média e desvio padrdo da VS ao internamento nas gravidas com PPT espontaneo global e
precoce, com e sem RPMPT.
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A medicacao efectuada incluiu o registo de corticoterapia para ma-
turacdo pulmonar e de antibioterapia. Também aqui apenas indicamos os
dados para a prematuridade precoce dado a global incorporar as IG tardias

onde nado é protocolo efetuar esta medicacao.

As mulheres do grupo RPMPTP tém uma significativa maior percenta-
gem de realizagao de corticoterapia (93,1 vs 51,2%; p<0,001), cuja admi-
nistragao tende a ser realizada em IG significativamente mais tardias,

quando comparadas com os PPTeP - Figura 14 e Tabela 12.

100 p<0,001

p<0,001
93,1
” 83,3
50
25
0
Corticoterapia Antibioterapia
I PPTe < 34 sem RPMPT < 34sem

Figura 14 - Registo de administragdo de corticoides e antibidticos no decurso da gestagdo nas gravidas com PPT espon-
taneo precoce com e sem RPMPT.

As mulheres do grupo RPMPTP tém a maior percentagem de realiza-
cao de antibioterapia (83,3 vs 34,4%; p<0,001) - Figura 14 - sendo a am-
picilina ou a combinagao ampicilina+gentamicina os esquemas mais utiliza-

dos.
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Tabela 12 - Realizagdo de medicagdo nas gravidas com PPT espontdneo global e precoce, com e sem RPMPT.

a) Corticdides

PPT <34 sem

p
PPTe RPMPT
Corticdides (IG) Média+DP 29,4+£3 30,23 0,040
1 n (%) 11 (17,2) 41 (20,4)
Corticéides (tomas) 0,595
2 n (%) 52 (81,3) 159 (79,1)

As mulheres com RPMPTP tém um prolongamento da gravidez sig-

nificativamente superior aos PPTeP (62 vs 26,4%, p<0,001) - Figura 15.
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Figura 15 - Prolongamento da gravidez, em dias, apds internamento nas gravidas com
PPT espontaneo precoce, com e sem RPMPT.

1.1.4. Dados relativos ao parto e puerpério

Nos dados do parto, e quanto a IG da sua ocorréncia, esta tende a
ser: mais precoce no grupo RPMPT9 (34,2+2,3 vs 34,3+2,6 semanas;
p=0,002), com maior taxa de cesarianas (31,3 vs 18,5%; p<0,001), nome-
adamente por EFNT (31,4 vs 20,9%; p=0,001); mais tardia no grupo
RPMPTP (30,9+2,3 vs 30,1+2,7 semanas; p=0,008), com maior taxa de ce-

sarianas (50,9 vs 23,2%; p<0,001), nomeadamente por EFNT (35,5 vs

13,8%; p=0,031) - Figuras 16 a 18.
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Figura 16 - Idade gestacional ao parto nas gravidas com PPT esponténeo global e precoce, com e sem RPMPT
(em semanas).
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Figura 17 - Taxa de cesarianas nas gravidas com PPT espontaneo global e precoce, com e sem
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Figura 18 - Indicagdo operatéria na prematuridade global e precoce, com e sem RPMPT.
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Quanto aos dados do RN, ndao existem diferengas quanto ao sexo fe-
tal, peso ao nascimento e indice APGAR <5 ao 1° e <7 ao 5° minuto de vida

- Tabela 13.

Tabela 13 - Dados relativos ao recém-nascido - sexo, peso ao nascer e indices de APGAR.

Parto
PPT <37sem PPT <34 sem
PPTe RPMPT P PPTe RPMPT P
Sexo RN Masculino n (%) 333 (56,2) 443 (53,3) 0,288 66 (53,2) 120 (56,3) 0,580
Peso RN (gr) Média£DP 2470+621 2420+590 0,124 1622+528 1713497 0,115
APGAR 1°min <5 n (%) 19 (3) 32 (3,9) 0,847 10 (8,5) 22 (18,8) 0,248
APGAR 5%°min <7 n (%) 10 (1,7) 9(1,1) 0,559 6 (5,2) 6 (2,9) 0,465

Os dados da placenta ndo apresentam diferengas significativas -

Tabela 14.

Tabela 14 - Estudo bacterioldgico e histoldgico da placenta nos PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.

Placenta
PPT RPMPT p
Estudo Bacterioldgico Positivo n(%) 4(13,3) 3(4,5) 0,200
Estudo Histoldgico Fez n(%) 91 (74,6) 160 (74,1) 0,917

No que respeita a complicagdées no puerpério, verificou-se que o
grupo das RPMPT apresenta mais complicagdes no total, quer na prematuri-
dade global (7,3 vs 4,3%; p=0,014), quer na prematuridade precoce (12 vs

4%; p=0,019), mas nenhuma complicacdo especifica - Figura 19.
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Figura 19 - ComplicagGes registadas no puerpério de PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.

1.1.5. Dados neonatais

A admissao na UCIN, nos partos com e sem RPMPT, foi idéntica na
prematuridade global e precoce - Figura 20.

Verificou-se existirem diferengas significativas nos dados do recém-
nascido: os PPTe9 apresentam significativamente mais morbilidade neona-
tal (16,2 vs 12,2%; p=0,032), a custa de superior morbilidade neuroldgica
(4,7 vs 2,8%; 0,048); os PPTeP apresentam taxas superiores de morbilidade
neonatal (46,7 vs 32,1%; p=0,008), em particular neurolégica (19,7 vs

8,8%; p=0,004) e SDR (42,4 vs 29,6%; p=0,017) - Figura 21.
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Figura 20 - Taxa de admissGes na UCIN em PPT espontaneo global e precoce, com e sem
RPMPT.
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Figura 21 - Mortalidade e morbilidade neonatal dos PPT espontaneo global e precoce, com e sem RPMPT.
(*p<0,05)

1.2. Fatores associados a parto pré-termo precoce com e sem rotura

prematura de membranas

Perante as diferencas nos resultados, efectudmos uma anadlise no

sentido de identificar fatores associados ao PPT precoce com e sem RPMPT.

No caso de PPTeP, a andlise efectuada determinou que a existéncia de
complicagcdes durante a gravidez (nomeadamente metrorragias, diabetes

gestacional e internamentos anteriores) estdo associados a um risco superi-

or da sua ocorréncia - Tabela 15.
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Tabela 15 - Fatores associados a parto prematuro espontaneo precoce sem RPMPT.

OR (IC95%)

p-Valor
OR LI LS
Complicagdes durante grav.: Metrorragias 0,022 2,796 1,157 6,758
Complicagdes durante grav.: Intern. Anterior 0,002 2,260 1,342 3,806
Complicacdes durante grav.: D. gestacional 0,001 4,242 1,870 9,627

Quando as mulheres nao trabalham, sdo provenientes de outros hos-
pitais e apresentam valores de leucdcitos a entrada iguais ou superiores a
13x10°/L, tém uma probabilidade aumentada de RPMPTP. Pelo contrario, o

fato de terem na gravidez uma APPT, estd associado a um risco inferior -

Tabela 16.
Tabela 16 - Fatores associados a parto prematuro espontdneo precoce com RPMPT.
OR (IC95%)
p-Valor
OR LI LS

D. Dem.: Trabalho ndo renumerado 0,005 4,230 1,540 11,618
Proveniéncia: Outros hospitais <0.001 12,202 5,193 28,670
Durante internamento: Leuc >= 13 0,002 2,990 1,475 6,064
Complicagdes durante grav.: APPT <0.001 0,100 0,030 0,330

1.3. Fatores associados a morbilidade neonatal

Perante as diferencas nos resultados neonatais, efectudmos uma ana-
lise no sentido de identificar fatores associados a morbilidade neonatal nos

PPTeP e RPMPTP, entre as varidveis consideradas anteriormente.
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Nos resultados neonatais verificdamos que existiam diferengas signifi-
cativas, entre os PPTeP e RPMPTP, para a morbilidade neonatal no seu geral,
para a morbilidade neuroldgica e para a ocorréncia de SDR, sendo as taxas

de ocorréncia significativamente superiores no grupo do PPTeP.

No caso da morbilidade neonatal no seu geral, a regressao logistica
efectuada determinou que a presenca de RPMPTP se associa a uma diminui-
cao do risco, enquanto a existéncia de complicacdes na gravidez aumentam

1,6x o risco de morbilidade neonatal - Tabela 17.

