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Resumo

OBJETIVO: investigar a associagdo entre o polimorfismo do gene do receptor da progesterona (PROGINS) e o risco
de parfo prematuro. METODOS: esfudo caso-controle, para o qual foram selecionadas 57 pacientes com antecedente
de parto prematuro (Grupo Caso) e 57 pacientes com parto a fermo na gravidez atual e sem antecedentes de parto
prematuro {Grupo Controle). Foi realizada a coleta de 10 mlL de sangue por venopungdo de veia periférica para
extragcdo de DNA. As genotipagens foram feitas por reagéo em cadeia de polimerase (PCR) nas condigdes de ciclagem
especificas para o polimorfismo em estudo seguida de eletroforese em gel de agarose a 2%. Foram determinados trés
gendtipos: selvagem (T1/T1), heterozigoto (T1/T2) e mutado (T2/T2). As frequéncias genotipicas e alélicas dos dois
grupos foram comparadas pelo teste do %2 adotando-se, com o nivel de significancia, valor p<0,05. Calculou-se ainda
o Odds Ratio [OR, razdo de chances| com intervalos de confianga de 95% (IC95%). RESULTADOS: as frequéncias
genofipicas do alelo selvagem (T1) e alelo mutante (T2] encontradas para o polimorfismo PROGINS foram de 75,4%
T1/T1,22,8%T1/T2 e 1,8% T2/T2 no Grupo com pario préfermo e 80,7% T1/T, 19,3% T1/T2 e 0% 12/T2 no
Grupo com parto a fermo. Néo houve diferengas entre os grupos, analisando-se as frequéncias genofipicas e alélicas:
p=0,4 (OR=0,7) e p=0,4 (OR=0,7). CONCLUSOES: o presente esfudo sugere que a presenca do polimorfismo
PROGINS em nossa populagdo ndo estd associado ao risco de parto prematuro.

Abstract

PURPOSE: fo invesfigate the association between gene polymorphism of the progesterone receptor [PROGINS| and
the risk of premature birth. METHODS: In this casecontrol study, 57 women with previous premature delivery (Case
Group) and 57 patients with delivery at term in the current pregnancy and no history of preferm delivery (Control Group)
were selected. A 10 mL amount of peripheral blood was collected by venipuncture and genomic DNA was exfracted
followed by the polymerase chain reaction [PCR) under specific conditions for this polymorphism and 2% agarose gel
electrophoresis. The bands were visualized with an ultraviolet light transilluminator. Genotype and allele PROGINS
frequencies were compared between the two groups by the 2 test, with the level of significance set at value p<0.05.
The Odds Ratio [OR) was also used, with 95% confidence infervals. RESULTS: PROGINS genotypic frequencies were
754%T1/T1,22.8%T1/T2 and 1.8% T2/T2 in the Group with Preterm Delivery and 80.7% T1/T1, 19.3% T1/
T2 and 0% T2/T2 in the term Delivery Group. There were no differences between groups when genotype and dllele
frequencies were analyzed: p=0.4 [OR=0.7) and p=0.4 [OR=0.7). CONCLUSIONS: the present study suggests that
the presence of PROGINS polymorphism in our population does not constitute a risk factor for premature birth.
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Introducao

O parto prematuro € a principal causa de morbidade e
mortalidade perinatal em todo o mundo'. Em nosso meio,
a prematuridade responde por cerca de 70% das mortes
neonatais’ e por aproximadamente 8% de recém-nascidos
com muito baixo peso no Estado de Sdo Paulo?.

A prematuridade pode acontecer espontaneamente,
decorrente do trabalho de parto prematuro (TPP), pro-
priamente dito, ou eletivamente devido a complica¢des
maternas e fetais que levam 2 inevitdvel interrupcio da
gravidez antes da 37% semana. Entre 70% e 80% dos
partos pré-termo sdo espontdneos. A prevencao da pre-
maturidade eletiva exige a prevencdo e/ou tratamento
da pré-eclimpsia, diabetes e outras doengas que levam 2
antecipacdo do parto. A prevengdo do parto prematuro
espontineo, por sua vez, é um dos principais desafios do
obstetra na assisténcia pré-natal’®.

A incidéncia de prematuridade em relacdo as gravidas
que tiveram o parto a termo € cerca de trés vezes maior
se 0 primeiro parto foi prematuro. Aproximadamente
um ter¢o das gestantes tem prematuridade em gravidez
subsequente a dois partos prematuros. Os fatores de risco,
entretanto, ndo permitiram, até 0 momento, obter uma
redugdo acentuada na incidéncia do parto pré-termo’.

