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RESUMO

Uma suscetibilidade genética materna e fetal para o parto prematuro espontianeo tem sido foco
de investigacdes cientificas que buscam melhorar a compreensdo da fisiopatologia da
prematuridade.O gene da lectina ligante de manose 2 (MBL2)participa da regulacdo da
resposta inflamatéria materna e fetal, enquanto o gene da sintase de 6xido nitrico 3 (NOS3)
relaciona-se aocontrole da contratilidade uterina durante a gestacdo, sendo possivel que
ambos estejam associados ao parto pré-termo. Diante disso, esta pesquisa objetivou avaliar a
influéncia de polimorfismos funcionais nesses genes sobre o parto prematuro espontaneo,
controlando por fatores de risco socioecondmicos, demogréficos e gestacionais. Realizou-se
um estudo clinico com um grupo de comparag¢do composto por 189 diades puérpera-neonato,
sendo 104 de parto pré-termo espontaneo e 85 de parto a termo, no periodo de junho de 2013
a agosto de 2014, nas maternidades do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco e do Hospital Agamenon Magalhdes. Os fatores de exclusdao foram gestacdo
multipla, ma-formacao fetal e infec¢do congénita. Amostras de sangue periférico e do cordao
umbilical foram coletadas para isolamento do DNA. Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
convencional, seguida de sequenciamento dos produtos da PCR, e PCR em Tempo Real
foram realizadas para genotipagem do MBL2 e NOS3, respectivamente. A anélise manual das
sequéncias alélicas do MBL2 utilizou o programa CodonCode Aligner 5.0, enquanto os
haplétipos foram verificados por meio do programa Haploview.J4 a discriminagdo alélica do
gene NOS3 utilizou o software SDS 2.3. Os dados foram analisados no programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS®) por meio de testes de associacdo bivariados e de
regressdo logistica multivariada. Nas andlises bivariadas, encontramos uma associacdo das
variacdes nos cédons 54 e 57 do gene MBL2 materno e das variagdes no rs7096206 (X/Y) e
no cédon 52 do neonato com o parto pré-termo espontaneo. O haplétipo LY A predominou na
amostra total, sendo mais observadono grupo de parto prematuro, enquanto o haplétipo LYB
foi mais frequente no grupode parto a termo. Além disso,as puérperas de parto prematuro
apresentaram maior frequéncia de haplétipos que levam a uma producdo alta da proteina
MBL, enquanto nas de parto a termo prevaleceram aqueles que ocasionam uma baixa
producgdo protéica. O polimorfismo genético do gene NOS3 materno demonstrou associagao
limitrofe com a ocorréncia da prematuridade.Na andlise multivariada, a variagdo no cédon 54
do gene MBL2materno, a histéria prévia de partos prematuros, a ocorréncia de rotura
prematura de membranas, a presenca de infeccdo do trato urindrio no momento do parto e o
baixo peso da gestante demonstraram associacdo com o desfecho. O resultadoconcorda com a
etiologia multifatorialdo parto prematuro e sugere que niveis elevados de proteina MBL
podemrepresentar risco para essa intercorréncia. Esses dados devem ser interpretados com
cautela em virtude do pequeno tamanho amostral, porém fornecem informagdes exploratorias
relevantes sobre a influéncia dos genes MBL2 e NOS3na prematuridade.Além disso, reforcam
a importancia do acompanhamento pré-natal adequado para identificacdo de outros fatores de
riscos maternos associados ao parto pré-termo espontaneo.

Palavras-chave: Trabalho de Parto Prematuro.Nascimento Prematuro.Genética. Fatores de
Risco.



ABSTRACT

A maternal and fetal genetic susceptibility to spontaneous preterm birth has been the focus of
scientific research to improve the understanding of the pathophysiology of prematurity. The
MBL?2 gene participates in the regulation of maternal and fetal inflammatory response, while
the NOS3 gene is related to control of uterine contractility during pregnancys, it is possible that
both are associated with preterm birth. Therefore, this study aimed to evaluate the influence of
functional polymorphisms in these genes on spontaneous preterm birth, controlling for
socioeconomic, demographic and gestational risks. We conducted a clinical study with a
comparison group of 189 puerperal -newborn dyads, with 104 of spontaneous preterm
delivery and 85 of delivery at term, from June 2013 to August 2014, at the Hospital das
Clinicas, Federal University of Pernambuco and the Hospital Agamenon Magalhdes in
Recife.The exclusion criteria were multiple pregnancy, fetal malformation and congenital
infection. Peripheral blood and of umbilical cord was collected for DNA isolation.
Polymerase Chain Reaction (PCR) Conventional followed by sequencing of the PCR
products, and Real Time PCR was performed for genotyping MBL2 and NOS3, respectively.
The manual analysis of allelic sequences MBL2 used the CodonCode Aligner 5.0 program,
while haplotypes were observed through Haploview program. The allelic discrimination of
NOS3 gene used the SDS 2.3 software. Data were analyzed using the Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) through bivariate association tests and logistic regression. In the
bivariate analysis, we found an association of changes in codons 54 and 57 of breast MBL2
gene and the variants rs7096206 (X / Y) and codon 52 of neonates with spontaneous preterm
delivery. The haplotype LY A predominated in the total sample, more observed in the preterm
group, while LYB haplotype was more frequent in the preterm delivery group. Additionally,
the preterm mothers had a greater frequency of haplotypes that lead to high production of the
MBL protein while in the term delivery prevailed ones that cause a low protein production.
The genetic polymorphism of the gene NOS3 mother showed borderline association with the
occurrence of prematurity.In multivariate analysis, the variation in codon 54 breast MBL2
gene, a history of preterm delivery, the occurrence of premature rupture of membranes, the
presence of urinary tract infection at birth and low weight of pregnant women showed
association with outcome. The result agrees with the multifactorial etiology of preterm birth
and suggests that high levels of MBL protein may represent risk for this complication. These
data should be interpreted with caution because of the small sample size, but provide relevant
exploratory information about the influence of MBL2 and NOS3 genes in prematurity. In
addition, they support the importance of prenatal care suitable for identifying other maternal
risk factors associated with spontaneous preterm delivery.

Keywords: Obstetric Labor, Premature. Premature Birth.Genetics. Risk Factors.
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1 APRESENTACAO

1.1 INTRODUCAO

A elevada ocorréncia de partos prematuros continua representando um importante
problema de saidde publica no mundo, apesar dos avangos assistenciais a saide e de uma
melhor compreensdo dos eventos relacionados a gestacdo e ao parto (GRACIE et al., 2011;
BEZOLD et al., 2013; BLENCOWE et al., 2013).

Os avangos nos cuidados neonatais, como a melhor assisténcia ventilatéria e a
administracao de surfactante ao recém-nascido, além do uso de corticoesteréides na gestagao,
permitiram reduzir a taxa de mortalidade associada ao parto prematuro espontaneo nos
ultimos anos (SANTOS et al., 2008), porém, as complicacdes da prematuridade ainda
representam a maior causa mundial de morte neonatal, respondendo diretamente por 35% dos
6bitos por ano, e a segunda maior causa de morte abaixo dos cinco anos, apds a pneumonia
(BLENCOWE et al., 2013).

Além disso, o nascimento prematuro pode levar a alteragdes no desenvolvimento
neuroldgico, incluindo paralisia cerebral, transtornos comportamentais, disfungdes cognitivas,
entre outras, com impacto emocional, social e econdomico para a familia e para a sociedade
(BECK et al., 2010; BEZOLD et al., 2013; BLENCOWE et al., 2013).

A etiologia do parto prematuro parece estar ligada a interacdo de multiplos fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais (GIBSON et al., 2007; HOLST; GARNIER, 2008;
BLENCOWE et al., 2013), sendocerca de 50% dos casos considerados idiopdticos. Os
eventos fisiopatogénicos que conduzem ao parto prematuro idiopatico permanecem pouco
esclarecidos(PENNELL et al., 2007; BECK et al., 2010).

Nesse sentido, os avancgos tecnoldgicos na drea da medicina gendmica destacam-se
pela possibilidade de fornecer novos subsidios para o conhecimento dos mecanismos
patogénicos associados a diversos agravos, inclusive ao parto prematuro espontaneo
(BEZOLD et al., 2013), e a identificacdao de polimorfismos de base unica (single nucleotide
polymorphisms - SNPs) em genes envolvidos nos processos relacionados a duragdo da
gestacdo tem sido uma crescente linha de investigacdo que visa identificar uma possivel

susceptibilidade genética materna e fetal para o parto prematuro espontaneo.
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Até o momento, entretanto, grande parte das pesquisas que sugerem uma influéncia
genética sobre a prematuridade apresenta resultados limitados visto que investiga apenas o
genotipo das criancas ou das maes e ndo explora os possiveis efeitos da interagdo entre esses
genotipos, tampouco a interagcdo com os fatores ambientais sobre a duragdo da gestacdo
humana (GIBSON et al., 2007; UZUN et al., 2013).

O tema abordado nessa tese € desafiador e, a0 mesmo tempo, motivador. Na rotina de
fisioterapeuta e docente de um curso de graduagdo em Fisioterapia, os questionamentos sobre
a causada prematuridade nos pacientes, especialmente, quando os fatores de risco “cldssicos”
ndo estiveram presentes durante a gestacdo, sdo constantes e nos deixam, por vezes, sem
palavras diante das familias que aguardam esclarecimentos.

Essa motivagao a compreender melhor a etiologia do parto pré-termo espontaneo foi
valorizada quando,em 2011, uma parceria estabelecida entre os grupos de pesquisa Sadde e
Nutricao Materno Infantil(P6s-Graduacido em Saide da Crianca e do Adolescente da UFPE
- POSCA) e Variabilidade Genética Humana (Departamento de Genética e
Laboratériolmunopatologia Keizo Asami - LIKA), por meio dos professores doutores Sophie
Helena Eickmann e Sergio Crovella, viabilizou o desenvolvimento desta pesquisa.Somando,
dessa forma, as expertises desses grupos em torno de um projeto com potencial gerador de
subsidios técnicos necessdrios a elaboracdo de marcadores genéticos de susceptibilidade para
a prematuridade.

O tema ‘“Prematuridade” estd contemplado na linha de pesquisa em Crescimento e
Desenvolvimento do Programa de Pés Graduagdao em Saude da Crianga e do Adolescente, e
os polimorfismos genéticos aqui examinados sdo de interesse dos grupos e ja sdo investigados
pelo grupo de Variabilidade Genética Humana em outros projetos de pesquisa.

Neste estudo, foram eleitos para investigacdo genética alguns polimorfismos de base
unica do gene Lectina ligante de manose2(MBL2), que participa da modulacdo da resposta
inflamatéria da méae e do neonato (PETERSEN et al., 2000; TURNER, 2003; BOHLSON et
al., 2007); bem como do gene Sintase de oxido nitrico 3(NOS3), que se relaciona a regulacdo
do fluxo sanguineo no utero e placenta e pode estar associado ao controle da quiescéncia
uterina durante a gestagcdo e trabalho de parto. Assim, esta pesquisa foi desenvolvida a partir

da pergunta condutora, hipdtese e objetivos abaixo explicitados.
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1.2 PERGUNTA CONDUTORA

Os polimorfismos funcionais dos genesLectina ligante de manose 2 (MBL2) materno e
fetal e do gene Sintase de oxido nitrico 3 (NOS3) materno estdo associados ao parto

prematuro espontaneo?

1.3 HIPOTESE

H4 uma suscetibilidade genética materna e fetal levando a uma maior frequéncia de
parto prematuro espontaneo na presenca de polimorfismos genéticos que reduzem a produgdo
da proteinalectina ligante de manose (MBL) materna e fetal e alteram a producdo do 6xido

nitrico endotelial (eNOS) materno.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Geral

Esta pesquisa objetivou investigar a influéncia de polimorfismos funcionais do gene
Lectina ligante de manose 2 (MBL2) materno e fetal e do gene Sintase de oxido nitrico3

(NOS3) materno sobre o parto prematuro espontaneo.

1.4.2 Especificos

(a) Caracterizar a amostra de puérperas e neonatos com relacdo aos aspectos

socioecondmicos, demograficos e gestacionais;



18

(b) comparar a frequéncia dos polimorfismos funcionais dos genes MBL2 materno e fetal
e do gene NOS3 materno entre os grupos de pré-termo e termo;

(c) investigar a associagdo da combinagdo dos gendtipos do MBL2 da diade mae-filho
com o parto prematuro espontineo;

(d) comparar a frequéncia de haplétipos que influenciam na expressdo fenotipica do gene
MBL?2 de puérperas e neonatos entre 0s grupos de pré-termo e termo;

(e) investigar a associagdo dos polimorfismos funcionais dos genes MBL2 materno e fetal
e do gene NOS3 materno com o parto prematuro espontaneo controlando por outros

fatores de risco socioecondmicos, demogréficos e gestacionais.

1.5 ESTRUTURA DA TESE

O presente capitulo traz uma apresentacao desta tese, evidenciando o problema cientifico
investigado, a hip6tese e os objetivos da pesquisa.

O segundo capitulo apresenta uma revisdo da literatura realizada a partir de consultas a
artigos cientificos indexados nas bases de dados MEDLINE, LILACS, SciELO e WHOLIS
com o objetivo de construir a fundamentacdo tedrica e empirica dessa pesquisa. Assim, foram
pesquisadas as atualidades na defini¢do, epidemiologia e etiologia do parto prematuro
espontaneo, destacando os fatores de risco associados a esse tipo de prematuridade.
Pesquisou-se sobre o estado da arte da genética da prematuridade e os avancos nas pesquisas
sobre esse tema. Além disso, investigou-se o papel dos genes Lectina ligante de manose 2
(MBL?2) materno e fetal e do gene Sintase de oxido nitrico 3 (NOS3) materno sobre a duracao
da gestacdo humana e sobre o parto prematuro espontaneo.

O terceiro capitulo dedica-se a apresentar os métodos utilizados no delineamento da
pesquisa, o fluxograma seguido para a coleta dos dados maternos e neonatais, as estratégias
para extracdo do DNA e genotipagem dos genes MBL2 e NOS3, e o tratamento estatistico
utilizado na andlise dos dados.

Os resultados da pesquisa sdo apresentados no quarto capitulo e discutidos no quinto
capitulo, onde se evidencia a necessidade de considerar a interacdo dos polimorfismos
genéticos, dos fatores ambientais e da epigenética na causalidade do parto prematuro

espontaneo.
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Por dltimo, no sexto capitulo, estdo expressas as consideracdes finais da tese e algumas

recomendacdes acerca do tema pesquisado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O nascimento prematuro é aquele que ocorre antes de 37 semanas completas ou 259
dias de idade gestacional (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1977; BLENCOWE et al.,
2013), podendo ser classificado de acordo com as semanas gestacionais em prematuro
extremo, que ocorre antes de 28 semanas; prematuro grave, entre 28 e 31 semanas; e
prematuro moderado com 32 a 36 semanas de idade gestacional (GOLDENBERG et al.,
2008; IP et al., 2010; BLENCOWE et al., 2013). Nessa tltima categoria, enquadram-se ainda
os nascimentos prematuros denominados limitrofes ou tardios, que ocorrem entre as 34* e36°
semanas gestacionais (BEZOLD et al., 2013; BLENCOWE et al., 2013).

A defini¢do da idade da gestacionalna pratica clinica tem sido feita a partir de dados
ultrassonogréficos, da data da dltima menstruagdo (DUM),do exame obstétrico(como altura
uterina e observacdo de grumos no liquido amnidtico em presenca de amniorrexe) ou da
observacao clinica do recém-nascido, ndo havendo ainda um método ideal de estimagao da
duracdo da gestacdo para uso em pesquisas. Nesse sentido, sugere-se a escolha justificada de
um dos métodos ou o uso de dois métodos estimativos combinados (ASSUNCAO et al.,
2011). Os erros na estimativa conferidos pela DUM parecem ser mais aleatérios do que os
obtidos por meio do exame clinico que, por sua vez, € apontado como mais coerente do ponto
de vista bioldgico. Por outro lado, a ultrassonografia realizada antes da 20* semana de
gestacdo, apesar da precariedade do acesso universal, tem sido considerada o padrao ouro no
calculo da idade gestacional (ASSUNCAO et al., 2011; PEREIRA et al., 2014).

O parto prematuro pode ocorrer a partir do inicio espontaneo do trabalho de parto,
com preservacdo da integridade das membranas amnidticas (figura 1) ou com rotura
prematura pré-termo das membranas (RPPM), sendo considerado espontaneo, ou ser induzido
pela equipe de saide diante da presenca de intercorréncias gestacionais que coloquem em
risco a vida da mie ou do feto(PENNELL et al., 2007; GOLDENBERG et al., 2008). Ha
indicios de que as duas situacdes que caracterizam o parto prematuro espontaneo podem estar
associadas a fatores de risco distintos por meio de mecanismos fisiopatolégicos diferentes (IP

et al., 2010; BEZOLD et al., 2013).
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Figura 1: Representagdo das membranas amnidticas envolvendo o feto durante a gestag@o.
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Fonte: Google, 2015.

Nesse capitulo, faremos uma apresentacdo dos dados epidemioldgicos atuais da
prematuridade e uma revisdao das principais condi¢cdes socioeconOmicas, demograficas e
gestacionais relacionadas a etiologia do parto prematuro, apresentando a variabilidade
genética materna e fetal como um fator possivelmente relacionadoao desencadeamento desta

intercorréncia gestacional.

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO PARTO PREMATURO ESPONTANEO

Em 2010, nasceram 15 milhdes de criancas prematuras no mundo (BLENCOWE et
al., 2013). No Brasil, em 2011, a prevaléncia foi de 11,7% de todos os nascimentos, situagdo
que colocou o pais na décima posicdo entre os paises com maior nimero de partos prematuros
(VICTORA et al., 2013), mantendo-se praticamente constante em 2012 e em 2013 (11,9% e
11,5%). No Estado de Pernambuco, segundo dados do SINASC, a prevaléncia de nascidos
vivos prematuros atingiu a média de 11,8% no periodo de 2011 a 2013, semelhantemente aos
dados nacionais(SAUDE, 2015).

A prevaléncia de partos prematuros elevou-se discretamente entre os anos 2000 e

2011, segundo o relatério de Victora e colaboradores (2013) apresentado a UNICEF Brasil,
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semelhantemente ao que tem ocorrido em outros paises.Apenas os Estados Unidos da
América relatam uma pequena reducdo nas taxas de prematuridadetardia a partir de 2007,
ap6s mudancgas nas praticas obstétricas relativas a indicac@o da interrup¢ao da gestacdo e a
realizacdo de cirurgia cesariana, passando de 12,8% em 2006 para 11,7% em 2011(BEZOLD
et al.,, 2013; BLENCOWE et al.,, 2013).No Brasil, esse aumento contraria as melhorias
apontadas pelos indicadores de qualidade materno-infantis para esse periodo (VICTORA et
al., 2013).

