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The real test of any good thing we do
is perseverance. Otherwise it's just
another bit of variety that punctuates
our life.

Andnimo



A minha Mde

e a todas as Maes



PREFACIO

Trabalhar em Ciéncia é uma busca de visdo no sentido que |lhe é conferido na tradicdo dos indios Toltecas:
com um propédsito bem definido e bem alinhado connosco, com vontade, humildade, sinceridade e
integridade, partimos com uma confianga absoluta em nds mesmos e com o intento de descobrir e de

aceitar o que vier sem pré conceitos.

Ao realizar um trabalho com estas caracteristicas, a interacgao social, cultural e cientifica faz-nos também
compreender profundamente a palavra humildade e reconhecer que somos apenas uma pequena pega que

interliga e coordena uma sequéncia inquantificivel de acontecimentos a nossa volta.

Ajahn Sumedho, um proeminente monge budista que transmite ensinamentos muito directos, praticos e
simples, disse "ldeals can inspire the mind, but in terms of developing a path, we have to let go off ideals".
Por vezes o que idealizamos para um projecto ndo é exequivel no espago-tempo disponivel porque o
conhecimento existente é insuficiente para dar sustentabilidade as hipdteses formuladas, ou porque a
onerosidade dos procedimentos necessarios é incomportavel na auséncia de financiamento externo, como
foi o caso desta tese, integralmente suportada pela autora, quer a nivel nacional quer na componente
internacional. O titulo inicialmente previsto “Sentimentos e emoc¢des na vida intra-uterina: cortisol,
prolactina, dopamina, serotonina, adrenalina e nor-adrenalina no sangue materno e liquido amnidtico de
fetos com 17-19 semanas: suas correlagdes com estados afetivos”, pressupunha um caminho de
investigacdo que ndo foi seguido pelas principais razdes ja apontadas. A visita em 2006 ao “Fetal and
Neonatal Stress Research Group” no Imperial College, em Londres, e os debates com a professora Vivette
Glover, que teve a amabilidade de me receber, foi determinante para a mudanca de rumo. A existéncia de
sentimentos e emocg¢bes no feto é uma possibilidade evidenciada em alguns estudos imagiolégicos e
hormonais, mas ha ainda muito trabalho pioneiro a percorrer antes de se poder desenvolver o tema

(Lagercrantz, 2009).

Perante a necessidade de reformular o rumo da investigacdo, segui a filosofia de Sumedho e procurei ser
pratica e simples. Sabendo-se ser o stress materno potencial modulador epigenético da resposta hormonal
do feto e do padrdao morfoldgico cerebral, os quais, por sua vez, tém repercussées relevantes para a vida
extrauterina, optei por investigar formas de intervengdo numa situacdo reconhecidamente indutora de
ansiedade aguda na gravida: a realizacdo eminente de uma amniocentese. Com esta primeira fase do

estudo, adquiri dados valiosos para a caracterizagdo hormonal da gravida e do liquido amniético, pelo que




fazia sentido dar-lhe continuidade longitudinal, avaliando também o rdcio digital 2D:4D do recém-nascido
(RN) nas primeiras horas de vida. O racio digital é considerado um marcador indirecto da acgdo
androgénica/estrogénica in-Utero podendo por isso apontar para riscos de patologia no adulto associada a
variacoes desses niveis hormonais. A intervencao clinica em situacGes de ansiedade e stress antenatal, e o
racio digital no RN sdo areas de investigacdo recente e esta tese propde-se contribuir para o avanco do

conhecimento neste dominio, com enquadramento na pratica clinica.

Toda a metodologia do estudo, incluindo a componente laboratorial, foi laboriosamente planeada e
operacionalizada por mim, e participei também em todos os ensaios clinicos. Por esse motivo, a

componente laboratorial é descrita detalhadamente (vér apéndices).

Desde que dei inicio ao propdsito de realizar trabalho de investigacao clinica para uma tese, um longo
caminho foi percorrido, por vezes ziguezagueante, por vezes com escolhos que foi necessario remover. Nao
suspeitava ser tdo exigente e moroso, porém, o que vale na vida ndo é o ponto de partida mas sim a
caminhada. Esta caminhada transformadora foi longa e vdrias vezes assumou o desencorajamento, pois o
encerramento tempordrio do diagndstico pré-natal no HDE, bem como o encerramento do Servico de
Urgéncia e mesmo questdes de saude pessoal, puseram em risco a concretizacdo deste trabalho. No
entanto, perspectivar no tempo este processo ajuda a compreender o que disse Luis de Camdes “ndo se
aprende Senhor na fantasia, sendo vendo, tratando e pelejando”, sendo por si s gratificante tudo o que ja

foi alcangado.

Que este trabalho possa ser um humide contributo para a Obstetricia e para as gerac¢oes futuras.
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RD — Racio Digital
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SNC - Sistema Nervoso Central
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RESUMO

Introdugdo - O stress materno durante a gravidez, em animais e em humanos, tem sido consistentemente
relacionado com modificacdes na estrutura e na funcdo cerebral do feto, bem como com alteracoes
duradouras na resposta do seu eixo hipotdlamo-hipéfise-suprarenal-gonadal (HHSR-G). Essas modificagdes
manifestam-se em diferentes etapas do desenvolvimento do individuo através de alteracdes cognitivas,
comportamentais e emocionais, alteracGes essas que podem variar com o género. Aparentemente a
ansiedade na gravida, mais do que a depressdo, pode associar-se a restricao do crescimento fetal e parto
pré-termo (PPT), resultantes possivelmente da acgdo do cortisol e de alteragées no fluxo vascular. A
evidéncia cientifica disponivel sugere que os processos de stress e ansiedade maternos, por um lado e, por
outro, a neurofisiologia comportamental do feto e do futuro individuo, estdo interligados e tém uma fung¢ao
adaptativa e evolutiva. As altera¢gdes hormonais associadas ao stress condicionam alteragdes epigenéticas
no feto, com posteriores repercussées no adulto, nomeadamente risco aumentado de doengas. Este
conjunto de conhecimentos aponta para a necessidade de investigac¢do clinica sobre formas de intervencao
em situagOes de ansiedade na gravida e a possibilidade de detec¢do precoce de riscos acrescidos de doenga
no individuo.

Marcadores bioldgicos de risco acrescido para doengas no adulto, como o peso ao nascer ou o numero de
pregas palmares (impressdo dermatoglifica), tém sido associados a exposi¢do, respectivamente, ao cortisol
e a testosterona pré-natal. O racio digital é outro marcador biolégico, com caracteristicas dimorficas,
amplamente investigado na ultima década por ser um potencial indicador de multiplas caracteristicas de
risco no individuo, por aparentamente traduzir o nivel de androgénios versus estrogénios in Utero.

E objectivo deste estudo investigar formas de intervencdo relaxante em gravidas que estdo na eminéncia de
uma situacdo ansiogénica, a realizacdo de amniocentese (primeira fase do estudo), avaliar possiveis
interac¢Ges com o cortisol e a testosterona e correlacionar com dados no parto e com o racio digital (RD)

2D:4D no recém-nascido (RN) e na mae (segunda fase do estudo).

Participantes e Meétodos - 184 gravidas saudaveis que realizaram amniocentese no HDE
maioritariamente por idade materna, aceitaram participar na primeira fase do estudo e, destas, 106 pares
de mae-filho participaram também na segunda fase. Em ambas as fases era assinada no inicio folha de
consentimento informado, previamente aprovada pela Comissio de Etica do Hospital, que aprovou
também as duas fases do estudo. As gravidas foram aleatorizadas em trés grupos de intervencdo e, apds
colheita de dados demograficos, eram avaliadas quanto a parametros fisioldgicos, estado e traco de
ansiedade, usando as escalas de Spielberger (STAI-S e STAI-T), e niveis de cortisol (C) e testosterona (T) no
plasma, antes e depois da intervengdo, em periodos da manha e da tarde. Era colocado no inicio um catéter

endovenoso (EV) numa veia periférica e colhidos cerca de 5 ml de sangue imediatamente centrifugado,
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antes e depois da intervencdo. O plasma resultante era guardado a -802C até processamento laboratorial
por radioimunoensaio (RIA). As participantes eram distribuidas por grupos que ou ouviam musica, ou liam
revistas, ou aguardavam na sala de espera junto de um familiar durante 30min. Apds esta intervencdo, o
catéter venoso era retirado e a gravida era encaminhada para a sala de amniocenteses onde o
procedimento era entdo realizado. Antes e depois da amniocentese era avaliada e registada a frequéncia
cardiaca fetal (FCF).

Nas gravidas cujo parto teve lugar no HDE, os dados obstétricos e neonatais foram recolhidos apds o parto
e uma copia de ambas as maos de cada par mae-filho foi incluida no processo individual da participante. Os
racios 2D:4D foram calculados a partir de medigdes efectuadas por dois observadores independentes. A

andlise estatistica de todos os dados foi feita em MS-Excel® e IBM® SPSS v19.

Resultados - A idade média das participantes foi de 37,7 anos (dp=2,9) e a sua idade média de gestag¢do
17,3 semanas (dp=1,2). O seu estado de ansiedade (STAI-S) antes da intervencdo relaxante foi em média
43,4 (dp=11,3), enquanto o traco (STAI-T) foi 35,4 (dp=8,9). As mulheres mais jovens e com mais baixa
idade gestacional, tenderam a ter os maiores indices de ansiedade-estado. O valor médio de concentrac¢do
de cortisol no plasma das participantes a chegada foi 577,8 nmol/L (dp=216) e de testosterona foi 1,65
nmol /L (dp=0,87). Nem o cortisol nem a testosterona no plasma das mies diferiram quanto ao sexo do
feto. A concentragdo média de cortisol no liquido amnidtico (LA) foi de 18,3 nmol/L (dp=9) e a testosterona
no LA apresentou um valor médio de 0,58 nmol/L (dp=0,43). Observou-se uma diferenca significativa entre
0s sexos quanto a concentragcdo média de testosterona no LA (femininos e masculinos, respectivamente,
0,32 e 0,82 nmol/L), mas ndo quanto ao cortisol no LA. Apds a intervengdo de 30min, o STAI-S médio baixou
significativamente de 43,4 para 37,3 (p=0,004). Em média, a descida foi de -8,2 pontos no grupo da musica,
-5,7 na revista e -4,1 na sala de espera, diferengas estas que foram significativas (p=0,004). Em média, o
cortisol plasmatico desceu 36,5 nmol/L, tendo a maior descida ocorrido no grupo que ouviu musica (-60
nmol/L), significativamente mais do que na sala de espera (p<0,004). A maior descida no cortisol do plasma
teve sempre lugar de manha. Também o nivel médio de testosterona no plasma desceu no grupo da revista
(-0,11 nmol/L) e da musica (-0,08 nmol/L), tendo subido na sala de espera (0,06 nmol/L). A variagdo da
testosterona e a variacao do cortisol estiveram significativamente correlacionadas (r=0,53, p<0,001). Tanto
a PA sistdlica como a diastélica desceram em todos os grupos de intervencdo: em média, a maior descida
foi na revista, seguida da musica. A FCF ndo foi estatisticamente diferente entre grupos de intervencao e
nao variou significativamente antes e depois da amniocentese.

O cortisol materno apresentou um padrao circadiano, com descida ao longo da manha e ligeira subida apds
as 12h; tendeu a aumentar com a idade gestacional (r=0,19, p=0,01), mostrou correlacdo negativa com o

IMC da gravida (r=-0,17, p=0,02) e, de tarde, correlacdo com o estado de ansiedade (r=0,22, p=0,05). O
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cortisol materno mostrou-se ainda correlacionado com o cortisol no LA (r=0,3; p<0,001) em todas as gamas
de idade gestacional, tanto em mulheres ansiosas (STAI-S > 40) como em ndo ansiosas (STAI-S < 40), e o
cortisol no LA apresentou um padrao circadiano semelhante ao materno, mas menos acentuado.

Quanto a testosterona no plasma, as gravidas mais velhas tenderam a ter menor concentrag¢do que as mais
novas (r=-0,31, p<0,001) e encontrou-se correla¢do positiva com a idade gestacional até as 18 semanas nos
fetos femininos. A testosterona ndo se mostrou correlacionada com o nivel de ansiedade, nem com outras
varidveis da made. Ndo houve, também, correlacdo entre a testosterona no plasma e no LA. As
concentragdes de testosterona e de cortisol no LA, também ndo mostraram correlagdo entre si.

N3o se detectou evidéncia de associa¢do entre a ansiedade das maes, avaliada aquando da amniocentese,
e a idade gestacional no parto. Ja o nivel de cortisol mais elevado de manha nas maes tendeu a associar-se
significativamente a partos mais cedo (r=-0,25; p=0,01), o0 mesmo ndo se observando relativamente ao
cortisol da tarde. Houve 51% de recém-nascidos (RN) masculinos e 49% femininos (respectivamente, n=94 e
90). Os rapazes pesaram, em média, significativamente mais que as raparigas, respectivamente, 3395 e
3136 g (p<0.001).

Os RN masculinos apresentaram racios médios 2D:4D mais baixos que os RN femininos e as diferencgas
foram significativas entre as mados esquerdas (masculinos: 0.927; femininos: 0.950; p=0.004), mas nao entre
as maos direitas. As mdos dos RNs femininos mostraram correlacdo negativa com a testosterona do LA e
positiva com o rdcio das maes, mas os racios dos RNs masculinos ndo mostraram associagdes significativas.
A testosterona no plasma das maes, mostrou correlagdao negativa fraca com o RD dos RNs em ambos os
sexos. Mdes de RNs masculinos apresentaram menores rdcios digitais que maes de femininos, e o racio das
maes foi maior que os dos seus filhos, independentemente do sexo. O 2D:4D na mao direita das maes
mostrou correlagdo positiva significativa com ambas as maos dos RNs femininos e correlagdo, mas nao

significativa, com as maos dos RNs masculinos.

Discussao — O valor médio do estado de ansiedade (STAI-S) confirmou que a eminéncia de amniocentese é
percebida como um acontecimento ansiogénico pela gravida, embora o traco de ansiedade (STAI-T)
mostrasse que as mulheres ndo eram inerentemente ansiosas. Os resultados corroboram a hipdtese de que
mesmo um curto periodo de relaxamento pode ter efeitos positivos na salde psicoldgica da mulher gravida
sujeita a situa¢Oes indutoras de stress. Os scores de ansiedade diminuiram em todos os grupos apds a
intervengdo, sendo os ganhos significativamente maiores quando a pausa ocorreu com audicdo de musica.
Os ganhos foram particularmente bons nas mulheres mais ansiosas, que eram também as mais jovens. As
interven¢des promoveram ainda a descida no cortisol e na testosterona plasmaticos e, globalmente, foi
encontrada evidéncia de que apenas 30 minutos, principalmente com audicdo de musica relaxante

seleccionada pelo prdprio, sdo suficientes para baixar significativamente a ansiedade e os niveis de cortisol.
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As causas da forte correlacdo encontrada entre a variacdo da testosterona e do cortisol apds a intervencao
ndo sdo evidentes, mas é possivel que os mesmos mecanismos que desencadeiam uma subida transitdria
no cortisol e na testosterona no seguimento de stress agudo possam actuar de forma inversa em resposta
ao relaxamento.

O STAI-S foi o preditor mais importante dos niveis de cortisol a tarde, mas ndo de manha, o que corrobora
outros relatos de auséncia de resposta do cortisol ao stress de manhd, eventualmente porque os seus
valores basais sdo ja elevados. Encontrou-se evidéncia de ligacdo entre o cortisol no plasma materno e no
LA, nomeadamente semelhanga no padrdo circadiano e significativa correlagdo entre eles, corroborando a
existéncia de transporte através da placenta. A auséncia de correlagdo entre o cortisol e a testosterona no
LA, contrasta com os resultados de Sarkar e colaboradores que encontraram correlagdo positiva
significativa em ambos os sexos. Isto pode dever-se a falta de poténcia estatistica causada por uma amostra
de tamanho insuficiente num contexto de grande variabilidade, mas sugere-se também a possibilidade de
uma associagao mais complexa entre as duas hormonas no LA. A variabilidade da testosterona aparenta ser
gradualmente comprimida, a medida que o cortisol aumenta a sua concentragdo a partir dos 30nmol/L, um
padrao que surge nestes dados em ambos os sexos e é aqui descrito pela primeira vez.