A progesterona € essencial para a manuten¢do da
gravidez, porém o seu papel no mecanismo de controle
da parturi¢do continua incerto, pois ndo ha demonstragdes
sobre a redugdo sérica da progesterona no momento do
parto como ocorre em outros mamiferos. Contudo, o uso
de 17-a-hidroxiprogesteona tem sido efetivo em prolongar
a gestagdo em pacientes com parto prematuro prévio®’,
mostrando que o conceito de queda do bloqueio da pro-
gesterona no momento do parto permanece fundamental
no mecanismo da parturi¢do humana®.

Diferentes versdes de uma certa sequéncia de DNA
em um determinado local cromossdmico ({ocus) sio cha-
mados de alelos. A coexisténcia de alelos multiplos em
um /ocus é chamada de poilimorfismo genético. Qualquer
sitio no qual existam alelos multiplos como componen-
tes estdveis da populagio é, por defini¢do, polimérfico.
Um alelo é geralmente definido =polimérfico se estiver
presente em uma frequéncia maior que 1% na popu-
la¢do®. Dentre os polimorfismos conhecidos, destaca-se
o PROGINS, que consiste em uma inser¢do da familia
Alu, de 306 pares de bases (pb), no intron G, entre os
exons 7 e 8 dos genes dos receptores de progesterona
(regido codificadora do dominio de liga¢dio hormonal),
frequentemente somada a duas mutagdes adicionais —
substitui¢io de uma base guanina (G) por timina (T) no
exon 4, levando a troca de um aminodcido valina (Val)
por leucina (Leu) no receptor, e substitui¢do de uma base
citosina (C) por timina (T) no exon 5°. Romano et al.*’

observaram alteracdes fenotipicas decorrentes dos
polimorfismos do gene do receptor de progesterona,
sugerindo que esta inser¢do Alu seria responsavel por
alteragdes na transcrigdo do gene desse receptor, tanto por
recombinagdo ou por alteracdo no splicing do transcrito
primdrio. Pouco é conhecido, contudo, sobre as consequ-
éncias funcionais desse polimorfismo sobre a parturigao.
Por outro lado, vérios autores''"'* mostraram que essa
variante apresenta reduzida quantidade de transcri¢do
génica e decréscimo em sua atividade protéica, o que
pode representar uma “redugio funcional” da atividade da
progesterona no mecanismo da parturi¢do humana, com
aumento da contratilidade uterina e risco de ocorréncia
de parto prematuro. Alguns autores"”"’
associa¢ao com endometriose, cincer de mama e mioma
uterino, sugerindo que a mudanga do receptor causada
pelo PROGINS pode afetar o sitio de liga¢do hormonal
e, consequentemente, levar ao controle inadequado da
prolifera¢do estrogénica. Caso o polimorfismo PROGINS
seja identificado predominantemente em gestantes com
antecedentes de parto prematuro, isso pode constituir
importante fator a ser analisado quanto ao seu papel na
etiologia e terapéutica do parto prematuro. Dessa forma,
o objetivo do presente estudo foi avaliar se presenca da
variante polimérfica PROGINS constitui um fator de
riSCo para o parto prematuro.

encontraram

Métodos

O estudo € do tipo observacional, de caso-controle,
no qual analisamos dois grupos: mulheres com partos
prematuros espontaneos anteriores ou na gestagao
atual e mulheres com gesta¢do a termo. O estudo foi
realizado no Hospital Leonor Mendes de Barros, onde
as pacientes foram selecionadas entre a populagio de
gestantes e puérperas atendidas na maternidade entre
julho de 2008 e julho de 2010. O material coletado foi
enviado para andlise no Centro de Pesquisa Experimental
do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa. Todas as
amostras foram coletadas no momento da entrevista da
paciente, ap6s assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Em seguida, as amostras foram re-
frigeradas para serem encaminhadas ao laboratério do
Centro de Pesquisa Experimental do Hospital Israelita
Albert Einstein (IIEPAE).