Quanto aos partos prematuros espontaneos, a prevaléncia nao € clara em muitos paises
(BLENCOWE et al., 2013). Um estudo recente de Passini e colaboradores (2014) em
maternidades de referéncia de vérias regides do Brasil apontou uma prevaléncia de 8% entre
os anos de 2011 e 2012, representando 65% de todos os partos pré-termo do periodo, desses

36% com membranas intactas e 29% associados a rotura prematura pré-termo de membranas.

2.2 ETIOLOGIA DO PARTO PREMATURO ESPONTANEO

O nascimento prematuro espontaneo € um processo multifatorial que resulta da
interacdo de diversos fatores que ocasionam uma mudanga no estado de quiescéncia para o
inicio das contragdes uterinas e culmina com o parto antes de 37 semanas gestacionais
(BLENCOWE et al., 2013).De acordo com a literatura, o trabalho de parto pode estar
associado a um mecanismo autoimune € uma reagdo inflamatoria fisiolégica que ocasionam a
expulsdo do concepto quando o mesmo ji estd amadurecido, entretanto, os mecanismos
envolvidos no “disparo” para o inicio do trabalho de parto pré-termo sdo pouco
conhecidos(TORNBLOM et al., 2005).

Nesse sentido, alguns mecanismos fisiopatoldgicos tém sido propostos para justificar a
cascata de eventos relacionados a liberacdo de substincias quimicas que ocasionam a
dilatac@o abrupta do colo do ttero, o inicio das contragdes uterinas e a rotura prematura das
membranas, culminando com parto prematuro espontaneo. Esses mecanismos podem estar
relacionados a ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisdrio-adrenal materno ou fetal, que
elevaria os niveis de cortisol, reduzindo a secre¢do de progesterona e aumentando a producdo
de estrogenos; a presenca de infeccdo ou inflamagdo local ou sistémica, associada a uma
resposta imunoldgica materno-fetal inadequada; a inflamacgao da decidua uterina e a distensao

patolégica do dtero (GOLDENBERG et al., 2008; MYKING et al., 2011; BEZOLD et al.,
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2013). Ainda assim, a patogénese do nascimento prematuro espontineo permanece pouco
esclarecida, embora se reconheca que possa decorrer da ativacdo idiopdtica precoce de um
processo normal do parto ou resultar de agressdes patoldgicas.

Sabe-se que alguns fatores relacionados as caracteristicas maternas, histéria
gestacional e habitos de vida da gestante, bem como varidveis associadas ao ambiente e as
condi¢des sociodemogréficas da familia podem estar implicados (GOLDENBERG et al.,
2008; ALLEN, 2008; SHRESTHA et al., 2010; IP et al., 2010), mas a causa do nascimento
prematuro espontaneo € desconhecida na metade dos casos (BECK et al., 2010; BLENCOWE
et al., 2013).

Os fatores maternos descritos na literatura como importantes no desencadeamento do
parto prematuro incluem idade abaixo de 18 e acima de 35 anos. Para as adolescentes, esse
risco tem sido explicado por caracteristicas socioecondmicas desfavordveis que aumentam o
uso de abortivo no inicio da gestagdo, o inicio tardio e o baixo nimero de consultas pré-natais.
Por outro lado, entre as mulheres com idade acima de 35 anos, os riscos associam-se a
existéncia de fatores bioldgicos que conferem risco obstétrico, como a presenca de diabetes,
hipertensdo arterial e miomas, associados ao parto pré-termo indicado (SANTOS et al.,
2009).0s dados sobre a influéncia da idade materna na ocorréncia da prematuridade
costumam ser conflitantes em virtude da existéncia de varidveis de confusdo, como a paridade
e as doencas preexistentes, dificilmente controladas nos estudos(SANTOS et al., 2009; IP et
al., 2010; BLENCOWE et al., 2013).

Afalta de acompanhamento pré-natal, o inicio do pré-natal apds o primeiro trimestre
gestacional, o baixo numero de consultas (menor que 06) e a ma qualidade da assisténcia
também parecem associados ao parto prematuro espontaneo, sendo documentados por
diversos estudosque ratificam a importancia da realizacdo de um pré-natal adequado para
identificacdo de fatores de risco remedidveis para a prematuridade, bem como para a adoc¢ao
precoce de medidas voltadas a inibir o trabalho de parto antes do termo(BEZERRA et al.,
2006; IP et al., 2010; PASSINI et al., 2014).

A baixa renda e baixa escolaridade materna também podem estar associadas a
prematuridade por comprometer o acesso da gestante as condicdes gestacionais adequadas de
alimentacdo, moradia, cuidados a saude, entre outras (WILCOX et al., 2008; ALLEN, 2008;
HOLST; GARNIER, 2008; SHRESTHA et al., 2010; IP et al., 2010; SOUZA, N. C. M.
LIMA, A. C. V. M. S. GALIARDO, DE, 2011; GRACIE et al., 2011; PASSINI et al.,
2014).0 dano associado a esses fatores, entretanto, parece ser minimizado a partir da

realizacdo sistemdtica das consultas de pré-natal (BEZERRA et al., 2006).
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Com relacdo a primiparidade e ao intervalo interpartal menor que um ano,algumas
pesquisas demonstram resultados contraditorios sobre a associacdo com o parto prematuro
(BEZERRA et al., 2006; IP et al., 2010; BLENCOWE et al., 2013), apesar de ambos serem
comumente investigados nos trabalhos voltadosa identificagdo de fatores de risco para a
prematuridade.

Além desses, evidéncias sugerem que a ansiedade produzida pelo estresse psicossocial
também pode representar um risco para o inicio do trabalho de parto prematuro por aumentar
a secrecdo do hormodnio corticotréfico (CRH), que interage com as prostaglandinas e
ocitocinas,provocando o inicio das contragdes uterinas (ARAUJO et al., 2007). Assim,alto
nivel de estresse durante a gestacdo tem sido investigado em inimeras pesquisas como fator
de risco, entretanto os resultados sdo contraditérios, especialmente em decorréncia do
reduzido nimero de gestantes que apontam a existéncia do estresse psicossocial na
gestacdo(GOLDENBERG et al., 2008; WILCOX et al.,, 2008; ALLEN, 2008; HOLST;
GARNIER, 2008; IP et al., 2010; GRACIE et al., 2011; PISCOYA et al., 2012; BLENCOWE
et al., 2013; PASSINI et al., 2014).Ainda nesse sentido, o estado de separagdao conjugal pode
associar-se ao parto prematuro por contribuir para o aumento no estresse psicossocial durante
a gestacdo (BEZERRA et al., 2000).

Segundo a literatura, as substancias contidas no cigarro também podem aumentar o
risco de rotura prematura de membranas através de um prejuizo na funcdo imune e da indugdo
de mecanismos inflamatérios (BETA et al.,, 2011). Entretanto, na populacdo brasileira, o
consumo de tabaco, bem como de dlcool e de drogas ilicitas durante a gestacdo, tém sido
pouco associado a ocorréncia da prematuridade, talvez em virtude do pequeno nimero de
mulheres que admitem o uso dessas substancias (BEZERRA et al., 2006; PASSINI et al.,
2014).

Com relagdo as intercorréncias gestacionais, o baixo indice de massa corporal da
gestante de acordo com a idade gestacional € considerado um fator de risco para a
prematuridade espontinea e para o baixo peso do neonato ao nascer, sendo 0s mecanismos
possivelmente relacionados a baixa oferta de nutrientes ao feto e a uma maior frequéncia e
intensidade de contra¢des uterinas apds a 32* semana gestacional, quando comparadas as
mulheres com sobrepeso ou obesas(EHRENBERG et al., 2009; IP et al., 2010; BLENCOWE
etal., 2013; PASSINI et al., 2014).

Do mesmo modo, a rotura prematura de membranas € tida como um importante fator
desencadeador.E definida como rotura espontinea das membranas amnidticas apds a 20°

semana gestacional e antes do inicio do trabalho de parto. Quando ocorre antes do termo,
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classifica-se como rotura prematura pré-termo das membranas (RPPM) e responde por 30%
de todos os partos prematuros e 20% das mortes perinatais (FEDERACAO BRASILEIRA DE
GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2008; ROMERO; FRIEL; et al., 2010). A causa dessa
complicagdo ainda é desconhecida, mas estudos em placentas de mulheres que tiveram RPPM
apontam a inflamac¢do aguda, especialmente relacionada a corioamnionite aguda, e as lesdes
vascularescomo dois grandes achados patolégicos(SAVASAN et al., 2010).Além dessas, a
RPPM pode associar-se a deficiéncias nutricionais (vitamina C e cobre) e a histdrias prévias
de RPM.

As infec¢des também podem exercer um importante papel no nascimento prematuro
espontaneo, sendo a regulacdo da resposta inflamatdria materna e fetal uma das principais
linhas de investigacdo da fisiopatologia da prematuridade. Nesse sentido, a infec¢do do trato
urinario (ITU), a vaginose bacteriana e a infeccdo intrauterina, como a corioamnionite,estao
associadas ao parto pré-termo (CRIDER et al., 2005; IAMS et al., 2008; FIGUEIR()—FILHO;
BISPO, 2009; PISCOYA et al., 2012; BLENCOWE et al., 2013).0 mecanismo pelo qual a
infeccdo na gestacdo pode antecipar o inicio do trabalho de parto tem sido bastante
investigado e envolve a ativacdo do sistema imune materno e fetal, com elevacdo dos niveis
de citocinas pré-inflamatdrias e producdo de colagenase, responsavel pela dissociagdo do
coldgeno nos tecidos. Esse mecanismo pode acarretar a remodelagdo precoce do colo uterino
e provocar a rotura pré-termo das membranas amniéticas (TORNBLOM et al., 2005).

Por fim, dados epidemioldgicos também indicam que a ocorréncia de parto prematuro
prévio, a histéria materna de nascimento pré-termo e a histéria familiar de prematuridade
podem ser consideradas fatores de risco importante para a prematuridade, sugerindo uma
interagdo genética, epigenética e ambiental no desencadeamento desta intercorréncia

gestacional (BLENCOWE et al., 2013).

2.3 GENETICA DO PARTO PREMATURO ESPONTANEO

Informagdes relativas a fisiologia do parto prematuro espontaneo sio frequentemente
obtidas a partir de estudos genéticos em animais, porém a aplicabilidade dos achados sobre a
gestacdao humana € limitada devido as diferengas entre as espécies em aspectos como: duragao
da gestacdo, nimero de fetos, formato do utero, niveis de progesterona no final da gestagao,

diferencas gendmicas, entre outros. Assim, o melhor modelo para compreensdo da duracdo da
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gestacdo humana a termo e pré-termo parece ser aquele que envolve o estudo da prépria
espécie, embora seja dificil controlar a variabilidade da exposi¢do ambiental( BEZOLD et al.,
2013).

Nesse sentido, a influéncia do genoma do neonato e dos pais sobre a etiologia e
fisiopatologia do parto prematurotem sido o foco de algumas pesquisas visando compreender
a contribuicdo relativa da varidncia genética e do componente ambiental na duracdo da
gestacao humana (MIGONE et al., 1991; WILDSCHUT et al., 1991; GIBSON et al., 2007;
WILCOX et al., 2008; HOLST; GARNIER, 2008; YORK et al., 2014).

Inicialmente tais investigacdes baseavam-se na descri¢do de caracteristicas genéticas
de familias especificas, nos estudos com gemelares e em achados epidemioldgicos que
apontavam, por exemplo, taxas mais elevadas de prematuridade na raca negra, nas mulheres
que nasceram prematuras e naquelas que tiveram outros filhos pré-termo (BOYD et al., 2009;
ROMERO; FRIEL; et al., 2010; MYKING et al.,, 2011). Nos dltimos anos, entretanto,
especialmente apds a conclusdo do Projeto Genoma Humano, tem crescido o interesse na
investigacdo de polimorfismos de base Unica (single nucleotide polymorphisms - SNPs) para
compreensdo da patogénese de doencas (ARRAES et al., 2006).

De acordo com a literatura, os SNPssdo variacdes na sequéncia de DNA em algumas
regides do cromossomo que ocorrem numa frequéncia acima de 1% no genoma da populagdo
geral. Sdo responsaveis pela variabilidade humana, pois produzem fenoétipos diferentes de

acordo com os SNPs apresentados (ROCHA et al., 2007) (figura 2).

Figura 2: A) Representagdo da estrutura do cromossomo e da cadeia de nucleotideos. B) Esquematiza¢do de um
polimorfismo genético envolvendo pares de bases nitrogenadas (SNP).
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Além disso, sdo considerados marcadores genéticos, visto que podem ser transmitidos
hereditariamente juntos com outros SNPs em genes situados em regides cromossomicas
proximas a eles(ROCHA et al., 2007). Assim, podem representaruma importante ferramenta
de identificacdo de genes envolvidos em doengas com etiologia mendeliana, poligénica ou de
base multifatorial (MULLIGHAN et al., 2000; ARRAES et al., 2006).

Em adi¢do,podem estar associados a suscetibilidade para algumas doencasvisto que
alguns SNPspodemalterar a razdo de transcricdo e/ou estabilidade do RNA mensageiro,a
substituicdo de aminodcidos e modificar a estrutura, funcdo e a interagdo dessas moléculas
com outras proteinas, com repercussoes funcionais(PENNELL et al., 2007).Nesse contexto,
estima-se que os fatores genéticos expliquem25 a 40% da variacdo da duracdo da gestacdo
humana (ROMERO; VELEZ EDWARDS; KUSANOVIC; HASSAN; MAZAKI-TOVI;
VAISBUCH; KIM; CHAIWORAPONGSA; PEARCE; FRIEL, L. A; et al., 2010; BEZOLD
et al., 2013).

2.3.1 Contribuicoes do gendtipo materno

Uma suscetibilidade genética para o parto prematuro parece ser transmitida
matrilinearmente entre as geracdes. O risco de uma mulher ter um parto pré-termo aumenta se
ela nasceu prematura, se ja teve outros partos prematurose se sua maeou irmas pariram
prematuramente, mas parece nao ser afetado pela ocorréncia de partos prematuros na familia
do seu parceiro (DIZON-TOWNSON, 2001; BOYD et al., 2009; BEZOLD et al., 2013).

O genoma materno explica 13 a 23% da variagdo da idade gestacionalnos
nascimentos prematuros espontaneos (YORK et al., 2010, 2013, 2014).Diante disso,
pesquisas buscam elucidar a fisiopatologia do parto prematuro a partir da anélise de genes
maternos envolvidos em processos que influenciam a duracdo da gestacdo, sendo a
imunidade, infec¢do intrauterina e inflama¢do os mecanismos mais frequentemente
investigados (DIZON-TOWNSON, 2001; CRIDER et al.,, 2005; BEZOLD et al., 2013;
CHAN, 2014),além daquelesque regulam as mudancas no estado de quiescéncia para o de
contratilidade uterina, influenciada por mediadores que inibem a contragdo (NORMAN et al.,
1999; BEZOLD et al., 2013),e dos mecanismos relacionados ao controle do fluxo sanguineo
no utero e placenta. Busca-se encontrar polimorfismos de base tnica ou variacdes genéticas

mais amplas que alteram a expressdo dos genes e modificam a concentracdo de proteinas ou
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outrossubstratos.Os resultados de muitas pesquisas, entretanto, ndo sdo replicdveis ou nao
podem ser generalizados para a populacdoem virtude de limitagdes metodologicas (BEZOLD

et al., 2013).

2.3.1.1 O gene lectina ligante de manose 2 (MBL2)

Os polimorfismos funcionais do gene lectina ligante de manose 2 (MBL2)t€ém sido
investigados na suscetibilidade a doencas infecciosas e/ou inflamatdrias, como as infeccdes
recorrentes, imunodefici€éncias secunddrias, doengas cardiacas aterosclerdticas/corondrias,
fibrose cistica e doengas autoimunes, como ldpus eritematoso sist€mico, diabetes, dermatite
atopica, entre outras (BONIOTTO et al., 2000; AITTONIEMI et al., 2004; TREVISIOL et al.,
2005; BRANDAO; GUIMARAES; CARRERA; et al., 2008; BRANDAO; GUIMARAES;
ARAUJO; et al., 2008).

O gene MBL2, situado no cromossomo 10 (10g21), é responsdvel pela codificacdo da
proteina Lectina ligante de manose (MBL)(IP et al., 2004), de origem hepatica,que constitui
uma das primeiras linhas de defesa do sistema imunolégico. Suas funcdes relacionam-se ao
reconhecimento de residuos de carboidrato na membrana celular de patégenos e de células
transformadas e apoptéticas (BOHLSON et al., 2007; FRASER et al., 2007), a ativacdo da via
das lectinas do sistema complemento, bem como a opsonizagao e direcionamento a fagocitose
de bactérias e virus (TAKAHASHI et al., 2006; KOROGLU et al., 2010), podendo ser
considerada uma proteina pro-inflamatéria (GEIJN, VAN DE et al., 2008).

Os niveisséricos e funcionaisda proteina MBL s3o determinados geneticamente
porpolimorfismos genéticos nas regides estrutural e promotora do gene (KOROGLU et al.,
2010).A baixa concentracdo funcional dessa proteina no soro estd associada a um defeito
opsonico comum que diminui a capacidade de ativacio do Sistema Complemento (ISRAELS
et al., 2010). Sugere-se que essa situagdo torna o individuo propenso a infec¢des e
inflamacdes subsequentes (IP et al., 2004), o que, em gestantes, pode representar um fator de
risco para o parto prematuro.

O gene MBL2 humano apresenta alguns sitios polimorficos conhecidos. A regido
promotora possui dois principais polimorfismos de base Ttnica (single nucleotide
polymorphism - SNP), um na posicao -550, onde ocorre a substituicdo de uma base guanina

por uma citosina, representada pelo alelo H/L (rs11003125), e outro na posi¢do -221, com a
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substituicdo da base citosina por uma guanina, representada pelo alelo X/Y (rs7096206),
afetando diretamente a expressdo génica e reduzindo os niveis da proteina MBL circulante
(GARRED, 2003; GIBSON; MACLENNAN; GOLDWATER; et al., 2008; SCUDIERO et
al., 2014) (figura 3).

Figura 3: Estrutura do gene MBL2 e localizacdo das regides polimorficas.
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Ja na regidao codificante ou estrutural do gene ha SNPs nos cédons 52 (rs5030737,
troca de arginina por cisteina), 54 (rs1800450, troca de glicina por 4cido aspartico) e 57
(rs1800451, troca de glicina por acido glutamico) do éxon 1, designados como alelo D, alelo
B e alelo C respectivamente, que promovem mudanc¢a de aminodcidos na sequéncia protéica
(GARRED, 2003; GIBSON; MACLENNAN; GOLDWATER; et al., 2008; FERRARONI,
2010). As substituicdes nos coédons 54 e 57 quebram a estrutura do esqueleto de coldgeno do
gene, levando a uma ligacdo limitada entre as subunidades da MBL e causando niveis
significativamente reduzidos da proteina funcional circulante no soro (SUMIYA et al., 1991;
LIPSCOMBE et al., 1996). Ja a substituicdo de aminoécidos codificada pela mutacdo no
coédon 52 pode resultar na formagao de uma ponte dissulfeto extra e diminuir a estabilidade da
molécula (MADSEN et al., 1998).