O cortisol no plasma em mulheres mais ansiosas de manha mostrou uma correla¢do negativa significativa
com a idade gestacional no parto, ou seja, quanto mais elevado o cortisol mais curta foi a gestacao,
corroborando relatos semelhantes de outros autores. A auséncia de associagao entre o trago de ansiedade
(STAI-T) das maes, aquando da amniocentese, e a idade gestacional no parto, pode-se dever a que tanto o
STAI-T como a gama de idades gestacionais no parto foi pouco varidvel (35-41 semanas), uma vez que 0s
critérios de exclusdo eliminaram valores baixos desta ultima.

Os resultados sobre o racio 2D:4D mostram que o dimorfismo sexual ja estd presente na altura do
nascimento tomando, como se esperava, valores mais altos nas raparigas que nos rapazes. No entanto as
diferencgas sdo subtis e ha grande sobreposicdo entre os dois sexos. Os resultados também sugerem que o
racio 2D:4D aumenta desde o nascimento até a vida adulta uma vez que as mades apresentaram racios
digitais (RDs) significativamente maiores do que os seus RNs. Os racios menores encontrados em maes com
filhos masculinos vdo ao encontro de estudos que sugerem associacdo entre a concentracdo de
testosterona em ambos os progenitores na altura da periconcepcdo e o sexo do feto, associando-se
concentracdes mais altas de testosterona a maior probabilidade de conceber um filho masculino. O 2D:4D
da mae foi um predictor significativo do 2D:4D em ambas as mados dos RNs femininos, mas ndo masculinos
e a testosterona no LA também mostrou correlagdo negativa com o RD das raparigas, mas ndo dos rapazes.
Os elevados niveis de testosterona caracteristicos dos rapazes, podem estar na origem de grande
variabilidade individual, limitando associa¢Ges entre eles e as maes. Neste estudo, as diferencas entre sexos

no 2D:4D dos RNs foram significativas para a mdo esquerda mas nao para a direita, o que contrasta com os
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estudos em idades superiores a dois anos, sugerindo que a exposicdo pds-natal aos androgénios, em
especial nos rapazes, é importante para a acentuacdo desse dimorfismo e principalmente para a

estabilizacdo do racio na mao direita.

Conclusdo - Este estudo sugere que mulheres gravidas beneficiam da pratica rotineira de 30 min de
relaxamento perante a eminéncia de um acontecimento indutor de stress. O beneficio serd tanto
psicolégico como fisiolégico e serd mais marcado de manha do que de tarde. As mulheres com maior
tendéncia ansiosa, tipicamente as mais jovens e com menos idade gestacional, serdo as que mais
beneficiam. Entre os tipos de intervengao experimentados, todos eles ndo dispendiosos, a audi¢do de

musica foi globalmente o mais eficaz para o propésito pretendido.

A variacdo do cortisol e a variagdao da testosterona estdo altamente correlacionadas, e este efeito podera
ser explorado em futuras intervengdes relaxantes. Programas curtos de relaxamento poderdo conduzir a
beneficios para o bem-estar psicoldgico e para a saude da gravida, com beneficios adicionais no desfecho

da gravidez.

O rdcio digital 2D:4D do recém-nascido apresenta caracteristicas sexualmente dimérficas, sendo mais baixo
em rapazes que em raparigas, confirmando a influéncia dos androgénios pré-natais, mas hd grande
sobreposicdo entre os sexos pelo que, isoladamente, ndo pode ser utilizado como marcador de risco. No
entanto, se associado a outros marcadores bioldgicos, como o peso ao nascer e a circunferéncia cerebral,
entre outros, poderd ser um parametro a valorizar desde cedo, possivelmente no acompanhamento

pediatrico.

Nas raparigas, o RD da mae e a testosterona no LA explicam uma proporg¢ao significativa do seu 2D:4D. Em
ambos os sexos, o racio 2D:4D aumenta apds o nascimento e o dimorfismo sexual observado com base em
amostras de criancas com mais de dois anos de idade, é afectado pela testosterona pds-natal,

especialmente no que se refere a mao direita.
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ABSTRACT

Introduction - Maternal stress during pregnancy, both in human and in animals, has been consistently
associated to modifications in the structure and function of the fetus brain. Long-lasting effects in the
hypothalamic-pituitary-adrenal-gonadal (HPA-G) axis of the fetus have also been documented. Such
modifications will be apparent at different developmental stages by way of cognitive, behavioural, and
emotional disorders, and they may differ between genders. Apparently, anxiety during pregnancy, more
than depression, may associate with restrictions in fetal growth and pre-term birth, eventually due to
cortisol action and changes in the vascular flow. The available scientific evidence suggests that processes of
stress and maternal anxiety interact with the neurophysiology of the fetus and the behavior of future adult
and that this interaction has adaptative meaning. Hormonal changes promoted by maternal stress underlie
epigenetic changes meant to prepare the fetus for an adverse external environment but, simultaneously,
have a less favourable outcome in adulthood, namely an increased risk of disease. This bulk of information
calls for the need of clinical research on how best to intervene in order to prevent anxiety effects during
pregnancy and also on the early detection of increased risk of disease after birth. Biological markers of
increased risk for disease, like low weight at birth or fluctuating dermatoglyphic asymmetry have been
associated to exposition to, respectively, pre-natal cortisol and testosterone. The digital ratio is another
biological marker, sexually dimorphic, which in the past decade has been largely investigated for being a
potential indicator of risk for multiple diseases, as it appears to translate exposure to the balance between
androgens and estrogens in uterus. The first part of this study examines the impact of relaxing
interventions on pregnant women in the eminence of proceeding to amniocentesis, a situation usually
considered anxiogenic, examines interactions among cortisol, testosterone, self-scored anxiety, and
women physiological traits. The second part examines associations between hormones and data collected

after delivery, namely the digital ratio 2D:4D in the newborn and in the mother.

Participants and methods — A total of 184 healthy pregnant women submitted to amniocentesis at the
Dona Estefania Hospital (HDE), mostly because of maternal age, accepted to participate in the first part of
the study. Among these, 106 mother-newborn pairs also participated in the second part. In both parts
women signed an informed consent statement approved by the Hospital Ethical Committee who also
approved the two-part study. The women were randomly assigned to three intervention groups and, once
demographic data collected, were then evaluated for physiological parameters, and self-rated state and
trait anxiety scores using a Spielberger scale (STAI-S and STAI-T). Concentration levels of plasma cortisol
and testosterone were also measured before and after the relaxing intervention, both in the morning and
in the afternoon, as decribed next. Before the intervention, a venous puncture was performed and an

intravenous catheter was applied to a peripheral arm vein and kept in place until the end of the

XVi



intervention; 5 mL of maternal blood was collected before and after the intervention and immediately
centrifuged. The supernatant plasma was kept at -80 °C for later radio-immunoassay (RIA). In the
intervention groups the participants relaxed for 30 min, either listening to music, reading magazines, or
sitting in the waiting-room with a relative. The venous catheter was taken out following the intervention
and then women proceeded to the amniocentesis room. The fetal heart rate was measured before and
after amniocenteses. For women who delivered at the HDE, the obstetric and neonatal data were collected
after delivery and photocopies of both hands of the mother-child pair were taken and added to the
participant file. The 2D:4D ratios were computed from measurements conducted by two independent

observers. Data statistical analysis was conducted in MS-Excel® and IBM® SPSS v19.

Results — Women were on average 37,7 (sd=2,9) years old and their mean gestation age was 17,3 (sd=1,2)
weeks. The average S-STAI score before the intervention was 43,4 (sd=11,3), whereas the average trait
(STAI-T) was 35,4 (sd=8,9). Younger women with lower gestation ages tended to have the higher scores of
state anxiety. Maternal plasma cortisol, measured before relaxation, averaged 577,8 nmol/L (sd=216) and
testosterona averaged 1,65 nmol/L (sd=0,87). Neither cortisol nor testosterone in the mother’s plasma
differed in regard to the fetus sex. The average concentration of cortisol in the amniotic fluid (AF) was 8,3
nmol/L (sd=9) and testosterone in the AF was on average 0,58 nmol/L (sd=0,43). There was a significant
difference between sexes in regard to testosterone in the AF (males and females, respectively, 0,82 and
0,32 nmol/L) but not in regard to cortisol. After the 30min intervention, the average STAI-S decreased
significantly from 43,4 to 37,3 (p=0,004). On average, the decrease was -8,2 points in the group who
listened to music, -5,7 in the magazine group, and -4,1 in the waiting room; the differences among groups
in regard to STAI-S decreases were statistically significant (p=0,004). On average, plasma cortisol decreased
36,5 nmol/L, with the greatest decrease in the group who listened to music (-60 nmol/L), significantly
greater than in the waiting-room (p<0,01). The cortisol decreased more in the morning, regardless of the
intervention group. The average concentration of plasma testosterone decreased in the magazine group (-
0,11 nmol/L) and in the music group (-0,08 nmol/L), but went up in the waiting room (0,06 nmol/L). The
variation of plasma testosterone and of cortisol were significantly correlated (r=0,53, p<0,001). Blood
pressure, both systolic and diastolic, decreased at all intervention groups; on average, the greatest
decrease being in the magazine group, followed by the music group. The fetus heart rate was not
statistically different among groups and did not change significantly before and after the amniocenteses.

Maternal plasma cortisol exhibited evidence of a circadian oscillation, decreasing in the morning and
increasing slightly after noon. Cortisol tended to increase with gestational age (r=0,19, p=0,01), was
negatively correlated with the body mass index (r=-0,17, p=0,02) and, in the afternoon, correlated with the

state of anxiety (r=0,22, p=0,05). Maternal cortisol also correlated with cortisol in the AF (r=0,3; p<0,001)
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across all ranges of gestational age, both in anxious (STAI-S > 40) and in non-anxious (STAI-S < 40) women.
The AF cortisol exhibited a circadian pattern which resembled the one found in the mother plasma,
although less pronounced. As for plasma testosterone, older women tended to have lower concentrations
than younger ones (r=-0,31, p<0,001) and there was a positive correlation with gestational age till 18
weeks, when the fetus was a female. Testosterone did not correlate with anxiety or any other maternal
variables. Also there was no correlation between plasma testosterone and AF testosterone. In the AF, there
was also no correlation between the concentrations of testosterone and cortisol.

There was no evidence for association between women’s anxiety, evaluated in this study at amniocentesis,
and gestational age at delivery. Nevertheless, the concentration of morning cortisol in maternal plasma
associated with earlier deliveries (r=-0,25; p=0,01); the same was not observed for afternoon cortisol. There
were 51% male newborns (NBs) and 49% females (respectively, n=94 and 90). Boys weighted on average
significantly more than females, respectively, 3395 and 3136 g (p<0.001).

Male NBs had lower mean 2D:4D ratios than female NBs and the difference was significant for left hands
(males: 0.927; females: 0.950; p=0.004), but not for the right hands. The digital ratios of the NB females
were negatively correlated with testosterone in the AF and positively correlated with their mother’s hands.
The digital ratios of the NB males did not show significant correlations with either hormones or their
mother’s hands. Testosterone in the mother’s plasma was also negatively correlated, although not
significantly, with the ratios of both hands of NBs and in both sexes. Mothers of NB males had lower digital
ratios than mothers of NB females and the ratio of the mothers was higher than the ratio of their children,
regardless of hand and of sex. The 2D:4D in the right hand of the mothers was positively correlated with

both hands of NB females, but not with those of NB males.

Discussion — The average score of anxiety state (STAI-S) of women at arrival confirmed that the eminence
of amniocentesis was perceived as an anxiogenic event by pregnant women. The anxiety trait (STAI-T),
however, suggested that women in this study were not inherently anxious. The results presented here
corroborate the hypothesis that even a short period of relaxation can have positive effects upon the
psychological health of pregnant women going through stressful situations. Anxiety scores went down in all
groups following the intervention, with decreases being significantly greater when relaxation involved
music listening. Anxiety decreases were particularly good for the most anxious women, which tended to be
the younger ones. The relaxation interventions also promoted decreases in plasma cortisol and
testosterone and, overall, evidence was gathered that 30 minutes alone, particularly listening to self-chosen
relaxing music, are sufficient to lower anxiety and cortisol levels. The mechanisms underlying the strong

correlation found between the variation in testosterone and cortisol after the intervention are not clear. It
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is conceivable that the same mechanisms that trigger short-term increases in cortisol and testosterone
following acute stressful events may also act in the opposite way in response to relaxation.

STAI-S was the most important predictor of cortisol levels in the afternoon, but not in the morning, which
corroborates previous reports regarding the absence of cortisol response to stress in the morning,
eventually due to its already elevated basal level at that time of the day. Evidence was presented for a link
between plasma and AF cortisol, namely a similitude in their circadian pattern and a significant correlation
between them, suggesting that there is transport across the placenta. The absence of correlation between
cortisol and testosterone in the AF contrasts with the results of Sarkar and colaborators who found a
positive correlation in both sexes. This could of course be attributed to lack of statistical power caused by
insufficient sample size in a context of great variability, but an alternative explanation is also possible, as
the data suggest a more complex association between the two variables in the AF. The variability in
testosterone appears to be gradually compressed, as the cortisol concentration increases above 30 nmol/L,
a pattern shown clearly in both sexes and is described here for the first time.

Plasma cortisol in those who were more anxious, was negatively correlated with gestational age, thus the
earlier the gestational age the higher tended to be cortisol, corroborating similar reports from previous
authors. The lack of correlation between the women’s anxiety trait (STAI-T) at amniocentesis and
gestational age at delivery might have been due to the restricted range of numerical values for both STAI-T
and gestational ages (35-41 weeks), as the exclusion criteria eliminated extreme values in the latter.

The results provided evidence that dimorphism in the 2D:4D ratio is already present at birth and, as
anticipated, is higher in girls than in boys. Nevertheless differences are subtle and there is a large 2D:4D
distribution overlap between sexes. The results also showed that the 2D:4D ratio increases from birth to
adulthood, as the digital ratios of mothers were significantly higer than those in their newborns. The lower
ratios found in mothers with newborn males as compared to those with females, support studies claiming
an association between the levels of testosterone in ascendents at the time of conception and the sex of
their offspring, with higher levels of androgens promoting the conception of male offspring. The mother’s
2D:4D ratio was a significant predictor of the 2D:4D in both hands of newborn females, but not of males,
and the AF testosterone also correlated with digit ratio in females, but not in males. The high levels of
testosterone which are typical of males may promote higher variability in their finger development, thus
spoiling eventual correlations with the mother’s ratios. In this study, the 2D:4D sexual dimorphism in
newborns was significant for the left but not for the right hand, contrasting with previous studies which
have involved subjects older than 2 years of age. This suggests that post-natal exposition to androgens,
especially in boys, is important for the accentuation of the dimorphism and for the stabilization of the ratio

mainly in the right hand.
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Conclusion — This study suggests that pregnant women would benefit from the routine practice of 30min
relaxation when at the imminence of a stressful event. The benefit would be both psychological and
physiological and would be more pronounced in the morning than in the afternoon. Women tending to be
more anxious, typically younger and at a lower gestational age, are the ones that benefit the most. Among
the interventions investigated, all being non-expensive and easy to implement, listening to relaxing music
was globally the most efficient for the benefit intended.

The variation of cortisol and the variation of testosterone are significantly correlated, an association that
might be used in future relaxation interventions. It is feasible to conceive short relaxation programs aimed
at benefiting psychological well-being and health in pregnancy, with additional benefits for pregnancy
outcome.

The digital ratio 2D:4D is sexually dimorphic, being lower in males than in females, confirming the influence
of pre-natal androgens. There is however large overlap between sexes, rendering the 2D:4D a risk marker
not to be used in isolation but rather in association with other markers, like for instance the weight at birth
and the head circumference, wherein it may be a relevant parameter for pediatric follow-up.