Tabela 17 - Fatores associados a morbilidade neonatal

p-Valor OR (IC95%)

OR LI LS
Tipo de PPT: RPMPT (comparando com PPT)* 0,057 0,792 0,622 1,007
Presenga de Complicagdes durante grav. 0,048 1,610 1,004 2,582

No caso da morbilidade neurolégica, a regressao logistica efectuada
determinou que a presenca de RPMPTP se associa a uma diminuicao do risco
da sua ocorréncia, enquanto a toma de antibidticos ao internamento se as-

socia a um aumento de 2,7x do risco da sua ocorréncia - Tabela 18.

Tabela 18 - Fatores associados a morbilidade neonatal neuroldgica

val OR (IC95%)
p-Valor

OR LI LS
Tipo de PPT: RPMPT (comparando com PPT) 0,001 0,520 0,357 0,757
Medic. Grav.: Antibidticos 0,019 2,725 1,181 6,286

No caso do SDR, a regressao logistica determinou que a presenca de

RPMPTP estd associada a uma diminuicao do risco, enquanto a ameacga de
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abortamento durante a gravidez aumenta 4,1x o risco da sua ocorréncia-

Tabela 19.
Tabela 19 - Fatores associados a SDR
0,
p-Valor OR (IC95%)
OR LI LS
Tipo de PPT: RPMPT (comparando com PPT 0,015 0,751 0,596 0,947
Complicacoes durante grav.: A. Aborto 0,048 4,162 1,010 17,155

2. Estudo genético

2.1. Genotipagem do DEFB1/HBD1

Os SNPs c.-20G>A, c.-44G>C e c.-52G>A do gene DEFB1/HBD1 fo-
ram analisados em 22 mulheres com RPMPTP e em 102 controlos com par-
tos a termo.

As frequéncias genotipicas de todos os SNPs estudados estavam em

equilibrio Hardy-Weinberg, tanto nos casos como nos controlos.

2.1.1. SNP c.-20G>A

O resultado da andlise do SNP c.-20G>A do DEFB1/HBD1 apds a PCR

em tempo real estd representada na Figura 22 para o grupo das mulheres

com RPMPTP (A) e controlos (B).
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Figura 22 - Distribuigdo alélica para o ensaio c.-20G>A no grupo das RPMPTP (A) e nos controlos (B).

N3o se observaram diferencgas significativas nas frequéncias genotipi-
cas e alélicas do SNP c.-20G>A entre o grupo das RPMPTP e os controlos

(Tabela 20).

Tabela 20 - Frequéncia genotipica e alélica do SNP c.-20G>A.

SNP c.-20G>A RPMPT Controlos (n=101) valor de p e OR (IC95%)
n (frequéncia) n (frequéncia)
G/G 9 (0,409) 30 (0,297)
GENOTIPO G/A 12 (0,60) 58 (0,574) p=0,398

A/A 1 (0,045) 13 (0,128)
G 30 (0,682) 118 (0,584)

ALELO p=0,31; OR 0,66 (0,33-1,31)
A 14 (0,318) 84 (0,416)
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A andlise da distribuicdo das frequéncias dos genétipos e dos alelos
nas mulheres com RPMPT de acordo com os parametros idade da gravida,
IG da RPMPT, valor da PCR e leucdcitos, infecdo cervico-vaginal, IG ao parto
e morbilidade neonatal, encontra-se representada nas Figuras 23-27 e na
Tabela 21. Esta anadlise revelou que os recém-nascidos de mulheres porta-
doras do alelo A apresentam um efeito protetor na ocorréncia de SDR,

p=0,03 (OR=0,09; IC 0,01-0,66).

Idade gravida
T
Idade gravida

T T T T T
Gendtipo GG Gendtipo GA Gendtipo AA Alelo G Alelo A

Figura 23 - Distribuicdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-20G>A no grupo das RPMPTP, de acordo com a idade
da gravida.

IG RPMPT
IG RPMPT

L T T
Genétipo GG Genétipo GA Genotipo AA A‘E"O S Alefo A

Figura 24 - Distribuigdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-20G>A no grupo das RPMPT?, de acordo com a IG da
RPMPT.
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Figura 25 - Distribuicdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-20G>A no grupo das RPMPTP, de acordo com o valor
da PCR.
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Figura 26 - Distribuicdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-20G>A no grupo das RPMPTP, de acordo com o valor
dos leucdcitos.

20
35= o
g £ T .
5 —_—
g 8
S S B
8 8 . S—
30 o P— R
9 O = 29 ——— °
L] L L] L]
254
24
T T T T T
Genotipo GG Genotipo GA Genodtipo AA Alelo G Alelo A

Figura 27 - Distribuicdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-20G>A no grupo das RPMPT?, de acordo com a IG ao
parto.
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Tabela 21 - Distribuicdo de fatores clinicos de acordo com 0s gendtipos e alelos do SNP c.-20G>A, no grupo de
mulheres com RPMPTp (n=22).

Genétipos n(frequéncia) Alelos n(frequéncia)
G/G G/A A/A p G A p
Infegdo cervico-vaginal 3(0,33) 4 (0,33) 0 (0) 0,780 3(0,33) 4 (30,8) 1,000
Morbilidade neonatal 5 (0,56) 4(0,33) 0 (0) 0,41 5 (0,56) 4 (30,8) 0,380
Morbilidade neurolégica 1(0,11) 1 (0,09) 0 (0) 0,93 1(0,11) 1 (0,08) 1,000
Morbilidade respiratéria 5 (0,56) 5(0,71) 0 (0) 0,53 5 (0,56) 5 (0,38) 0,67
SDR 7 (0,78) 4(0,33) 0 (0) 0,078 7 (0,78) 3 (0,30) 0,03*
Morbilidade infeciosa 3 (0,33) 3 (0,25) 0 (0) 0,75 3(0,33) 3 (0,30) 0,66

*p<0,05

2.1.2. SNP c.-44G>C

O resultado da analise do SNP c.-44G>C do DEFB1/HBD1 apds a PCR
em tempo real esta representada na Figura 28 para o grupo das mulheres

com RPMPTP e controlos.

N3o se observaram diferencgas significativas nas frequéncias genotipi-

cas e alélicas do SNP c.-44G>C entre o grupo das RPMPTP e os controlos

(Tabela 22).

Tabela 22 - Frequéncia genotipica e alélica do SNP c.-44G>C.

RPMPT Controlos (n=102) valor de p e OR (IC95%)
SNP c.-44G>C
n (frequéncia) n (frequéncia)
G/G 0 (0) 2 (0,02)
GENOTIPO G/C 9(0,41) 32 (0,31) p=0,580
c/C 13 (0,591) 68 (0,67)
G 9 (0,205) 36 (0,18)
ALELO p=0,66; OR 0,83 (0,37-1,89)
C 35 (0,795) 168 (0,82)
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Figura 28 - Distribuigdo alélica para o ensaio c.-44G>C no grupo RPMPT (A) e controlos (B).

A analise da distribuicdo das frequéncias dos gendtipos e dos alelos
nas mulheres com RPMPTP de acordo com os parametros idade da gravida,
IG da RPMPT, valor da PCR e leucdcitos, infecdo cervico-vaginal, IG ao parto
e morbilidade neonatal, encontra-se representada nas Figuras 29-33 e na

Tabela 23. Esta analise nao revelou alteragdes significativas.

Tabela 23 - Distribuicdo de fatores clinicos de acordo com os genoétipos e alelos do SNP c.-44G>C, no grupo de
mulheres com RPMPTp (n=22).

Genétipos n(frequéncia) Alelos n(frequéncia)

G/G G/C c/C p G C p
Infegdo cervico-vaginal 0 (0) 3(0,33) 4 (0,31) 0,870 3(0,33) 7 (0,32) 1,000
Morbilidade neonatal 0 (0) 4(0,44) 5(0,38) 0,93 4 (0,44) 9 (0,41) 1,000
Morbilidade neuroldgica 0 (0) 0 (0) 2(0,15) 0,14 0 (0) 2 (0,09) 1,000
Morbilidade respiratéria 0 (0) 5(0,56) 5(0,38) 0,73 5(0,56) 5(0,23) 0,11
SDR 0 (0) 5(0,56) 6 (0,46) 0,91 5(0,56) 6 (0,38) 0,11

Morbilidade infeciosa 0 (0) 2(0,22) 4(0,31) 0,72 2(0,22) 4 (0,18) 1

*p<0,05
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Figura 29 - Distribuigdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-44G>C no grupo das RPMPT?, de acordo com a idade

da gréavida.
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Figura 30 - Distribuigdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-44G>C no grupo das RPMPTP, de acordo com a IG da

RPMPT.
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Figura 31 - Distribuigdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-44G>C no grupo das RPMPTP, de acordo com o valor
da PCR.
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Figura 32 - Distribuigdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-44G>C no grupo das RPMPTP, de acordo com o valor
de leucdcitos.
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Figura 33 - Distribuigdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-44G>C no grupo das RPMPTP, de acordo com a IG ao
parto.