O alelo A designa o tipo selvagem, enquanto o alelo O representa as variantes alélicas
B, C e D juntas (GEIIN, VAN DE et al., 2008). Assim, individuos com genétipo AA estdo
associados a altos niveis de proteina MBL circulante, enquanto a presenca em heterozigose do
alelo O (genétipo AO), associa-se a reducao dos niveis e, em homozigose (genétipo OO), a

quase completa auséncia da proteina (WALLIS et al., 2004; RAJAGOPALAN et al., 2009;
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ARAUIJO et al., 2009). Cerca de 30% da populacdo em geral com o gendtipo AO ou OO
apresentam niveis da proteina variando entre muito baixo a deficiente, sendo clinicamente
considerados MBL deficientes (GEIJIN, VAN DE et al., 2007).

A frequéncia dos polimorfismos na regidao codificante do MBL2 varia entre os
diferentes grupos étnicos. Alelos mutantes do cdédon 54 sdo comuns em populacdes de
caucasOides (LIPSCOMBE et al., 1996), esquimés (MADSEN et al., 1998) e chineses de
Hong Kong (LAU et al., 1996), com frequéncia génica variando entre 11 e 17%. O alelo
mutante do cédon 57 é quase sempre encontrado em populagdes de origem africana, com
frequéncia de 29% (SULLIVAN et al., 1996). J4 a mutacao no cdédon 52 € a menos comum
das mutagdes estruturais, estando presente em populacdes caucasdides e negras com
frequéncia génica de 5% em ambas.

Os loci do MBL2(H/L e X/Y) estdo intimamente ligados e, devido ao desequilibrio de
ligacdo do gene, podem ser reconstituidos em pelo menos sete haplétipos, que sdo repassados
para outra geracao:HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, HYPD, LYPB e LYQC. Cada individuo
possui dois haplétipos para o gene MBL2 e essa combinacdo também € considerada um
determinante do nivel de produgdo protéica, sendo as combinacdes entre os haplétipos HYPA,
LYQA e LYPA associadas a elevada produ¢do de MBL.J4 a combinacdo entre esses € 0s
demais estd associada a niveis baixos, enquanto as combina¢des entre LXPA, HYPD, LYPB e
LYQC estdao associadas a uma producao insuficiente(BOUWMAN et al., 2006; ARAUJO et
al., 2009; GIBSON et al., 2011). Um estudo sobre a distribui¢cao dos haplétipos do MBL2 na
populacdo brasileira observou uma maior frequéncia do HYPA entre os brasileiros com
descendéncia europeia, oriental ou indigena. Por outro lado, o LYPA foi mais frequente entre
os brasileiros afrodescendentes e o LYQA predominou entre aqueles sem descendéncia
definida (BOLDT et al., 2006).

Sabe-se queo periodo da gestacdo € marcado por profundas mudangas na imunidade
materna para permitir a formagdo e a acomodacdo do feto. Essas mudangas sdo investigadas
com maior foco nas alteracdes do sistema imunolégico adaptativo, porém, ha indicios de que
certos componentes da imunidade inata também sao ajustados(ANNELLS et al., 2004, 2005).

De acordo com Van de Geijn e colaboradores (2007 e 2008) os niveis séricos da
proteina MBL, presente no ambiente uterino, elevam-se a partir do primeiro trimestre
gestacional e reduzem aos niveis basais em até seis semanas apds o parto, sugerindo uma
relacdo com a nidacdo, placentacdo e manutencdo da gravidez.Esse aumento na concentragao

€ maior entre as mulheres com gendtipo AA, comparadas aquelas com genétipo AO ou OO.
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A deficiéncia na concentragdo dessa proteina tem sido relatada como um risco para o
parto prematuro € para o baixo peso ao nascer (ANNELLS et al., 2004), sendo também
associada a corioamnionite (ANNELLS et al., 2005). Esses dados indicam que os altos niveis
de MBL podem ser benéficos para a gesta¢do. Por outro lado, também ha relato de maior
frequéncia de parto prematuro espontineo em mulheres com elevada produ¢do de MBL,
sugerindo que altos niveis dessa proteina em resposta a processos inflamatérios presentes na
gestacdo também podem predispor ao parto pré-termo (GEIJN, VAN DE et al.,, 2008;
VIANNA; CHIES, 2009).

De acordo com Holst e Garnier (HOLST; GARNIER, 2008) e Enquobahrie e
colaboradores (ENQUOBAHRIE et al., 2009), a presenga da infec¢do do trato geniturindrio
em mulheres e a consequente liberacdo de endotoxinas pelo bacilo induz a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias pelo hospedeiro e ativa uma cascata de eventos que eleva a
producdo de prostaglandinas e do hormodnio de liberagdo de corticotrofinas (CRH),
provocando contra¢des uterinas e, posteriormente, o relaxamento da musculatura do colo do
utero.

Essa sequéncia de eventos culminaria com a expulsdo prematura do bebé em gestantes
com uma resposta inflamatdria exacerbada, decorrente de polimorfismos funcionais em genes
que regulam a resposta imunoldgica. Assim, tais variagdes elevariam a magnitude ou a
duracdo da resposta inflamatoria da gestante diante de um estimulo infeccioso, sendo o
conhecimento dos mecanismos envolvidos nesse processo de grande interesse cientifico
(ROMERO et al., 2007; GIBSON et al., 2007; THAN et al., 2008; HOLST; GARNIER, 2008;
KUSANOVIC et al., 2009).

2.3.1.2 O gene sintase de oxido nitrico 3 (NOS3)

A descoberta de um fator de relaxamento derivado do endotélio, posteriormente
identificado como 6xido nitrico, foi uma grande conquista da medicina na década de 80
(MAUL et al., 2003).

O 6xido nitrico (NO) € um radical livre atuante na sinalizacdo de inimeros processos
bioldgicos. Sua sintese ocorre pela conversdao do aminodcido L-arginina em L-citrulina, sendo
mediada por uma familia de enzimas denominadas sintetases de o6xido nitrico (NOS),

codificadas por genes distintos (BUHIMSCHI et al., 1996; ALI et al., 1997). Ha trés
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diferentes formas dessas enzimas: a isoforma endotelial (eNOS), neuronal (bNOS) e induzida
(iNOS), sendo que as duas primeiras sdo expressas constitutivamente e reguladas pela
liberacdo de calcio, enquanto a terceira enzima € calcio-independente e pode ser induzida pela
liberagdo de citocinas (TORNBLOM et al., 2005).

A isoforma endotelial da NOS (eNOS), expressa principalmente no endotélio vascular,
desempenha importante papel na regulacdo da reatividade vascular e namanutencdo do tono
vascular basal em diversos 6rgaos, inclusive nos 6rgaos reprodutores femininos.Sua regulacao
depende da liberagdo de cdlcio, que representa um importante sinalizador citoplasmatico
atuando a partir de ligacdes com proteinas intracelulares receptoras especificas. Uma dessas
proteinas € a calmodulina, presente em praticamente todas as células. Ligada ao célcio, forma
o complexo Ca®*/calmodulina, que influencia diretamente os niveis da enzima eNOS
(FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

AeNOS¢€ produzida em baixa concentracdo e € um importante vasodilatador e inibidor
da agregacdo plaquetdria, sendo considerada um agente protetor para varias doengas, como a
aterosclerose, doenga arterial coronariana, infarto do miocardio, nefropatia diabética, entre
outras. Investiga-se também o papel da eNOS no sistema imunolégico e na mediagao de
processos inflamatérios (MAUL et al., 2003; ALBRECHT et al., 2003; WROBLEWSKA-
SENIUK et al., 2011).

O gene eNOS, chamado 6xido nitrico sintase 3 (NOS3), localiza-se no cromossomo
7q35-36 e ha relatos de que alguns de seus polimorfismos poderiam ocasionar uma reducdo
ou interrup¢ao na atividade de transcri¢do, alterando a atividade enzimatica e o controle da
producdo do 6xido nitrico, tornando os individuos que apresentam tais polimorfismos
susceptiveis a doencas isquémicas cerebrais, doencas coronarianas, diabetes, paralisia
cerebral, entre outras (ALBRECHT et al., 2003; KUZMANIC SAMIJA et al., 201 1).

Segundo Maul e colaboradores (2003), o 6xido nitrico exerce um papel ativo na
cascata de eventos envolvidos na manutencdo da gestacao e na preparacio do corpo e do colo
do utero para o inicio do trabalho de parto, especialmente por meio da regulacdoda
contratilidade uterina.

Estudos experimentais em ratas tém demonstrado que as isoformas endotelial e
induzida do 6xido nitricoestdo presentes em varios tipos de células uterinas, e que a produgdo
do 6xido nitrico nessas células varia de acordo com a fase da gestacdo. Assim, durante a
maior parte da gestacdo, a producdao do NO mantém-se elevada para suprimir a contratilidade
uterina e manter a gestacdo, e reduz-se nos momentos que antecedem o trabalho de parto,

permitindo o aumento das contra¢des. Por outro lado, os niveis permanecem baixos nas
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células do colo do utero ao longo da gestacdo, mantendo o estado basal de contrac@o do colo,
e elevam-se especialmente durante o parto, para possibilitar o relaxamento do tecido e a
passagem do concepto (BUHIMSCHI et al., 1996; ALI et al., 1997; NORMAN et al., 1999;
LEDINGHAM et al., 2000; MAUL et al., 2003; THEVENON et al., 2009).

Ali e colaboradores (1997) sugerem que a mudanga nos niveis de 6xido nitrico no
utero pode ser dependente dos niveis de progesterona, e que esses dois componentes agem
sinergicamente na manutencdo da gestacdo e no inicio do trabalho de parto. Dessa forma, os
polimorfismos dos genes da NOS, que alterariam os niveis de producdo do 6xido nitrico no
utero, poderiam relacionar-se ao parto prematuro.

Além disso, os baixos niveis da isoforma endotelial do 6xido nitrico também podem
relacionar-se aos prejuizos no relaxamento dos vasos e na circulacdo sanguinea materna,
sendo associados aos quadros de pré-eclampsia, considerada um fator de risco importante para
o parto prematuro. Entretanto, os resultados dos estudos sobre a atividade da eNOS e os
niveis de 6xido nitrico na circulagdo uterina e placentdria de gestantes com ou sem pré-
eclampsia ainda permanecem controversos(STEINERT et al., 2002).

Algumas variacdes polimorficas sdo encontradas no gene NOS3 humano. Uma delas é
o polimorfismo Glu298Asp (rs1799983), localizado no exon 7, caracterizado pela substituicao
de uma base guanina (G) por uma timina (T). De acordo com Kuzmani¢ Samija e
colaboradores (2011), esse SNP altera a estrutura primdria da proteina, pode ocasionar
mudancas na enzima eNOSe estd associado a variabilidade nos niveis plasmaticos de 6xido
nitrico (NO). Nesse sentido, o genétipo G/G € associado a producdo de elevados niveis de
NO, enquanto o genétipo G/T associa-se a niveis intermedidrios e o T/T aos baixos niveis de
oxido nitrico no organismo(KUZMANIC SAMIJA et al., 2011).

Estudos relacionam esse polimorfismo a hipertensdo arterial, doenca arterial
coronariana, espasmos vasculares (ALBRECHT et al., 2003) e ao risco de paralisia
cerebralem criangas que nasceram prematuras (GIBSON et al., 2008). Os resultados das
pesquisas com os polimorfismos de base tnica do NOS3 ainda sdo duvidosos e os efeitos

funcionais pouco conhecidos.
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2.3.2 Contribuicoes do genétipo fetal

Os fatores genéticos fetais explicam 11 a 35%da variacdo da idade gestacional nos
partos prematuros espontaneos, de acordo com a descendéncia racial (YORK et al., 2010,
2013, 2014; BEZOLD et al., 2013). Apesar do gendtipo materno exercer uma maior
contribuicdo sobre a duracdo da gestacdo humana, segundo a maioria das pesquisas, a
interacdo entre os genomas materno e fetal pode alterar o risco para o parto pré-
termoespontaneo (MYKING et al., 2011; YORK et al., 2014).

O papel do gendtipo fetal sobre esse desfecho nao esta claro.Especula-se que mutagdes
em genes relacionados a producao de coldgeno comprometem a integridade tissular do feto, o
desenvolvimento da placenta e a producdo e resposta ao hormonio liberador de corticotrofinas
(CRH). Porém nao ha evidéncias de que variagdes genéticas no gene CRH estdo associadas a
mudancas na duracio da gestacdo. Além disso, uma associagdo entre o nascimento prematuro
espontaneo e o gene fator de crescimento insulina-simile 1 (IGFIR) do feto também ja foi
verificada (YORK et al., 2013).

Até o momento, poucas pesquisas investigaram a influénciados polimorfismos
funcionais do gene MBL2fetalsobre o nascimento prematuro espontaneo (GEIJN, VAN DE et
al., 2007, 2008). A maioria das pesquisas envolvendo essegene busca uma associa¢io entre a
presenca de variantes genéticase a incidéncia de morbidades neonatais que se relacionam aos
processos infecciosos e inflamatorios, como sepse e paralisia cerebral(GIBSON;
MACLENNAN; GOLDWATER,; et al., 2008; DZWONEK et al., 2008; HOLST; GARNIER,
2008; KOROGLU et al., 2010; ISRAELS et al., 2010; GIBSON et al., 2011).

Entretanto, segundo Gibson e colaboradores (2008), os fetos que apresentam uma
deficiéncia da proteina MBL s3o mais suscetiveis a infec¢des subclinicas e a eventos
inflamatdrios no ttero, causando riscos para gestacao. Por outro lado, a resposta inflamatdria
fetal exacerbada diante de uma infeccao também poderia estar associada ao parto prematuro
espontaneo em mulheres com rotura prematura das membranas (ROMERO et al., 1998).

Assim como nos estudos com o gene MBL2, as pesquisas do gene NOS3 fetal
comumente investigam as complicagdes durante a gestacdo e o periodo neonatal, como a
restricdo no crescimento fetal (WROBLEWSKA-SENIUK et al., 2011), o risco para
hemorragia intraventricular (MARG et al., 2005; BALLABH, 2010; VANNEMREDDY et
al., 2010), para paralisia cerebral(NELSON et al., 2005; GIBSON et al., 2008; KUZMANIC
SAMIJA et al., 2011) e para doencas respiratérias em prematuros (POGGI et al., 2015), ndo
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havendo dados cientificos relativos a influéncia do gene NOS3 fetal sobre o parto pré-termo
espontaneo.

A regulacdo da resposta imunoldgica materna e fetal durante a gestacio é um dos
principais mecanismos relacionados a duracdo da gestagdo humana,sendo uma importante
linha de investigacdo genética para o parto prematuro espontdneo, porém poucos estudos
focaram o papel do gene MBL2 até o momento. Por outro lado,as mudangas no estado de
quiescéncia uterina durante a gestacdo e a regulacio do fluxo sanguineo no tutero também sao
processos determinantes na duracdo da gestacdo e tem sido pouco investigados, sobretudo no
que se refere a influéncia do 6xido nitrico nesse contexto, justificando a realizacdo desta
pesquisa.

Os dados apresentados nesta revisao da literatura evidenciam a multicausalidade do parto
pré-termo e o interesse cientifico sobre os eventos fisiopatogénicos envolvidos na ocorréncia
desta intercorréncia gestacional. Alémdisso, apontam a variacdo genética materna e fetal
como fatores que podem contribuir na investigacdo da etiologia da prematuridade,visto que
metade dos casos ainda é considerada idiopatica, considerando os possiveis efeitos da

interacdo entre os fatores genéticos e os fatores ambientais que cercam a gestante.
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3 METODOS

3.1 TIPO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo clinico com um grupo de compara¢do composto por puérperas que

tiveram parto pré-termo espontaneoe outras que pariram a termo, e seus respectivos neonatos.

3.2 LOCALIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvidonas maternidadesdo Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco e do Hospital Agamenon Magalhdes, na cidade de Recife,
Pernambuco. A coleta das informag¢des aconteceu, especificamente, nos centros de obstetricia
(COB), alojamentos conjuntos e nas unidades de cuidados intermedidrios neonatais (UCIN) e
de terapia intensiva neonatal (UTIN) de ambas as maternidades.

Os referidos hospitais s@o publicos e considerados de referéncia em gestacao de alto risco
na cidade, atendendo uma populacdo de mulheres com caracteristicas socioecondmicas,

demograficas e gestacionais semelhantes.

3.3 AMOSTRA

Foram convidadas a participar dessa pesquisa puérperas nas primeiras 48 horas pos-
parto que pariram nas referidas maternidades no periodo de junho de 2013 a agosto de 2014e
que ndo apresentaram fator de exclusdo. Seis puérperas de parto pré-termo recusaram a
participacdo, ja entre as puérperas de parto a termo ndo houve recusas. Dessa forma, a
amostra total foi de 189 diades puérpera-neonato, sendo 104 de parto prematuro espontaneo

(55%) e 85 de parto a termo (45%).



37

Os fatores de exclusdo para ambos os grupos foram: gestacdo multipla, ma-formacao
fetal e criancas com quadro clinico de infec¢do congénita.O recrutamento dos neonatos se deu
apds a selecdo das maes. Assim, ao serem convidadas a participar da pesquisa, as maes
também eram solicitadas a autorizar a participacdo dos recém-nascidos.

As informacdes socioecondmicas, demograficas e gestacionais foram observadas na
totalidade da amostra, porém houve perda amostral para andlise dos polimorfismos do gene

MBL2e do gene NOS3, conformefigura 4.

Figura 4: Distribui¢do da amostra considerada na andlise dos polimorfismos funcionais nos genes MBL2
materno e fetal e NOS3 materno.
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3.4 VARIAVEIS DO ESTUDO

A varidvel dependente do estudo foi o parto prematuro espontaneo. A defini¢do das

demais varidveis estd apresentada no quadro a seguir:



Quadro 1: Apresentacdo das varidveis do estudo
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Variaveis
socioeconodmicas e Detalhamento Categorizacao
demograficas

Idade materna Idade materna em anos <20
20 a 34
>35

Escolaridade materna Anos de estudo formal <5
5a8
>9

Habilidade para leitura Facilidade para leitura de uma carta ou Sim

revista

Com dificuldade ou ndo 1€

Ocupacio Envolvimento em atividadelaboral Niao
remunerada durante a gestacao Sim

Renda familiar per capita | Razdo entre o rendimento total da familiano | <0,25

mensal em saldrio minimo | més anterior a entrevistae o nimero de 0,26-0,50
pessoas na residéncia, tendo como referéncia | > 0,50

o saldrio minimo de R$ 724,00.