In newborn females, a significant amount of variability in 2D:4D is accounted for by their mother’s digital
ratio and AF testosterone. In both sexes, the 2D:4D ratio increases following birth and sexual dimorphism,
as assessed from samples of subjects with more than 2 years of age, is affected by post-natal testosterone,

especially in what concerns the right hand.
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1. Introducao

O bem-estar da grdvida e do feto podem ser afectados pelos niveis de ansiedade ou stress durante a
gravidez e estes, quando elevados, estdo associados a maior probabilidade de ocorréncia de parto pré-
termo e de baixo peso a nascenca (Field et al 2003, Van den Bergh et al 2005, Eskenazi et al 2007), bem
como a problemas de desenvolvimento e comportamento ao longo da vida (Huizink et al 2004, Talge et al
2007, Foley et al 2008, Glover 2011). A sociedade e, em particular, a ciéncia tém um papel importante no
modo como a gravidez é vivida, mas os achados cientificos levantam por vezes expectativas que tardam em
ter traducdo no contexto social. E importante promover maior interligacdo entre os achados da ciéncia e a

vivéncia da gravidez na sociedade.

O tema da interaccdo entre mae e feto é desde ha muito considerado relevante, havendo referéncias
escritas em varias sociedades e culturas. “The same soul governs the two bodies and the desires and fears
and sorrows are common...” é um comentario sugestivo de Leonardo da Vinci (Ferreira A 1965) a este
propdsito. Nas Ultimas décadas foi desenvolvida muita investigacao nesta area. Hans Selye (1936) chamou
pela primeira vez “sindrome de stress” a um conjunto de sinais e sintomas observados em ratos sujeitos a
varias formas de agressdo que apresentavam também producdo aumentada de glucocorticéides.
Publica¢des posteriores (Thompson 1957, Levine 1957) sugeriram que o ambiente in-Utero pode interferir
na forma como aspectos emocionais e comportamentais sdo expressos apds o nascimento alterando as
respostas ao stress. A hiperactividade, o défice de atencdo (Stott D 1973) e o chamado “sindrome de stress
fetal”, caracterizado pela restricdo do crescimento do feto, reducdao do tempo de gestacao e disturbios no
desenvolvimento neurolégico (Stott G 1981, Lou et al 1994), sdo fendmenos associados e investigados
desde ha muito. Sontag (1941, 1944) publicou artigos seminais pondo em evidéncia a importancia de
diferentes ambientes oferecidos pela mae enquanto gravida para o futuro individuo. Stott (1973) chamou a

atencdo para a relagao entre stress antenatal e hiperactividade nas criangas.

Compreender a interaccdo do stress com a mde e com o feto requer conhecimento de processos
moleculares, celulares, de circuitos neuronais, fungdo placentar, integrados muito possivelmente numa
perspectiva evolutiva (Coe et al 2003, Weinstock 2007, O’Donnell 2012, Glover et al 2010, Glover 2011). A
vastiddo do tema impede a sua abordagem exaustiva nesta tese. Apenas aspectos parciais, necessarios ao

enquadramento tedrico e para a compreensao dos objectivos e hipdteses formuladas, serdo desenvolvidos.

Até agora, tem sido atribuida uma conotacdo predominantemente negativa aos efeitos mais investigados
do stress. Mais recentemente, porém, outras conotacoes, possivelmente adaptativas, comecam a emergir e
sugerem que ndo podemos falar em efeitos bons ou maus em termos absolutos (Claessens et al 2011).
Aspectos ambientais e genéticos estdo intrincadamente envolvidos na modulagdo dos resultados finais das

experiéncias precoces do individuo.
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A avaliacdo dos niveis hormonais no ambiente materno e fetal pode ser uma ferramenta de diagndstico em
situacOes de stress psicolégico e dos riscos a ele associados (Fan et al 2009), uma vez que se encontrou
correlacdo entre os niveis de ansiedade e os de cortisol no plasma (Sarkar et al 2006). Por outro lado, sabe-
se que a testosterona tem um efeito organizacional no cérebro e no sistema vascular do feto e, apds o
nascimento, um efeito activacional sobre os receptores de androgénios. Esses efeitos podem traduzir-se no
aparecimento de indicadores antropométricos sexualmente dimérficos (Honekopp et al 2007, Vermeersch
et al 2008). Atendendo ao que ja se conhece sobre os efeitos do stress antenatal, é urgente investigar
formas de intervengdao que possam reduzir os efeitos adversos associados ao stress in-Utero e encontrar

possiveis bio-marcadores que o evidenciem, sendo essa a tematica desta tese.
1.1 Definigdao de Conceitos

Varios conceitos utilizados neste manuscrito carecem de esclarecimento prévio sobre as suas

interpretagoes:

Homeostasia — pode ser definida como o equilibrio dindmico complexo que assegura a existéncia da vida tal
como a conhecemos (Charmandari et al 2005). Alguns autores consideram que depende do sistema de
“luta ou fuga” que traduz a reac¢do ao stress do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e do eixo Hipotdlamo-
Hipdfise-Supra-Renal (HHSR), e do sistema de “calma e conexdo” (Moberg 1993, 2000) que traduz a
reaccao fisiolégica a tranquilidade, ambos promovendo adapta¢Oes para optimizar as possibilidades de

sobrevivéncia face as adversidades do meio ambiente.

Alostasia — o estado de alteragGes homeostaticas crdnicas associadas a respostas adaptativas excessivas ou
prolongadas, com as quais o individuo sobrevive, mas com consequéncias adversas (Charmandari et al

2005).

Ansiedade - é um estado transitorio de elevada tensdo associado a taquicardia, suda¢do, aumento da
frequéncia respiratdria, sensacdao de aperto no peito. Acompanha-se de apreensdo ou medo em relacdo a
algo, conhecido ou ndo. Quando arrastada, tem repercussées que se enquadram num sindrome de stress.
Ansiedade e stress sdao frequentemente usadas alternadamente porque ansiedade reflecte uma dimensao

particular de stress (Spielberger 1976).

Stress — o termo comecgou por ser utilizado em ciéncias bioldgicas e hoje é amplamente usado em
psicologia. Stricto sensu, em inglés significa “contencdo/ restricdo”, mas é em geral entendido de forma
mais lata, dependente da formacdo de quem usa o termo: “resposta global do organismo a uma exigéncia
ou pressdo externa, tendo o individuo a percepgao que lhe é exigido mais do que as suas capacidades
adaptativas para a situagcdo em causa, sentindo o seu bem-estar ameagado” (enciclopédia médica on-line),

ou “qualquer coisa que induza produgcdo aumentada de glucocorticéides” (Levine 2000), ou
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“acontecimento ameacador para o individuo que elicita respostas psicofisolégicas e comportamentais”

(McEwen 2000).

Stress antenatal — é em geral definido como um conjunto de factores psicolégicos identificados pela gravida
como ameacadores e que se associam a activacdo directa do eixo HHSR (Obel et al 2005) e sera este o
conceito usado nesta tese. Quando falamos de gravidas, no entanto, além de factores psicoldgicos, outros
factores como infecgdes, desnutricdo, patologia placentar, hipertensiva, trombofilias ou outra patologia
materna, e até mesmo situa¢Ges ndo patoldgicas, como trabalho exaustivo ou exercicio fisico excessivo,

podem actuar como stressores e tém potencialmente consequéncias idénticas.

Distress — situacdo de inadaptacdo a variadas situaces de stress agudo/crdnico, ansiedade ou depressao,

que sdo conceitos inter-relacionados, sendo o termo stress o mais abrangente (Glover 2011).

1.2 O eixo Hipotdlamo-Hipdfise-Supra-Renal-Gonadal em investigacao relacionada

com o stress

O eixo HHSR é simultaneamente mediador e alvo dos efeitos do stress e da ansiedade antenatal (O’Donnell
et al 2012). Existe evidéncia de que a exposicdo do feto a quantidades excessivas de glucocorticéides (GC)
produzidos pela mde desencadeia um mecanismo programador de alteragdo da fung¢do do eixo HHSR no
proprio feto (Harris and Seckl 2011), modificando-o de forma permanente. Este eixo é, por outro lado, um
dos dois principais sistemas de resposta ao stress na mae e no feto. O tipo e grau de stress experimentado
pela grdvida tem acgdo reprogramadora na fun¢do basal deste eixo no feto e nas suas respostas reactivas
(Glover 2011). Hd como que um reajuste no funcionamento do eixo no feto e esse mecanismo estd
subjacente a associacdo entre o stress/ansiedade antenatal e consequéncias adversas para a vida futura do
individuo (Charil et al 2010). A funcdo do eixo HHSR pode ainda variar com factores psicossociais,

obstétricos e de desenvolvimento, com o sexo e, nas raparigas, com a idade da menarca (Oskis et al 2009).

Alguns autores consideram que a fungdo das gdénadas faz parte do eixo (HHSR-G), pois a producdo de
testosterona e de estradiol desde a vida in Utero é influenciada também pelo stress, tanto em animais
(Lilley et al 2010) como em humanos (Bergman et al 2010a). Um estudo encontrou correlagdo positiva
entre cortisol e testosterona no liquido amniédtico (LA), sugerindo que a exposicdo aumentada do feto ao
cortisol pode estar associada também a uma exposicdo aumentada a testosterona (Sarkar et al 2007a). A
exposicao pré-natal ao stress e a niveis elevados de testosterona, tem consequéncias parcialmente
semelhantes no neurodesenvolvimento do individuo, o que sugere interac¢do reciproca entre hipotalamo-
hipéfise-supra-renal e génadas (Viau 2002); na verdade, alguns dos resultados da exposicdo a testosterona
podem ser previstos a partir da exposicdo ao stress pré-natal, sugerindo que existe uma liga¢cdo entre os

dois (Claessens et al 2011). A correlacdo positiva entre cortisol e testosterona encontrada no liquido
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amnidtico (Sarkar et al 2007a) e no plasma fetal (Gitau et al 2005,) sugere também actuac¢do conjunta na
resposta ao stress (Bergman et al 2010a). Tanto a testosterona como os GC, representados habitualmente
pelo cortisol, tém sido associados a programacdo do eixo HHSR-G com repercussdes no desenvolvimento e
comportamento do feto (Harris et Seckl 2011). Alguns estudos prospectivos em humanos evidenciam ter
existido activagdo ou supressdo duradouras no eixo HHSR-G resultante de stress/ansiedade a que estiveram
sujeitos durante a gravidez (Gutteling et al 2004, O'Connor et al 2005, Tollenaar et al 2010, Grant et al
2009). No modelo animal, verificou-se que essa alteracdao da programacao das respostas do eixo HHSR-G é
transmitida pelos primeiros descendentes a geragdes subsequentes pela linhagem materna (Mathews and
Phillips 2011). Nos humanos, os resultados de alguns estudos também sugerem transmissdo dos filhos aos

netos, conferindo ao tema uma importancia inesperada em salde publica (Secgdo 1.5.7).

Estudos anteriores encontraram evidéncia de que as intervencbes de relaxamento estdo associadas ao
aumento da dopamina e a descida do cortisol e da noradrenalina (DiPietro et al 2008, Field et al 2004, Field
et al 1999, Teixeira et al 2005). Estes estudos sdo ainda escassos, especialmente os que avaliam formas de
intervencdo em gravidas. As intervencbes efectuadas pretenderam modificar o estado psicolégico e a
producdo e/ou expressdo hormonal que tinham sido previamente alteradas por situa¢des de stress. Um
exemplo de situacdo habitualmente associada a episddios agudos de ansiedade na gravida é a realizagdo de
exames invasivos em contexto clinico (Chang et al 2003, Hayes et al 2003). Por si sé, estes episddios serdo
clinicamente irrelevantes para as consequéncias do stress. Contudo, a acumulagdo de episddios de
ansiedade pode ter repercussées (Van Den Bergh et al 2005) e as intervengGes relaxantes podem contribuir

para melhorar o bem-estar da gravida e os seus resultados obstétricos (Alder et al 2011).

1.2.1 Mecanismos fisioldgicos de resposta ao stress na gravidez

Em geral, os processos bioquimicos e fisioldgicos dos sistemas de resposta ao stress asseguram um
desempenho adequado do individuo no dia a dia. Niveis de ansiedade elevados e inabituais ou persistentes
tém implicagGes negativas, mas nem todos os individuos sdo afectados da mesma maneira e a maioria ndo
é sequer significativamente afectada (Glover 2011). Nos humanos e em mamiferos, em geral, o stress
desencadeia uma rede de respostas que envolve a interligacdo de vdrios circuitos e que em seguida se

procura sistematizar de forma nao exaustiva:

Sistema Neuroendécrino - E composto por dois sistemas principais: 1) sistema nervoso auténomo (SNA)
com respostas autonomas e imediatas mediadas por adrenalina e noradrenalina, e 2) eixo HHSR com
respostas mais lentas e adaptativas mediadas por GC, adrenocorticotropina (ACTH) e hormona
corticotropica (CRH). Alguns autores englobam também neste sistema as génadas e a sua producdo de

androgénios e estrogénios (eixo HHSR-G). Este eixo é regulado por um sistema de feedback negativo, isto €,
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0 aumento da producdo de GC na supra-renal, suprime ou reduz a produc¢do de CRH do hipotalamo (Tsigos
et Chrousos 2002). Sinais neuroquimicos resultantes da sensacdo de ameaca chegam ao ndlcleo
paraventricular do hipotalamo onde é libertada CRH que vai actuar de imediato na hipdfise de onde a ACTH
é libertada, induzindo, por sua vez, secrecdo de GC nas supra-renais, que actuam depois em receptores
especificos no hipocampo e em outras zonas do SNC, desligando a resposta ao stress e restaurando o
equilibrio (Ligtman 1989, Herman 1989, Avishai-Eliner et al 2002). A integridade dos mecanismos de
activacdo e desactivagdo do eixo HHSR-G é fundamental para a homeostasia em situagdes de stress agudo,
evitando lesGes provocadas por exposicdo a doses elevadas de GC (McEwen 1999). Este mecanismo é
especialmente importante na fase precoce de desenvolvimento fetal, em que a exposicdo persistente a
niveis inadequados de GC e de testosterona (T) pode alterar processos de crescimento e de maturacao
(Avishai-Eliner et al 2002). Perante um estimulo interno como dor, tensdo ou preocupag¢do, o ramo
simpatico (activador) do SNA aumenta a sua actividade e o parassimpatico (inibidor) reduz a actividade
(Pinel 2006). Em consequéncia, aumenta a frequéncia cardiaca e o sangue é redistribuido nos vasos
sanguineos, favorecendo o sistema muscular em prejuizo do tubo digestivo (Krout 2007). Adrenalina e
noradrenalina, mediadores do SNA, e cortisol, mediador do eixo HHSR, actuam sinergicamente no musculo
favorecendo a disponibilidade local de glucose para consumo imediato e para manter niveis adequados de
glicemia (Pinel 2006). Ao contrario do stress prolongado, associado a inibicdo da libertacdo de Hormona
Luteinizante (LH), o stress agudo associa-se a subida curta e transitéria de LH e de testosterona,
possivelmente resultante de alteragdes no volume plasmatico e redugdo da metabolizacdo hepdtica (Rivier

et al 1991).

Estruturas do Sistema Nervoso Central (SNC) — Incluem o cdrtex pré-frontal, onde é feita a avaliacdo
discriminativa dos estimulos psicoldgicos, o sistema Ilimbico, considerado o centro das emocses,
destacando-se a amigdala’, pequena estrutura com papel essencial na mediacio do medo, da ansiedade,
na regulacdo do humor e das respostas motoras associadas, o hipotdlamo (local de producdo de CRH) e a
hipdfise (local de produgdo da ACTH). Sinais emocionais e cognitivos de stress induzem precocemente no
sistema limbico modulacdo da expressdao genética que influencia, entre outras coisas, a consolidacdo da
membdria. Pensa-se que seja também a CRH, abundante na amigdala, hipocampo e dreas do cértex limbico
(Behan 1997, citado em Avishai-Eliner et al 2002), o principal mediador deste processo, mas falta ainda

entender muito sobre a identidade dos moduladores que actuam nestas estruturas.