2.1.3.SNP c.-52G>A

O resultado da analise do SNP c.-52G>A do DEFB1/HBD1 apds a PCR
em tempo real esta representada na Figura 34, para o grupo das mulheres

com RPMPTP e respetivos controlos.
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Figura 34 - Distribuicdo alélica para o ensaio c.-52G>A no grupo das RPMPT (A) e nos controlos (B).

Nao se observaram diferencas significativas nas frequéncias genotipi-
cas e alélicas do SNP c.-52G>A entre o grupo das RPMPTP e os controlos

(Tabela 24).

Tabela 24 - Frequéncia genotipica e alélica do SNP c.-52G>A.

RPMPT Controlos (n=101) valor de p e OR (IC95%)
SNP c.-52G>A
n (frequéncia) n (frequéncia)
G/G 4 (0,18) 34 (0,33)
GENOTIPO G/A 15 (0,68) 53 (0,52) p= 0,327
A/A 3 (0,14) 15 (0,15)
G 23 (0,52) 121 (0,59)
ALELO p=0,404; OR 1,33 (0,692-2,561)
A 21 (0,48) 83 (0,41)
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A andlise da distribuicdo das frequéncias dos genétipos e dos alelos
nas mulheres com RPMPTP de acordo com os pardmetros idade da gravida,
IG da RPMPT, valor da PCR e leucdcitos, infecdo cervico-vaginal, IG ao parto
e morbilidade neonatal, encontra-se representada nas Figuras 35-39 e na

Tabela 25. Esta andlise ndo revelou diferencas significativas.
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Figura 35 - Distribuigdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-52G>A no grupo das RPMPTP, de acordo com a idade
da gravida.

1G RPMPT
]
1
|
I
1G RPMPT
3
1

24 24~

T T T T T
Genétipo GG Genotipo GA Genctipo AA Alelo G Alelo A

Figura 36 - Distribuigdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-52G>A no grupo das RPMPT?, de acordo com a IG da
RPMPT.
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Figura 37 - Distribuicdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-52G>A no grupo das RPMPTP, de acordo com o valor
da PCR.
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Figura 38 - Distribuicdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-52G>A no grupo das RPMPTP, de acordo com o valor
dos leucdcitos.
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Figura 39 - Distribuicdo genotipica (A) e alélica (B) do ensaio c.-52G>A no grupo das RPMPTP, de acordo com a IG ao
parto.
Tabela 25 - Distribuicdo de fatores clinicos de acordo com os genétipos e alelos do SNP c.-52G>A, no grupo de
mulheres com RPMPTp (nh=22).
Genétipos n(frequéncia) Alelos n(frequéncia)
G/G G/A A/A p G A p
Infegdo cervico-vaginal 0 (0) 7 (0,47) 0 (0) 0,090 0 (0) 7 (0,39) 0,260
Morbilidade neonatal 1 (0,25) 6 (0,40) 0 (0) 0,54 1(0,11) 8 (0,80) 0,620
Morbilidade neurolégica 0(0) 1 (0,07) 0 (0) 0,27 0 (0) 2(0,11) 1,000
Morbilidade respiratéria 2 (0,50) 6 (0,40) 0 (0) 0,68 2 (0,50) 8 (0,80) 1
SDR 0(0) 9 (0,60) 0 (0) 0,09 0 (0) 11 (0,61) 0,09
Morbilidade infeciosa 0(0) 5 (0,50) 0 (0) 0,39 0 (0) 6 (0,33) 0,54
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2.1.4. Haplotipos

A analise dos haplotipos dos 3 SNP c.-20G>A, c.-44G>C e c.-52G>A
apresentam-se na Tabela 26. Ndo foram encontradas diferencas estatisti-

camente significativas na distribuicao dos haplotipos entre os grupos.

Tabela 26 - Frequéncias dos hapldtipos dos SNP do DEFB1 (-20G>A/-44G>C/-52G>A) em mulheres com RPMPTp e

controlos.
Haplotipos RPMPTP Controlos (n=102) p
GCA 0,477 0,404 0,372
ACG 0,318 0,408 0,269
GGG 0,204 0,168 0,566
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1. Selecao das amostras

1.1. Caraterizacao da prematuridade espontanea

Para esta caracterizagcdao escolhemos avaliar todos os casos de parto
pré-termo (24 semanas e 0 dias a 36 semanas e 6 dias), fazendo a carate-
rizacdo desta amostra global e simultaneamente da prematuridade precoce
(24 semanas e 0 dias a 33 semanas e 6 dias) dado considerarmos que a
prematuridade tardia (70,6% partos) poderia contribuir para um enviesa-
mento dos resultados globais, uma vez que a atitude clinica, os objetivos da
terapéutica e as consequéncias neonatais sdo distintas nestes dois interva-
los da idade gestacional. Na prematuridade precoce é universalmente aceite
um tratamento conservador, o que corresponde a um prolongamento da
gravidez no sentido de melhorar os resultados neonatais, o mesmo ja ndo
acontecendo na prematuridade tardia. Pareceu-nos ser uma amostra mais
homogénea e sem duvida o grupo mais preocupante em termos de mortali-

dade e morbilidade neonatal.

1.2. Estudo genético

A escolha da amostra para este estudo foi efetuada apods a anadlise da
caraterizacdo da prematuridade espontanea precoce e recaiu sobre o grupo
das RPMPTP por, na literatura e em comparagao com o grupo PPTeP, se asso-
ciarem a niveis mais elevados de inflamagdao amnidtica traduzida pela pre-
senca de defensina no liquido amnidtico (Buhimschi CS 2007, Buhimschi,
Rosenberg et al. 2008, Tambor, Kacerovsky et al. 2013). Todos os estudos
disponiveis na literatura incluiram partos pré-termo <37 semanas, mas

concluiram que as mulheres que apresentavam os biomarcadores protedémi-
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cos positivos, incluindo a defensina, manifestavam uma IG ao parto signifi-
cativamente mais precoce (média pelas 30-31 semanas) pelo que o estudo
do DEFB1/HBD1 nas RPMPTP se revelava adequado na amostragem do pre-

sente estudo.

2. Caraterizacao da prematuridade espontanea precoce

A taxa global de prematuridade correspondente a nossa amostra
(7,5%) no intervalo de tempo estudado, é sobreponivel a incidéncia regis-
tada a nivel nacional em 2012 pelo INE (INE 2013), e estad dentro do inter-
valo descrito na literatura (6-12%) (Romero, Espinoza et al. 2008, Cobo,
Palacio et al. 2009, Stella, Bennett et al. 2009). Apesar da inexisténcia de
tendéncia linear, quer de aumento quer de diminuicdo, da sua frequéncia
neste periodo, verificamos uma subida em relagao aos 5,7% registados no
servico no biénio 1994/19951, o que estando de acordo com os dados naci-
onais, também reflete a evolucao dos cuidados perinatais, que levou a um

aumento da iatrogenia.

Dentro de toda a prematuridade, 29,4% de partos ocorreram abaixo
das 34 semanas; destes, 58,5% foram consequéncia de um PPT esponta-
neo, dos quais, 63,3% associados a RPMPT. Assim, verificamos que dentro
da prematuridade espontanea precoce, as RPMPT sao o principal grupo, com

uma taxa superior aos 48,1% registados no servico no biénio 1994/1995.

Verificamos que nos dados demograficos, a idade materna, o estado

civil, a situacdo laboral e a residéncia nao apresentaram diferencas signifi-

! dados do servigo analisados em 1996 num trabalho coordenado pela Sra. Dra. Isabel Fagulha
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cativas entre os grupos PPTe? e RPMPTP. Também nao se registou qualquer
tendéncia linear ao longo dos anos analisados, nas frequéncias dos varios
parametros. Estes resultados sdo idénticos aos da prematuridade esponta-
nea global (<37 semanas IG), o que nos faz concluir que os dados demo-
graficos ndo sofreram grandes alteracdes ao longo deste periodo, nem in-
fluenciam o tipo de prematuridade espontdnea, quer em termos da IG da
sua ocorréncia quer em termos da sua etiologia. Esta inexisténcia de altera-
coes nos antecedentes socio-demograficos da prematuridade precoce, ao
longo deste periodo temporal, contrasta com outros estudos que revelam
um aumento significativo da média da idade materna e da primiparidade.
No entanto, estes estudos apesar de compararem abaixo das 37 semanas
os diferentes tipos de prematuridade entre si, ndao estratificam a prematuri-
dade por IG ou tipo de PPT, fazendo com que esse aumento seja, em muito,
devido a prematuridade iatrogénica que os autores também englobam na

analise (Hammond, Langridge et al. 2013).