Origem geogréfica
materna de acordo com as
regides do Estado de

Regido do Estado de Pernambuco onde
nasceu a avo materna do neonato

Regido metropolitana do
Recife

Zona da mata

Pernambuco Agreste
Sertao
Outro Estado
Cor da pele Cor da pele da puérpera na opinido do Branca
entrevistador, segundo categorias propostas Parda
pelo IBGE. Preta
Amarela
Indigena
Situacdo conjugal Situacdo conjugal dos pais da crianca durante | Unidos
a gestagdo Separados
Estresse psicossocial Relato materno de estresse psicossocial na Nio
gestacdo Sim
Variaveis gestacionais Descricao Categorizacao
Fumo Qualquer consumo de cigarro durante a Niao
gestacio Sim
Alcool Qualquer consumo de bebida alcdolica Nio
durante a gestacdo Sim
Drogas Qualquer consumo de bebida alc6olica Niao
durante a gestagdo Sim
Estado nutricional materno | Estado nutricional da gestante ao final da Baixo peso
gestagdo segundo IMC = peso (kg)/ altura Adequado
(m)2 por semana gestacional( ATALAH S et Sobrepeso
al., 1997) Obesidade
Paridade Numero de partos prévios Primipara
Multipara
Intervalo gestacional Intervalo de tempo entre a pendltima e a <18
ultima gestacdo em meses >18

Inicio do pré-natal

Trimestre gestacional em que realizou a
primeira consulta de pré-natal

1° trimestre

A partir do 2° trimestre

Numero de consultas de
pré-natal

Numero de consultas de pré-natal realizadas
utilizando a referéncia minima de 06

<6

>6
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consultas estabelecida pelo Ministério da
Sadde do Brasil

Qualidade da assisténcia
de pré-natal

Qualidade da assisténcia de pré-natal
segundo a percepcao da puérpera

Otima ou boa

Regular ou ruim

ITU na gestacdo Infeccdo no trato urindrio (ITU) durante a Nio
gestacdo segundo prontudrio ou relato Sim
materno

ITU no parto Infeccdo no trato urindrio (ITU) presente no | Ndo
momento do parto,registrada em prontudrio Sim

Vaginose bacteriana Vaginose bacteriana durante a Niao
gestacdoregistrada em prontudrio Sim

Corioamnionite Registro em prontudriode corioamnionite ou | Nao
infeccdo intramnidtica aguda. Sim

RPM Rotura prematura de membranas, definida Niao
como rotura espontanea das membranas Sim
amnidticas ap6s a 20* semana gestacional e
antes do inicio do trabalho de
parto,registrada em prontudrio.

Parto prematuro prévio Puérpera teve outros filhos prematuros Nio

Sim

Maie prematura Puérpera nasceu prematura Nao

Sim

Antecedentes familiares de | Membros da familia materna nasceram Nio

prematuridade prematuros Sim

Aborto Puérpera ja sofreu algum aborto Nio

Sim

Diabetes gestacional Diabetes durante a tltima gestacdo Niao

Sim
Hipertensdo gestacional Hipertensao durante a dltima gestagio Nio
Sim

Pré-eclampsia Pré-eclampsia durante a Gltima gestagcdo Niao
registrada em prontudrio Sim

Incompeténcia Incompeténcia istmocervical na dltima Nio

istmocervical gestacdo registrada em prontudrio Sim

Idade gestacional do Idade gestacional do neonato em semanas <28 (prematuridade

neonato em semanas completas extrema)

28-31 (prematuridade grave)

32-35 (prematuridade
moderada)

34-36 (prematuridade
limitrofe)

>37 (a termo)

Peso do neonato ao nascer

Em gramas, verificado nas primeiras 24
horas de vida. Classificagdo de acordo com
critérios da Organizagdo Mundial de Saide
(WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2011)

<1.000 (extremo baixo
peso)

1.000-1.499 (muito baixo
peso)

1.500-2.499 (baixo peso)

>2.500 (adequado)
Sexo do neonato Verificado pela equipe de neonatologia Masculino
Feminino
Variaveis genéticas Descricao Categorizacao
Gene NOS3 materno
rs1799983 SNP caracterizado pela substituicdo de uma | G/G
base guanina por uma timina, que pode se G/T




40

manifestar na forma heterozigota (G/T) ou

homozigota (T/T) .
Frequéncia alélica G/T do | Frequéncia do alelo G (selvagem) e do alelo | G
rs1799983 T (variante) T
Gene MBL2 materno e
fetal
rs11003125 (H/L) SNP caracterizado pela substitui¢do de uma H/H
base guanina por uma citosina, que pode se H/L
manifestar na forma heterozigota (H/L) ou L/L
homozigota (L/L)
Frequéncia alélica H/L Frequéncia do alelo H (selvagem) e do alelo | H
L (variante) L
rs7096206 (X/Y) SNP caracterizado pela substitui¢do de uma X/X
base citosina por uma guanina, que pode se XY
manifestar na forma heterozigota (Y/X) ou Y/Y
homozigota (Y/Y)
Frequéncia alélica X/Y Frequéncia do alelo X (selvagem) e do alelo | X
Y (variante) Y
Codon 52 (A/D) SNP caracterizado pela substitui¢do de uma A/A
base citosina por uma timina, que resulta na A/D
substituicao do aminodcido arginina por D/D
cisteina. Pode se manifestar na forma
heterozigota (A/D) ou homozigota (D/D)
Frequéncia alélica A/D Frequéncia do alelo A (selvagem) e do alelo | A
D (variante) D
Codon 54 (A/B) SNP caracterizado pela substitui¢do de uma A/A
base guanina por uma adenina, que resultana | A/B
substituicdo do amino4cido glicina por 4cido | B/B
aspartico. Pode se manifestar na forma
heterozigota (A/B) ou homozigota (B/B)
Frequéncia alélica A/B Frequéncia do alelo A (selvagem) e do alelo | A
B (variante) B
Cédon 57 (A/C) SNP caracterizado pela substitui¢do de uma A/A
base guanina por uma adenina, que resultana | A/C
substituicdo do amino4cido glicina por 4cido | C/C
glutdmico. Pode se manifestar na forma
heterozigota (A/C) ou homozigota (C/C)
Frequéncia alélica A/C Frequéncia do alelo A (selvagem) e do alelo | A
C (variante) C
Gendétipo A/O Combinagdo dos SNPs rs52,rs 54ers 57.0 | A/A
gendtipo A/A indica a auséncia de A/O
polimorfismos nessas regides do exon 1 do 0/0
gene MBL2
Frequéncia alélica A/O Frequéncia do alelo A (selvagem) e do alelo | A
O (variante) 0]
Haplétipos do MBL2 Observagdo das combinacdes alélicas
resultantes do desequilibrio de ligacdo do
gene MBL2
Nivel da proteina MBL Nivel esperado de acordo com a combinacdo | Deficiente
dos haplétipos apresentada Baixo

Alto
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3.5 COLETA DOS DADOS

3.5.1 Condicoes socioeconomicas, demograficas e gestacionais

A coleta dos dados nas maternidades ocorreu no periodo de junho de 2013 a agosto de
2014 e seguiu o fluxograma abaixo (figura 5).As informagdes socioecondmicas, demograficas
e gestacionais foram obtidas por meio de consulta aos prontudrios e de entrevista as
puérperas, utilizando um formuldrio pré-codificado e com questdes fechadas (anexo 1),
aplicado por uma equipe composta pelo pesquisador principal e por trés iniciantes de pesquisa

vinculados ao curso de graduacdo em medicina da Universidade Federal de Pernambuco.

Figura 5. Fluxograma das agdes desenvolvidas durante a coleta dos dados maternos e neonatais nas
maternidades.

» Acesso ao livro de registro de partos da obstetricia

» Identificacdo das puérperas que pariram pré-termo e a termo nas
primeiras 48 horas pds-parto

Etapa 1 - Centro de Obstetricia das
maternidades

Etapa 2 - Consulta a0 prontudrio » Identificacdo de critérios de exclusdo da pesquisa

das puérperas

» Esclarecimentos da pesquisa e assinatura do TCLE
Etapa 3 - Entrevista a puérpera  «Coleta de informagdes socioecondmicas e demogréficas

Etapa 4 - Nova consulta a0 *Coleta de informacdes gestacionais

prontudrio das puérperas

»[dentificagao de critérios de exclusdo da pesquisa

Etapa 5 - Consulta ao prontudrio . . . \ . .
P b *Coleta de informagdes relativas ao parto e as condi¢des de vida

dos neonatos

Etapa 6 - Coleta das amostras de »Coleta ou recolhimento das amostras de sangue das puérperas e

sangue das puérperas e dos dos neonatos no banco de sangue, alojamento conjunto ou
neonatos UCIN/UTIN.

O diagnéstico de parto prematuro espontaneo foi estabelecido pelas equipes médicas
das maternidades a partir da presencga de trabalho de parto prematuro (TPP), associado ou ndo

a rotura prematura pré-termo das membranas, que resultava no parto antes de 37 semanas
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completas ou 259 dias de gestacdo.Trabalho de parto prematuro se caracterizou pela presenca
de contragdes uterinas regulares e persistentes numa frequéncia minima de duas vezes a cada
10 minutos, dilatacdo cervical igual ou superior a um centimero, esvaecimento cervical igual
ou superior a 80% e progressao das alteracdes cervicaistAMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 1997; BITTAR et al., 2005).

A idade gestacional do neonato foi verificada pelas equipes hospitalarespor meio da
data da dltima menstruagdo ou pelo exame de ultrassonografia, e confirmada pelo método de
Capurro somadtico, que se baseia em caracteristicas da textura da pele, formato da orelha,
tamanho da glandula mamdria, pregas plantares, sinal do cachecol, posicdo da cabeca e
formacdo do mamilo. Quando havia divergéncia na idade gestacional apontada por esses
métodos, a idade mais elevada foi considerada para enquadrar a mae/bebé no grupo de parto

pré-termo ou de parto a termo.

3.5.2 Dados biolégicos

3.5.2.1 Coleta de sangue

Amostras de sangue das puérperas e dos neonatos foram fornecidas pelo banco de
sangue do Hospital Agamenon Magalhaes, sendo provenientes de acesso venoso periférico e
de corddo umbilical, respectivamente. J4 no Hospital das Clinicas da UFPE, o sangue
periférico das puérperas foi coletado durante o internamento por um profissional Biomédico
devidamente habilitado para o procedimento, enquanto o sangue periférico dos neonatos foi
disponibilizado pela Unidade de Cuidados Intermedidrios Neonatais ou de Cuidados
Intensivos Neonatais, seguindo a rotina de solicitacdo de exames complementares. Assim,
quando havia a necessidade de realizacdo de exames nos neonatos, cerca de 0,5 ml de sangue
eram disponibilizados para essa pesquisa, reduzindo a exposi¢do dos bebés a procedimentos
invasivos.

As amostras foram mantidas em tubos contendo 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e encaminhadas ao Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade
Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE) para processamento e verificacdo dos polimorfismos

genéticos.
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3.5.2.2 Extra¢do do DNA

A extracdo do DNAfoi realizada pela pesquisadora principal e por uma estudante de
iniciacdo cientifica vinculada ao grupo de Variabilidade Genética Humana utilizandoa técnica
desalting outadaptada para pequenos volumes de sangue (MILLER et al., 1988; CARDOZO
et al., 2009; KAMADA et al., 2014),sendo,posteriormente, as amostras quantificadas e
armazenadas em freezer a -20° C.

Na adaptacdo da técnica de salting out,volumes de0,25 ml de sangue total dos tubos
com EDTA foram transferidos para microtubos de 1,5ml, sendo acrescentados 0,5 ml de
solucdo de RCBL (red blood cell lysis), ao invés de 0,8 ml sugeridos no protocolo original,
para lise das hemadcias. Seguiu-sea homogeneizacao por inversdo durante 30 segundos e a
centrifugacdo a 13.000 rpm durante 3 minutos. Os sobrenadantesforam descartados e o
processo se repetiu até a obtengao de um precipitado claro, sem vestigios de hemoglobina.

ApOs esta etapa, adicionaram-se as amostras 60 pl de tampao de proteinase K®, 04pul
de proteinase K® 20U/mg (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10ul de SDS® (sulfato dodecil
de s6dio, Sigma Chemical CO, Steinheim, Germany) a 20% e 160ul de dgua ultrapura, com
homogeneizacdo em Vortex até a dissolu¢do completa do pellet. Os microtubos foram
incubados em banho-maria a 55°C por 30 minutos, com uma suave agitagcdo,e esfriados em
temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, adicionaram-se50ul de solugdo
saturada de NaCl (6M), com agitacao em Vortex e centrifugacdo por 6 minutos a 13.000rpm.

Os sobrenadantesforam transferidos para outros microtubose novamente centrifugados
por 4 minutos a 13.000 rpm, sendo, mais uma vez, transferidos para novos microtubos. Em
seguida, 500 pl de etanol absoluto (99,5%) gelado eram adicionados lentamente pela parede
dos tubos para a precipitacdo do DNA.

Os tubos foram vertidos e invertidos, gentilmente, por vdrias vezes, para a
precipitacdo, e centrifugados a 13.000 rpm por 3 minutos. Apds descarte dos
sobrenadantes,acrescentaram-se 500ul de etanol a 70% gelado, ao invés de 1,0ml, seguindo-
se por uma nova centrifugacdo de 13.000 rpm por 3 minutos. Depois dos sobrenadantes
desprezados, os tubos foram mantidos abertos para secagem do dlcool e 35 ul de 4gua

ultrapuraforam adicionados para reidratacdo do DNA. Os tubos foram incubados overnighte,
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posteriormente, as amostras foram mantidas a 4° C para quantificagdo da concentracdo de
DNA obtida.

Uma adaptacdo semelhante da técnica de Salting Outfoi feita por Cardozo e
colaboradores (2009), porém, neste estudo, os volumes sdao ainda menores do que os
utilizados por esses autores em virtude das particularidades da nossa amostra, representada
por neonatos prematuros com condi¢des de saude instdveis que apresentavam restricdo a
coleta de sangue em volume superior ao que nos foi fornecido. Essa adaptacdo a técnica nao
comprometeu a concentracio de DNA obtida nas amostras, tampouco a qualidade dos

resultados da genotipagem.

3.5.2.3 Genotipagem do gene MBL2

3.5.2.3.1 Amplificagao do DNA

Inicialmente o gene MBL2 foiamplificado por meio do método de Reagdo em Cadeia
de Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)convencional considerando um volume
final de 10 ul de solug¢do contendo: 1,0 ul de DNA genomico(concentragdo média de 150
ng/ul), 1,2 ul de 4gua ultrapura autoclavada, 0,4 ul de cada primerdo MBL (5° -
GCCAGTGGTTTTTGACTCAC -3’, forward primer; 5’- CCTCATATCCCCAGGCAGT -
3’ reverse primer)e7 nl de PCR Master Mix 2 x (Promega), que contém 50 unidades/mL de
Taq Polimerase, 400uM de dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP e 3mM
MgCl2, segundo informagdes do fabricante.

As reagdes foram realizadas em um termociclador, que utilizou um gradiente de
temperatura de 54° a 52° C, durante 40 ciclos, para amplificacdo. A desnaturacdo ocorreu a
95°C durante 10 minutos. A primeira fase da hibrida¢do se deu em 10 ciclos de 95° C por 20
segundos, 54° C por 30 segundos e 72° C por 60 segundos, enquanto a segunda fase ocorreu
em 30 ciclos nas mesmas condi¢des,comaumento da temperatura em 0,2° C a cada ciclo. A
extensdo ocorreu em 72°C por 7 minutos. Posteriormente, os produtos de PCR foram

verificados em gel de agarose a 2%.
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3.5.2.3.2 Purificac¢do dos produtos da PCR

Posteriormente, a purificacdo dos produtos de PCR foi realizada adicionando uma
solucdo contendo 0,5 ul da enzima Exonuclease I, 1,0 ul da enzima Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP), 0,5 ul de solucdo tampdo e 3 ul de dgua ultrapura, considerando um
volume de0,5 ul de produto de PCR. Os tubos contendo 10 ul de solucdo final foram
colocados em um termocilador em dois ciclos, o primeiro com temperatura de 37° C durante
45 min e o segundo a 80° C durante 15 min. As enzimas utilizadas degradaram o excesso de
DNA de fita simples (primers) e os nucleotideos nao incorporados durante a reacdo de PCR
(dNTPs), e foram inativadas ao atingir a temperatura de 80° C.

Em seguida, as amostras foram quantificadas para verificar a concentracdo de DNA
utilizando o equipamento NanoDrop 2000 e diluidas em &4gua ultrapura até atingir uma

concentracao de 50 ng/ul.

3.5.2.3.3 Sequenciamento dos produtos da PCR

Os produtos purificados apds amplificagdo foram sequenciados bidirecionalmente
utilizando-se o kit BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, USA), de
acordo com as instru¢des do fabricante. Os iniciadores utilizados para o sequenciamento
foram os mesmos empregados na amplificacdo (primer MBL forward e reverse). A reacdo de
sequenciamento foi realizada em uma placa de 96 pocos, cada um contendo um produto de
PCR purificado, o mix de reacdo e apenas um dos iniciadores. O volume final em cada poco
da placa foi de 10 pl no qual continha 2040 ng de DNA (2 uLL de DNA), 0.5 ul de pré-mix
BigDye, 1,75 ul de tampao de sequenciamento, 4,75 pl de dgua ultrapura e 1 pl de iniciador a
5 pmol/uL. Posteriormente, a placa preparada foi ciclada num termociclador Veriti (Applied
Biosystems, USA), em 40 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15 segundos a 50°C e 4 minutos a
60°C.

ApOs a ciclagem, os produtos da reacdo de sequenciamento foram precipitados a fim de
eliminar o excesso de iniciadores, sais, ANTPs e ddNTPs nao incorporados.

A cada poco da placa foram adicionados 1,0 ul de EDTA 125 mM e 1,0 uL de acetato de

sodio 3 M. Em seguida, 25 pl de etanol absoluto foram adicionados a cada poco da placa de
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sequenciamento, sendo esta vedada, homogeneizada e incubada por 15 minutos ao abrigo da
luz em temperatura ambiente. Apds a incubacgdo, a placa foi centrifugada por 40 minutos a
3700 rpm e 20°C. Nesta etapa ocorreu a precipitacdo das moléculas de DNA. Apds a
centrifugacdo, o etanol foi descartado e os pellets lavados com 35 pl de etanol 70% e a placa
novamente homogeneizada e centrifugada por 15 minutos a 3700 rpm e 4°C. O etanol foi
outra vez descartado por inversao e o excesso retirado por evaporagao a 95°C.

Apoés a precipitacdo, as amostras foram ressuspendidas em 10 pl de formamida HiDi
(Applied Biosystems, USA). A placa foi vedada com uma sepra especifica para separacio
eletroforética em capilar. O sequenciamento foi realizado por separacdo eletroforética em
capilar em um sequenciador modelo ABI 3500 Genetic Analizer (Applied Biosystems).

Os dados do sequenciamento foram coletados com o softwareData Collection (Applied
Biosystems). Apds a coleta, os dados passaram por uma inspe¢cao de qualidade por meio do
Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems).