Passemos agora aos mecanismos de resposta ao stress na gravidez. Numa gravidez normal, a produgao de

CRH na placenta ocorre habitualmente em quantidades crescentes desde o segundo trimestre, subindo

! Nos primatas existem fibras de ligacdo entre o sistema sensorial e o sistema motor, o que ajuda a compreender que
o stress psicoldgico possa associar-se a respostas fisicas de violéncia.
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exponencialmente nas seis semanas que antecedem o parto (Hobel et al 1999). E regulada por factores
enzimaticos locais do coriotrofoblasto, em particular pelas enzimas 11B hidroxiesteroide desidrogenase
tipo 1 e tipo 2 (118 HSD 1 e 2). Estas enzimas regulam, respectivamente, a conversdo da cortisona (inactiva
biologicamente) em cortisol e do cortisol em cortisona (Charmandari et al 2005, Tomlinson et al 2004). As
situagOes de stress parecem interferir na funcdo e expressao destes enzimas. O préprio feto, através da sua
produgdo auténoma de GC, vai progressivamente interferindo na producdo de CRH placentar (Weiss 2000).
0 aumento progressivo do cortisol e da CRH, por sua vez, vai interferir na func3o de outros enzimas locais?
capazes de estimular o aumento de prostaglandinas (PG), as quais promovem as contracgdes no musculo
uterino levando ao parto (Majzoub et al 1999, Challis et al 2001) (Figura 1.1). O aumento exponencial do
CRH e cortisol nas semanas que antecedem o parto tem por finalidade, por um lado, assegurar a maturacao
dos orgdos fetais de transicdo do meio intra-uterino (aquatico) para o meio extra-uterino (aéreo),
nomeadamente pulmdes e cérebro, assegurando a viabilidade dos fetos mesmo quando nascem

prematuramente. Por outro lado, vai preparar e estimular o miométrio e as membranas fetais a fim de

desencadear o parto (Crespi et Denver 2005).

PGSII
@’ + T 11 BHSD -2 ~ v
/_\ -

CRH <«—*—» Cortisol Placenta Cortisona Prostaglandinas
\_/ + A
L} 3 l 11BHSD -1 -
15HPGD
PGSIl = Prostaglandina sintetase tipo Il

15 HPGD = 15 -hidroxiprostaglandina desidrogenase
11 BHSD = 11 B hidroxiesteroide desidrogenase (tipos 1 ou 2)

Figura 1.1 — Interacgao do cortisol e CRH na producgdo de prostaglandinas. (Adaptado de Challis et al 2001). O
cortisol aumenta a expressao da PGSII e reduz a expressdo da 15HPGD nas membranas fetais, levando ao
aumento das prostaglandinas (PG). As PG, por seu lado, vao interferir no sistema enzimatico placentar,
aumentando a expressdo e actividade da 11BHSD tipol no coriotrofoblasto, levando ao aumento de
conversdo local de cortisona em cortisol. O cortisol, local ou sistémico, leva ao aumento da CRH nas
membranas placentarias. A CRH também interfere com a producdo de PG, mas através dos receptores no
segmento inferior do Utero, onde promove o relaxamento.

2 Estimula a Prostaglandina Sintetase tipo Il (PGHS), que induz a produg3o de prostaglandinas, e inibe a fun¢io da 15-
hidroxiprostaglandina desidrogenase (PGDH), responsavel pela sua degradacéo.
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1.2.1.1 Cortisol

O cortisol é produzido principalmente na zona fasciculada do cértex supra-renal (SR) (90%); cerca de 10%
perifericamente. A sua circulagdo exibe uma oscilagdo circadiana regular ao longo das 24 horas (de Weerth
et al 2003). A concentra¢do do cortisol ao acordar (conhecida pela sigla CAR, de cortisol awakening
response) em individuos normais caracteriza-se por uma subida rapida (50-75%) 30 a 60 min apds o acordar
(Pruessner et al 1997). Correlaciona-se com a resposta hormonal induzida pela ACTH na SR, o que sugere
ser um marcador da actividade adrenocorticotrépica (Schmidt-Reinwald et al 1999), mas é independente
da secrecdo didria de cortisol (Wilhelm et al 2007) e da secre¢do em resposta ao stress (Engert et al 2011).
Ao CAR segue-se um declinio gradual nos valores de cortisol ao longo do dia, até ao seu valor minimo 2-3 h
apos o inicio do sono noturno (Doman et al 1986). A producdo didria de cortisol é de 10-20 mg por dia.
Circula ligado a globulina especifica circulante (CBG) e apenas 4% circula livre, com capacidade para se ligar
aos respectivos receptores distribuidos por muitos tecidos e orgdos. O seu padrdo circadiano traduz-se,
como ja referido, por valores mais elevados de manha, com descida abrupta até as 12h, continuando a
descer mais gradualmente até as 24h, apresentando os niveis mais baixos a meio da noite ou 2-3h apés o
inicio do sono, e recomecando a subir desde essa altura até as 8h da manh3a (Knutsson et al 1997). A
informacao sobre o ciclo luz-escuridao, subjacente a este processo, é transmitida a partir da retina aos
nucleos supra-quiasmaticos do hipotdlamo (Weitzman et al 1971). O padrao descrito ndo estd estabelecido
a nascenga, estima-se que se desenvolva entre as 2 semanas e 0s 9 meses apds o nascimento (de Weerth et

al 2003).

A concentragdo normal de cortisol as 9h da manh3 localiza-se no intervalo 180-620 nmol/l. Nas gravidas,
porém, a concentragdo é maior e varia com o tempo de gestacdo. A libertacdo é controlada pelo
hipotdlamo, através da producdao de CRH que vai desencadear na parte anterior da hipdfise a secre¢do de
ACTH, a qual por via sanguinea atinge o cértex da SR, onde desencadeia a producdo de glucocorticéides e
mineralocorticdides (Bernardi et al 1991). O cortisol é uma molécula muito parecida com a aldosterona, um
mineralocorticoide, esta produzida na zona glomerulosa da SR também em resposta a ACTH, pelo que o
cortisol também se liga aos receptores dos mineralocorticoides. A enzima 113 HSD2 controla a sua ac¢ao
nos receptores de mineralocorticoides e o sistema enzimatico 11 HSD, abundante na placenta, regula a
sua producdo. Também as redutases (5B e 5a) estdo envolvidas no controlo dos niveis plasmaticos na
gravida, pois participam na sua metabolizagdo em tetrahidrocortisol (Bernardi et al 1991). O cortisol é o
neurotransmissor mais lipolitico, tendo por isso mais capacidade para atravessar a placenta e alcancar o
feto. A sua funcdo principal é assegurar a manutencdo de niveis adequados de glucose no sangue através
da glicogenolise, interferindo no metabolismo dos carbohidratos, gorduras e proteinas. E libertado em

resposta ao stress e a niveis sanguineos baixos de glucocorticdides. Tem ac¢do supressora no sistema
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imunitario, pelo que as gravidas podem ter mais complicacdes associadas a situacdes infecciosas
(Charmandari et al, 2005). Ao longo da gravidez normal ha um estado de hipercortisolismo fisioldgico. O
eixo HHSR apresenta-se refractario, permitindo o aumento progressivo dos niveis de cortisol, os quais
atingem o maximo no terceiro trimestre (Challis et al 2001). Esse aumento do cortisol vai estimular a
formacgao de receptores para a CRH em algumas regides do cérebro, entre as quais algumas zonas do
sistema limbico (Carr et al 1981) e também na placenta e no miométrio (Hillhouse et al 1993). O cortisol
participa no controlo da actividade de muitos sistemas metabdlicos e imunitdrios, bem como no sistema
reprodutivo. A producdo de cortisol, que se apresenta duas a quatro vezes aumentada no final da gravidez,
desencadeia o inicio da producdo de surfactante no feto a partir das 30-32 semanas, promovendo a

maturacao pulmonar. Formas sintéticas de cortisol, alids, sdo por vezes usadas com este objectivo.

Na resposta ao stress, a cascata hormonal pode variar um pouco de espécie para espécie. O rato, por
exemplo, ndo produz cortisol mas sim corticosterona, a qual desempenha fung¢des equivalentes ao cortisol
na espécie humana, onde é o GC dominante. A corticosterona nos humanos, pelo contrdrio, tem producgao
escassa e pouca expressao fisiolégica, com fungdes indirectas na regulacdo final dos niveis de sédio e

potassio (Bernardi et al 1991), ndo se relacionando com a resposta ao stress.

1.2.1.2 Testosterona

Na mulher, a testosterona é secretada maioritariamente nas células da teca no ovario, mas também nas
supra-renais. Uma quantidade significativa é ainda produzida pela conversdo periférica (pele), de
androstenodiona e dihidroepiandrosterona (DHEA), sendo depois reduzida localmente (cerca de 7%) pela
5a redutase em dihidrotestosterona (DHT) (Mooradian et al 1987). A hormona luteinizante (LH) e a ACTH
regulam, respectivamente, a produgdo de androgénios pelo ovario (testosterona e androstenodiona) e
pelas supra-renais (essencialmente DHEA). A testosterona circulante esta quase toda ligada a uma proteina
conhecida por Sex Hormone Binding Globuline (SHBG), sendo biologicamente activa apenas a testosterona
que se encontra livre (cerca de 1%) (Speroff et Fritz 2005). A metabolizacdo da testosterona é
predominantemente hepatica, sendo depois excretada na urina (90%) e nas fezes; a sua semivida é de 2-4
horas e, como se viu, tem baixa biodisponibilidade. Na gravida, é metabolizada também na placenta, onde
existe grande capacidade de producdo de 17 estradiol a partir da testosterona, regulada pela accdo da
enzima aromatase. Este processo é tdo eficiente que poucos androgénios escapam a regulacdo, mesmo na
presenca de tumores produtores de androgénios (Speroff et Fritz 2005). Assim, mesmo quando existem
altos niveis de testosterona na mae, estes tém uma capacidade limitada de influenciar os niveis de
testosterona no feto (Cohen-Bendahan et al 2005b). A conversdo de testosterona em estradiol pela
aromatase também ocorre em outros orgdos, como o cérebro, figado e tecido adiposo, embora em muito

pequena percentagem (cerca de 0,3%) (Meinhardt et Mullis 2002, Mooradian et al 1987).
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Os valores normais da concentracao de testosterona no plasma da mulher variam no intervalo 0.5-2.6
nmol/l (Turner et Was 2009). Os seus efeitos nos humanos, e em vertebrados em geral, fazem-se sentir
através de dois mecanismos principais: a activacdo directa (ou através da DHT) do receptor de androgénio,
e a conversdao em estradiol seguida de activacdo selectiva de receptores de estrogénios (Hiipakka et Liao
1998, McPhaul et Young 2001). Através de um mecanismo de feedback negativo sobre o hipotidlamo e a
hipdéfise, niveis de testosterona elevados inibem, respectivamente, a libertagcdo de CRH e de LH, conduzindo
a reducdo da sua propria producdo nas géonadas (Swerdloff et al 1992). A producdo de testosterona nas
gonadas é reduzida na sequéncia da activacdo prolongada do eixo HHSR-G. Esta ideia é corroborada por
estudos efectuados em atletas envolvidos em exercicio fisico prolongado, como corredores de maratona e
bailarinos, que mostraram presenca de niveis plasmaticos elevados de cortisol, aumento da sua excrecao
na urina, baixos niveis de testosterona no plasma e niveis baixos de hormona libertadora de

gonadotropinas (GRH) de origem hipotalamica (Mac Connie et al 1986, Luger et al 1987).

Os receptores de androgénios (e de estrogénios) encontram-se distribuidos por muitos érgdos e tecidos. As
respostas de individuos masculinos e femininos aos diferentes niveis circulantes desde a fase pré-natal, na
puberdade e pela vida fora, explicam o conhecido dimorfismo sexual de certos caracteres fenotipicos. O
pico de testosterona no plasma do feto ocorre entre as 14 e as 18 semanas e pensa-se que a maioria dos
efeitos androgénicos ocorre entre as 7 e 12 semanas (Finegan et al 1989, Prince 2001). Apesar disso, no LA
nao foram encontradas diferencas significativas nos niveis de testosterona ao longo dos trimestres de
gestacdo (Sarkar et al 2007a), mas pensa-se que a testosterona fetal chega ao LA desde cedo, por difusao
através da pele do feto e mais tarde através da urina (Nagami et al 1979, Klopper 1970, Robinson et al
1977). Ao contrario do que é observado em adultos sujeitos a stress, Sarkar et al (2008) encontraram uma
correlagdo positiva entre cortisol e testosterona no LA de fetos masculinos e femininos, independente da
ansiedade materna, da testosterona plasmatica na mae, da idade gestacional e da hora de colheita. Gitau
et al (2005) encontraram o mesmo no plasma de fetos. Sabe-se que o stress se associa a niveis plasmaticos
mais elevados de cortisol. De acordo com os resultados daqueles estudos, no feto podera também associar-

se a niveis aumentados de testosterona.

1.2.1.3 Outros mecanismos envolvidos no stress antenatal
Apresenta-se em seguida informacdo resumida sobre mecanismos hormonais e fisioldgicos relevantes

neste estudo, os quais serdo posteriormente desenvolvidos em seccdes proprias.

SNC - Para manter a homeostasia e assegurar a sobrevivéncia em resposta ao stress, o Sistema Nervoso

Central emite respostas comportamentais auténomas e cognitivas rdpidas, através, por um lado, da
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formacao e libertacdo de moléculas e, por outro, da alteracdo da funcdo e expressao de genes, podendo
também rapidamente regressar ao seu estado basal (McEwen 1998). Esta capacidade de iniciar
rapidamente a secrecdo de noradrenalina (NA) e de glucocorticdides e de efectivar alteracdes coordenadas
na expressao genética, amplia a comunicagdo neuronal e permite a sobrevivéncia, mas por outro lado pode
alterar imediatamente ou a longo prazo a fungdo e integridade dos neurdnios (Avishai-Eliner et al 2002). As
relagdes entre o cortex pré-frontal® e a amigdala (seccdo 1.2.4.2), sdo fundamentais para o
estabelecimento de comportamentos emocionais adequados e respondem a estimulos que necessitam de
processamento discriminativo, nomeadamente o stress psicoldgico (Carlson et Glick 1989). Outros factores
de stress, como a desnutricdo ou a actividade fisica excessiva, embora activem também o eixo HHSR-G
(Charmandari et al 2003) e possam levar a modificacGes epigenéticas (seccdo 1.2.4.7), ndo envolvem estes

centros.

CRH — A Corticotropin-Releasing Hormone é o principal regulador hipotalamico do eixo HHSR-G,
estimulando a secrecdo de LH e de ACTH a partir da hipéfise anterior, os quais por sua vez vao actuar
respectivamente sobre as génadas e sobre as supra-renais. A expressao genética da CRH aumenta na
presenca de estrogénios, sendo o gene da CRH um potencial mediador das diferengas entre sexos
observadas na resposta ao stress e na activacdo do eixo HHSR (Grammatopoulos et Chrousos 2002). Os
receptores da CRH tém sido detectados em varias zonas do SNC fora do hipotalamo, incluindo
prosencéfalo, tronco cerebral, medula espinal e também na placenta (Majzoub et al 1999). Em modelos
animais, a administracdo de CRH nos ventriculos cerebrais levou a activagdo do eixo HHSR e SNA (ramo
simpatico) e a respostas periféricas e comportamentais, sugerindo que desempenha um papel importante
na coordenacdo das respostas ao stress (Tsigos et Chrousos 2002, Charmandari et al 2005). Na placenta, ao
contrario do que acontece no hipotdlamo, os glucocorticdides activam o gene promotor da CRH,
estabelecendo um padrao de feedback positivo e permitindo o progressivo aumento de CRH e GC
verificado na gravidez (Avishai-Eliner et al 2002). A progesterona compete com o cortisol na ligacdo aos
receptores de GC e funciona como travao do sistema placentar, tendo um papel regulador no aumento da
CRH. O efeito inibitério da progesterona é bloqueado por niveis elevados de cortisol, os quais fazem subir a
expressdo da CRH na placenta. Esta expressdao aumentada traduz-se num nimero crescente de receptores
gue apresentam maior actividade e que iniciam uma sequéncia de alteracdes bioquimicas, envolvendo as
prostaglandinas e a ocitocina. Estas substancias vao actuar sobre o colo do Utero, as membranas amniédticas
e 0 miométrio, tendo como resultado final o parto (Majzoub et al 1999). Tanto situacGes de stress ante
natal crénico como agudo induzem o aumento da producdo de CRH na placenta, a qual pode penetrar a
barreira hemato-encefalica do feto e influenciar a fun¢do e integridade do hipocampo (Avishai-Eliner et al

2002).