No que respeita aos antecedentes pessoais e familiares patoldgicos,
verificamos que nao existem diferengas significativas ente a RPMPTP e o
PPTeP, o que estda de acordo com os dados da prematuridade global, mas
diverge de outros estudos sobre caracterizagao de fatores de risco para PPT,
que reportam um aumento significativo de condicdes médicas pré-existen-
tes. Mais uma vez, o fato de estes autores englobarem na sua analise todos
os tipos de prematuridade e IG ao parto <37 semanas, pode explicar estas

diferencas (Hammond, Langridge et al. 2013).

A avaliacdo dos dados demograficos e dos antecedentes pessoais ou
familiares apenas na prematuridade espontdnea precoce nao se encontra

especificamente abordada na literatura, onde a maioria dos estudos se refe-
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re a prematuridade global. Assim sendo, podemos concluir que os fatores
de risco apontados estardo mais diretamente relacionados com a prematu-
ridade tardia do que com a precoce, dado termos verificado nao haver dife-
rencas relativamente a estes parametros neste segmento importante de

prematuridade.

Quanto aos antecedentes obstétricos, nao se registaram diferencas
significativas, nem qualquer tendéncia linear, nos antecedentes de esterili-
dade, gravidez induzida e paridade entre as gravidas com RPMPTP e PPTeP.
Apesar de continuarmos a nao ter qualquer tendéncia linear, verificamos
que as mulheres com RPMPTY sao mais frequentemente nuliparas (59,7 vs
49,3%, p<0,001) que as com PPTed. Esta estabilidade nas frequéncias des-
tes parametros para a prematuridade precoce ao longo dos anos também
contrasta com a literatura, mas podera ser explicavel por esta subdivisao
nao ser considerada por outros autores, e o facto de incluirem a iatrogenia
e a prematuridade tardia fazer com que tenham um aumento da nuliparida-
de e dos antecedentes de esterilidade ao longo dos anos (Hammond, Lan-
gridge et al. 2013). A frequéncia de PPT em gestacdes anteriores é signifi-
cativamente inferior nas RPMPTP comparativamente aos PPTeP (11,6 vs
28%). Estes dados sao concordantes com a literatura e sao idénticos aos da
prematuridade global, reforcando a ideia de que se um PPT anterior € um
fator de risco significativo para um subsequente, na base deste risco podera

estar um fator intrinseco, nomeadamente uma suscetibilidade genética.

Em termos de vigilancia da gravidez, a quase totalidade das gesta-
coes foram vigiadas, sendo que um maior niumero das que culminou em

RPMPTP °u g foj vigiada no Centro de Saude, outro hospital ou nao teve vigi-
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lancia, enquanto que um numero significativamente inferior foi vigiada na
nossa instituicdo, o que poderia sugerir diferencas na vigilancia pré-natal
destas gravidas. Quando analisados os diferentes parametros da vigilancia
pré-natal, verificamos ndo haver diferencas nas rotinas pré-natais ecografi-
cas e analiticas realizadas. No entanto, é impossivel avaliar a qualidade da
vigildncia pré-natal, uma vez que ndo temos dados que permitam comparar

o numero de consultas pré-natais.

Em relacdo a altura, peso inicial e final, IMC inicial e final e ganho
ponderal, que nao sofreram alteragdes ao longo dos anos, nem foram signi-
ficativamente diferentes nas mulheres com RPMPTP ou PPTeP, estes resulta-
dos contrastam com os verificados na andlise da prematuridade global. Nes-
tes, as mulheres com PPTe9 apresentaram valores significativamente inferio-
res de peso inicial (60,2+10,6 vs 62,812 Kg, p<0,001), IMC inicial
(23,2+£3,9 vs 24,3%+4,5, p<0,001), peso final (70,511 vs 73,7+£12,3 Kg,
p<0,001), IMC final (27,3£4,1 vs 28,5+4,6, p<0,001) e ganho ponderal
(10,5+4,6 vs 11,1+4,8 Kg, p=0,029) comparativamente com os RPMPT9,
Estas diferencas indiciam que um mais baixo peso ou IMC e um ganho pon-
deral inferior durante a gravidez, podem influenciar a prematuridade tardia,
com um risco mais significativo de PPTe, mas que nao influenciam a prema-

turidade precoce.

Estes resultados estdao de acordo com os de outros autores, que
comparando os diferentes tipos de prematuridade (<37semanas), descre-
vem um aumento de prematuridade nos extremos do IMC, referindo um
aumento do risco RPMPTP nas mulheres obesas, enquanto os baixos pesos e
IMC sao associados a PPTe (Lynch, Hart et al. 2014). A relagao entre o baixo

peso/IMC materno e parto pré-termo tem sido atribuida a sub-nutricdo cré-
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nica, aos baixos niveis de macro e micronutrientes na dieta, fatores endé-
crinos e a possiveis alteracdoes do sistema imune que condicionam uma base
inflamatdria/infeciosa. Tem sido também sugerido que o estado nutricional
pré-concecional € mais importante que a nutricdo ao longo da gravidez
como fator de risco de prematuridade, pelo que, apesar de nao verificarmos
diferencas na prematuridade precoce relativamente a estes parametros,
constatamos que essa situagao se altera na prematuridade tardia, onde es-
tes fatores parecem ter mais impacto. Assim, sera sempre importante re-
forcar o aconselhamento nutricional, preferencialmente no periodo pré-con-

cecional ou, na sua impossibilidade, desde cedo na gravidez.

Quanto as complicagdes durante a gravidez, verificamos que as
RPMPTP tém significativamente menos complicacdes que os PPTeP (30,1 vs
62,4%), sendo as APPT, as ITU, a DG e consequentemente os internamen-
tos anteriores, significativamente mais prevalentes nos casos de PPTeP. Esta
maior prevaléncia também se verifica para os PPTe9 comparativamente as
RPMPTY (33,9 vs 28,1%, p=0,019), onde apenas é relevante a APPT (11,4
vs 5%, p<0,001) e os consequentes internamentos anteriores (17,8 vs 8,6,

p<0,001).

Em relacdo ao internamento, as gravidas com RPMPTP provéem mais
frequentemente de outros hospitais da rede de referenciacdo do que os
PPTeP (56,5 vs 24,8%) e em IG significativamente mais precoces (30,2 vs
32,9 semanas). A data do internamento, nos rastreios infeciosos loco-regio-
nais - exsudados cervico-vaginais e uroculturas, ndao se registam diferencas

qguanto a positividade das mesmas.
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Se os valores médios de leucécitos a entrada ndo sdo significativa-
mente diferentes (13,6 vs 13,6x10°/L), o mesmo ndo se verifica para os va-
lores médios da PCR, significativamente mais baixos nas mulheres com
RPMPTP (1,5 vs 3,1 mg/L). Estes dados voltam a ser idénticos aos encon-
trados na prematuridade global, em que na avaliacdo efectuada ao interna-
mento dos parametros séricos infeciosos (PCR e leucdcitos), a sua elevagao
foi significativamente superior no grupo PPTe9 em relacdo as RPMPTY
(2,2+£3,6 vs 1,2+1,5 mg/L, p<0,001 e 13,3%5,7 vs 12,4%+3,7 x10°/L,

p=0,005, respetivamente).

De realgar que, se na prematuridade espontanea precoce os valores
médios dos leucdcitos ndao sdo significativamente diferentes nas mulheres
com e sem RPMPT, quando consideramos a prematuridade global, verifica-
mos que os casos de RPMPTY apresentam estes valores tendencialmente

mais baixos.