A andlise manual das sequéncias foi realizada no CodonCode Aligner5.0 (CodonCode
Corporation) a fim de identificar sua composicao de bases e a presenca dos SNPs investigados
nesta pesquisa, tendo como referéncia a sequéncia consenso do gene MBL disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/194018744.J4 a identifcacao dos haplétipos foi feita por

meio do software Haploview.

3.5.2.4 Genotipagem do gene NOS3

A genotipagem do SNP rs1799983 do gene NOS3 utilizou sondas TagMan®
disponiveis comercialmente (Applied Biosystems, USA) em reacdes conduzidas segundo o
protocolo do fabricante. As amostras foram amplificadas pelo método de Reacdo em Cadeia
dePolimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) em Tempo Real utilizando o equipamento
ABI7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), que utiliza o software SDS (v.2.3)
para a discriminacao alélica (Applied Biosystems).

A TagMan® € um fragmento de DNA utilizado para detectar sequéncias especificasno
DNA amplificado pela PCR em Tempo Real através da complementaridade de bases. Essa
sonda apresenta na extremidade 5“um corante reporter fluorescente e umcorante silenciador
quencherna extremidade 3°. Assim, quando a sequéncia alvo € detectada, a sonda se anela ao

DNA e ¢é clivada através da atividade da enzima nuclease 5°da Tag DNA polimerase,
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separando os corantes e emitindo um sinal fluorescente.Cada emissao de luz, portanto, indica
0 sucesso no processo de amplificacido da sequéncia alvo do DNAdurante a PCR (NOVALIS;
PIRES-ALVES, 2004). Assim, foi possivel detectar a presenca ou auséncia do polimorfismo
rs 1799983 do gene NOS3 no DNA das puérperas.

3.6 PROCESSAMENTO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os formulérios da pesquisa foram revisados regularmente para avaliagdo da consisténcia
dos dados socioecondmicos, demograficos e gestacionais obtidos nas entrevistas e anélise dos
prontudrios.

A digitacdo do banco de dados e as andlises estatisticas foram realizadas no programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®, versao 20).0 principio de Hardy-
Weinberg foi testado nas varidveis de cunho genético,com intuito de verificar a presenca ou
nao de equilibrio génico populacional, utilizando o software SNPStats.

Em seguida,as varidveis foram exploradas para verificacio das medidas de tendéncia
central, de dispersdo e de frequéncia. As medidas extremas (outliers) foram conferidas para
identificacdo de erros na digitacao do banco de dados.

A comparacdo da frequéncia dos polimorfismos estudados entre os gruposfoi realizada
pelostestes de qui-quadradoou teste de Fisher, dependendo da natureza dos dados. Essas
andlises também permitiramestabelecer umarelagcdo inicial de associacdo entre as varidveis
genéticas, socioecondmicas, demograficas e gestacionais com o desfecho (parto prematuro
espontaneoou a termo). Para isso, considerou-se o nivel de significancia estatistica com valor
de pigual ou menor que 0,05.

Numa etapa seguinte, as varidveis explanatdrias cujo valor de p foi menor que 0,20 nas
andlises bivariadas foramselecionadas para serem inseridas na andlise de regressao logistica
multivariada.

O numero de consultas de pré-natal, apesar de apresentar valor de p<0,20, ndo foiinserido
no modelo de regressdo por entendermos que as puérperas de parto pré-termo tiveram menor
chance de completar o nimero minimo de 06 consultas em virtude da antecipacdo do parto.
Seguindo esse raciocinio, a ocorréncia de hipertensdo gestacional e de pré-eclampsia também
ndo entraram no modelo de regressdo logistica porque comumente acometem as gestantes nas

ultimas semanas gestacionais. Nesse sentido, as puérperas que tiveram parto pré-termo
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espontaneo nao apresentaram a mesma chance de desenvolver essas intercorréncias que as de
parto a termo. Além disso, as puérperas que tiveram a indicacdo clinica de interrup¢do do
parto antes de 37 semanas gestacionais ndo participaram desta pesquisa.

Com relagdo aos polimorfismos genéticos do gene MBL2, cada varidvel foi agrupada em
duas categorias (selvagem ou polimérfica) com intuito de aumentar o nimero de individuos
por grupo e permitir a inser¢dono modelo de regressdo. A categoria polimorfica foi definida
como aquela em que o alelo mutante estava presente em heterozigose ou em homozigose.
Esse ajuste possibilitou a entrada do SNP no c6don 54 do gene MBL2 materno, enquanto os
demais perderam a significincia ou permaneceram com uma amostra insuficiente. Dessa
forma, nenhum SNP ou haplétipo nogenétipo doneonatofoi incluido no modelo de regressao.
As variaveis relativas as frequéncias alélicas e haplotipicas também nao entraram no modelo
por representarem informacdes agrupadas, e ndo de cada individuo.

A andlise de regressdo logistica utilizou como estratégiaum modelo hierarquizado que
considerou trés niveis de relacdo das varidveis explanatérias com o desfecho. O
posicionamento das varidveis em cada nivel do modelo (distal, intermedidrio e proximal) se
deu a partir do estabelecimento de relagdes 16gicas de causalidade entre elas. Dessa forma, no
nivel 1 (distal), entraram as varidveis socioecondmicas e demogréaficas (cor da pele, idade e
renda familiar per capita), no nivel 2, incluiram-se as varidveis estado nutricional da gestante
no final da gestacdo e intervalo gestacional,no nivel 3, inseriu-se a varidvel presenca de
infeccdo do trato urindrio no parto e os SNPs maternos cédon 54 (gene MBL2) ers1799983
(gene NOS3) e, no ultimo nivel (proximal), entraram as varidveis ocorréncia de parto
prematuro prévio, antecedentes familiares de prematuridade e ocorréncia de rotura prematura
de membranas. Assim, foram obtidas as razdes de chances (Odds Ratio - OR) ndo ajustadas e
ajustadas ao modelo, o valor de p, bem como os intervalos de confianga de 95% de cada
varidvel.

O método enter foi adotado na realizacdo da regressdo logistica. Considerou-secategoria
de referéncia aquela com menor chance de ser uma categoria de risco para o parto prematuro,
exceto para a varidvel Cédon 54 do gene MBL?2 materno, visando demonstrar o fator protetor
do polimorfismo nessa regido estrutural.

A estratégia utilizada para os ajustes das OR adotou os seguintes procedimentos:
inicialmente, as varidveis do nivel distal (nivel 1) foram incluidas no modelo e ajustadas entre
si. Aquelas cujo valor de p foi menor que 0,10 foram mantidas no modelo, mesmo que

perdessem a significancia estatistica apds a inclusdo das varidveis dos niveis mais
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inferiores.Essa estratégia foi mantida com a entrada das varidveis do nivel intermediario

(niveis 2 e 3) e do nivel proximal (nivel 4).

3.7 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do
Centro de Ciéncias da Satde da UFPE sob o parecer de nimero 166.364 em 11 de dezembro
de2012 (anexo 2). Os aspectos éticos contidos nas Resolucdes 196/96 e 466/2012 do
Conselho Nacional de Satde foram respeitados. Houve uma forte preocupagao em poupar os
neonatos dos procedimentos de coleta de sangue, dessa forma, na medida do possivel, as
amostras de sangue foram obtidas durante a realizacdo de coletas que faziam parte da rotina
dos servicos ou foram advindas do cordao umbilical, minimizando a exposi¢do dos mesmos a
procedimentos invasivos e dolorosos.

Todas as puérperas assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
queconsentia sua participagdo e de seu neonato na pesquisa. Antes disso, o documento era
lido e as eventuais dividas sobre o estudo eram esclarecidas.

O trabalho foi desenvolvido a partir de recursos fornecidos pelos grupos de pesquisa em
Saude e Nutricdo Materno Infantil e em Variabilidade Genética Humana. Nao houve conflito

de interesses.

3.8 LIMITACOES METODOLOGICAS E OPERACIONAIS

As principais limitacdes metodoldgicas desta pesquisa foram o pequeno tamanho amostral
e 0 modo de recrutamento da amostra, que se deu por conveniéncia a partir de uma populacio
de alto risco atendida em hospitais de referéncia na cidade. Além disso, a coleta das
informagdes relativas a historia familiar de prematuridade e a histéria materna de nascimento
prematuro, em alguns momentos, s6 foi possivel gragas a participacdo de parentes da puérpera
(em especial, da mae) na entrevista.

Inicialmente, a coleta de dados se daria apenas no Hospital das Clinicas da Universidade

Federal de Pernambuco (HC), entretanto, dificuldades operacionais no acesso as amostras de
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sangue dos neonatoslevaram a ampliagdodo local de coleta ao Hospital Agamenon
Magalhdes. As perdas na coleta de sangue dos neonatos prematuros totalizaram40% da
amostra.Somada a essas dificuldades, a Unidade de Cuidados Intermediarios € a Unidade de
Terapia Intensiva do HC, que alojavam os neonatos participantes, sofreram algumas
interdicdes no periodo do estudo em virtude de superlotacio ou de riscos para infec¢dao
hospitalar.

Além das perdas relativas a coleta de sangue, muitas amostras sofreram hemdolise antes da
extracdo do DNA, necessitando de serem tratadas laboratorialmente antes da realizacdo da
técnica de salting out. Além disso, experi€ncias internas do grupo de Variablidade Genética
Humana (UFPE/LIKA) indicam que a utilizacdo do primer MBL (produto com 999 pares de
bases) nas reacdes de PCR e de sequenciamento do gene MBL2 também pode ter contribuido
para a perda de informacdes em vdrias amostras. A regido a ser amplificada nesse gene ¢é
extensa e, comumente, falhas nas reagdes utilizando esse primer tem sido observadas. Por
outro lado, essa ainda parece ser a estratégia menos onerosa para investigacdo dos SNPs
eleitos. As perdas na genotipagem do geneMBL?2 representaram cerca de 25% das amostras de
sangue das puérperas e 36% das amostras dos neonatos.Ja as perdas na genotipagem do gene
NOS3materno foram de 8%.

Outro problema operacional foi o acesso as informacdes socioecondmicas, demogréficas e
bioldgico-gestacionais no prontudrio das puérperas, que representou uma grande dificuldade
em ambos os hospitais, seja pelas limitagdes nos registros das informagdes, seja pela
dificuldade na localizag¢ao desses documentos apds a alta hospitalar.

Além disso, esta pesquisa nao foi financiada por 6rgdos de fomento, o que inviabilizou a
ampliacdo da equipe de pesquisadores, bem como do nimero de polimorfismos genéticos a
ser investigado.

Uma vez que a amostra do presente estudo ndo é representativa da populacao geral, seus
resultados devem ser considerados como exploratdrios, prestando-se como guia para novas

investigagdes sobre o tema.
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4 RESULTADOS

Com relacdo a idade gestacional dos neonatos prematuros, observou-se um
predominio de casos de prematuridade limitrofe ou tardia (N=54, 54%) nesta pesquisa,
enquanto ocorreram 17 casos (17%) de prematuridade moderada (17%), 18 casos (18%) de
prematuridade grave e 11 (11%) de extrema, com média de idade gestacional de 32,6 semanas
e mediana de 34 semanas gestacionais. A idade gestacional minima foi de 24 semanas e a
méxima de 36 semanas completas entre 0s neonatos pré-termo.

Quanto ao peso ao nascer, a maioria dos prematuros apresentou baixo peso (N=58,
56,9%). Além disso, houve 16 casos (15,7%) de neonatos com muito baixo peso e 11 casos
(10,8%) de extremo baixo peso, de acordo com os critérios de classificacdo do peso ao nascer
estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Sadde apresentados no quadro 1. Por outro lado,
no grupo de parto a termo, oito neonatos (9,4%) tiveram baixo peso ao nascer, enquanto os
demais nasceram com peso adequado (N=77, 90,6%).

A respeito do perfil socioecondomico e demografico das puérperas, a tabela 1 mostra
que ndo existiram diferencas significativas entre os grupos de parto pré-termo (PPT) e de
parto a termo (PT).Destaca-se que ndao houve diferenca entre as puérperas quanto a cor da
pele, segundo informag¢do do entrevistador, e quanto a origem geografica da familia materna,
fatores considerados importantes em estudos genéticos (LEWIS, 2002).

Estresse psicossocial na gestacdo foi referido pela maioria das mulheres de ambos os
grupos, sem diferenca estatistica entre eles. J4 o impacto negativo desse estresse sobre a
gravidez foi relatado por 25 puérperas(24%) de PPT em comparacdo al3 puérperas (15,3%)
do grupo a termo. Outro aspecto estudado foi o consumo de drogas ilicitas, sendo citado por
apenas duas mulheres do grupo de parto pré-termo (1,9%) e nenhuma a termo (dados ndo

apresentados em tabela).
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Tabela 1: Perfil socioecondmico e demografico das puérperas do hospital Agamenon Magalhdes e do
Hospital das Clinicas da UFPE de acordo com o tipo de parto.

Pré-termo Termo
N|%|N]| % p

Variaveis socioeconomicas e demograficas maternas

Idade (anos)
<20 39 375 29 34,1
20 a 34 62 59,6 48 56,5 0,182
>35 03 29 08 94
Escolaridade (anos)
<5 11 10,6 08 94
5a8 36 34,6 28 329 0919
>9 57 548 49 57,6
Habilidade para leitura
Sim 93 894 72 84,7 0.333
Com dificuldade ou nao 1€ 11 10,6 13 15,3 ’
Ocupacao
Sim 36 346 31 36,5 +
Nio 68 654 54 635 0,791
Renda familiar per capita mensal em salario minimo
<0,25 40 38,5 29 34,1
0,26-0,50 43 413 29 34,1 0,187
> 0,50 21 20,2 27 31,8
Origem geografica materna de acordo com as regioes do
Estado de Pernambuco'
Regido metropolitana do Recife 44 4277 44 51,8
Zona da mata 23 223 24 28,2
Agreste 16 155 11 12,9 0,470
Sertao 04 39 02 24
Outro Estado 07 68 02 24
Cor da pele
Branca 10 9,6 15 17,6
Parda 81 779 54 635 0,089
Preta 13 12,5 16 18,8
Situacao conjugal
Unidos 84 80,8 71 835 0.623"
Separados 20 19,2 14 16,5 ’

"Teste qui-quadrado
""Teste Exato de Fisher
'Sem informacaode 10 puérperas do grupo PPT e duas do grupo PT

Com relagdo aoacompanhamento pré-natal, cinco puérperas (4,8%) do grupo PPT nao
frequentaram a nenhuma consulta, enquanto todas as puérperas de parto a termo participaram
regularmente. Quanto a histéria de aborto, 20 mulheres (19,2%) do grupo PPT e 18 mulheres
(21,2%) do grupo PT abortaram previamente, ndo havendo diferenga estatistica entre os
grupos, com frequéncia de abortos variando entre 01 e 03 episédios. Anomalias uterinas e
doencas autoimunes nao foram identificadas na amostra (dados nao apresentados em tabela).

A tabela 2 mostra algumas diferencas identificadas entre os grupos nos aspectos

gestacionais. Observa-se que o estado nutricional da gestante, a existéncia de infec¢do do trato
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urindrio no momento do parto,aocorréncia de corioamnionite € a rotura prematura de

membranas mostraram-se associados ao parto pré-termo espontaneo. Além desses, parto

prematuro prévio e existéncia de outros nascimentos prematuros na familia também

demonstram associa¢do com o desfecho.

Tabela 2: Perfil gestacional das puérperas do hospital Agamenon Magalhdes e do Hospital das

Clinicas da UFPE de acordo com o tipo de parto.

Varidveis gestacionais HLES(enme LIExIIIo
& N | % | N]| % p

Fumo

Sim 06 5,8 08 9,4 ;

Nio o8 942 77 906 O34
Alcool

Sim 17 16,3 16 18,8 +

Nio 87 83,7 69 81,2 0,655
Inicio do pré-natal

1° trimestre 78 78,8 67 78,8 0.995"

A partir do 2° trimestre 21 21,2 18 21,2 ’
Nuamero de consultas de pré-natal

<6 62 62,6 22 259

>6 37 374 63 741 000U
Qualidade da assisténcia de pré-natal

Otima ou boa 76 768 68 80 . o

Regular ou ruim 23 232 17 20 ’
Estado nutricional da gestante'

Baixo peso 35 38,5 15 18,3

Adequado 32 352 27 329 0,002

Sobrepeso/Obesidade 24 264 40 48,8
Paridade

Primipara 63 60,6 45 529 02917

Multipara 41 394 40 47,1 ’
Intervalo gestacional em meses

Primipara 63 60,6 45 529

<18 12 11,5 05 5,9 0,101°

>18 29 279 35 412
ITU na gestacao

Sim 44 423 38 44,7 ;

Nio 60 57,7 47 5573 0,741
ITU no parto

Sim 21 20,2 07 8,2 "

Nio 83 798 78 91,8 0,021
Vaginose bacteriana

Sim 13 12,5 10 11,8 +

Nio 91 87,5 75 882 0,878
Corioamnionite

Sim 07 6,7 O 0 1+

Nio 97 93,3 85 100 0,017
Rotura Prematura de Membranas®

Sim 41 39,8 12 14,1 s

Nio 62 602 73 859 <000

Continua na préxima pégina
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Tabela 2 (continuacio): Perfil gestacional das puérperas do hospital Agamenon Magalhdes e do
Hospital das Clinicas da UFPE de acordo com o tipo de parto.

Varidveis gestacionais Brestenc UGG
& N | % | N]| % p

Mie nasceu prematura’

Sim 10 10 09 10,6 "

Nio 90 90 76 894 0,896
Antecedentes familiares de prematuridade

Sim 52 50 29 34,1 "

Nio 52 50 56 659 0,028
Parto prematuro prévio4

Sim 19 46,3 04 10 "

Nio 2 537 36 900 <0001
Aborto

Sim 20 19,2 18 21,2 +

Ndo 84 808 67 788 740
Diabetes gestacional

Sim 06 58 01 1,2 0.131"

Nio 98 942 84 9838 ’
Incompeténcia istmocervical

Sim 03 29 1,0 1.2 .

Nio 101 97,1 84 9838 0,629
Hipertensio gestacional’

Sim 10 9,6 46 54,1 +

Nio o4 904 39 459 <0001
Pré-eclampsia’

Sim 07 6,7 38 44,7 "

Nio 97 933 47 553 <0001
Sexo do neonato’

Masculino 47 46,5 49 57,6 0131
Feminino 54 53,5 36 424 ’

"Teste qui-quadrado

""Teste Exato de Fisher

" Sem informagiode13 puérperas do grupo PPT e trés do grupo PT

? Sem informagdodeuma puérpera do grupo PPT

? Sem informacdodequatro puérperas do grupo PPT

* Excluindo as primiparas

*Puérperas que tiveramindicagdo clinica de interrupgdo do parto antes de 37 semanas gestacionais no
foram incluidas nesta pesquisa

® Sem informagio de trés neonatos do grupo PPT

Nas andlises genéticas, o equilibrio de Hardy-Weinberg foi atendido apenas na
investigacdo do SNP rs3125 do gene MBL2 materno. As frequéncias genotipicas e alélicas
dos polimorfismos investigados nas puérperas € nos neonatos desta pesquisa estdo expressas
na tabela3.