3 Parte mais anterior do lobo frontal onde é interligada informagao e delineadas estratégias de actuacao

10



Introducao

Enzimas - O sistema enzimdtico 11BHSD tipo 1 e 2 encontra-se em vdrios tecidos do organismo,
desempenhando um papel especialmente importante na placenta (seccdo 1.3.2), onde parece estar
envolvido na mediac¢do dos efeitos do stress materno sobre o feto (O’'Donnell et al 2012, Holmes et al 2006,
McTernan et al 2001). A expressdo da 11BHSD tipo 2 na placenta aparentou estar reduzida em maes mais
ansiosas (O’Donnell et al 2012, Wachter et al 2009), mas em mdes deprimidas com fetos femininos a
actividade da enzima aparentou estar aumentada (O’Donnell et al 2012). Estes achados sugerem haver

interac¢do entre o estado emocional da mae e a fungdo enzimatica placentar, modelada pelo sexo do feto.

Fluxo placentar — Foi encontrada associa¢do entre ansiedade materna e aumento da resisténcia no fluxo da
artéria uterina (Teixeira et al 1999), evidenciando também a possibilidade de interac¢do entre o estado

psicoldgico da mae e o desenvolvimento comprometido do feto, com associacdo a baixo peso ao nascer.

1.3 Mecanismos de transferéncia do stress materno para o feto

A importancia do stress na grdvida, deve-se as repercussdes potencialmente lesivas que pode ter para o
feto, as quais tém sido validadas por resultados concordantes obtidos em animais e em humanos. Algumas
dessas repercussGes sdo desenvolvidas noutras seccbes deste documento e envolvem aspectos
comportamentais, cognitivos e emocionais, bem como interferéncia no peso ao nascer e na idade
gestacional no parto (Dawson et Woon 2011, Buitelaar et al 2003, Kim et al 2006, Peterson 2000). Quando
os sistemas de resposta ao stress deixam de ser apenas adaptativos e de se cingir a assegurar o bem-estar
do individuo, interferem no crescimento e desenvolvimento e podem conduzir a problemas metabdlicos,
enddcrinos, auto-imunes e psiquiatricos (Carmandari et Chrosus 2005) e eventualmente a alteragGes na
memoria e a deméncia no adulto (McEwen 1999, 2000). A hipdtese explicativa mais investigada para os
mecanismos subjacentes a estas alteragdes na crianca e no adulto, relaciona-as com exposicdo a niveis
elevados de glucocorticéides de origem materna resultantes do stress, em periodos criticos do
desenvolvimento fetal. Essa exposicdo fetal levara a alteragbes no desenvolvimento cerebral e no
funcionamento do eixo HHSR-G (Van den Bergh et al 2005; Cottrell and Seckl 2009; Harris and Seckl 2011;
Charil et al 2010; Glover et al 2010).

Além da producdo aumentada de cortisol, havera outros processos envolvidos na mediacdo dos efeitos do
ambiente materno sobre o feto. A grande variabilidade encontrada na reprogramacdo do eixo HHSR, e as
consequéncias diferenciadas de acordo com a natureza especifica do ambiente gestacional, sugerem
mecanismos evolutivos, que para alguns autores traduzem eventuais beneficios adaptativos (Glover 2011).

Os niveis hormonais e a funcdo enzimatica placentar parecem estar interrelacionados.
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1.3.1 Niveis hormonais da mae

Alteracbes nos padrdes de cortisol sérico encontradas em situacdes como estados de depressdo, stress
psicoldgico, hipoglicemia, febre, cirurgia, medo, dor, exaustdo fisica, temperaturas extremas, autismo,
entre outras, resultam da producdo inibida ou aumentada de ACTH (Charmandari et al 2005) como o
demonstram experiéncias em modelos animais. A variacdo na producdo do ACTH, por sua vez, é mediada
pelo menos parcialmente por niveis elevados de GC (Seckl and Holmes 2007). A titulo exemplificativo,
quando se administrou ACTH a macacas Rhesus, a producdo de cortisol aumentou e as crias mostraram
alteragdes no neurodesenvolvimento, semelhantes as observadas em resposta ao stress antenatal
(Schneider et al 1992). Num outro exemplo, a adrenalectomia administrada em ratos preveniu os efeitos do
stress antenatal e a administracdo de corticosterona reintroduziu esses efeitos (Barbazanges et al 1996,

Weinstock 2008).

A producdo de CRH na placenta humana e o consequente aumento progressivo de cortisol durante a
gravidez introduz caracteristicas Unicas a funcdo do eixo HHSR-G, pois diferem da maioria dos modelos
animais (Petraglia et al 1987). Nos humanos, encontrou-se uma reducdo progressiva na resposta do eixo
HHSR resultante de stress induzido por exposicao prolongada ao frio, occorida durante acidentes naturais
(Kammerer et al 2002). No ultimo trimestre n3o foi encontrada associacdo entre ansiedade/stress materno
e niveis plasmaticos de cortisol (Sarkar et al 2007b), ou foi fraca e apenas detectada a noite (Obel et al
2005). Na espécie humana, os niveis de cortisol e de testosterona maternos parecem estar envolvidos na
programacdo fetal (Sec¢do 1.5.6). Numa pequena analise in vitro de amostras de fragmentos de cérebros
fetais expostos a elevados niveis de cortisol, constatou-se alteracdo na expressdo de mais de mil genes,
principalmente os envolvidos no crescimento celular e no metabolismo (Salaria et al 2006), resultados que
evidenciam a relevancia da relagdo entre cortisol e altera¢gdes no neurodesenvolvimento fetal. Experiéncias
em ratos, mostraram que periodos de stress ou de ansiedade na mae durante a gravidez induzem niveis de
GC elevados no sangue, os quais atravessam a placenta e penetram no ambiente fetal (Mairesse et al

2007).

1.3.2 Sistema enzimatico placentar

A placenta apresenta um conjunto de enzimas que regulam as trocas entre mae e feto, a chamada
“barreira enzimatica” da placenta. Esta barreira envolve, entre outras, a 11B hidroxiesteroide
desidrogenase (11B HSD) tipos 1 e 2, que regulam, como ja foi dito, a inter conversdo entre cortisona e
cortisol (Brown et al 1993, O’Donnell et al 2009) e a aromatase, que regula a conversdo de testosterona em
estradiol (Speroff et Fritz 2005). A 11B HSD tipo 2 tem expressdo essencialmente no sinciotrofoblasto (Sun

et al 1997), prevenindo a passagem da maior parte do cortisol materno para o feto. Gitau et al (1998)
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encontraram concentracdes de cortisol na mae cerca de 13 vezes superiores as do feto e 28 vezes
superiores as do liquido amnidtico (LA) (Sarkar et al 2007b), logo, alteracbes na funcdo desta enzima,
mesmo quando os niveis hormonais na mae sdo normais, podem associar-se ao aumento de exposicdo fetal
ao cortisol. Em ratos, o stress na ultima semana de gestacdo foi associado a reducdo da actividade e
expressao genética da 11 HSD tipo 2 (Mairesse et al 2007). Quando lhes foi administrada carbenoxolona,
um inibidor da 11 HSD 2, verificou-se expressdao aumentada de mRNA nos receptores de GC, o que levou a
programacdo da amigdala, com aumento da ansiedade pds-natal e comportamentos idénticos aos
encontrados em animais sujeitos a stress durante a gestacdo (Welberg et al 2000). Também a reproducdo
heterozigética de camundongos com auséncia da enzima (por mutacdo) mostrou resultados idénticos

(Holmes et al 2006).

Em humanos, O’Donnell et al (2012) encontraram reduzida expressdo genética de 113 HSD 2 na placenta
de gravidas com traco de ansiedade elevado submetidas a cesariana electiva (O’Donnell et al 2012) e nos
fetos femininos, mas ndao nos masculinos, a placenta tinha a actividade enzimatica aumentada, o que
sugere diferencas entre os sexos no seu funcionamento. Embora ndo se conhecam as bases moleculares
gue medeiam a ansiedade e a expressdo reduzida da enzima, é possivel que seja o Sistema Nervoso
Simpdtico, pelo menos parcialmente, o mediador deste processo (Charmandari et al 2005, Bornstein et
Chrousos 1999) e que, durante a gravidez, o SNS seja mais reactivo a ansiedade/stress do que o eixo HHSR-
G, que se vai tornando refractario (Charmandari et al 2005, O’Donnell et al 2012). A corroborar esta
hipétese, Sarkar et al (2001) num estudo com células do trofoblasto humano, verificaram que a
noradrenalina (NA) inibia a expressdo genética da 11 HSD tipo 2. Num outro estudo (Chisaka et al 2005) as
citoquinas inflamatdrias mostraram também reduzir a actividade e expressdo genética da enzima. A
aromatase, por sua vez, parece ter actividade alterada em situacGes de fluxo placentar comprometido
(também constatado em situacdes de ansiedade — sec¢do 1.2.1.3), pois encontrou-se associa¢do positiva
entre gravidade da pré-eclampsia e niveis de 17B-estradiol e seus metabolitos no plasma (Hertig et al
2010). A regulacdo da actividade enzimatica na placenta, pode portanto ser um possivel mecanismo
mediador da programacdo fetal resultante da ansiedade ou stress da mae na gravidez (O’Donnell et al

2012), com diferencas entre sexos.

1.4 Formas de investigacao do stress antenatal

Por razdes éticas compreensiveis, a investigacdo do comportamento individual e da biofuncionalidade de
6rgaos e sistemas é mais acessivel através de experimentacao animal do que em humanos. Apesar disso,
varios estudos tém sido efectuados em humanos (de Weerth et Buitelaar 2005), embora nestes haja muitos
factores que contribuem para a variabilidade dos resultados, individualmente ou interagindo. Além de

factores genéticos, ha também factores sociais ou de personalidade e é necessario ter em conta
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comportamentos “compensatdrios” como tabagismo, alcoolismo, alteracdes alimentares, entre outros, que
podem, por si sO, associar-se a situacGes de baixo peso ao nascer e a prematuridade, confundindo ou
potenciando efeitos também desencadeados pela ac¢do do stress (Morken et al 2006, Zhu et al 2010). Além
disso, a situacdo pds natal, como o bem-estar psicolégico da mde e a qualidade da interaccdo mae-filho,
sdo também fundamentais para reduzir ou intensificar os efeitos negativos do stress que possam ter tido

lugar durante a gravidez (Caldji et al 2000, Bergman et al 2010b).

E importante a correcta e objectiva caracterizagdo de todos os factores envolvidos. E essencial saber
classificar esses factores como independentes, de confundimento, ou de interac¢ao, nomeadamente
recorrendo a métodos estatisticos multivariados envolvendo formas directas e indirectas de avaliagdo.
Como exemplos de métodos indirectos, a medicdo da frequéncia cardiaca fetal dd informacdo sobre o
desenvolvimento de redes neuronais no feto (Kisilevsky et al 2010), as varia¢gdes no pulso e na pressdo
arterial na méae (DiPietro et al 2004, Monk et al 2000) e os doseamentos hormonais e de
neurotransmissores dao informacdes sobre a funcdo dos eixos hormonais. Exames imagioldgicos, como a
ressonancia magnética funcional (fMRI) (Paus et al 2008, Rapaport et al 2001) e a espectroscopia quase
infravermelha (NIRS), detectam actividade no cdrtex cerebral, sem efeitos nocivos aparentes para a gravida
(Roos et al 2011) e permitem o acesso a processamentos sensoriais. A ecografia-doppler em trés ou quatro
dimensdes foi utilizada para estudos comportamentais do feto e seu desenvolvimento cerebral (Emory
2010), a tomografia dptica tridimensional para reconhecimento cerebral de emog&es (Bluestone et al 2001)
e outras técnicas de imagem para avaliagdo do sistema limbico (Bremner 2004). Testes e questionarios
psicolégicos padronizados, como o questionario de Spielberger usado neste estudo, sdo também formas

possiveis de investigacao da ansiedade no ser humano.

Uma forma objectiva de estudar os efeitos do stress em humanos envolve estudos prospectivos de follow-
up de coortes, por exemplo, apds desastres naturais como terramotos (Glynn et al 2001), ou tempestades
de neve (King et Lapalante 2005a), ou em gravidas sujeitas a perdas familiares, de emprego, ou com vida
profissional muito agitada (Wadhwa et al 1993). Também se pode recorrer a estudos retrospectivos para
avaliar o impacto de desastres naturais como inundagdes (Selten et al 1999), ataques terroristas (Berkowitz

et al 2003) ou acidentes nucleares (Huzink et al 2007a,b).

1.4.1 Questionario de Spielberger - Avaliacao do Estado e do Traco de Ansiedade de
Spielberger (State and Trait Anxiety Inventory — STAI: Se T)
A avaliacdo comportamental recorre frequentemente ao preenchimento de questiondrios padronizados e

validados. O questiondrio de Spielberger é um teste de avaliacdo psicoldgica, amplamente utilizado em

muitos paises, e aplicado as participantes deste estudo. Os seus autores, Spielberger et al (1970),
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procuraram desenvolver um instrumento de auto-avaliacdo da ansiedade, em que o Estado (como se sente
neste momento) e o Trago (como se sente habitualmente) fossem avaliados separadamente. As qualidades
avaliadas no “Estado” sdo sentimentos de apreensdo, tensdo, nervosismo e preocupacdo, pretendendo ser
um indicador sensivel a mudangas de ansiedade rapidas e transitérias (Daniel et al 2006). A escala do
“Traco” é utilizada na clinica e em investigacdao para identificar elevados niveis de ansiedade, sendo as

pontuagdes altas habituais em psiconeurdticos e deprimidos (Anexo ll1).

1.5 Repercussdes do stress antenatal sobre o individuo: do feto ao adulto

Como ja foi referido, os diferentes fendtipos encontrados no individuo apds o nascimento dependem do
sexo do feto (Kim et al 2006, Weinstock 2008). Esses fendtipos resultam do desenvolvimento em diferentes
ambientes hormonais maternos, da idade gestacional em que ocorrem, da intensidade e da duracdo do
estimulo de stress (Weinstock 1997, 2001, Newell-Morris 1989). Pensa-se que se possam dever a
modificacdes epigenéticas na expressdo dos genes (Ellison 2010) que sdo depois integradas na meiose e
transmitidas as geragOes seguintes (Talge et al 2007, Glover et al 2010). Os efeitos tém sido demonstrados
em todas as espécies estudadas (Claessens et al 2011) e o significado adaptativo da programacao fetal é
tema de debate. E possivel que esses efeitos tenham um significado adaptativo e evolutivo, e que o
objectivo seja preparar o individuo para sobreviver em ambientes mais exigentes (Ellison 2010, Glover
2011). A ansiedade reflecte essa sensagcdo de ameaca mais do que a depressdo ou outras formas de distress
(Glover 2011) e parece promover também mais efeitos programadores (O’Connor et al 2003, 2005). A
investigacdo mais recente sugere que varios componentes ambientais, cognitivos e genéticos estdo
envolvidos duma forma intrincada na modulagdo dos resultados finais destas experiéncias precoces, mas
ha grande variabilidade de resultados, pelo que essas experiéncias ndo serdo necessariamente

deterministicas ou fatalistas (Claessons et al 2011).

Os acontecimentos emocionais licitam respostas que envolvem cortisol e adrenalina no armazenamento de
membdrias a curto prazo. A exposicao prolongada ao cortisol danifica células do hipocampo e prejudica a
memoria e a aprendizagem (Mc Auley et al 2009). O cortisol controla também a gliconeogénese hepatica
(conducente a aumento da glicemia), o aumento da resisténcia a insulina, a diminuicdo do sistema
imunitario (feedback negativo na interleucina-1) e da formagdo éssea (Chrousos et Kino 2005). Condiciona
ainda o aumento da tensdo arterial, por induzir maior sensibilidade vascular a adrenalina e noradrenalina, e

reduz a fertilidade (Tsigos et Chrousos 2002, de Quervain et al 1998).