A idade gestacional das participantes do estudo foi
determinada a partir da Gltima menstrua¢do, confirmada
por ultrassonografia precoce (até a 20* semana). Foram
constituidos dois grupos de mulheres: pacientes com
parto prematuro espontineo em gestagdo anterior ou
atual e pacientes com parto a termo na gravidez atual,
sem antecedentes de parto prematuro. Foram excluidas
as gestantes que apresentavam prematuridade eletiva,
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malformacdes fetais, sindromes hipertensivas, diabetes
gestacional, placenta prévia, incompeténcia istmo-cervical,
gestagdo multipla, malformagdes uterinas, polidrimnio
ou oligodmnio,

O DNA gendmico das pacientes foi obtido por meio
de coleta de 10 mL de sangue, por venopuncio de veia
periférica, em tubos com EDTA. No laboratdério, os frascos
contendo o material coletado foram centrifugados a 2.000
rpm por 5 minutos; o sobrenadante foi descartado e o pe/-
Jet formado, contendo as células polimorfonucleares, foi
destinado a extragdo do DNA gendmico utilizando-se o
kit GFX™ Genomic DNA Purification kit (GE Healthcare),
seguindo as recomendacdes do fornecedor. O DNA ge-
némico purificado foi mantido a temperatura de -20°C
até a amplifica¢do por PCR.

As amplifica¢des do PCR foram realizadas sob
condig¢Bes padrio para PCR. As condicdes de ciclagem
foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos e 35
ciclos de desnaturag¢do a 94°C por 1 minuto, anelamento
a 55°C por 1 minuto, polimeriza¢do a 72°C por 1 minuto
seguido de uma extensdo final a 72°C por 7 minutos.
As seguintes sequéncias de oligonucleotideos foram
utilizadas para a amplificacdo da regido que contém o
polimorfismo PROGINS no intron G do gene do receptor
de progesterona: 5’-GGC AGA AAG CAA AAT AAA
AAG A-3 (primer 5°) e 5’-AAA GTA TTT TCT TGC
TAA ATG TC-3’ (primer 3’). A amplificacdo da regido
do gene do receptor da progesterona gera dois produtos
de PCR distintos. Um, denominado T1, de 149 pb, se
refere ao alelo selvagem, ou seja, sem inser¢io Alu, e
outro mutante, denominado T2, de 455 pb, resultado
da inserc¢do de 306 pb no intron G do gene do receptor.
Desta forma, ao analisarmos os dois alelos, cada paciente
pode ser considerada homozigota para a forma selvagem,
heterozigota, contendo um alelo de cada tipo (T'1/T2) ou
ainda homozigota para o alelo T2.

O teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi aplicado
calculando-se as frequéncias esperadas para cada genétipo
e comparando-as com os valores observados. O teste do
%2 foi usado para compara¢ido de dados categdricos de
cada grupo, adotando-se como nivel de significAncia 5%
(p<0,05). Diferengas entre médias de dados demogrificos
e resultados perinatais foram testadas utilizando-se o teste
¢ de Student. Para a andlise do polimorfismo PROGINS,
os genotipos PROGINS positivos — heterozigoto (T'1/T2)
e homozigoto mutante (T2/T2) — foram somados para a
realizacdo dos testes estatisticos em comparagdo com o
genétipo PROGINS negativo — homozigoto selvagem
(T1/T1). Foi calculada a razio de chances (OR) com inter-
valos de confianca de 95% para medir a associa¢io entre
as frequéncias alélicas e genotipicas e o parto prematuro.
A andlise foi realizada segundo o pacote estatistico SPSS
(Statistical Package for Social Science).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein e do Hospital
Maternidade Leonor Mendes de Barros.

Resultados

As caracteristicas demogrificas das 114 pacientes,
divididas entre o Grupo de Estudo (pré-termo) e o Grupo
Controle (a termo), sio mostradas na Tabela 1. Houve
diferencas significantes em rela¢do a idade gestacional
do parto entre ambos os grupos, o que ndo ocorreu em
relacdo a classificagdo por cor de pele, idade materna e
paridade.

Nio foram encontradas diferengas significantes entre
os dois grupos quanto a frequéncia dos genétipos e alelos
do polimorfismo PROGINS (Tabela 2). Houve dois 6bi-
tos neonatais no grupo de recém-nascidos prematuros e
nenhum no grupo a termo. A via de parto predominante
foi vaginal nos dois grupos, sem diferencas significativas.
O peso médio dos recém-nascidos, assim como a média
de dias de internagdo deles, foi estatisticamente diferente
em ambos os grupos (Tabela 3).