Com relag@o ao gene MBL2, os dados indicam a associa¢do dos SNPs nos codons 54 e
57 maternos e do SNPs no rs7096206 do neonato com a prematuridade,com maior frequéncia
do alelo B (polimérfico) entre as mulheres e neonatos do grupo a termo. Além disso,a

varia¢do no c6don 52 do neonato demonstrou associac¢do limitrofe com o parto pré-termo. As
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variacdes no genétipo A/O da diade mae-filho foram associadas ao parto prematuro

espontaneo em ambos os grupos, com maior frequéncia do alelo O entre as mulheres de parto

a termo e entre os neonatos prematuros.Jd o gendtipo G/T do rs1799983 do gene NOS3

materno predominou no grupo PPT com significancia limitrofe (p=0,078).

Tabela 3: Frequéncia dos polimorfismos funcionais do gene MBL2materno e do neonato e do gene
NOS3 materno segundo os tipos de parto.

Puérperas Neonatos
Variaveis genéticas Pré-termo | Termo Pré-termo Termo
N| % | N]| % p N| % | N]| % P
Gene MBL2

rs11003125 (H/L)

H/H 08 11,3 06 9,7 0 00 05 94

H/L 27 38,0 26 419 088" 17 40,5 23 434 0,093

L/L 36 50,7 30 484 25 59,5 25 472
Frequéncia alélica H/L

H 43 30,0 38 31,0 + 17 20,2 33 31,1 :

L 99 70,0 86 69,0 0,949 67 79,8 73 68,9 0,090
rs7096206 (X/Y)

X/X 02 2,8 03 48 0 00 06 122

XY 19 268 13 21,0 0,6337 14 32,6 05 10,2 0,002

Y/Y 50 704 46 74,2 29 674 38 71,6
Frequéncia alélica X/Y

X 23 16,0 19 15,0 + 14 163 17 173 +

Y 119 84,0 105 85,0 0,845 72 83,7 81 82,7 0,847
Cédon 52

A/A 65 91,5 55 932 37 88,1 36 973

A/D 06 85 03 51 039%" 05 11,9 0 0,0 0,057"

D/D 0O 00 O01 17 0 00 o01 27
Frequéncia alélica A/D

A 136 96,0 113 96,0 10" 79 940 72 973 0.4497

D 06 40 05 40 ’ 05 60 02 27 ’
Cédon 54

A/A 67 944 47 81,0 35 89,7 24 750

A/B 04 56 05 86 0012 01 26 0 0,0 0,096

B/B 0 00 06 103 03 7,7 08 250
Frequéncia alélica A/B

A 138 97,0 99 85,0 «+ 71 91,0 48 75,0 :

B 04 30 17 150 0,001 07 90 16 250 0,010
Cédon 57

A/A 64 91,1 45 90,0 38 90,5 36 923

A/C 07 99 0 00 00017 02 48 0 0,0 0,504%

c/C 0 00 05 100 02 48 03 77
Frequéncia alélica A/C

A 135 95,0 90 90,0 + 78 929 72 923 +

C 07 50 10 100 ** 06 71 06 77 8%
Gendétipo A/O

A/A 56 789 28 609 26 684 17 654

A/O 15 21,1 06 13,0 <0,001" 08 21,1 09 34,6 0,004

0/0 0 00 12 26, 04 10,5 O 0,0

Continua na préxima pégina
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Tabela 3 (continuagdo): Frequéncia dos polimorfismos funcionais do gene MBL2 materno e do
neonato e do gene NOS3 materno segundo os tipos de parto.

Puérperas Neonatos
Variaveis genéticas Pré-termo | Termo Pré-termo Termo
N % | N]| % p N]|%| N[ % p
Gene MBL2
Frequéncia alélica A/O
A 127 894 62 674 . 60 790 43 827 .
@) 15 10,6 30 32,6 <0,001 16 21,0 09 173 0,600
Gene NOS3
rs1799983 (G/T)
G/G 55 56,7 51 662 0,078 - - -
G/T 38 392 19 247 - - - -
T/T 04 41 07 9,1 - - - -
Frequéncia alélica G/T
G 148 76,3 121 78,6 0,614 - - - -
T 46 2377 33 214 - - - -

"Teste qui-quadrado
""Teste Exato de Fisher

Quando os genétipos do MBL2 da mae e do filho foram analisados juntos, apenas o

codon 54 esteve associado a prematuridade, observando-se a prevaléncia do gendtipo

selvagem na diade mae-filho do grupo prematuro e do gendtipo variante na diade de parto a

termo (tabela 4).
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Tabela 4: Combinacio dos genétipos do MBL2da diade mée-filho de acordo com o tipo de parto.

" , ~ Pré-termo Termo
Genotipos do MBL2 da diade mae-filho N | % N | % )/
rs11003125 (H/L)
Ambos H/H 0 0,0 02 4,3
Maie H/L ou L/L 0 0,0 03 6,5 0.158"
Filho H/L ou L/L 03 8,6 01 2,2 ’
Ambos H/L ou L/L 32 91,4 40 87,0
rs7096206 (X/Y)
Ambos X/X 0 0,0 01 2,3
Mae X/Y ou Y/Y 0 0,0 04 9,3 0.177"
Filho X/Y ou Y/Y 02 5,7 01 2,3 ’
Ambos X/Y ou Y/Y 33 94,3 37 86,1
Codon 52
Ambos A/A 27 77,1 29 87,9
Maie A/D ou D/D 03 8,6 03 9,1 0357"
Filho A/D ou D/D 05 14,3 01 3,0 ’
Ambos A/D ou D/D 0 0,0 0 0,0
Cédon 54
Ambos A/A 30 88,2 18 69,2
Mie A/B ou B/B 01 2,9 02 7,7 0.017"
Filho A/B ou B/B 03 8,8 01 3,8 ’
Ambos A/B ou B/B 0 0,0 05 19,2
Codon 57
Ambos A/A 29 85,3 29 96,7
Maie A/C ou C/C 02 5,9 0 0,0 0616
Filho A/C ou C/C 01 2,9 0 0,0 ’
Ambos A/C ou C/C 02 5,9 01 3,3
Genotipo A/O
Ambos A/A 18 54,5 09 50,0
Maie A/O ou O/O 05 15,2 04 222 0.310'
Filho A/O ou O/O 07 21,2 01 5,6 ’
Ambos A/O ou O/O 03 9,1 04 222

"Teste Exato de Fisher

Com relagd@o aos haplétipos do MBL2, houveum predominio do LY A na amostra total,

com maior frequéncia nas puérperas e neonatos do grupo de parto pré-termo (p=0,001 e

p=0,003).Por outro lado, o haplétipo LYB foi mais evidentenas puérperas e neonatos do

grupo de parto a termo (p<0,001 e p=0,010). Do mesmo modo, o HYA predominou entre os

recém-nascidos a termo (p=0,022) (tabela 5).
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Tabela 5: Frequéncia dos haplétipos do gene MBL2 nas puérperas € nos neonatos de acordo com o
tipo de parto.

Genoétipo materno Genoétipo do neonato
Haplétipos [ p <. Pré-
doMBL2 | termo | % Tlsg;;o %o D termo | % Tl\elg'l;o % p
N=126 N=60
HYA 30 2381 20 2326 0926° 06 10,00 11 27,50 0,022
LYA 74 5873 30 3488 00017 38 6333 13 3250 0,003
LXA 12 9,52 10 11,63 0,622° 08 1333 06 1500 0,814
HYD 02 1,59 03 3,49 03977 0 0,00 0 0,00 -
LYB 02 1,59 14 1628 <0,001" 04 6,67 10 2500 0,010
LYC 06 4,76 09 10,47 0,112° 04 6,67 0 0,00 0,148"

"Teste qui-quadrado
""Teste Exato de Fisher

A tabela 6 mostra a distribui¢do da amostra de puérperas e de neonatos com relagdo ao
nivel de producdo da proteina MBL inferido a partir da combinacdo dos haplétipos. As
puérperas do grupo prematuro apresentaram maior frequéncia de haplétipos combinados
associados a producdo protéica mais elevadado que as de parto a termo. Com relagdo aos
neonatos, a frequéncia de haplétipos combinados associados a producgdo alta ndo diferiu entre
os grupos, enquanto a frequéncia das combinacdes associadas a deficiéncia na producdo foi

maior no grupo a termo.

Tabela 6: Producdo da proteina MBL a partir da combinacéo dos haplétipos entre as puérperas e entre
0s neonatos.

Pré-termo Termo
N| % | N| %

Producao de MBL materna e do neonato* P OR IC (95%)

Producao materna

Deficiente 04 7,0 11 27,5 1,00 -

Baixa 16 281 10 250 0,021" 440 1,09-17,68

Alta 37 649 19 475 5,35 1,50-19,09
Producao do neonato

Deficiente 02 8.3 07 41,2 - -

Baixa 08 338 0 00 0,005 - -

Alta 14 583 10 588 - -

"Teste qui-quadrado

""Teste Exato de Fisher

* Inferida a partir do haplétipo combinado, considerada alta na combinagdo dos haplétipos HYA e
LYA,; baixa, nas combinagdes de HYA ou LYA com LXA, HYD, LYB ou LYC; e deficiente, quando
as combinacdes ocorrem entre LXA, HYD, LYB e LYC(GIBSON et al., 2011).

Quando as varidveis com valor de p menor que 0,20 na andlise bivariada foram
analisadas por meio de regressdo logistica, o baixo peso da gestante em relacdo a idade
gestacional, a ocorréncia de RPM, de infec¢@o do trato urindrio no parto e o histérico materno

N

de outros partos prematuros permaneceram associados a prematuridade.Além dessas,



59

apresenca do SNP no cédon54 no genétipo materno também se manteve associada ao

desfecho, apresentando-se como um fator de protecdo para a ocorréncia do parto prematuro

espontaneona amostra investigada (tabela 7).

Tabela 7:Regressio logistica dos fatores associados ao parto prematuro espontineo.

Vi gll; o ajlgtl; W ICOS%)  p

Nivell

Cor da pele
Preta 1,22 0,093 1,16 0,38-3,53 0,092
Parda 2,25 2,24 0,92-5,46
Branca 1,00 1,00

Nivel 2

Estado nutricional da gestante
Baixo peso 3,89 0,003 3,47 1,55-7,78 0,010
Adequado 1,97 1,78 0,85-3,74
Sobrepeso/Obesidade 1,00 1,00

Nivel 3

Gene MBL2 materno (c6don54)
A/B ou B/B (variante) 0,25 0,026 0,20 0,045-0,91 0,037
A/A (selvagem) 1,00 1,00

ITU no parto
Sim 2,82 0,026 10,23 1,80-58,20 0,009
Nao 1,00 1,00

Nivel 4

Parto prematuro prévio
Primipara 2,29 2,21 0,77-6,33
Sim 7,77 0,001 14,12 2,22-89,80 0,018
Nio 1,00 1,00

Antecedentes familiares de prematuridade
Sim 1,93 0,029 1,79 0,69-4,61 0,229
Nio 1,00 1,00

Rotura Prematura de Membranas
Sim 4,02 <0,001 2,97 1,08-8,13 0,034
Nio 1,00 1,00

Nivel 1: ajustado pela idade materna e renda familiar per capita mensal
Nivel 2: ajustado pelo intervalo intergestacional

Nivel 3: ajustado pelo SNP no gene NOS3 materno (rs1799983)
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5 DISCUSSAO

Nesta pesquisa, os polimorfismos funcionais do gene lectina ligante de manose
(MBL2) materno, relacionados a redu¢do nos niveis de proteina MBL, demonstraram efeito
protetor sobre a ocorréncia do parto prematuro espontaneo, mesmo apds o controle das
varidveis socioecondmicas, demograficas e gestacionais, contrariando a hipdtese inicial desta
pesquisa. Quanto ao gendétipo fetal, a maioria dos achados também sugere que a deficiéncia de
MBL pode representar um fator de prote¢cdo para a prematuridade. Com relagdo ao
polimorfismo investigado no gene da sintase endotelial de 6xido nitrico (NOS3) materno, uma
associacdo limitrofe foi observada entre os grupos, apontando para uma predominancia do
genotipo heterozigoto nas mulheres que tiveram parto prematuro e do gendtipo mutante

homozigoto entre as puérperas de parto a termo.

5.1 GENE MBL2 E SUA RELACAO COM O PARTO PREMATURO ESPONTANEO

Os polimorfismos da regido promotora do gene MBL2 materno (H/L e
X/Y)predominaram na amostra, no entanto, sem apresentar diferenca estatisticamente
significante entre os grupos. Os gendtipos polimérficos H/L e L/L representaram 88,7% do
gendtipo das maes de parto pré-termo (PPT) e 90,3% daquelas de parto a termo (PT).
Semelhantemente, os gendtipos X/Y e Y/Y estiveram presentes em 97,2% do grupo de PPT e
95,2%do grupo de parto a termoPT.A elevada frequéncia desses SNPs talvez seja justificada
pela composi¢do da amostra, formada por puérperas assistidas em maternidades de referéncia
em gestacao de alto risco.

Por outro lado, cada polimorfismo de base tnica (SNP) da regido codificante do gene
MBL?2 foi observado em cerca de 10% da amostra materna como um todo. Apenas o cédon54
(A/B) diferiu significativamente entre os grupos, com maior frequéncia dos genotipos
polimérficos (A/B e B/B) nas puérperas que pariram no termo (p=0,012). Em adi¢do, 21,1%
das mulheres do grupo PPT e 39,1% do grupo PT apresentaram os genétipos A/O e O/O, com
predominio do alelo O também entre as mulheres do grupo PT (p<0,001).

Dessa forma, os dados obtidos sugerem que mulheres que carregam o gendtipo

relacionado a uma menor produgdo da proteina MBL pariram no termo e apontam para um
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efeito protetor do SNP no cédon54 do gene MBL2 materno sobre o parto prematuro
espontaneo na amostra investigada. Esse efeito permaneceuestatisticamente significante apos
o controle das varidveis socioecondmicas, demograficas e gestacionais no modelo de
regressao logistica multivariada.

Semelhantemente, Van de Geijn (2008), comparando os polimorfismos funcionais do
gene MBL?2 entre puérperas de parto pré-termo e de parto a termo, observaram a associacao
do gendtipo A/A(relacionado a producdo de altos niveis da proteina MBL) com o parto
prematuro, evidenciando um efeito de protecdo exercido pelos SNPs da regiao codificante do
gene nas gestantes de termo.

De acordo com Romero e colaboradores (2010), as concentragdes de interleucina 6
(IL-6) no liquido amnidtico de gestantes no segundo trimestre de gravidez sao mais elevadas
naquelas que evoluem para o parto pré-termo do que nas mulheres que entram em trabalho de
parto a termo, sendo considerada um fator de risco para a prematuridade. Nesse sentido,
Holst, Garnier e colaboradores (2008) relatam um aumento no risco de parto prematuro na
presenca de polimorfismos nos genes das interleucinas que induzem uma resposta
imunoldgica exagerada. Em adicdo, numa revisdo sistemadtica sobre as variagdes genéticas
associadas ao parto prematuro, Crider e colaboradores (2005) afirmam que os polimorfismos
que elevam a magnitude ou duragdo da resposta inflamatéria estdo associados a
prematuridade, enquanto aqueles que levam a uma diminuicdo da resposta inflamatdria
reduzem o risco desta intercorréncia.

Esses achados diferem dos observados por Annells e colaboradores (2004), que
associaram o SNP no cédon 54 materno ao nascimento prematuro abaixo de 29 semanas de
gestacdo, porém sem fazer distin¢do aos tipos de prematuridade (espontinea ou indicada),
enquanto os outros SNPs do gene MBL2 nao mostraram associagdo significante. Nopresente
estudo, entretanto, as andlises consideraram apenas 0os nascimentos prematuros espontaneos,
além disso, ndo houve a estratificacao dos dados de acordo com a idade gestacional.

Em nosso estudo, semelhante ao genétipo materno, os SNPs na regido promotora do
gene MBL2 dos neonatos também predominaram entre os grupos, porém com maior
frequéncia nos prematuros. Ja na regido codificante do gene, os genétipos polimérficos foram
menos evidentes, havendo uma maior frequéncia do SNP nocédon 52 (A/D) entre os neonatos
pré-termo (p=0,057), enquanto noscédons 54 e 57 ndo houve diferenca entre os grupos.Esses
dados assemelham-se aos observados por Bodamer e colaboradores (2006), que foram
pioneiros na investigacdo da contribui¢do dos polimorfismos funcionais do gene MBL2 do

neonato sobre a ocorréncia do parto prematuro. Os autores estudaram neonatos prematuros e
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nascidos a termo, sem distinguir os tipos de prematuridade na amostra (espontdnea ou
indicada), e encontraram a associa¢cdo apenas do cddon 52 e do genétipo O/O dos neonatos
com o0 nascimento pré-termo, com predominio do alelo D.

Nesta pesquisa, o gendtipo O/O dos neonatos sé foi observado nos nascidos
prematuros (p=0,004), sugerindo uma menor concentragdo dos niveis séricos da proteina
MBL entre eles, mas ndo houve diferenga na distribuicao dos alelos A e O entre os grupos. Os
resultados de Van de Geijn (2007) indicam que o gendtipo fetal ndo altera a concentragao
sérica da proteina MBL materna, nem os niveis de atividade dessa proteina durante a
gestacdo, porém, segundo Bodamer e colaboradores (2006), pode influenciar o nivel de
proteina MBL do proprio feto e participar da defesa a patdgenos, bem como da regulacdo da
resposta imunoldgica fetal diante de infeccao.

Os elementos do sistema complemento sdao detectados no feto nas primeiras semanas
de gestacdo, sendo sua sintese iniciada a partir da 9* semana fetal, mas os niveis das proteinas
permanecem baixos até os primeiros dias de vida pds-natal. No final da gestacao de termo, os
componentes do sistema complemento podem atingir até 10% dos niveis maternos, podendo
ser menores entre os prematuros (MUSSI-PINHATA; REGO, 2005; BODAMER et al., 2006;
GIBSON et al., 2011). Dessa forma, acreditamos que a regulagdo da resposta inflamatdria
propiciada pela proteina MBL fetal exerca uma menor contribui¢do sobre a duracdo da
gestacdo humana que a regulacdo feita pela MBL materna. Ressalta-se, porém, que, nesta
pesquisa, a reduzida amostra de gendtiposdos recém-nascidos ndo permitiu a inclusdo das
varidaveis genéticas dos neonatos no modelo de regressiao adotado.

Por outro lado, € possivel que exista uma interacdo dos gendtipos da mae e do filho
influenciando o risco para o parto prematuroMYKING et al., 2011; UZUN et al., 2013).
Assim, quando combinados os genesMBL?2 da diade mae-filho, apenas o cédon 54 manteve-se
associado a prematuridade, com predominio do genétipo selvagem (A/A) no grupo pré-termo
e do gendtipo variante (A/B ou B/B) na diade de parto a termo. Outros estudos do gene MBL2
com andlises semelhantes nao foram encontrados na literatura.