A testosterona produzida, por outro lado, sendo regulada pelo eixo HHSR-G, diminui com o stress no
homem e aumenta na mulher decorrente da produc¢do na supra-renal (James 1996), embora a producdo

nos ovarios também seja reduzida. A ac¢ao da aromatase e as concentra¢des da T no plasma variam com a
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idade (reducdo) e com a perda de peso (aumento) (Hiipakka et Liao 1998, McPhaul et Young 2001). Os
efeitos da testosterona fazem-se sentir através da activacdo dos receptores de androgénios quer
directamente, quer através da dihidro-testosterona, e por conversdo em estradiol seguida de activacdo de
alguns receptores de estrogénios (Charmandari et al 2005). Aparentemente é o estradiol que atravessa a
barreira hemato-encefdlica do feto e promove a masculinizagdo do cérebro masculino, pois no feto
feminino a alfafetoproteina liga-se ao estradiol e previne esse efeito (Nugent et al 2011, Kanaya et al 2012).
Tendo em conta o conhecido pico de testosterona pré-natal, parece ser no segundo trimestre que se
estabelece a identidade de género (Swaab et Falgueras 2009). Entre os dois e os 4-6 meses de idade pds-
natal ha um segundo pico, ndo se conhecendo bem a importancia do papel desta subida (Forest et al 1973,
Corbier et al 1992). Neste periodo a testosterona podera actuar essencialmente no cérebro, pois ndo foram
detectadas modificacOes evidentes noutras partes do corpo (Dakin et al 2008), mas o estabelecimento de

outros caracteres dimdrficos, como o racio digital, podera eventualmente ser consolidado nesta altura.

1.5.1 Modelo animal

A associacdo entre diferentes formas de stress pré-natal e posterior funcao alterada do eixo HHSR-G estd
bem estabelecida em diferentes espécies (Weinstock et al 2005, Pryce et al 2010). Esses dados evidenciam
fortemente a possibilidade de reprogramacio deste eixo nas crias expostas a stress/ansiedade pré natal
(Glover et al 2010). Estudos em roedores mostram que o stress antenatal pode causar anomalias
morfoldgicas no cérebro e reduzir a normal assimetria dos hemisférios (Weinstock 2001). Os resultados
tém consistentemente mostrado que tanto os niveis basais de corticosterona como os de resposta, sdo
sensiveis aos niveis maternos de stress antenatal, nas fémeas de forma mais marcada que nos machos
(Weinstock 2007). Nos ratos, a altura em que ocorre na gestacao e a natureza do stress determinam a
direccdo dos niveis funcionais de corticosterona (equivalente no rato ao cortisol humano) apds o
nascimento. As diferencas variaram também com o sexo e com a idade (Weinstock 2005, 2008). Os niveis
elevados de corticosterona em ratos durante a gestacdo afectaram negativamente a masculinizacdo dos
fetos machos (Ward et Weisz 1984), e masculinizaram as bebés fémeas (Roberts et al 1997). Em primatas, a
separacdo da mae levou a alteragbes no ritmo circadiano do cortisol na cria, com reducdo nos niveis
diurnos (Boyce et al 1995, Sanchez et al 2001). Varios factores de stress fisico e emocional, aplicados a
ratazanas gravidas associaram-se a fluxo uterino comprometido e a hipdxia, resultando em crias com baixo
peso ao nascer, menor tempo de gestacdo e atraso no desenvolvimento psico-motor (Lordi et al 2000). O
stress induzido por ruidos no final da gravidez também se associou a restricdo no crescimento das crias. A
musica, pelo contrario, levou a aumento da neurogénese no hipocampo que se traduziu em melhor

aprendizagem de tarefas espaciais (Kim et al 2006).
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O conhecimento do tempo de desenvolvimento dos sistemas neuronais responsdveis pelo controlo
comportamental e pelo desenvolvimento emocional, é fundamental para permitir estabelecer um quadro
coerente para as diferentes espécies (Weinstock 2001). A sequéncia de maturacdo e desenvolvimento dos
sistemas neuronais tem velocidades varidveis em humanos, primatas e roedores para cada regido
especifica do SNC, pelo que a comparacgao selectiva entre regides é mais adequada que a comparacgao geral
de resultados (Avishai-Eliner et al 2002). Esta comparagdo é vantajosa para compreender diferentes etapas
do desenvolvimento. Uma vantagem adicional dos estudos em animais é permitirem separar os efeitos do
stress pré-natal e pds-natal na avaliagdo de comportamentos no adulto, através da utilizacdo de medidas
promotoras cruzadas. Manipulando o ambiente pds-natal, Del Cerro et al (2010) reverteram parte das
alteracbes comportamentais manifestadas no grupo exposto a stress, apds colocar animais sujeitos a stress
in-Utero a crescer com maes que nao tinham sofrido stress. As crias sujeitas a stress antenatal tinham niveis
de corticosteréides elevados e, apesar da melhoria nos resultados comportamentais no grupo manipulado,
ndo houve qualquer reducdo nos altos niveis de corticosterdides, sugerindo um efeito persistente do

ambiente pré-natal sobre o eixo HHSR-G.

1.5.2 Morfologia cerebral

O sistema nervoso central (SNC) é constituido essencialmente pelo cérebro, do qual fazem parte os
hemisférios cerebrais, conectados entre si pelas fibras do corpo caloso. Os hemisférios cerebrais
apresentam um padrdo assimétrico de sulcos e circunvolugdes com diferentes funcionalidades. Integram o
SNC os ganglios da base, o prosencéfalo basal e o diencéfalo (combinac¢do do tdlamo e do hipotalamo). A
amigdala situa-se na profundidade de cada lobo temporal e é uma estrutura critica na mediacdo do medo,
ansiedade e regula¢do do humor. Nos primatas, hd relagdo bidireccional com o cértex pré-frontal (Amaral
et al 1992), o que ajuda a compreender comportamentos de violéncia fisica em resposta a emogdes de

medo.

As funcbes e estruturas cerebrais apresentam um padrao lateralizado: o hemisfério direito é geralmente
dominante para as funcGes espaciais e emocionais e o esquerdo para a linguagem e processamento verbal.
O desvio deste padrao verifica-se, por exemplo, em esquerdinos e ambidextros (Rasmussen et Milner 1977,
King et al 2005) e encontrou-se associado, mais em rapazes que raparigas, a stress induzido por desastres
naturais (King et al 2009), a niveis elevados de ansiedade pré-natal na mae as 18 semanas mas nao as 32
(Glover et al 2004b) e a estados psicopatoldgicos, como esquizofrenia, e distlrbios cognitivos (Weinstein et
al 1999, Mellor 1992). Em condi¢des normais, o desenvolvimento cerebral obedece a um arranjo espacio-
temporal que é constante em cada espécie (Weinstock 2001). Como ndo ha conex&es neuronais directas
entre a mae e o feto, pensa-se que as alteracdes na morfologia neuronal do feto em resposta ao stress

materno sejam produzidas pela ac¢do de hormonas que estejam presentes quer em excesso, quer em
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défice, em periodos cruciais do desenvolvimento (Weinstock 2005). Os mecanismos envolvidos nestas
alteragdes funcionais e estruturais do cérebro do feto mostram envolvimento também na fungdo e
integridade do hipocampo (Avishai-Eliner et al 2002). Como ja referido, a ac¢do varia consoante a relagdo
temporal e a intensidade do stress na mae e com o ritmo de desenvolvimento de cada sistema neuronal em
particular. Essa ac¢do pode ser fisioldgica (stress ligeiro a moderado por curtos periodos) ou patolégica
(niveis de stress severo). As respostas fisioldgicas ao stress promovem eficacia nas sinapses com melhoria
das fungdes cognitivas, ja as respostas patoldgicas, pelo contrario, podem levar a morte neuronal com

repercussoes negativas imediatas e a longo prazo.

No feto humano, a semelhanca de outras espécies de mamiferos, o desenvolvimento do sistema nervoso é
gradual, comecando pela periferia e progredindo para o cérebro (O'Donnell et Glover 2008). No cérebro
sdo primeiro desenvolvidas as estruturas inferiores, progredindo no sentido ascendente para o tdlamo e
finalmente o cortex cerebral. As primeiras sinapses comecam a formar-se pelas 5 semanas, mas o
desenvolvimento do cértex comeca apenas por volta das 17 semanas, envolvendo diferenciacdo e
maturacdo dos neurdnios, fibras da glia e vasos sanguineos (Okado et al 1979, Zevedic et al 1999). Depois
da proliferacdo neuronal®, da-se a formacdo das sinapses primeiro na periferia, depois no centro. Este
processo a partir das 20 semanas é, pelo menos parcialmente, dependente de estimulacdo sensorial
(Rabinowicz et al 1996). Na segunda metade da gravidez hd um aumento progressivo das circunvolugdes e
sulcos cerebrais, tornando-se o cérebro muito mais complexo e pesado. As fibras do talamo penetram o
cortex a partir das 24-28 semanas (Kostovic et Judas 2002). O desenvolvimento e diferenciagao do SNC
mantém-se até ao nascimento. Ainda assim, o cérebro do recém-nascido tem apenas 25% do seu tamanho

final, no adulto.

Tanto o cortisol como a testosterona intervém nos efeitos do stress sobre o SNC e os exames de imagem
tém mostrado resultados promissores no seu estudo. Grdvidas com medo, num estudo recente por
espectroscopia de quase infra vermelhos, apresentaram em todos os trimestres activacdo do cortex pré-
frontal (CPF). Gravidas vivenciando ansiedade apresentaram maior activacdo do CPF direito e esquerdo e as
habitualmente ansiosas mostraram maior activacdo do CPF dorso-lateral e menor nas regides ventrais de
todo o cortex (Roos et al 2011). Os niveis aumentados de cortisol associaram-se a maior activacdo do CPF
direito e os niveis aumentados de testosterona a maior activacdo do CPF direito e esquerdo. Os estrogénios
e a progesterona ndo mostraram associa¢do a funcdo cerebral. Outro estudo, por ressonancia magnética

funcional, mostrou reducdo do cértex cinzento em vdrias regides do cérebro de criangas filhas de maes

4 Atinge um maximo por volta das 28 semanas de gestagéo e depois declina, parecendo ter a apoptose um papel importante no desenvolvimento
inicial do cérebro humano
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sujeitas a ansiedade as 19 semanas de gravidez, o que ndo se verificou nas situacdes de ansiedade as 25 e

31 semanas (Buss et al 2009a).

Na grdvida, a activacdo do eixo HHSR em resposta ao stress também podera ter um papel importante na
inducdo de alteragdes na morfologia do hipocampo do feto e na regulagdo da memoria e da linguagem
verbal (Kim et al 2006). Filhas adultas de mulheres expostas a um evento grave durante a gravidez, apds
administracdo de hidrocortisona (cortisol), mostraram memdria associativa deficiente, o que ndo
aconteceu nas filhas de mulheres ndo expostas a stress (Entringer et al 2009). Estes resultados reforcam a
hipétese de associagao entre exposicdo a stress pré-natal e efeitos moduladores do cortisol na memoria,
podendo reflectir um desenvolvimento comprometido do cdrtex pré-frontal durante o desenvolvimento in
utero. O cortisol também tem um efeito regulador na sintese de proteinas dos microtubulos, que
promovem a adesdo das células neuronais, e de factores neurotrdpicos, importantes na maturacao dos
neurdnios e na estabilizacdo das sinapses (Newell-Morris et al 1989). As quantidades excessivas de CRH
segregadas na placenta (face fetal e face materna) durante stress gestacional subagudo e crénico
(Kalantaridou et al 2010), podem penetrar a barreira hemato-encefédlica do feto (Kastin et al 2002) e
influenciar a funcdo e integridade dos neurdnios no hipocampo. E importante salientar que estudos em
animais mostram que estes processos, mediados pela CRH, podem ser alvo de estratégias preventivas

(Weinstock 2005).

O sistema nervoso simpatico (SNS) também ¢é activado com a exposicdo ao stress, respondendo com
secrecdo e libertacdo de adrenalina e noradrenalina, que estimulam os receptores adrenérgicos nos
tecidos-alvo espalhados pelo corpo (Gerra et al 2001), traduzindo a resposta momento a momento e
alterando as actividades bioldgicas na maioria dos drgaos e tecidos. O eixo HHSR-G, assume uma resposta
mais lenta, sendo as suas principais funcdes a producdo basal de niveis adequados de glucocorticdides, a
sua regulacdo retroactiva e o aumento continuado da actividade em resposta ao stress, da qual resulta

também uma reducdo na producdo de testosterona.

1.5.3 Prematuridade e baixo peso ao nascer

A altura em que o parto ocorre, e também o peso ao nascer, tém associacdo ao stress na mae, tal como se
constatou em muitos trabalhos realizados em humanos (Wadhwa et al 1993, O’Connor et al 2002, Obel
2003, Huizink 2007a). A CRH placentar, aumentada nessas situacdes, estimula todo o sistema cortico-
adrenal do feto, acelerando a maturacdo dos érgaos, principalmente os que asseguram a sobrevivéncia
pos-natal — cérebro e pulméao (Challis et al 2001), frequentemente a custa da restricdo do seu crescimento
(Crespi et Denver 2005). Ha evidéncia clinica e laboratorial crescente mostrando que muitos partos pré-

termo (PPT) se associam a stress materno ou fetal e que niveis altos de cortisol actuam na placenta
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induzindo a producdo de CRH, o que leva ao aumento da producdo de prostaglandinas nos tecidos e
promove o parto (Lockwood 1999). A teoria do reldgio placentar (McLean et al 1995) estabelece que sdo os
niveis de CRH de origem placentar a ditarem a altura do parto, sabendo-se que ha um aumento
exponencial desses niveis durante as 6 semanas que o antecedem. Contudo, o aumento da CRH de origem
placentar no final da gravidez pode ser antecipado por situagdes de distress na mae, na placenta ou no feto
(Kalantaridou et al 2010). Gravidas com partos prematuros apresentaram niveis elevados de CRH desde as
18-20 semanas e nelas o stress correlacionou-se significativamente com os valores de CRH e com a duragdo
da gestacdo (Hobel et al 1999b). O stress materno as 18-20 e as 28-30 semanas, também se associou a
niveis mais elevados de cortisol e de CRH e a parto prematuro (Copper et al 1996, Dole et al 2003). A acgdo
do stress na gravida, durante o primeiro ou segundo trimestre, conduz a antecipacdo da altura do parto,
enquanto no terceiro trimestre parece interferir apenas no crescimento e maturacdao do feto (Zhu et al
2010, Wadhwa et al 2004). Foi encontrado comprometimento do fluxo uterino em mulheres ansiosas,
podendo ser este um dos mecanismos subjacentes a restricdo do crescimento in Utero (Teixeira et al 1999).
Essa restricao de crescimento é uma consequéncia transversal a todas as situacdes de stress antenatal e é
independente da altura em que ocorre na gravidez. Parece resultar de preparacdao acelerada para a
chegada precoce ao ambiente pds-natal em boas condi¢cGes de sobrevivéncia (Morken et al 2006, Zhu et al
2010). Este processo tem semelhancas em todos os vertebrados (Crespi et Denver 2005) e a acc¢do
hormonal influencia sinergicamente a remodelacdo dos tecidos e a maturagcdo dos Orgdos. Estes
mecanismos tém caracteristicas adaptativas e imprimem uma alteracdo permanente na morfologia e

fisiologia do individuo (Talge et al 2007).

Tanto a restrigdo de crescimento como o parto prematuro (PPT) parecem associar-se a reduzida expressao
genética da 11B HSD tipo 2 (McTernan et al 2001, Schoof et al 2001, Causevic et Mohaupt 2007, Wachter et
al 2009, O’Donnell et al 2012), a qual foi também observada em placentas de mulheres ansiosas e com
cortisol mais elevado (O’Donnell et al 2012). Mais uma vez a interven¢do do Sistema Nervoso Simpatico
(SNS) pode também ser importante, pois foi encontrada associa¢cdo negativa entre niveis de noradrenalina
na mae e idade gestacional no parto, o mesmo ndo sucedendo com o peso ao nascer (Teixeira et al 2011).
O peso parece antes associar-se a fun¢do do eixo HHSR, alterada por acontecimentos de distress grave na
mae (Zhu et al 2010). O mais alto e o mais baixo peso a nascencga associaram-se a baixos niveis de cortisol
em adultos (Kajantie et al 2007). A resposta do cortisol ao acordar (Cortisol Awakening Response — CAR),
que ja vimos ser aparentemente independente dos niveis basais e do padrdo circadiano de producdo,
mostrou-se mais elevada em criangas de 10 anos nascidas prematuras do que nas de termo (Lupien et al
2001) e em gravidas exibiu uma atenuagdo progressiva ao longo da gravidez, associando-se a gestagdes
mais curtas quando a atenuag¢do era menor ou a CAR era maior (Buss et al 2009b). Um estudo prospectivo

avaliou a concentragdo de cortisol e a auto percepgao de stress em gravidas normais, constatando existir
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associacao significativa entre niveis mais altos de cortisol nas maes e menor peso e tempo de gestacdo nos

filhos, mas ndo detectou associagdo com a percepgao de stress (Bolten et al 2011).