Na analise da tendéncia para valores de PCR mais altos nos PPTe,
temos que ter em conta que poucos estudos existem sobre as alteragdes
destes valores ao longo da gravidez normal, sendo que um trabalho mais
recente de Ferguson et al, demonstra uma elevacdo cedo na gravidez até as
20 semanas, seguido por um declinio até ao parto. Estes autores concluem,
também, que diversas carateristicas maternas influenciavam a PCR, com
mulheres de niveis escolares mais elevados, utentes de servigos de saude
publicos, multiparas, com excesso de peso ou obesas a apresentarem valo-
res de PCR mais elevados (Ferguson, McElrath et al. 2014). De fato, na nos-
sa amostra, verificdmos que o grupo dos PPTe? (que apresenta valores mé-
dios de PCR significativamente mais elevados) engloba um significativo nu-
mero de mulheres multiparas e com excesso de peso ou obesas, relativa-
mente as RPMPT9., Assim, sera importante avaliar até que ponto estas cara-

teristicas influenciam os valores analiticos que apontam para um estado in-
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flamatorio sistémico, sub-clinico, como potencial fator desencadeante de
todo o processo de trabalho de parto espontédneo nao associado a RPMPT,
correlacionando-se com a literatura (na qual se menciona a inflamacao/infe-
cao como um potencial fator etioldogico do PPTe). A infecdo associada ou
como causa de parto pré-termo pode ter 3 origens: trato genital inferior,
intra-uterina ou extra-uterina (infecao materna generalizada). A infecao in-
tra-uterina pode originar-se numa infecao ascendente a partir da vagina,
numa transmissao hematdgena via placentar, numa infecao transtubar de
uma infecdo peritoneal ou numa introducdo iatrogénica apds procedimento
invasivo (bidpsia das vilosidades coridnicas, amniocentese, cordocentese). A
forma mais comum sera a via ascendente, que podera causar ou nao RPM.
Uma vaginose bacteriana é caracterizada por uma flora vaginal alterada - a
flora normal é substituida por bactérias anaerdbias como a Gardnerella va-
ginais, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Prevotella spp e ou-
tros. Numerosos estudos reportaram uma prevaléncia deste tipo de infeccdo
de 15-20% nas gravidas e enfatizaram a sua importancia no desenvolvi-
mento do PPT, RPMPT e endometrite pds-parto (Holst and Garnier 2008). O
potencial papel patogénico dos Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma ho-
minis foi recentemente revisto, com alguns estudos a mostrarem uma asso-
ciacdo da infegdao vaginal por estes microorganismos com PPT, RPMPT e co-
rioamniotite, e outros a nao evidenciarem essa associacao (Vouga, Greub et
al. 2014). Este autor identificou como fatores de risco para colonizagao por
aquelas espécies a idade materna jovem, a nuliparidade, a obesidade e o
consumo de alcool, cigarros ou drogas. Demonstrou, ainda, que as gravidas
quando infetadas e tratadas com clindamicina apresentavam uma taxa de
PPT inferior aquelas que por ndao estarem infetadas ndo efetuavam trata-
mento, com menos internamentos na UCIN dos respetivos RN, bem como

uma diminuicao significativa das complicacdes respiratorias agudas.
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As infecOes intra-uterinas sintomaticas ou assintomaticas induzem
uma resposta intramniotica inflamatdria que inclui a libertacdo de multiplas
citocinas que por sua vez levam a contragbes miometriais, modificacoes
cervicais e/ou rotura de membranas que podem desencadear o trabalho de
parto. Um rapido reconhecimento da inflamacdo intra-uterina é critica mas,
no entanto, ndo existem testes rapidos, sensiveis e especificos para esta
detecao (Buhimschi, Christner et al. 2005, Buhimschi, Zhao et al. 2008). A
etiologia e patofisiologia no PPT sem RPMPT é complexa, mas a inflamacdo/
infecdo é importante. A invasao microbiana evoca a sindrome de resposta
inflamatdria, no entanto as bactérias nem sempre sdo detetaveis na infla-
macdo intramnidtica. Mulheres com PPT com ou sem RPMPT tém inflamacgao
intramnidtica em cerca de 50% dos casos, 0 que corresponde a 2-3x mais
que a presenca detetavel de bactérias (Ruetschi, Rosen et al. 2005). O PPT
associado com inflamagao intramnidtica parece estar associado a elevada
proporcao de complicacdes perinatais como a paralisia cerebral, a leucoma-

lacia periventricular e a displasia broncopulmonar.

Relativamente a medicacdo instituida, o grupo das RPMPTP efetuou
corticoterapia para maturacao pulmonar fetal em ciclo completo numa IG
média significativamente mais tardia do que o grupo PPTeP (30+3 vs 29+3
semanas), o que, tendo em conta que estes ultimos tém uma IG ao inter-
namento significativamente mais tardia (32 semanas), nos faz concluir que
a maioria das gestacdes que culminam em PPTeP e que efetuaram corticote-
rapia, o fizeram em internamentos anteriores por APPT, que efetivamente

apresentam em taxas superiores.
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A antibioterapia foi significativamente mais prevalente no grupo das
RPMPTP em relacao aos PPTeP (83,3 vs 34,4%). Resultados idénticos verifi-
cam-se nas RPMPT9 em relacao aos PPTe? (54,7 vs 16,9%, p=0,002). Nao
deixa de ser interessante analisar este fato quando os parametros séricos
de infecdo avaliados a data de internamento sdo, em média significativa-
mente superiores nos PPTP €9, Sendo consensual a administracdo de antibio-
ticos nas RPMPT, o mesmo ndao acontece para os PPTe. A antibioterapia nas
RPMPT estd associada a uma reducao significativa de corioamniotite, de
partos nas 48h seguintes, de morbilidade neonatal infeciosa, uso de surfa-
tante e oxigénio, mas nao interfere na mortalidade perinatal. No entanto,
dada a inflamacdo sub-clinica associada a RPMPT, mesmo com os beneficios
acima descritos, a antibioterapia nao parece resolver a inflamacao existente
(Kenyon, Boulvain et al. 2013). No PPT com membranas intactas, a mais
recente revisao da Cochrane nao recomenda a sua utilizagdo rotineira na
auséncia de sinais claros de infecdo, dado ndo reduzir o parto pré-termo
nem qualquer resultado neonatal clinicamente importante. Pelo contrario,
qgquando comparado com placebo, a administracdo de antibidticos apresenta
um aumento marginal, ndo significativo, de défices motores e paralisia ce-

rebral (Flenady V 2013).

A utilizacdo de tocoliticos nao foi avaliada pois os resultados iriam
demonstrar as diferencas protocolares da sua administracao na prematuri-
dade precoce com e sem RPMPT. A tocédlise no parto pré-termo ndo de-
monstrou melhorar a mortalidade perinatal, mas permite adiar o parto pelo
menos 48h de forma a ser efetuada corticoterapia para maturacao pulmo-
nar fetal. Nas gravidas com RPMPT, a sua utilizacdo é controversa, princi-
palmente quando estas ndao se apresentam em trabalho de parto iminente.

Uma recente revisdao da Cochrane concluiu que, nas RPMPT, a tocdlise nado
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esta associada a um efeito significativo na mortalidade perinatal, estando
associada a periodos de laténcia mais longos e poucos partos nas 48h se-
guintes. No entanto, a sua utilizacdo esta relacionada com um aumento dos
APGAR ao 5’ <7 e a um aumento da necessidade de ventilagdao assistida aos
RN. Nas RPMPT precoces, a sua utilizagdao levou a um aumento significativo
do risco de corioamniotite, pelo que a sua utilizagdo ndo é preconizada

(Mackeen AD 2014).

O prolongamento da gravidez foi significativamente superior nas
RPMPTP relativamente aos PPTeP (62 vs 26,4%), o que faz com que nao seja
surpreendente que a IG ao parto seja significativamente superior nas
RPMPTP do que nos PPTeP (30,9+2,3 vs 30,1+2,7 semanas), ao contrario do

que sucede com a IG ano momento do internamento.

A taxa de cesarianas foi significativamente superior no grupo das
RPMPTP, sendo que os principais motivos para esta decisdao foram apresen-
tacOes pélvicas, EFNT e IF. Na prematuridade global também se verificam
taxas de cesarianas significativamente superiores no grupo das RPMPT
(31,3 vs 18,5%, p<0,001), em IG semelhantes (34+2 vs 34+3 semanas).
Daqui podemos concluir que IG mais precoces nao influenciam a via do par-

to.

Se os dados neonatais foram idénticos nas RPMPTP e PPTeP e nas
RPMPT9 e PPTe? no que respeita a peso, APGAR, género, admissdes na UCIN
e mortalidade precoce e tardia, o mesmo ndao aconteceu com a morbilidade

neonatal registada para os mesmos.

Verificdmos que os RN do grupo das RPMPTP apresentaram taxas sig-

nificativamente inferiores aos PPTeP de morbilidade neonatal global (32,1 vs
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46,7%, p=0,008), e em particular de morbilidade neurolégica (8,8 vs

19,7%; p=0,004) e SDR (29,6 vs 42,4%: p=0,017).