Sobre a diferenca observada na andlise dos cédons 52, 54 e 57 maternos e dos
neonatos, estudos afirmam que existem diferengas nos fenétipos bioquimicos dessas variantes
estruturais e que os alelos B, C e D estdao envolvidos separadamente nos processos bioldgicos
em humanos, sendo que todas as trés variacdes tem efeitos nos niveis da proteina MBL
(MADSEN et al., 1994; GARRED, 2003; BODAMER et al., 2006).

Com relacdo a frequéncia haplotipica, houve um predominio do haplétipo LYA na

amostra total. Esse resultado esta de acordo com os achados de Boldt e colaboradores (2006),
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que observaram a maior prevaléncia do LYA na populagdo brasileira com descendéncia
africana ou sem caracterizacdo étnica definida, predominante no presente estudo. De acordo
com a literatura, esse haplétipo estd associado a niveis altos/intermedidrios de proteina MBL
(BOUWMAN et al., 2006; ARAUJO et al., 2009; FERRARONI, 2010), tendo sido observado
em maior frequéncia nas puérperas e neonatos do grupo PPT, comparados ao grupo PT. Por
outro lado, o haplétipo LYB, associado a niveis baixos de produgdo proteica, foi mais
frequente no grupo a termo. Em adi¢do, o genétipo combinado das puérperas evidenciou uma
maior frequéncia de combina¢des haplotipicas associadas ao alto nivel de proteina nas
mulheres do grupo PPT, quando comparadas as de parto a termo, enquanto as combinacgdes
associadas a deficiéncia na producao protéica foram mais frequentes naquelas do grupo PT.

A ac¢do da proteina MBL sobre a gestacdo humana estd relacionada a criagdo de um
ambiente inflamatdrio uterino adequado, primordial para uma boa placentagdo, e a regulacao
da resposta do sistema imune inato diante das infeccdoes que podem acometer o bindmio
materno-fetal. Esse ultimo efeito se da pela ativagdo da via da lectina no sistema
complemento, cujo produto final é a formag¢do de uma complexa membrana de ataque
(membrane attack complex - MAC) que exerce uma eficiente fun¢do de defesa contra
patdgenos (GEIIN, VAN DE et al., 2007).

A proposta de que um perfil de inflamacdo excessiva durante a gestacdo pode exercer
um papel determinante no desencadeamento do trabalho de parto prematuro tem sido
evidenciada na literatura (ANNELLS et al., 2004, 2005; BODAMER et al.,, 2006;
FRAKKING et al., 2006; HOLST; GARNIER, 2008; VIANNA; CHIES, 2009; ROMERO et
al., 2010; CAPECE et al., 2014), podendo a prépria gestacdo ser considerada como um estado
de inflamacgdo (GEIJN, VAN DE et al., 2008). Dessa forma, altos niveis da proteina MBL no
sangue poderiam conferir desvantagem bioldgica por agravar as respostas inflamatérias diante
de um processo infeccioso, aumentando a magnitude da inflamacao e favorecendo a liberacao
de citocinas inflamatdrias responsédveis pelo inicio do trabalho de parto e pela dilatacdao da
cérvix uterina (CARVALHO et al., 2007; GEIIN, VAN DE et al., 2008; HOLST; GARNIER,
2008).

Até o momento, sabe-se que o perfil adequado de resposta inflamatéria durante a
gestacdo € importante para a manutencdo da mesma, bem como a indu¢do de um ambiente
pré-inflamatério no udtero € essencial para permitir uma correta angiogénese na interface da
regido materno-fetal nas primeiras semanas gestacionais. Nesse sentido, a proteina MBL pode

exercer um papel importante durante a gravidez (GEIJN, VAN DE et al., 2007; VIANNA;
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CHIES, 2009), entretanto, os resultados das pesquisas sdo contraditérios em relacdo aos

niveis protéicos e sua associacao com a duracio da gestacao.

5.2 GENE NOS3 E SUA RELACAO COM O PARTO PREMATURO ESPONTANEO

Com relagdo ao rs1799983 do gene NOS3 materno,houve um predominio dogendtipo
G/G em ambos os grupos (PPT=56,7%; PT= 66,2%), com maior frequéncia do gendtipo
heterozigoto no grupo de puérperas de parto prematuro (PPT=39,2%; PT=24,7%) e do
genotipo polimérfico T/T no grupo de comparagdo (PPT=4,1%; PT=9,1%), com diferenca
limitrofe entre eles (p=0,078).As frequénciasdos alelos G e T ndo diferiram entre os grupos
(p=0,614).

Kuzmanié Samija e colaboradores (2011),investigando a associacio desse SNP com a
ocorréncia de hemorragia intraventricular em criangas com Paralisia Cerebral, encontraram
frequéncia semelhante dos gendtipos G/G (46,9%) e G/T (46,1%), e uma baixa frequéncia do
gen6tipo T/T (7%) entre criancgas do grupo controle nascidas prematuramente € a termo, mas
nao fizeram distin¢ao dessa frequéncia de acordo com a idade gestacional. Semelhantemente,
outro estudo envolvendo 342 recém-nascidos com idade gestacional igual ou menor que 28
semanas observou que 48,5% dos neonatos pré-termo apresentaram o genétipo G/G, enquanto
os genétipos G/T e T/T foram observados em 42,4% e em 9,1% dos prematuros,
respectivamente, porém nio houve comparacdo com recém-nascidos a termo (POGGI et al.,
2015).

Os genétipos mutantes dos polimorfismos do gene NOS3 reduzem a atividade da
enzima eNOS e, consequentemente, os niveis de 6xido nitrico (NO) no endotélio vascular,
sendo o alelo T associado a vasoespasmo arterial e a patogénese de doencgas cardiovasculares
em adultos (VANNEMREDDY et al., 2010; POGGI et al., 2015).

Em mulheres, o miométrio € um dos locais onde ocorre a sintese de 6xido nitrico.A
concentracdo desse radical livre parece se elevar durante a gestagdo e decrescera partir do
terceiro trimestre, podendo manter o estado de quiescéncia uterina por meio da regulacdo da
conectividade tissular e do relaxamento miometrial (BUHIMSCHI et al., 1996; ALI et al.,
1997; CAPECE et al., 2014).

O papel da enzima eNOS na modulacdo do tonus miometrial durante a gestacdo

humana é reforcado por Norman e colaboradores (1999), que, através de bidpsia uterina
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realizada no momento do parto e de técnicas de imuno-histoquimica, observaram niveis
significativamente altos de eNOS no miométrio de mulheres que tiveram parto pré-termo
indicado,comparados aos encontrados naquelas de parto a termo.Os autores atribuem essa
expressdo fenotipica elevada as diferencas na idade gestacional, visto que as mulheres que
tiveram indicacdo clinica de interrupcdo da gestacdo ndo entraram em trabalho de parto
espontineo, ou seja, nao alcancaram a fase natural de reducdo dos niveis de 6xido nitrico no
miométrio,necessdriaao inicio das contragdes uterinas, e de aumento nos niveis desse radical
livre na cérvice, importante para apromoc¢aodo relaxamento e expulsao do concepto.

Ainda nesse sentido, Ledingham e colaboradores (2000) observaram maiores niveis de
eNOS na cérvice uterina de mulheres antes e apds o trabalho de parto, comparados aos
evidenciados em mulheres nao gestantes, sugerindo uma influéncia da atividade dessa enzima
na regulacdo do relaxamento cervical.Ja4 Tornblom e colaboradores (2005) observaram niveis
significantemente mais elevados das trés isoformas da NOS na cérvice de mulheres que
pariram prematuramente comparadas as de parto a termo, € associaram O aumento na
expressdo da enzima eNOS ao inicio do trabalho de parto. Por outro lado, ha indicios que
contrariam a hipdtese da modula¢do do tonus do miométrio e do colo uterino exercida pela
eNOS (BARTLETT et al., 1999).

De acordo com a literatura, o inicio do trabalho de parto pode ser considerado uma
reacdo autoimune regulada pela sinalizacdo de diferentes neurotransmissores. Na cérvice
uterina, essa reacdo se caracteriza pela infiltracao de leucdcitos, neutréfilos e macréfagos
seguida da producdo de citocinas pré-inflamatérias e de colagenase, que causa a dissociagio
do coldgeno do tecido conjuntivo. A producdo de citocinas aumenta a liberacdo de 6xido
nitrico, especialmente pela ativacio da enzima iNOS. O NO liberado, por sua vez,
potencializa a cascata de citocina e, junto com a a¢do das prostaglandinas (PGE, e PGE,,),
inicia uma potente vasodilatacdo e promove a degradacdo da matrix extracelular, permitindo o
relaxamento e a dilatacio cervical(TORNBLOM et al., 2005). Em adicdo, a pressdo mecanica
exercida pelo sangue na parede do vaso eleva a liberacdo de cdlcio e aumenta a producao de
oxido nitrico pela enzima eNOS, potencializando a vasodilatagao e o relaxamento do colo do
utero.Nesse sentido, o 6xido nitrico pode ser considerado como um mediador inflamatério do
relaxamento cervical, visto que regula a cascata de citocina e promove a vasodilatacdo da
cérvice.

Capece e colaboradores (2014), entretanto, por meio de uma recente revisdo de
literatura, ndo encontraram evidéncias de que os polimorfismos no gene NOS3 estdo

associados ao parto prematuro espontdneo com ou sem rotura prematura de
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membranas.Talvez esse fato seja justificado pelo reduzido nimero de publicacdes relativas a
esse tema.Além disso, hd relatos de que cada uma das isoformas das sintetases de 6xido
nitrico (NOS) contribui na manuten¢do dos niveis adequados de NO durante a gestagao,
porém o efeito isolado delas nao € crucial NORMAN et al., 1999; TORNBLOM et al., 2005).
Assim, sugere-se a investigacdo dessas sintases de modo agrupado em busca dos efeitos do
oxido nitrico sobre a duragdo da gestacdo humana.

Nao foram identificadas publicac¢des cientificas com objetivos semelhantes ao desta
pesquisa para comparagdo dos resultados observados. Nesse sentido, estainvestigagao
contribui para o conhecimento sobre o tema e, em adi¢do, evidencia a necessidade de novos
estudos, com maior tamanho amostral € maior nimero de SNPs investigados, para melhor
compreensdoda relagdo dos genes das sintases de 6xido nitrico (NOS) com o parto prematuro

espontaneo.

5.3 ASSOCIACAO DOS FATORES GENETICOS E AMBIENTAIS COM O PARTO
PREMATURO ESPONTANEO

A andlise de regressdo logistica multivariada evidenciou quea presenca do SNP no
cédon 54 do gene MBL?2 materno, bem comoo baixo peso da gestante de acordo com a idade
gestacional, a ocorréncia de rotura prematura de membranas, de infec¢do do trato urinario no
parto e o histérico materno de outros partos prematuros permaneceram associados ao parto
pré-termo espontaneo. Apenas a presenca do polimorfismo no gendtipo materno foi
considerada um fator de prote¢do, enquanto as demais se apresentaram como risco para a
ocorréncia do parto prematuro espontaneo na amostra investigada. Esses achados ratificam a
hipétese de que a etiologia da prematuridade é multifatorial, envolvendo fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais.

Apesar de a literatura apontar para a idade materna abaixo de 19 anos e a baixa renda
familiar per capitacomo fatores de risco para o parto prematuro espontaineo(BLENCOWE et
al., 2013; PASSINI et al., 2014),nesta pesquisa, essas varidveis ndo estiveram associadas a
prematuridade. Esses achados concordam com as observagdes de Ip e colaboradores (2010) e
talvez sejamjustificados pela caracteristica homogénea da amostra, composta por
mulheresassistidas emmaternidades publicas de referéncia em gestacao de alto risco da cidade

do Recife (Brasil), com perfis socioecondmico e demografico semelhantes.
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Houve um predominio da cor parda entre as mulheres que pariram prematuramente,
porém sem diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p=0,092). Esses achados
assemelham-se aos observados por Passini e colaboradores (2014) em um estudo
multicéntrico sobre os fatores associados ao nascimento prematuro espontaneo no Brasil e
écoerente com a composicao étnico-racial da populacao brasileira.

De acordo com York e colaboradores (2014), a disparidade nas taxas de nascimento
prematuro entre americanos com descendéncia africana e aqueles com descendéncia europeia,
de aproximadamente 18% e 11,5% respectivamente, ndo pode ser explicada apenas pelas
diferencas alélicas existentes entre as duas categorias, mas também pela diferenca nos fatores
ambientais que cercam a mulher durante a gestacdo. Embora se reconheca a existéncia de
aspectos clinicos que elevem o risco de prematuridade entre as mulheres negras, como a
maior frequéncia de cérvix uterina curta(LOCKWOOD; KUCZYNSKI, 2001),essa
combinacdo multifatorial (genética e ambiental) no desencadeamento do parto prematuro tem
sido crescentemente apontada na literatura, especialmente quando se discutem as
contribuicdes da raca da gestante (FISCELLA, 2005; YORK et al., 2010, 2014).

No tocante aos fatores relacionados a gestagdo, encontramos uma maior chance de
ocorréncia de parto prematuro entre as puérperas que nao completaram 06 consultas de pré-
natal, entretanto, a relacdo do nimero de consultas realizadas com o nimero esperado para a
idade gestacional ndo foi explorada neste estudo. Ja o consumo de élcool, de drogas ilicitas e
o fumo foram admitidos por um niimero pequeno de mulheres e nao impactaram no desfecho
da prematuridade, concordando com as observagdes de Ip e colaboradores (2010) e de Passini
e colaboradores (2014).

Quanto ao estado nutricional, avaliado pelo IMC em relacdo a idade gestacional,
mulheres com baixo peso no final da gestacdo tiveram trés vezes mais chance de parir
prematuramente do que aquelas com peso adequado ou sobrepeso, semelhantemente aos
achados de Ip e colaboradores (2010), que realizaram um estudo do tipo caso-controle para
investigar os fatores de risco para o parto prematuro de acordo com os subtipos clinicos da
prematuridade, e observaram um risco duas vezes maior de parto prematuro espontaneo entre
as mulheres com indice de massa corporal abaixo de 18,5 kg/m®. Em adicdo, Ehrenberg e
colaboradores (2009) relatam que mulheres obesas ou com sobrepeso tem menor frequéncia
de parto prematuro espontaneo do que aquelas com peso adequado ou baixo peso. Os achados
desses autores indicam que as mulheres com peso mais elevado apresentam menor frequéncia

e poténcia das contracdes uterinas antes de 35 semanas de gestagdo do que as demais, assim o
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excesso de peso poderia ser considerado um fator de protecdo para a prematuridade
espontanea (EHRENBERG et al., 2009; PASSINI et al., 2014).

Ja a hipertensdo gestacional e a pré-eclampsia foram mais frequentemente observadas
entre as mulheres do grupo a termo, enquanto a presenga de diabetes gestacional foi
semelhante entre os grupos. Ressalta-se que a inclusido das puérperas nesta pesquisa se deu a
partir da ocorréncia do trabalho de parto prematuro espontineo, assim, aquelas que
apresentaram hipertensiao grave, pré-eclampsia ou diabetes com indica¢do de interrup¢ao da
gestacdo ndo participaram desta investigacdo. Resultados similares tém sidoencontrados na
literatura, que apontam a associag¢do dessas varidveis apenas com o parto prematuro indicado,
mas ndo com a prematuridade espontanea(TORLONI et al., 2009; IP et al., 2010; PASSINT et
al., 2014).

Ainda sobre as intercorréncias gestacionais, a infec¢ao do trato urindrio(ITU) durante
a gestacdo acometeu quase 45% da amostra de puérperas, sem impacto estatistico para a
prematuridade. Ressalta-se, porém, que quase a totalidade das mulheres deste estudo utilizou
medicamento antibidtico no tratamento dessa doencga. Ja a evidéncia dessa infec¢do no
momento do parto foi considerada um fator de risco para o parto prematuro, mesmo
controladopor outras varidveis (p=0,009). Em nosso estudo, a prevaléncia de infeccao urinaria
na gestacdo foi mais elevada do que a observada por Passini e colaboradores (2014) em
puérperas das diversas regides do Brasil. Os autores identificaram uma maior frequéncia desse
agravo nas mulheres que pariram prematuramente, entretanto nao esclareceram se a infeccao
do trato urindrio na gestacdo,avaliada na referida pesquisa,contemplou a presenca de ITU no
momento do parto.

Sabe-se que alguns fatores mecanicos e hormonais observados durante a gravidez
contribuem para provocar mudancas no trato urindrio materno que predispdem ao
desenvolvimento da infec¢do. Por conseguinte, a ITU aumenta a concentragdo sanguinea de
fosfolipase A, podendo promover a conversao de prostaglandina E, (PGE;) em prostaglandina
E»q (PGEyg) e o estimulo das fibras uterinas para o inicio das contra¢cdes. Mesmo em niveis
baixos, essa atividade contratil uterina pode reduzir as trocas placentdrias e favorecer o inicio
do trabalho de parto pré-termo(HOLST; GARNIER, 2008; FIGUEIRO-FILHO; BISPO,
2009).

Nesse sentido, do ponto de vista clinico, constata-se uma possibilidade de que a
ocorréncia de ITU na gestagcdo, alémda presenca de ITU no momento do parto, poderiater

influenciado a antecipagao do trabalho de parto nas puérperas do grupo PPT, tendo em vista o
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fato de a maioria delas ter sido considerada produtora de altos niveis de proteina MBL,
relacionada a uma exacerbacdo da resposta inflamatdria, conforme discussdo anterior.

A ocorréncia de corioamnionite ou infec¢do intra-amnidtica aguda, também
demonstrou associacdo com o parto prematuro espontaneo (p=0,017), sendo um fator
comumente relacionado a infeccdo do trato urindrio e a rotura prematura de
membranas(MACHADO et al., 2012). Acredita-se que, diante de um estimulo infeccioso,
tanto o feto como a mae respondem com uma reagdo inflamatéria aguda dentro da cavidade
amnidtica na tentativa de proteger o feto. Essa reacdo envolve a ativagdo de neutréfilos e
liberacdo de mediadores inflamatdrios associados a sequéncia de eventos que culminam com
a dissociacdo do coldgeno no tecido das membranas amnidticase do colo do ftero,
ocasionando a rotura das membranas e promovendo o relaxamento cervical (FIGUEIRO-
FILHO; BISPO, 2009; MACHADO et al., 2012).Nesse contexto, a rotura prematura das
membranas, considerada uma intercorréncia na gravidez fortemente associada ao parto
prematuro espontaneo (MELO, 2011), elevousignificativamente a chance para este desfecho
na amostra investigada.Segundo a Federagao Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (2008), a
infec¢do € uma das principais causas dessa complicagdo, sendo que 32 a 35% dos casos tem
cultura de liquido amnidtico positiva.