Outras situacGes obstétricas como a pré-eclampsia, que se associa a fluxo placentar comprometido, bem
como situagGes inflamatdrias ou alteragdes nutricionais, podem associar-se a baixo peso ou a PPT por
mecanismos interligados (Figura 1.2), pois tém também o potencial de estimular a produgao placentar de
CRH e desencadear o parto (Majzoub et al 1999). Hipertensdo e pré-eclampsia associam-se a condi¢bes
andxicas e a aumento subsequente da CRH placentar (Chrousos et al 1998), potenciando a possibilidade de
evolucdo espontanea para PPT (Lockwood 1999). Nas infec¢des (eg infeccdo por Ureaplasma urealyticum
ou por Mycoplasma hominis) é inibida a degradacdo de prostaglandinas, aumentando o risco de PPT (Rich-
Edwards et al 2005). A figura 1.2 sumaria os mecanismos subjacentes a ac¢ao do stress da grdvida sobre a
prematuridade: o stress materno antenatal, por razbes psicolégicas ou fisicas, interfere com o
funcionamento do eixo HHSR, promovendo niveis mais elevados de cortisol e de CRH, com implica¢cbes para

a ocorréncia do parto e o peso do feto.

Gréavida
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Figura 1.2 - Interaccdo dos diferentes tipos de stress com o sistema hormonal na mulher gravida (adaptado
de Ventura et al, 2009).

Num estudo populacional verificou-se que o stress psicossocial acumulado desde a infancia e adolescéncia,
levou a doencga crdnica, com associa¢do a maior incidéncia de partos prematuros nessas mulheres (Rich-
Edwards et al 2005). Noutra populacdo (Ventura e Gomes 2010) foram encontradas diferencas significativas
na percentagem de partos pré-termo e de RN leves para a idade de gestacdo (LIG) entre as diferentes
etnias, evidenciando diferencas de vulnerabilidade resultantes, possivelmente, de factores socioculturais e

de stress.
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Tém sido encontradas também algumas diferencas de género: em rapazes mas ndao em raparigas,
encontrou-se relagdo entre peso ao nascer e respostas ao stress e o baixo peso mostrou associagdo com os
niveis de cortisol em raparigas mas ndo em rapazes (Jones et al 2006). Outro estudo em adolescentes com
baixo peso no parto mostrou nos rapazes associa¢do a niveis baixos de cortisol basal, quando comparados
com controlos da mesma idade, sem alteragcbes noutras medicGes nomeadamente na testosterona, e
sugerindo fungdo alterada da SR em jovens nascidos com baixo peso (Jensen et al 2011). Outros autores
ndo encontraram estas associagdes em criangas de 10-12 anos (Rosmalen et al 2005), sendo necessaria

mais investigacao.

A prematuridade acarreta custos de ordem econdmica, emocional e social para a sociedade, para as
familias e para o préprio individuo, sendo importante encontrar formas de intervengado que a contrariem. O
relaxamento por massagem feito em grdvidas com o diagndstico de depressao major, resultou em melhoria
dos sintomas e reducdo dos niveis de cortisol no pds-parto, e em menos nascimentos de RN prematuros ou
de baixo peso (Field et al 2009). O relaxamento induzido por audicdo de programa curto didrio de
relaxamento em gravidas com ameaca de PPT reduziu significativamente a prematuridade extrema
(Chuang et al 2012), embora ndo a percentagem global de PPT ou LIG. Outras formas de interveng¢do, como

a musica, devem ser também equacionadas.

1.5.4 Psicopatologia

Tanto no modelo animal como em humanos tem-se verificado consistentemente que o estado emocional
da méde na gravidez pode predispor o seu filho para uma variedade de problemas psiquiatricos (Glover
2011). Ha evidéncia da relagdo entre stress pré-natal e psicopatologia mais tarde na vida,
independentemente de factores pds-natais poderem interferir também neste processo (O’Connor et al
2002, Bergman et al 2007). Doengas mentais como stress pds-traumatico, esquizofrenia ou depressao,
podem decorrer de vulnerabilidade relacionada com acontecimentos traumaticos precoces (Heim et al

2004, Seckl et Holmes 2007).

Verificou-se um aumento do risco de esquizofrenia quando o stress na mae foi grave e ocorreu durante o
primeiro trimestre, por exemplo a morte inesperada do conjuge (Koeniga et al 2005, Khashan et al 2008).
Acontecimentos no final da gravidez associaram-se a problemas comportamentais (O’Connor et al 2002b) e
a autismo (Kinney et al 2008). Varios estados de distress foram associados a efeitos adversos de grau
variavel no feto e na crianga tais como hiperactividade/défice de atenc¢do (O’Connor et al 2002b, Obel et al
2003b, Van Den Bergh et al 2004, Loomans et al 2011), elevados niveis de ansiedade pds-natal (Van Den
Bergh et al 2004, Bergman et al 2007), comportamentos agressivos e desobedientes (Huizink et al 2002,

Van Den Bergh et al 2004) ou limitagGes cognitivas (Bergman et al 2007, Laplante et al 2008, Huizink et al
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2003). Mades com ansiedade antenatal elevada duplicaram o risco de os seus filhos terem
hiperactividade/défice de atencdo até aos 7 anos de idade e o stress, a ansiedade ou a depressdo pré-natal
na mae, contribuiu para explicar mais de 20% da variancia em varios problemas comportamentais da

crianga (Van Den Bergh et al 2005).

Factores de ordem genética podem aumentar a vulnerabilidade ao stress em grau varidvel e esses factores
podem explicar até 60% da variagcdo nas respostas de cada individuo ao mesmo factor (Charmandari et al
2003). No entanto, a relevancia clinica dos efeitos do stress antenatal resulta da associagdo destas
patologias a desregulagdo do eixo HHSR-G (Watson et al 2004, Lopez-Duran et al 2009, Vreeburg et al 2009,
Valeria et al 2010). A titulo exemplificativo, mais de 50% de doentes com depressdao major apresentaram
niveis elevados de cortisol e o tratamento farmacolégico bem sucedido dessas depressdes levou a
normalizacdo desses niveis (Pariante et al 2008). Os doentes com sindrome de Cushing, associado a
cortisol aumentado, apresentam incidéncia elevada de depressdo (Michaud et al 2009), o que também
reforca esta ideia. Outros resultados relevantes indicam que mesmo niveis de stress moderados, sdo
suficientes para conduzir a patologia (O’Connor et al 2002b) e a ansiedade materna aparenta ter mais

efeitos nocivos sobre o feto do que a depressdo (O’Connor et al 200243, Field et al 2003, Keim et al 2011).

Paradoxalmente, um estudo encontrou ligeira aceleracao no desenvolvimento motor e na linguagem
associada a queixas depressivas na gravidez (Keim et al 2011). E provavel que a press3o evolutiva tenha
desenvolvido mecanismos para preparar a crianca para ambientes adversos e a grande plasticidade de

desenvolvimento inicial permita uma resposta flexivel as variagdes desses ambientes (Glover 2011).

A associagdo entre psicopatologia e stress pré-natal evidencia bem a necessidade de encontrar formas de

intervencdo preventiva, em especial na ansiedade materna.

1.5.5 Outros aspectos comportamentais

Entre 15% a 22% dos problemas emocionais/comportamentais evidenciados por criangas e jovens, sdo
atribuidos a ansiedade, stress ou depressdao na mae durante a gravidez (Van den Berg et al 2005, Glover et
al 2010, Glover 2011). O papel do parceiro da mae parece ser importante para o desenvolvimento do bebé,
pois Van den Berg et al (2005) verificaram que gravidas com parceiros emocionalmente cruéis tinham filhos

com mais problemas de desenvolvimento.

No modelo animal, o stress antenatal altera comportamentos reprodutivos em machos e fémeas
(Weinstock 2008), as fémeas sdo menos maternais (Del Cerro et al 2010) e os machos menos tipicamente
masculinos (Ward et Stehm 1991, Dorner et Doécke 1983) encontrando-se também alteracdes nas

preferéncias de género em comportamentos sexuais (Meek et al 2006). Também em humanos os
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problemas emocionais maternos associaram-se a problemas comportamentais na crianca, de forma
diferente em rapazes e raparigas (de Bruijn et al 2009), parecendo os rapazes ser os mais afectados

(Loomans et al 2011).

As consequéncias do stress pré-natal sdo varidveis entre individuos (Bergman et al 2007), a maioria ndo é
de todo afectada (O’Connor et al 2002b, Talge et al 2007) e alguns podem ser mais vulneraveis ou ter
vulnerabilidades especificas, outros serdo mais resilientes (Glover 2011). E provavel que estas diferengas
resultem da interac¢dao entre factores ambientais e genéticos (Caspi et al 2003, Kim et al 2006, Rutter et

Silberg 2002).

Talge et al (2007), numa revisdo de estudos prospectivos, verificaram que a gravidez sujeita a stress se
associou a risco aumentado de problemas cognitivos e emocionais nos filhos, como ansiedade crénica ou
atraso na linguagem, hiperactividade e défice de atencdo. Esses efeitos foram independentes da interaccao
mae-filho apds o nascimento. Outros estudos mostraram duplicacdo no risco de hiperactividade/défice de
atencdo e na incidéncia de esquerdismo (Glover et al 2004a) bem como atraso nos processos de
aprendizagem e utilizacdo de linguagem verbal (Bergman et al 2007, Laplante et al 2008, Huizink et al
2003). Estes processos sdo actualmente vistos como adaptativos e outros, por exemplo a maior incidéncia
de esquerdinos e de ambidextros (Obel et al 2003b, Glover et al 2004b, Rodriguez et al 2010), ndo sdo
adaptativos mas reflectem um padrdo de lateralidade alterado, que em si serd adaptativo (Glover 2011). O
significado de alguns resultados ndo é claro, por exemplo a alteragao do racio de nascimentos em situagoes
de stress pré-natal, tanto moderado como intenso (Obel et al 2007), com maior nimero de nascimentos
femininos e maior nimero de fetos mortos masculinos (Peterka et al 2004), requerem mais dados para
melhor avaliagdo. O baixo peso ao nascer, pelo contrario, tem-se revelado um marcador de risco para

problemas comportamentais (Schlotz et Phillips 2009).

Uma boa interac¢cdo mae-filho apds o nascimento mostrou ter efeitos benéficos, evidenciando o potencial
da interacgdo psicossocial da gravida (Bergman et al 2010b, Kaplan et al 2008). Os ambientes relaxantes, a
massagem, ou a audicdo de musica calma, poderdo traduzir-se também em niveis hormonais mais

favordveis a um bom desfecho da gravidez.

1.5.6 Teoria da programacao fetal

A teoria da programacdo fetal foi desenvolvida inicialmente por Barker et al (1998, 2002) a partir de
estudos epidemioldgicos populacionais onde se constatou que o baixo peso a nascenca, seguido do
aumento acelerado do indice de massa corporal entre os 3 e os 11 anos aumentava significativamente o

risco para doenca corondria (Barker 2002), diabetes tipo 2, hipertensdo, ou obesidade (Barker et al 2006,
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Barker 2005, Stein et al 1996, Barker et al 2002) e que esse risco era independente do tempo de gestacgdo.
Nascer com peso adequado para a idade gestacional, pelo contrario, associava-se a menor risco de
patologias em adulto, independentemente do estilo de vida, mas nos nascidos com baixo peso, os estilos
de vida adquiridos podiam potenciar riscos, mas ndo reduziam os programados (Barker et al 2001). A teoria
postula que alteragdes ocorridas no ambiente fetal durante periodos sensiveis do desenvolvimento podem
causar no individuo altera¢gGes permanentes nas suas estruturas e fungdes e programar doengas que se
manifestam em adulto (Barker 1998), defendendo alguns autores que se trata de um fendmeno normativo,

ou seja, a programacado ocorre em todas as gravidezes (Glover 2011).

Neste contexto, Barker e colaboradores (Barker et al 2008) desenvolveram a hipdtese de que a origem do
cancro da mama se associa a exposicdo do tecido mamario dos fetos em desenvolvimento a niveis elevados
de hormonas esterdides. O perfil dessas hormonas é estabelecido na puberdade, influenciando o
crescimento dos ossos da pélvis. Mulheres com maior largura entre as cristas iliacas e forma mais redonda,
gue reflectem niveis mais elevados de hormonas esterdides a partir da puberdade e pela vida fora, tiveram
filhas com maior incidéncia de cancro da mama. Também niveis elevados de cortisol e de catecolaminas,
mediadores das respostas neuroenddcrinas cldssicas, podem influenciar directamente a susceptibilidade a

doenca através dos seus efeitos no metabolismo e na formacgdo dos vasos.

As modifica¢Ges introduzidas podem, contudo, mostrar-se vantajosas (Phillips 2007). Especula-se sobre as
vantagens adaptativas deste processo: em situagdes adversas pds-natais (por exemplo nascer num cendrio
de guerra), o individuo que nasceu com baixo peso e prematuro possivelmente estd mais apto a sobreviver,
pois é capaz de respostas rdpidas aos desafios do meio. Contudo, se o meio envolvente ndo apresentar
desafios significativos, esse mesmo individuo ird ficar em desvantagem, pois vai ter, por exemplo, maior
fragilidade imunitaria e possivelmente comportamentos desajustados (Phillips 2007). Hales e Barker (2001)
sugeriram que este é um mecanismo adaptativo a previsdo de recursos nutricionais escassos, mas muitas
vezes ndo coincide com a abundancia posteriormente experienciada na vida pds-natal do mundo

industrializado.

A restricdo de crescimento in-Utero (RCIU) decorrente do stress ou da ansiedade da gravida pode portanto
ser vista como uma adaptacdo fetal apropriada para sobreviver com escassos recursos nutricionais

(Wadhwa et al 1993, Hosseini et al 2009, Rice et al 2010).

Na sua vida precoce, o feto humano tem grande plasticidade de adapta¢do ao ambiente materno (Eriksson
et al 2000, Ellison 2010), atravessando um periodo critico para a maioria dos seus 6rgdos e sistemas. Essa
plasticidade vai-se perdendo de forma gradual e na vida pds-natal é adquirida progressivamente uma

capacidade funcional fixa. A teoria da programacdo fetal postula que um ambiente caracterizado por
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elevados niveis de glucocorticéides subsequentes ao stress na mae, imprime uma reprogramacao no eixo
HHSR (G) do feto, o qual nasce com niveis basais de cortisol elevados, com respostas hormonais ampliadas
a um mesmo estimulo de stress e com um risco aumentado para algumas doengas em adulto (Glover 2011).
Este risco parece relacionar-se também com a reaccdo a dieta consumida apds o nascimento, reac¢do que
tera sido programada in Utero (Barker 2002). Assim, o ritmo de crescimento apds os primeiros anos de vida
e a qualidade e quantidade dos nutrientes ingeridos mostra-se igualmente critica. As dietas das gravidas e o
seu metabolismo na gravidez e periconcepgdo deveriam ser repensadas, porque condicionam o
desequilibrio nutricional dentro e fora do Utero experimentado por muitas criancas de hoje (Barker et al

2005).

Concluindo, a programacao fetal reflecte a plasticidade do desenvolvimento (ver sec¢do 1.5.7), mas pode-
se revelar mal adaptada, devido a discrepancia existente entre os factores desencadeantes in Utero e os
gue sdo encontrados na vida pdés-natal. Provavelmente, esta discrepancia é cada vez mais frequente na
sociedade moderna, devido a multiplicidade de factores stressantes para a gravida, apelando a

implementacao de medidas de equilibrio em diversas vertentes.