Para explicar estas diferengas podemos referir que estes RN nascem
em IG significativamente mais tardias mas, no entanto, se considerarmos
os dados da prematuridade global verificamos que também os RN de PPTe¢
tém morbilidade neonatal significativamente superior (16,2 vs 12,2%;
p=0,032), e especialmente a custa da morbilidade neuroldgica (4,8 vs
2,8%; p=0,048). Se a IG mais precoce do parto pode justificar as diferen-
cas na ocorréncia de SDR (também relacionada também com a menor taxa
de realizagdao de corticoterapia completa nos PPTeP), a mesma ndo parece

poder justificar completamente a morbilidade neuroldgica.

Para tentarmos encontrar uma resposta para estas diferencas, anali-
sando os possiveis fatores associados a uma morbilidade neuroldgica supe-
rior, a antibioterapia demonstrou estar relacionada com o aumento do risco
da sua ocorréncia. Um dado importante para este resultado neonatal sdao os
valores sistémicos de PCR e leucdcitos significativamente mais elevados nos
PPTeP €9, uma vez que uma inflamagao intraamnidtica esta associada a re-
sultados perinatais mais adversos, quer haja ou nao identificagcao directa de
agentes infecciosos. Esta inflamacao apresenta diversos graus de severida-
de, os quais se relacionam diretamente com as sequelas neonatais, especi-
almente as neuroldgicas (Combs, Gravett et al. 2014). A relacdao da morbili-
dade neuroldgica neonatal com o grau de inflamagdo intraamnidtica tem
sido amplamente debatida e demonstrada, e nao parece ser alterada pela
administracao sistematica de antibidticos nestas gravidas, dado nao ofere-
cerem beneficios na auséncia de RPMPT e aumentarem paradoxalmente o
risco de paralisia cerebral e enterocolite necrotizante neonatal (Flenady,

Hawley et al. 2013). No entanto, poderia eventualmente justificar-se a ad-
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ministracdo de agentes anti-inflamatorios que efetivamente quebrem a cas-

cata da inflamacgao iniciada.

Um fator comum encontrado nas analises dos potenciais fatores as-
sociados a morbilidades neonatais, foi o caracter aparentemente protector
da RPMPT, o que reforca a importancia do tratamento conservador nas
RPMPTP e aumento do concomitante tempo de laténcia. Este prolongamento
da gravidez, apesar de interferir positivamente nas morbilidades neonatais,
pode aumentar o risco de corioamniotite e descolamento prematuro de pla-
centa, pelo que estas gravidas devem ser intensamente vigiadas (Ekin, Ge-

zer et al. 2014).

Destes resultados, sera relevante questionarmos se o efeito protetor
da RPMPT estara relacionado apenas com a IG ao parto mais tardia, com a
antibioterapia instituida, com a elevada taxa de corticoterapia completa ou
com a associacdo das duas. E conhecido o efeito benéfico na infecdo da
administracdo de corticdides, anti-inflamatérios nao-esterdides, IL10 e um
antagonista do TLR4 em modelos animais. Além disso, niveis baixos de bac-
térias existem e colonizam o meio intra-uterino e as membranas fetais na
gravidez normal, em equilibrio com uma baixa resposta inflamatéria. Quan-
do esse equilibrio se rompe (por proliferagcdo exagerada da flora existente
ou por estirpes mais virulentas), é desencadeada uma resposta inflamatoria
mais vigorosa, e é essa resposta inflamatdria e ndo a presenca bacteriana
por si s6, que desencadeia toda a cascata de eventos bioquimicos que pro-
vocam contragoes uterinas e/ou modificagdes cervicais (Combs, Gravett et
al. 2014).

Os melhores resultados neonatais das RPMPT estarao relacionados

nao s6 com a IG ao parto mais tardia, mas também com a terapéutica anti-
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bidtica e anti-inflamatodria (corticdides) efetuada, dado que ndo so é contro-
lada a proliferagao bacteriana como é travado o processo bioquimico da in-
flamacdo subjacente. Estes resultados apontam para que a terapéutica anti-
inflamatdria possa ser um factor relevante, co-adjuvada pela antibioterapia
guando necessario, para travar o processo inflamatério intra-amnidtico que
desencadeia contracdes uterinas e modificacdes cervicais, associadas ou
nao a RPMPT. Se quisermos travar o inicio de trabalho de parto pré-termo,
sera crucial tentar transpor os estudos destes farmacos existentes em ani-
mais (ex.: corticoides, anti-inflamatodrios ndo-esterdides, IL10, antagonista

do TLR4), para os humanos.

As complicagdes no puerpério registaram-se em numero significati-
vamente superior apds RPMPTP, mas nenhuma complicacdo em particular foi
mais prevalente, nomeadamente endometrites. Resultados idénticos sao
encontrados para as RPMPT9 vs PPTe? (6,2 vs 3,4%, p=0,014), o que nos
leva a concluir que o parto em IG mais precoces ndo estad associado a maior

risco de complicagdes no puerpério.

Como fatores associados ao risco de PPTeP identificAmos a ocorréncia
de complicacdes na gravidez, nomeadamente metrorragias, diabetes gesta-

cional e internamentos anteriores.

Nas RPMPTP identificdmos como fatores associados a um maior risco
para a sua ocorréncia: mulheres desempregadas, provenientes de outros
hospitais e com leucocitose z13x10°/L a data do internamento. Mulheres
desempregadas e provenientes de outros hospitais cuja area de referéncia
se localiza em zonas mais desfavorecidas, podem refletir um nivel econdmi-

co mais baixo que leva a uma assisténcia pré-natal mais deficitaria, com
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menor numero de consultas. Estes fatores, por vezes associados a défices
nutricionais e comportamentos de risco como tabagismo, alcool ou consumo
de drogas, podem contribuir para o desencadear dos mecanismos bioquimi-

cos locais que levam a RPMPT.

Como fator protetor associado a RPMPTP identificdAmos a ocorréncia
de APPT como complicagdo na gravidez, o que contradiz alguns autores que,
encontrando uma associacao entre RPMPT e APPT, o justificam devido ao
enfraquecimento da membrana aquando das contragdoes durante a APPT. Os
nossos resultados ndo corroboram esta teoria, parecendo, pelo contrario,
existir alguma protecdo das membranas fetais com a terapéutica instituida

aquando das APPT.

A falta de associacdo entre a prematuridade e infecbes genito-urina-
rias, presente na nossa amostra, é também descrito por outros autores, nao
invalidando a ligacao deste tipo de infecdes ao desencadear de todo o pro-
cesso (Hackenhaar, Albernaz et al. 2014). Pode, contudo, ser o reflexo da
utilizacdo de antibidticos para o tratamento empirico de sintomatologia va-
ginal ou urinaria sem confirmacgao laboratorial da colonizacdo. A administra-
cao de antibidticos pode erradicar as bactérias, mas nao é suficiente para
travar o processo inflamatério subjacente. Apesar da existéncia de bactérias
na membranas fetais ter sido identificada em 80% das RPMPT, a sua pre-
senca, por si so, ndo é suficiente para causar um parto pré-termo. Esta pre-
senca bacteriana foi também identificada em membranas fetais de gravidas
a termo em trabalho de parto ou nao (Stout, Conlon et al. 2013, Fortner,
Grotegut et al. 2014).

Por outro lado, se uma base inflamatéria/infecciosa estd claramente
presente nas gravidas com PPTeY da nossa amostra, quando a RPMPT esta
presente, essa origem ndo é tao claramente identificavel, o que sugere um

mecanismo sub-clinico mais localizado as membranas fetais.
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Assim, outras hipdteses se colocam para a origem das RPMPT, sendo
uma delas a de que o cérion é significativamente mais fino no local da rotu-
ra quando comparado com locais mais distantes em todos os tipos de PPTe
(pré-termo e termo), sugerindo que o cérion naquela zona sofre significati-
va remodelacdo ao longo da gestacdo. Contrariamente, o cérion nos casos
de RPMPT é significativamente mais fino em todos os locais, independente-
mente do local da rotura, sugerindo um processo global, ndo local, na sua
origem. Nas mulheres com RPMPT, a presenca de bactérias é superior no
local da rotura, no entanto todas as membranas fetais, independentemente
da IG, trabalho de parto ou rotura tém bactérias, cuja presenca € inversa-
mente proporcional a espessura do cérion. A RPMPT terd o seu préprio pro-
cesso fisiopatologico, onde a diminuicdo da espessura do corion sugere que
um processo, seja apoptose, estiramento mecanico ou eventos bioquimicos,
decorre na globalidade das membranas. O corion sofre uma diminuicdo pa-
toldgica da sua espessura, que enfraquece a sua forga tensil, a barreira fisi-

ca e potencia a invasao bacteriana (Fortner, Grotegut et al. 2014).