Por ultimo, a recorréncia de parto prematuro espontaneo demonstrou relacdo com o
desfecho investigado na andlise multivariada, o que ndo foi observado com a existéncia de
outros casos de prematuridade na familia e com o fato da puérpera ter nascido prematura.
Estes dados suportam o papel da interacdo entre os fatores genéticos e os fatores de risco
ambientais individuais no parto pré-termo. Eles sdo consonantes com a literatura e
corroboram com as observagdes de Boyd e colaboradores (2009) e de Passini e colaboradores
(2014), que indicam a histdria prévia de parto prematuro espontdneo como um dos principais
marcadores para identificacio de mulheres com risco para o parto pré-termo.Além disso,
suportam a importancia de uma anamnese adequada durante o inicio do acompanhamento de
pré-natal para subsidiar medidas de apoio ao bindmio mae-filho.

Conclui-se que a presenca dos polimorfismos funcionais nos cédons 54 e 57 do gene
lectina ligante de manose 2(MBL2) materno promoveu um efeito protetor sobre a ocorréncia
do parto pré-termo espontaneo na amostra investigada. A associa¢do do cédon 54 com o parto
prematuro permaneceu significanteapés o controle das varidveis socioecondmicas,
demograficas e gestacionais reconhecidas como fatores associados a prematuridade, e também
quando considerada uma possivel interacdo entre os gendtipos na diade mae-filho. Além

disso, sugere-se que a maior frequéncia do haplétipo LY A no grupo de parto prematuro e do
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haplétipo LYB no grupo de parto a termo, sugerindo niveis séricos de proteina MBL mais
elevados entre as puérperas e neonatos do grupo PPT, pode ter contribuido para a ocorréncia
da prematuridade.Por outro lado, uma associagaolimitrofe foi estabelecida entrea variacao
genética materna do gene NOS3 e o parto pré-termo espontaneo.

Esses achados devem ser interpretados com cautela em virtude do pequeno tamanho
amostral do presente estudo, especialmente na anélise dos dados genéticos, que necessitam de

grande amostra para permitir a extrapolacao dos resultados para a populagao.
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6CONSIDERA COES FINAIS

As investigagdes relativas a prematuridade espontanea sdo necessdrias para esclarecer
os mecanismos fisiolégicos dessa intercorréncia gestacional e visam contribuir para a ado¢@o
de prdticas clinicas mais efetivas na preven¢do do parto pré-termo, com impacto na saide da
populacdo. As pesquisas sobre esse tema, entretanto, sao complexas em virtude das
dificuldades na conceituacdo da prematuridade e das limitacdes dos métodos de estimacgao da
idade gestacional. Além disso, a auséncia de bases de dados padronizados no Brasil, bem
como de registros qualificados da atenc@o obstétrica e neonatal também representam barreira
nas investigacoes.

Ainda assim, mais recentemente, os investimentos nos estudos de base genética tem
favorecido o conhecimento de novos mecanismos envolvidos no controle da duracdo da
gestacdo humana. Algumas limitacdes nos estudos dos polimorfismos genéticos, entretanto,
tém sido discutidas na comunidade cientifica. Os mesmos podem regular isoladamente uma
via de acdo, mas ndo se relacionar a outras vias ativas,ou mesmo ter seu efeito inicial
modificado pela interagdo com outros SNPs do mesmo gene ou pela interacio com outros
genes envolvidos no desencadeamento do parto pré-termo espontineo. Diante disso,
crescentemente, as investigacOes tém focado conjuntos de variagdes genéticas ou mesmo a
andlise do genoma inteiro dos individuos.

Essa nova estratégia de investigacdo pode ser considerada um passo importante para
aidentificacdo de marcadores genéticos e de mecanismos envolvidos na antecipagdo do
trabalho de parto, além disso, pode auxiliar na compreensdo do impacto do genétipo materno
e fetal sobre a prematuridade espontanea. Essas pesquisas, entretanto, requerem um elevado
investimento financeiro em insumos laboratoriais € em tecnologia. Pesquisas exploratérias
preliminares podem, entdo, contribuirparaindicacdo degenes-alvo e, assim, colaborar nas
investigacdes mais complexas sobre a etiologia e fisiopatologia do parto pré-termo
espontaneo.

Nesse sentido, o presente estudo fornece informacdes exploratérias relevantes, e até
pioneiras, sobre a influéncia de polimorfismos funcionais nos genes MBL2 e NOS3 na
ocorréncia da prematuridade espontanea, podendo ser a regulacdo da resposta inflamatéria
materna o principal elo entre esses genes e o desfecho analisado. Ressalta-se, porém, a

necessidade de outras investigacdes, com maior tamanho amostral e maior nimero de
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variagOes genéticas estudadas, para possibilitar a andlise da interacdo dos genétipos mae-filho
e compreender melhor os mecanismos de acdo dos referidos genes.

Esse conhecimento relativo a uma possivel suscetibilidade genética para a
prematuridadepode culminar, num futuro préximo, na dosagem de proteinas marcadoras
(como a proteina MBL) como parte da rotina de exames pré-natais e precisa estar atrelado ao
acompanhamento das condicdes gestacionais e dos fatores ambientais que cercam a mulher,
visto quea interacdo entre esses fatores podeser responsdvel pelo desencadeamento dos
mecanismos envolvidos no inicio prematuro do trabalho de parto.

Dessa forma, sugere-se o cuidado adequado as gestantes durante a realizacdo das
consultas de pré-natal visando a identificacdo daquelas que apresentam marcadores
bioquimicos de suscetibilidade genética para o parto prematuro, histéria familiar de
prematuridade ou episddio de parto prematuro prévio, bem como a identificacdo de fatores
preveniveis do parto prematuro espontaneo, como a ocorréncia de infec¢ao do trato urindrio e

o baixo peso da gestante de acordo com a idade gestacional.
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APENDICE - Formuldrios de coleta de dados socioecondmicos, demograficos e
gestacionais.

. Influéncia de polimorfismos funcionais nos genes 2 ( 2) e
(eNOS) sobre o parto prematuro espontdneo e morbidades
neonatais associadas a prematuridade.
: mdes que tiveram parto prematuro espontaneo e seus recém-nascidos, e o
grupo de comparacdo composto por maes de recém-nascidos a termo e seus bebés.
: maes que tiveram parto prematuro indicado emaes de neonatos gemelares,
com ma-formagdao ou infecgdes congénitas, como sifilis, HIV, HCV (hepatite C) e CMV
(citomegalovirus).

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS DA PARTURIENTE E DO NEONATO

Setor: Obstetricia/HC

2 —Data da entrevista e coleta de sangue: [/

3- Nome da mae:
Data de nascimento: / /
4- Numero do prontudrio/obstetricia:

5- Nome do RN:

6- Numero do prontuario/neonatologia:

7- Enderego completo:

8- Fone da mae:

# %
9. Qual a sua idade?
10. Qual a sua altura (centimetros):
11. Qual o seu peso no final da gestac¢do (Kg):

12. Ganho de peso na gestacdo (Kg): (quantos kilos vocé tinha antes da
gestacdo?)



13. Vocé frequentou a escola?1.Sim 0. Nao

14. Se frequentou, qual a ultima série que vocé completou?

00- Nao frequentou a escola

15. Vocé sabe ler uma carta ou revista com facilidade?
0.Nao( ) 1.Sim( ) 2. Com dificuldade ( )

16. Vocé trabalhou durante a gestagdo?
0. Ndo trabalhou () 1.Sim, forade casa( )

2. Apenas nos servicos do lar ( ) 3. Forade casaenolar ()

17. Se trabalhou fora de casa, qual a sua ocupacgao?
00- Nao trabalhou fora de casa.

18. Quantas pessoas moram na casa com vocé? (incluindo o bebé)

19. No més passado, quanto ganhou cada pessoa que mora na sua
casa e trabalha ou é aposentado / pensionista?

l2pessoa:RS _  /més
22pessoa:RS _ /més
32pessoa:RS _ /més
42pessoa:RS [ més
52pessoa:RS _  /més
Tota:RS __  /més

20. Na sua opinido, sua cor ou racga é:
1. Branca( ) 2.Preta () 3.Amarela()
4. Parda() 5.Indigena( )

21. Na minha opinido (entrevistador) a cor/raca dessa mae é:
1.Branca( ) 2.Preta () 3.Amarela()
4.Parda() 5.Indigena( )

22. Em que cidade nasceram seus pais?

23. Vocé e o pai desse bebé:
1. Vivem juntos como marido e mulher ( )
0. Nao vivem juntos como marido e mulher ( )

24.Vocé se estressou durante a gravidez?
0.Ndo( ) 1.Sim{( ) 2.Naosei( )

25. Se sim, quanto vocé diria que ficou estressada durante a
gravidez?
1. Pouco 2.Muito 0. N3ao fiquei estressada

26. Se sim, quanto vocé acha que o estresse prejudicou sua
gravidez?
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1. Pouco 2.Muito 3. N3o prejudicou
27.Vocé teve alguma doenca durante a gesta¢do?
0.Ndao 1.Sim  2.Ndosei

28. Se sim, qual doenca?
8. Nao teve doenga ( )

29. Vocé usou remédios na gestacdo? 0.Nao( ) 1.Sim ()

30. Se sim, qual remédio?
8. Ndo usou remédio ( )

31. Vocé estava com quantos meses de gesta¢do quando usou?
32. Por quanto tempo usou esse remédio?

33. Vocé ja teve um parto prematuro antes? 1.Sim( ) 0. N&o ()
34.Vocé ja abortou alguma vez? 1.Sim 0. Nao

35. Se Sim, quantos abortos vocé teve antes?
8. Nunca abortou ( )

36. Quantos filhos vocé ja pariu?
00- Este é 0 1°. filho

37. Quantos meses se passaram da ultima gestacdo até essa?
(anotar numero) 00- Este é 0 1°. filho

38. Vocé tem diabetes? 0.Ndo( ) 1.Sim () 2.Naosei( )

39. Se sim, quando comecou a ter diabetes?
1. Antes dessa gestacdo ( ) 2. Durante essa gestagdo ( )
8. Ndo tem diabetes ( )

40. Vocé tem pressdo alta? 0.Nado() 1.Sim () 2.Nadosei( )

41. Caso sim, quando comegou a ter pressdo alta?
1. Antes dessa gestagdo ( ) 2. Durante essa gestacado ( )
8. Ndo tem pressdo alta ( )

42.Vocé temasma? 1.Sim () 2.Ndo () 3. Naosei( )

43. Se sim, teve alguma crise de asma durante a gravidez?
1.Sim () 2.Ndo( ) 8.Ndotemasma/( )

44. Se sim, em que periodo da gestacdo vocé teve crise asmatica?
1. S6 nos 03 primeiro meses ( ) 2. S6 no 22 trimestre ( )
3. 56 nos ultimos meses ( ) 4. Desde o inicio até o final ( )
5. Da metade em diante ( ) 8. Ndo tem asma ( )
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45. Vocé fumou durante a gestagdo? 1.Sim ( ) 2.Nao ()

46. Se sim, quando estava gravida, vocé fumava quantos cigarros
por dia? 88- Ndo fumou ( )

47. Se sim, em que periodo da gestacdo vocé fumou?
1. S6 nos 03 primeiro meses ( ) 2. S no 22 trimestre ( )
3. S6 nos ultimos meses ( ) 4. Desde o inicio ( )
5. Da metade em diante ( ) 8. Ndo fumou ( )

48. No total, faz quanto tempo que vocé fuma? (anotar nimero em
meses) 00- ndo fuma

49. Vocé consumiu bebida alcodlica durante a gesta¢do?
1.Sim () 0.N3o ()

50. Se sim, de que tipo?

Cerveja 1.Sim () 0.Nao ()

Vinho 1.Sim () 0.N3o ()

Rum 1.Sim () 0.Nao ()

Wisque 1.Sim () 0.N3o ()

Champanhe 1.Sim () 0.Ndo ()
)

Martine 1.Sim ( ) 0. Nao (
Conhaque 1.Sim () 0.Né&o ()
Cachaca/Pitu 1.Sim () 0.N3o ()

Outro:
51. Se sim, quantas vezes na semana vocé bebia?
88. Nao bebeu
52. Em que periodo da gestacdo vocé bebia?
1. S6 nos 03 primeiro meses ( ) 2. S no 22 trimestre ( )
3. S8 nos ultimos meses ( ) 4. Desde o inicio ( )
5. Da metade em diante ( ) 8. Ndo bebeu ( )

53. Vocé usou drogas durante a gestagao? 1.Sim ( ) 2.Nao ()

54. Se sim, de que tipo?

Maconha 1.Sim () 2.Nao ()
Lold 1.Sim () 2.Nao ()
Cocaina 1.Sim () 2.Nao ()
Craque 1.Sim () 2.Ndo ()
Heroina 1.Sim () 2.Ndo ()
Cola 1.Sim () 2.Ndo ()
Extase 1. Sim () 2. N3o ()
Outro:

55. Na gestagdo, vocé usava drogas quantas vezes por semana?
0- Nao usava drogas

56. Em que periodo da gestacdo vocé usou drogas?
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1. S6 nos 03 primeiro meses ()  2.S6 no 22 trimestre ( )
3.S6 nos ultimos meses () 4. Desde o inicio ( )
5. Da metade em diante () 8.N3dousou( )

57. No total, faz quanto tempo que vocé usa drogas? (anotar
ndmero em meses) 0- Ndo usa drogas

58. Vocé fez pré-natal? 1.Sim () 0. Nao ()

59. Se sim, em que més de gestacdo vocé comecou a fazer o pré-
natal?

60. Se sim, quantas vezes foi a consulta de pré-natal?
(anotar nimero) 88 - Nao fez pré-natal

61. O que achou da assisténcia recebida nas sessGes de pré-natal?
1. Otima() 2.Boa() 3.Maisoumenos( ) 4.Ruim ()

62. Vocé nasceu de parto prematuro? 1. Sim ( ) 0.N3o ()

63. H4 outros casos de parto prematuro na familia?
1.Sim () 0.N3do ()

64. Caso sim, quais membros da sua familia nasceram
prematuramente?
1. M3e() 2.Pai () 3.Irmdos () 4.Outros filhosseus ( )
5.Primos( ) 6.Tios( ) 7. Avos ()

65. Vocé foi ao dentista durante essa gestacdo?
1.Sim () 0. Nao ()

66. Se sim, vocé foi por que motivo?
0. N3o foi ao dentista ( )
1. Frouxiddo nos dentes / hipermobilidade ( )
2.Dor () 3.Outro:

& b (

67. Evidéncia de infeccdo na gestacdo:
Febre: 1.Sim () 0.Nao ()
Taquicardia: 1.Sim () 0.N3do ()
Outras:

68. Evidéncia de infec¢do no parto:

Febre: 1.Sim ( ) 0.Nao ()

Taquicardia: 1.Sim () 0.N3do ()
Histopatologia placentaria: 1.Sim ( ) 0.N3o ()
Outras:

69. Ruptura prematura das membranas: 1.Sim( ) 0.Nao ()
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70. Duragado da ruptura até o parto (em minutos):

71. Historia de diabetes na gestacdo: 1. Sim ( ) 0. Nao ()
72. Historia de diabetes anterior a gesta¢do: 1.Sim ( ) 0. Nado ( )

73. Hipertensdo gestacional: 1.Sim ( ) 0. Nao ()

74. Pré-eclampsia: 1. Sim ( ) 0.Néao ()

75. Incompeténcia istmo cervical: 1. Sim ( ) 0. Nao ()

76. Presenca de anomalia uterina: 1. Sim ( ) 0. Nao ()
77. Histéria de doencga autoimune: 1. Sim ( ) 0.Nao ()

78. Se sim, qual doenc¢a?
0. Ndo tem doencga autoimune

79. Uso de medicamentos durante a gestacdo: 1. Sim ( ) 0. Na&o ( )

80. Se sim, qual (quais)?

0. Nao usou medicamentos na gestacao

81. Se sim, em qual periodo da gesta¢do (meses)?
0. N3o usou medicamentos na gestacao

82. Se sim, durante quantos dias?
0. Nao usou medicamentos na gestacao

83. Histdria de doenca periodontal na gestagdo: 1. Sim ( )0. Nao ( )
84. Fez tratamento para essa doenga: 1. Sim( )0. Nao( )

85. Uso de medicamentos com esta finalidade: 1. Sim ( ) 0. Nao ( )
8. Ndo teve doenga periodontal na gestagao

86. Se sim, quais?
8. Nao teve doenca periodontal na gestacao ( )

87. Numero de consultas pré-natais: 0. Nao fez pré-natal

88. Hipdtese diagndstica da parturiente:

89. Bolsarota: 1.Sim () 0.Né&o ()

90. Duragdo da bolsa rota em minutos:



91. Data de nascimento: / /

92. Idade gestacional (semanas):

93. Sexo do recém-nascido: 1. Masculino () 2. Feminino ( )

94. Peso do neonato ao nascer (gramas):

95. Apgar: 12 minuto: 52 minuto: 102 minuto:

96. Morbidades desenvolvidas até a alta hospitalar:

1. Hemorragia intracraniana ( ) 2. Leucomaldcia Periventricular ( )
3. Sepse precoce ( ) 4. Sepse tardia ( )

5. Desconforto respiratério ( ) 6. Retinopatia da prematuridade ( )
7. Outra: 8. Sem morbidades ( )

9. Hipdéxia ( ) 10. Ictericia ( )

97. Medicamentos utilizados até a alta hospitalar:
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98. Uso de oxigenoterapia: 1.Sim ( ) 0. Ndo ( )

99. Se sim, de que tipo?

100. Se sim, por quanto tempo (em dias)?

101. Tempo até a alta hospitalar (em dias):

102. Peso do neonato na alta hospitalar (em gramas):

103. Diagndstico inicial (no momento da entrada da UTI neo/bercario):
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Pesquisador: Licia Vasconcelos Carvalho da Silva

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 05719112.1.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
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Data da Relatoria: 11/12/2012

Apresentagio do Projeto:

Sera realizado um estudo clinico observacional com grupo de comparagio, com carater analitico, cuja coleta
dos dados ocormera no periodo de 12

meses na maternidade e UTI neonatal ou alojamento conjunto do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco.

A populagdo do estudo sera representada por parturientes da maternidade do Hospital das Clinicas da
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respectivos recém-nascidos.

A amostra sera composta por uma estimativa de 250 parturientes gue tiveram partos prematuros e seus
respectivos recém-nascidos (RM),

representando, de acordo com dados do Sistema de Informag 8o de Nascidos Vives (SISNAC), a média
anual de partos prematuros que ocorreram
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Para cada mde de RN pré-termo sera selecionada a proxima mae de recém-nascido a termo e seu filho,
pareado pelo sexo do bebé, para compor o

grupo de comparago.

Objetive da Pesquisa:

O objetivo deste estudo & investigar a influéncia dos polimorfismos funcionais dos genes mannose-binding
lectin 2 (MBL2) e endothelial nitric oxide
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