Tabela 1 - Caracteristicas demogrdficas das mulheres dos grupos de parto pré-termo
(estudo) e termo (controle)

Pré-termo Termo (n
(n=57) =57)

Cor branca 42,0 (73,7%) 38,0 (66,7%) 0,400
Idade materna (anos) 25,8+6,9 27,8+7,7 0,100

Caracteristicas Valor p

Idade gestacional do parto (sem) 32,630 39,3+1,2 <0,001
Nuliparas 31,0 (54,4%) 26,0 (45,6%) 0,300
Multiparas 26,0 (45,6%) 31,0 (54,4%)

Tabela 2 - Distribuicdo dos gendtipos dos receptores de progesterona quanto ao polimorfismo
PROGINS em pacientes com parto pré-termo (estudo) e termo (conrole)

Gendtipos /Alelos t:::::;; 1e::;‘::57 Valor p  OR (IC 95%)
T1/T 43 (75,4%) 46 (80,7%)

T1/12 13 (22,8%  11(19,3%)

T2/12 1(1,8%) 0(0,0%)

T1/T1 x (T1/12 + T2/72) 0,4 0,7 (0,219
T 99 (86,8%) 103 (90,4%)

T2 15(13,2%) 11 (9,6%) 0,4 0,7 (0,21,7)

Tabela 3 - Resultados perinatais dos grupos de parto pré-termo (estudo) e termo
(controle)

Caracteristicas Pré-termo Termo Valor p
Parto vaginal 39,0 (68,4%) 35,0 (61,4%) 0,400
Parto cesdrea 18,0 (31,6%) 22,0 (38,6%)
Peso de nascimento 2.090,0+6750  3.336,0+411,0 <0,001
Obito neonatal 2,0 0,0 0,200
Dias de internaciio da mée 2,7£1,0 2,5+0,5 0,300
Dias de internaciio do RN* 16,9+19.3 2,1+0,3 <0,001
* RN= recém-nascido
Rev Bras Ginecol Obstet. 2011; 33(6):271-5 273
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Discussao

A identifica¢io dos mecanismos que impedem o
inicio das contrac¢Ges uterinas e o desencadeamento do
parto prematuro é de suma importincia, tendo em vista
as dificuldades encontradas para o sucesso da tocdlise,
com o uso de medicamentos atualmente disponiveis.
Esses medicamentos sdo pouco efetivos em prolongar a
gravidez e, mesmo quando conseguem bloquear o trabalho
de parto, o fazem por poucos dias'®. Nesse caso, tém-se
utilizado a corticoterapia para melhorar a sobrevida dos
recém-nascidos prematuros. Apesar disso, a mortalidade e
a morbidade perinatal sdo superiores no Grupo de Recém-
nascidos pré-termo, como ocorreu neste estudo.

Niao encontramos associa¢ao entre PROGINS e a
ocorréncia de parto prematuro. Outros autores'”?’, que
analisaram intercorréncias obstétricas como abortamentos
de repeticdo, também ndo verificaram correlagdo com o
polimorfismo. As frequéncias genotipicas encontradas
neste estudo estdo em concordancia com os demais traba-
lhos, inclusive na popula¢do brasileira. Trés publica¢des
avaliaram a associagdo entre variagao genética no receptor
de progesterona fetal e materno e a ocorréncia de parto
prematuro. Ehn et al.?! associaram o alelo PROGINS
com o parto prematuro. Por outro lado, Guoyang et al.*
e Diaz—Cueto et al.??, que pesquisaram a presenga do
alelo PROGINS nas miées e material placentirio, respec-
tivamente, ndo encontraram essa associagdao. No estudo
de Ehn et al.?!, o material obtido dos recém-nascidos
e das maes mostrou que a modula¢io da expressio de
receptores de progesterona na gravidez depende de va-
rios fatores, relacionados a presenga das duas isoformas
desses receptores (PR-A e PR-b) nas membranas fetais,
cuja predominéncia, no caso de PR-A, pode iniciar ou
modular o bloqueio da progesterona e estimular o inicio
do trabalho de parto. Os autores encontraram outros trés
polimorfismos de nucleotideo tnico em desequilibrio
de ligagio com o PROGINS, indicando que diferentes
variantes polimérficas podem fazer parte dos mecanismos
desencadeadores do parto prematuro.

A interagdo genética-ambiente pode se associar
a suscetibilidade genética, interferindo na expressio
génica do receptor da progesterona. A raga, idade das
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