Apesar da avancada pesquisa dos ultimos anos, prematuridade conti-
nua a ser um problema central na medicina perinatal. E responsavel pela
maior parte da mortalidade e morbilidade neonatal e pds-neonatal, com
complicagdes severas nos RN, que incluem a hemorragia cerebral extensa
com dano irreversivel da substancia branca e paralisia cerebral ou outras
doencas de desenvolvimento como a displasia broncopulmonar, enterocolite
necrotizante ou retinopatia (Holst and Garnier 2008). Continua a ser um
problema major de salde publica com repercussdes familiares e sociais de-
vastadoras. As estratégias de prevengao falharam globalmente até hoje e a
prematuridade contribui para cerca de 70% das mortes e 75% da morbili-

dade neonatal.
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3. Analise genética de SNPs do DEFB1/HBD1

No sentido de prevenir o dano fetal e facilitar o desenvolvimento de
novos tratamentos ha uma necessidade urgente de compreender os meca-
nismos moleculares na base do parto pré-termo espontdneo e identificar
novos biomarcadores que possam classificar estas mulheres em diferentes
subgrupos etioldgicos que requeiram diferentes abordagens clinicas e tera-
péuticas (Ruetschi, Rosen et al. 2005).

Da investigacao resultante da procura de componentes genéticos, es-
tao incluidos os polimorfismos, em estudos de associacdo com variagoes de
sequéncia em genes candidatos ou estudos de ligacdo do genoma alarga-
dos. Doengas complexas como o parto pré-termo podem ter multiplos me-
canismos subjacentes e podem ter de ser re-classificados em diferentes
subclasses e a heterogeneidade alélica pode complicar o seu estudo. Con-
trastam com doencas mendelianas numa heterogeneidade etimoldgica e de
traco. A gendmica ou a protedmica podem identificar respondedoras a tra-
tamentos farmacoldgicos especiais (farmacogendmica) e permitir uma pre-
dicao do progndstico e desenvolvimento de conceitos preventivos e/ou tera-

péuticos (Holst and Garnier 2008).

O sistema imune inato confere protecdo contra patogénios e orga-
nismos multicelulares através da secrecdao de substancias com alto espetro
antibiotico, como as defensinas. Estas agem como uma primeira linha de
defesa e amplificam as respostas do sistema imune inato e adaptativo,
como a ativacdo de mastdcitos, ILs, TNF, células dendriticas e células T de
memoéria. O gene DEFB1/HBD1 (8p23.1-23.2) codifica a hBD-1 e sendo ex-
presso de forma constitutiva, tem sido alvo de interesse, nomeadamente 3

SNPs localizados na regido 5'UTR tém sido apontados como causadores de
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variacoes funcionais com impacto na expressdo deste gene (Sandrin-Garcia,

Brandao et al. 2012).

Em estudos anteriores, alteragdes destes SNPs foram associados a
diferentes riscos de transmissao vertical de HIV na gravidez. A expressao de
RNAm para tradugao de hBD-1, 2 e 3 nas membranas fetais e na placenta,
revelou um aumento da expressao dos transcritos de RNAm da hBD-1 e
uma diminuicao do RNAm da hBD-3, nas estruturas fetais de maes HIV po-
sitivas. Este aumento da expressao da hBD-1 pode ser devido ao estimulo
viral e representar um dos mecanismos de protecao contra a transmissao
vertical de HIV. No entanto, a andlise de SNPs no gene DEFB1/HBD1 nao
elucidou ainda o papel destas variagbes genéticas na funcao da hBD-1. O
estimulo viral do HIV em associacdo aos SNPs no DEFB1/HBD1 sao propos-
tos como mediadores de diferentes niveis de expressao das hBD, tendo es-
tas proteinas um potencial papel protetor no mecanismo de defesa contra a

transmissao vertical de HIV (Aguilar-Jimenez, Zapata et al. 2011).

O parto pré-termo é atualmente considerado uma sindrome com um
mecanismo multifatorial na sua origem que resultara da interacdo de fato-
res genéticos, ambientais, infeciosos e imunoldgicos, embora o mecanismo
exato ainda seja ainda desconhecido.

Estudos do papel da defensina no parto pré-termo comegcaram a sur-
gir em 2007, apds a sua identificacgdo como uma das proteinas presentes
nos casos com scores de infecdo moderada a grave, em estudos de proted-
mica no liguido amniético, tendo esses scores sido associados ao parto pré-
termo, corioamniotitie e sépsis neonatal precoce. Nestes estudos iniciais, as
RPMPT, quando comparadas com PPT sem RPMPT, estavam associadas a ni-

veis mais altos de infecdo amnidtica traduzida pela presenca de defensina,
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calgranulina e doseamentos de IL6 e MMP8 mais elevados no liquido amnio-
tico. Essa gravidade da inflamacdo foi mais frequente a nivel do cérion das
membranas fetais, em concordancia com o trabalho de Fortner et al/
(Buhimschi CS 2007, Buhimschi, Rosenberg et al. 2008, Tambor, Kace-
rovsky et al. 2013, Fortner, Grotegut et al. 2014). Por outro lado, quando
ndo associado a inflamacdo/infecdo, a defensina ndo foi identificada no li-
quido amniotico por protedmica (Buhimschi, Zhao et al. 2008). Outros auto-
res estudaram o valor da protedmica na identificacdo de marcadores para
parto pré-termo, mas sempre incluindo partos pré-termo < 37 semanas e
com membranas integras, concluindo que as mulheres que apresentavam
os biomarcadores protedmicos positivos apresentavam PPT em IG mais pre-
coce, niveis mais elevados de IL6 e graus superiores de corioamniotite

(Romero, Espinoza et al. 2008, Cobo, Palacio et al. 2009).

Com base nestes estudos, e apos verificacdo de que, na amostra de
prematuridade espontanea precoce do presente estudo, as RPMPT ocorriam
em IG significativamente mais antecipadas, sem apresentarem um fator
causal aparente para a sua ocorréncia, e sem indicadores laboratoriais de
inflamacgao/infecao detetaveis, procedeu-se ao estudo da possivel influéncia
de alteracdes genéticas no DEFB1, nomeadamente polimorfismos previa-
mente descritos em associagao a outras doengas com uma forte componen-
te infeciosa ou inflamatdria, investigando o seu envolvimento no aumento

da suscetibilidade destas gravidas a sofrerem uma RPMPT.

Inicialmente, pretendia-se sequenciar o gene DEFB1/HBD1 e relacio-
nar possiveis alteracdes encontradas com os resultados clinicos e laborato-
riais, um estudo certamente aliciante e inovador. No entanto, apdés meses

de tentativas infrutiferas de otimizacdo e sequenciacao do gene e perante a
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inexisténcia de dados na literatura sobre essa metodologia aplicada a este
gene, no sentido de garantir a apresentagao de resultados, optou-se por re-
alizar um estudo de genotipagem e apresentar um estudo de associacao
preliminar, dado o reduzido nimero de casos (n=22) com RPMPT.

Dos 4 ensaios inicialmente planeados, um foi excluido por apresentar

um defeito de fabrico na sonda de detecao.

Os resultados obtidos sao preliminares e nao permitem observar as-
sociacao entre os SNP c.-20G>A, c.-44G>C e c.-52G>A do DEFB1/HBD1 e a
ocorréncia de RPMPT precoce. Também nao foram encontradas diferengas
significativas nas frequéncias dos diferentes haplotipos formados por estes
SNP, entre os casos e os controlos.

No entanto, os efeitos dos SNPs estudados na expressao do DEFB1/
HBD1 ainda estad por determinar. Um estudo in silico recente determinou
como a regido 5'UTR do gene afeta a estrutura secundaria do seu RNAmM e
sugere uma possivel correlacdo com a eficiéncia de traducdo na suscetibili-
dade a doenca. Se os SNPs c.-20G>A e c.-44G>C podem interagir espaci-
almente quando se encontram no RNAmM mais longo, o c.-52G>A sozinho
causa alteragdes a estrutura terminal 5' no RNAm intermediario. Este mode-
lo de regulacdo pés-trancricao pode explicar os dados controversos encon-
trados em alguns estudos de associacao, em que o mesmo alelo pode ser
associado a protecdao ou a risco para uma patologia (Naslavsky, Crovella et
al. 2010). Assim, como por exemplo no caso do HIV, as mulheres afetadas
poderdo ter niveis de expressdo de RNAm para hBD-1 aumentados, mas os
efeitos dos SNPs na sua expressao é dificil de determinar pelo que foi acima
exposto.

N3o foi possivel de realizar a avaliacdo da expressdao da hBD-1 neste

trabalho dado o caracter retrospetivo com que as amostras foram colhidas,
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mas certamente seria uma mais valia para estes resultados e sera alvo de

um estudo prospetivo no futuro.

Quando foi avaliada a interacdo entre os diferentes gendtipos e alelos
dos 3 SNPs em estudo com carateristicas clinicas e laboratoriais, verificou-
se que os RN de maes portadoras do alelo A para o SNP c.-20G>A apresen-
tam taxas de SDR significativamente inferiores. Este facto, podera indicar
um aumento de expressdao do RNAm da hBD-1 que podera contribuir para a
protecdo respiratéria destes RN. Nos RN, por ainda nao terem desenvolvido
o sistema imune adaptativo, o sistema imune inato é fundamental para a
sua protecdo nos primeiros tempos da sua vida. O DEFB1 é expresso de
forma constitutiva no epitélio das vias aéreas e estd sobre-regulado em
resposta a infecao, pelo que a hBD1 tera um papel fundamental na manu-
tencdo de um ambiente relativamente estéril nas vias aéreas, contribuindo
para a sua correta fungao.

Foi também estudado previamente o papel dos SNPs do DEFB1/HBD1
na asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica e na colonizacao da via aérea
em doentes com fibrose quistica, mas foram obtidos resultados dispares.

Em 2005, Vankeerberghen et al., estudou a eventual relacao destes
SNPs com a gravidade da doenca pulmonar na fibrose quistica em popula-
cOes europeias, nao evidenciando associagao significativa (Vankeerberghen,
Scudiero et al. 2005).

Em 2006, outro estudo tentando correlacionar o efeito dos referidos
SNPs no declinio da funcao pulmonar em fumadores, nao revelou qualquer
associagao positiva (Wallace, He et al. 2006).

Também em 2006, o estudo de Leung et al., descreve uma associa-
c¢ao significativa das alteracbes nos SNPs do DEFB1/HBD1 com asma em

criancas chinesas. Descreveram um diagndstico de asma e atopia significa-
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tivamente mais comum associado ao genodtipo -20AA, apoiando a ideia de
que a hBD1 tem um papel na suscetibilidade de desenvolver asma (Leung,
Li et al. 2006). Estes autores encontraram ainda diferencas étnicas signifi-
cativas nas frequéncias dos 3 SNPs na regidao 5'UTR do DEFB1, com alelos
minor nas populagdes afro-americanas e europeias a serem mais frequentes
na populagao chinesa. Este foi o segundo estudo a relacionar SNPs do
DEFB1/HBD1 com a asma, depois de Levy et al., terem encontrado uma as-
sociagao entre a asma e os SNPs -1816T>C e IVS+692G>A (Levy, Raby et
al. 2005). Estas diferencas étnicas nas frequéncias dos alelos para os SNPs
analisados e o modelo de regulacao pos-trancricdo ja exposto acima, podem
explicar os dados controversos obtidos em alguns estudos de associagdo,
em que o mesmo alelo pode ser associado a protecao ou a suscetibilidade,
como acontece quando comparamos 0s resultados do presente estudo e o
de Leung et al. (2006), demonstrando e reforcando a importancia de definir
a etnia em estudos de natureza genética.

Em 2008, Tesse et al., investigou os SNPs do DEFB1/HBD1 em asso-
ciacdo com a colonizacdo das vias aéreas em doentes com fibrose quistica,
dizendo que os portadores do gendtipo -52AA e -20GG tinham niveis supe-
riores de colonizacdo, comparativamente aos doentes com os outros genéti-
pos, mas estes resultados nao foram comprovados por outros autores na
populacdo do norte de Itdlia (Tesse, Cardinale et al. 2008, Segat, Morgutti

et al. 2010).

Reconhecendo que o numero limitado das amostras disponiveis para
analise podera ter contribuido para ndo se encontrar uma associagdo positi-
va dos SNPs do gene DEFB1 em estudo e a ocorréncia de RPMPT®, é perti-
nente reconhecer que o presente estudo é inovador e de grande importan-

cia na investigagao translacional da prematuridade. A continuidade deste
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trabalho, que se encontra em curso, trard uma contribuicdo mais consisten-
te no estudo de associagdao que se pretende realizar.

No entanto, apesar da limitacdo apontada, foi possivel observar que
gue os RN de maes portadoras do alelo A para o SNP c.-20G>A apresentam
taxas de SDR significativamente inferiores (p=0,03), embora seja necessa-
rio um maior numero de casos para confirmar este resultado.

Uma associagao entre polimorfismos do gene DEFB1/HBD1 e doengas
inflamatdrias, auto-imunes e alérgicas foi jd@ demonstrada, assim como o
aumento da expressao de RNAm da hBD-1 em membranas fetais e placen-
tas em mulheres infetadas por HIV. No entanto, tanto quanto € do nosso
conhecimento, este foi o primeiro estudo a investigar uma possivel associa-
cao entre RPMPTP e resultados neonatais com polimorfismos do DEFB1. Es-
tes resultados preliminares sao encorajadores para a continuidade da inves-
tigacdo da relacao entre alteragdes da prematuridade em associagdo a vari-

antes genéticas do gene DEFB1.
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VI. CONCLUSOES
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Com o presente trabalho, é possivel propor as seguintes conclusdes:

Na caracterizacdao da prematuridade espontanea precoce (partos em idades
gestacionais compreendidas entre as 24s0d-33s6d) nos ultimos 10 anos,

concluimos que:

- a sua frequéncia tem-se mantido constante ao longo dos anos;

- ao contrario da prematuridade global, na prematuridade precoce nao ha
modificacGes nos fatores de risco associados as caracteristicas demografi-
cas, antecedentes pessoais, obstétricos e familiares, peso e IMC inicial e
final da gravida, nem diferencas destes fatores de risco na presenca ou
nao de RPMPT associada, pelo que nenhuma intervencao neste campo po-

derad melhorar os resultados perinatais;

- nas RPMPTP, a vigilancia e a proveniéncia da gravida relaciona-se maiori-
tariamente com instituicdes de salude mais préximas da area de residén-
cia, com significativamente menos complicagdes durante a gravidez, pa-
rametros infeciosos sistémicos mais baixos; as gravidas sdo internadas
significativamente mais cedo, fazem corticoterapia e antibioterapia em ta-
Xas superiores, apresentam tempos de laténcia até ao parto maiores,

sendo a IG deste significativamente mais tardia em relagao aos PPTeP;

- como fatores associados a um maior risco de PPTeP encontramos compli-
cacoes da gravidez, nomeadamente metrorragias e diabetes gestacional,
enquanto que as mulheres que nao trabalham, que sdao provenientes de

outros hospitais e apresentam valores de leucdcitos a entrada iguais ou

superiores a 13x109/L, tém uma probabilidade aumentada de RPMPTP;
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- as RPMPTP nao constituem um fator de risco para resultados neonatais
mais adversos, pelo contrario, os RN (apesar da maior precocidade do
evento da RPMPT), apresentam indices significativamente menores de
morbilidade neonatal, especialmente a custa de menor morbilidade neuro-

I6gica e de SDR;

Na genotipagem do DEFB1/HBD1.

- apesar do papel especifico dos SNPs da 5'UTR na regulacdao da expressao
do gene e o papel da hBD-1 na gravidez ainda estar por esclarecer, no
presente estudo foi investigada pela primeira vez a possibilidade de asso-
ciacao entre os SNPs c.-20G>A, c.-44G>C e c.-52G>A do DEFB1/HBD1 e
a suscetibilidade para RPMPTP, embora nao fosse encontrada ainda uma

associagdo positiva.

- foi evidenciado um efeito protetor do alelo A do SNP c.-20G>A no desen-

volvimento de SDR nos RN de maes portadoras deste alelo;

- estudos adicionais de associacao e funcionais, no parto pré-termo com e
sem RPMPT, tornam-se necessarios para reforcar esta conclusdo e possibi-
litar a identificagdo de outros resultados importantes que possam ter im-

pacto positivo na abordagem clinica e terapéutica da prematuridade.
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