1.5.7 Epigenética — hipdteses de um modelo evolucionista

O termo “epigenética” foi utilizado pela primeira vez para denominar a alteracdo do fendtipo de um
individuo pela exposicdo ao ambiente envolvente. Significa modificacdo do genoma funcionalmente
relevante, mas que ndo envolve a alteracdo da sequéncia dos nucleétidos (Glover 2011). Sdo caracteristicas
especificas dos processos epigenéticos o seu estabelecimento de novo, a propagacdo e a reversibilidade.
Estas alteracBes reversiveis ocorrem na estrutura quantitativa do microRNA e na acetilagdo e metilacdo de
proteinas, nomeadamente das histonas, sendo esta a vertente molecular mais bem estudada (Glover 2011,
Mathews et Phillips 2012). Nos processos de meiose que ocorrem durante a formagdo dos gametas, sdo
apagadas a maioria das metilagdes, mas algumas das alteracGes do epigenoma sdo estdveis mesmo na

meiose, sendo possivel a sua transmissdo a outras geracdes (Chong et Whitelaw 2004).

Essas alteracGes podem ser induzidas por factores ambientais, tais como niveis hormonais na mae ou no
feto, e podem estar subjacentes a muitos dos processos envolvidos na programacao fetal (O’Donnell et al
2012). Constatou-se que as alteragdes epigenéticas em mamiferos podem ser transmitidas a pelo menos
duas geracdes (Drake et al 2004, Matthews et Phillips 2011, Morgan et Bale 2011, Schopper et al 2011) e
qgue se manifestam de forma diferente nos dois sexos (Glover et Hill 2012). O stress antenatal, associado a
niveis elevados de cortisol, participa neste processo, embora ndo se conhecam os mecanismos exactos
pelos quais os glucocorticéides afectam a metilagdo das histonas, ou a quantidade do microRNA. Os efeitos

de programacdo traduzem-se na altera¢do da adaptacdo enddcrina e cardiovascular da mae a gravidez, e
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apos o parto também pelo comportamento materno alterado, podendo esses efeitos ocorrer isoladamente

ou combinados (Matthews et Phillips 2012).

Constatou-se que em animais sujeitos a stress pré-natal os genes programadores do eixo HHSR-G sofrem
modificacdes epigenéticas que sdo depois transmitidas as geracGes seguintes (Schopper et al 2012). Os
estudos em humanos que podem evidenciar esta transmissdo transgeracional s3o escassos e
maioritariamente representados por avaliagdes das consequéncias de acidentes ou catdstrofes.
Exemplificando, mulheres filhas de gravidas que sofreram stress in Utero no primeiro trimestre durante a
fome na Holanda em 1944, tiveram filhos com baixo peso, independentemente do seu préprio peso ao
nascer (Painter et al 2008). Também os netos de mulheres que foram medicadas com diethilstilbestrol
mostraram maior prevaléncia de hipospadias (Brouwers et al 2006) e os netos de sobreviventes do
holocausto revelaram maior incidéncia de doenca psiquidtrica (Sigal et al 1988). Os humanos expostos a
adversidades pré (ou pds) natais apresentam com frequéncia dificuldade nas ligacGes afectivas, bem como
comportamentos abusivos e reduzida capacidade de cuidar dos outros. Estes comportamentos tendem a
persistir por vdrias geracoes e sao dificeis de eliminar. Os estudos epigenéticos em animais sugerem que

estes efeitos transmitidos por vdrias geracGes tém uma base biolégica (Matthews et Phillips 2012).

A plasticidade do desenvolvimento é definida como o fendmeno pelo qual um mesmo gendtipo pode dar
origem a uma ampla gama de diferentes estados fisioldgicos ou morfolégicos em resposta a diferentes
condi¢bes ambientais durante o desenvolvimento (Barker et al 2005) e é transversal a todas as espécies.
Esta resposta adaptativa precoce a diversidade do ambiente visa manter ou melhorar a integridade e
funcionamento do individuo, quer no periodo de crise (permitindo a sobrevivéncia), quer mais tarde na
vida (Gluckman et al 2005, Gluckman et al 2007, Ellison 2010). As respostas neuroenddcrinas em situagées
de stress e o estabelecimento de expressGes fenotipicas de longo prazo apareceram precocemente na
evolucdo dos vertebrados (Erica et al 2005). Por serem transversais a muitas espécies, estes mecanismos
devem ser adaptativos e sugerem a existéncia de grande interaccdo entre o ambiente envolvente e o

individuo, desde a concepcdo (Phillips 2007).

Os efeitos do stress antenatal no neurodesenvolvimento fetal terdo como objectivo o sucesso do
crescimento e desenvolvimento em ambientes adversos apds o nascimento, com fungdes especificas para
cada sexo, apesar desses efeitos também se associarem a problemas de crescimento e de nutricdo
(Gluckman et al 2005, Gluckman et al 2007, Glover et Hill 2012). A variabilidade do stress pré-natal, bem
como variacGes na disponibilidade de nutrientes, levaram a evolugdo adaptativa de sistemas como o eixo
HHSR-G e o sistema nervoso simpatico (Davis et al 2011). Ambos evidenciam diferentes padrdes de
resposta apds o nascimento, respostas que possivelmente variam também com a idade da crianga e com a

experiéncia pés-natal precoce (Rice et al 2010, Glover et Hill 2012). A restricdo do crescimento e o baixo

27



Introducao

peso ao nascer resultantes de stress estao frequentemente associados a doenca no adulto, mas ndo sdo um
pré-requisito para doenca. Uma ampla gama de possiveis ambientes fetais tem um efeito gradual nas
alteragOes epigenéticas no feto, que tudo indica tém caracter adaptativo, estando provavelmente
enquadradas na evolu¢do humana (Gluckman et al 2005, Gluckman et Hanson 2010, Matthews et Phillips

2012).

O baixo peso é um indicador de risco avaliado a nascenga, mas é desejavel que sejam encontrados outros
marcadores para detectar precocemente alteragdes no desenvolvimento. O racio digital ou as pregas
palmares, por exemplo, sdo frequentemente associados ao grau de androgenizagdo in Utero e parecem
acompanhar as mudancas adaptativas resultantes de alteracdes epigenéticas associadas ao stress (Lilley et
al 2010, Kapoor et Matthew 2011, Sanders et al 2002). Neste contexto, a avaliacdo do racio digital no
recém-nascido e sua correlacdo com os niveis hormonais encontrados na mae e no LA, desenvolvido nesta
tese, acompanha a tendéncia para a investigacao de fendtipos que possam ser facilitadores da deteccao de

risco e de intervencdo precoce, traduzindo interac¢bes genéticas e ambientais antes do nascimento.
1.6 Intervencdes nao farmacoldgicas para reduzir o stress na gravida

Estima-se que em cerca de 20% das gravidezes haja problemas psicolégicos relacionados com ansiedade ou
stress (Alder et al 2011). As associa¢Oes entre stress cronico, desenvolvimento fetal e maior incidéncia de
prematuridade e de baixo peso ao nascer, evidenciam a necessidade de programas de intervencao
precoces na gravidez (Fink et al 2011, Van den Bergh et al 2005). Os efeitos acessérios e a relutdncia das
gravidas em ingerirem farmacos, elegem as terapias alternativas como importante forma de intervengao
para reduzir a ansiedade ou o stress. Na verdade, é necessario ponderar os riscos inerentes a medicacao,
pois sabe-se que antidepressivos e benzodiazepinas atravessam a barreira placentar (Hendrick et al 2003).
Por outro lado, sabe-se que os estrogénios, em geral, aumentam a disponibilidade da serotonina, com
implicagdes no humor durante a gravidez e pds-parto (Lokuge et al 2011) e o uso de antidepressivos
interfere de forma diversificada nestes padrdes. A fluoxetina, por exemplo, um dos mais prescritos
eutimicos com acgdo inibitdria na recaptura da serotonina, mostrou interferir de forma diferente nos niveis
de cortisol e no comportamento de animais consoante foram ou ndo sujeitos a stress antes do nascimento

(Pawluski et al 2012).

A psicologia comportamental diz-nos que a ansiedade responde bem a terapias comportamentais, pelo que
gravidas ansiosas, com stress, ou deprimidas, deveriam utilizar intervencGes ndao farmacoldgicas, evitando
os efeitos acessorios e as interacgGes farmacoldgicas. S3o varias as técnicas disponiveis que tém mostrado
eficdcia em situagGes clinicas (Marc et al 2011). As principais incluem psicoterapia, hipnoterapia,

massagem, yoga, imaginacdo guiada e audicdo de musica (Cunningham and Zayas 2002, Narendran et al
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2005, Chang et al 2008, Kimber et al 2008, Maharana et al 2009, Field et al 2009, 2010, Gedde-Dahl et Fors
2012), esta ultima provavelmente a terapia ndo farmacoldgica mais acessivel a mulheres com baixos

recursos econémicos.

A musica interage com a amigdala, que faz parte do sistema limbico e é considerada, como ja foi dito, o
centro das emogdes, o que ajuda a compreender a inter-relagdo dos diferentes processos. Na amigdala
conjugam-se as informagBes provenientes de regiGes do cértex temporal e as informagdes de areas

somatosensoriais do cérebro, nomeadamente visual e auditiva (Altenmdller 2004).

1.6.1 Modelo animal

Varios estudos indicam que as condigdes sonoras ambientais antenatais tém repercussdes sobre a
aprendizagem e o desenvolvimento cerebral. Em roedores, o stress antenatal por ruidos na mae associou-
se ao aumento da corticosterona, que se sabe passar a barreira hemato-encefalica do feto (Zarrow et al
1970), e levou a reducdo da neurogénese no hipocampo com problemas posteriores na aprendizagem e na
memoria e a atraso no crescimento. A exposicdo das cobaias a musica, pelo contrdrio, associou-se nos
descendentes a neurogénese aumentada e melhoria da aprendizagem em tarefas envolvendo capacidades
espaciais (Kim et al 2006). Ja estudos anteriores haviam mostrado que a sujeicdo da gravida a ruidos se
associa a maior risco de morte fetal in Utero, anomalias congénitas do SNC, comportamento social alterado
e défices no sistema imunitédrio a longo prazo nos descendentes (Sobrian et al 1997, Kay et al 1998). Por
outro lado, a exposicdo de pintos a musica antes da eclosdo do ovo, associou-se a aumento da expressdo
proteica nas sinapses dos nucleos auditivos no tronco cerebral e aumentou o tamanho e o niumero de
neurdnios na drea de associacdo auditiva no prosencéfalo (Alladi et al 2002, Panicker et al 2002).
Numerosos estudos em animais tém sugerido que a exposi¢do a musica durante a gestacao pode facilitar o

crescimento e o desenvolvimento do cérebro fetal (Arabin 2002).

1.6.2 Estudos em humanos

A audicdo em adultos envolve activacdo bilateral das estruturas corticais e auditivas, que se cruzam a meio,
na oliva (Werner 1998). Os mecanismos subjacentes a accdo da musica envolvem interaccdo entre
estruturas periféricas (sistema auditivo) e centrais (cortex) e o SNA (Collinge 1998, Crowe 2004), sendo o
relaxamento facilitado por via do ramo parassimpdtico, que interage na frequéncia cardiaca, respiracao,

consumo de oxigénio e pressdo sanguinea (Schneck et al 2006).

A utilizacdo de musica em ambientes clinicos tem sido usada desde ha muito e tem ganho popularidade. A
sua utilizagdo em unidades de cuidados intensivos neonatais, mostrou efeitos positivos nas taxas de

saturacdo de oxigénio, frequéncia cardiaca e respiratoria dos recém-nascidos (Field et al 2006),
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possivelmente promovendo atenuacdo dos efeitos de ruido no ambiente. Na execu¢do de exames invasivos
como colposcopia, a musica foi eficaz em reduzir a ansiedade e o limiar de dor (Chan et al 2003, Galaal et al
2012), e reduziu o cortisol na saliva em colonoscopias (Uedo et al 2004). Em situacGes de pds-operatério,
também se verificou recuperacdo mais rapida e menor valoriza¢do da dor (Ebneshahidi et Mohseni, 2008),
ou redugdo da ansiedade (Johnson et al 2012), embora os resultados variassem com a personalidade
individual (Bradshaw et al 2011). Em adultos jovens a audicdo de musica associou-se a decréscimo no
cortisol sérico, especialmente na auséncia de avaliagdo critica, indicando interacgdo com o eixo HHSR
(Vanderark e Ely 1993) e o cortisol na saliva desceu mais rapidamente num grupo de adultos sujeitos a
stress que ouviram musica a seguir, do que nos que ndo ouviram (Khalfa et al 2003). Em adolescentes
deprimidos, a musica associou-se a descida do cortisol na saliva e a atenuacdo da actividade

electroencefalografica no cértex frontal direito (Field et al 1998).

Varios estudos sugerem que o tipo de musica utilizado é importante para os resultados. Num grupo de
ginastas a musica agitada associou-se a elevacdo dos niveis de cortisol (Brownley et al 1995). J4 a musica
calma em cuidados pré-operatérios, foi mais eficaz que o midazolan oral a reduzir a ansiedade e no pds-
operatério associou-se a significativa reduc¢do do cortisol e a estabilidade nos parametros cardiovasculares
e respiratdrios (Trappe 2012). Alguns tipos de musica, especialmente estudada para induzir ressonancia
vibroacustica e relaxamento, tém-se mostrado muito eficazes em reduzir estados de ansiedade na gravida,
aumentar o limiar de dor e reduzir a medicacdo analgésica com evidentes beneficios para o feto (Sidorenko

2000).

A necessidade de intervengBes pré-natais é evidenciada em estudos como o de Field et al (2009) em que
recém-nascidos de mdes deprimidas mostraram menor resposta a vozes e atraso na desaceleragdo da
frequéncia cardiaca em resposta a musicas, comparativamente aos filhos de maes sem depressao,
possivelmente por menor atengdo ou por processamento mais lento. Os processos que envolvem stress
beneficiam claramente de intervengdes relaxantes, como a audicdo de musica, evidenciando inter-relacdo
de sistemas, com acc¢do na producao hormonal e beneficio associado para a mae e para o cérebro do feto

em desenvolvimento (Krout 2007).

1.6.2.1 Massagem, Yoga, Psicoterapia

Foi ja dito que a resolucdo de problemas de ansiedade ou stress em gravidas, deveria considerar formas de
intervencdo nao farmacoldgicas como psicoterapia, massagem, ou yoga, que tém mostrado graus varidveis
de eficacia (Cunningham et Zayas 2002, Narendran et al 2005, Chang et al 2008, Kimber et al 2008,
Maharana et al 2009, Field et al 2009, 2010). As multiplas modalidades que tém sido utilizadas para reduzir

o stress e a ansiedade estdo traduzidas em grande numero de publicagGes, mas sobre intervences no
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bem-estar materno e nos resultados obstétricos hd poucos trabalhos de investigacdo publicados. Um
programa curto, diario, de relaxamento auto-induzido melhorou os resultados obstétricos de gravidas
internadas com ameaca de PPT (Chuang et al 2011). Outros trabalhos envolvendo massagem tém também
mostrado beneficios, embora nem todos tenham bom tamanho da amostra ou estudo bem delineado
(Field et al 1997, Chang et al 2002, Yildirim et Sahin 2004, Khodakarami et al 2006, Kimber et al 2008,
Chuang et al 2012). H4 ainda trabalhos publicados sobre outras técnicas, como acupunctura e hipnose em
gravidas durante o trabalho de parto, com bons resultados no alivio da dor (Smith et al 2006,
Hantoushzadeh et al 2007). Fink e colaboradores (2011) avaliaram os efeitos do relaxamento materno no
comportamento fetal e na actividade uterina de gravidas, concluindo que a imaginacdo guiada estava mais
associada a bons movimentos fetais e menor actividade uterina durante e apds o procedimento que a
massagem e esta, por sua vez, com melhores resultados que o grupo controlo. Estes autores ndo
encontraram relacdo entre comportamento fetal e frequéncia cardiaca, pressdo arterial ou niveis
hormonais maternos, mas outros autores encontraram associacdes (Monk et al 2003, Loomba et al 2012),

denotando alguma controvérsia nos resultados.

1.6.2.2 Som e musica

Som é definido como uma sensacdo fisica que estimula os ouvidos através de ondas longitudinais
detectadas pelo sentido da audicdo humana, integrando a fisiologia do ouvido com a psicologia cerebral
(Giancoli 1998). A vibracdo dos objectos emite som que se transmite através de ondas acusticas
longitudinais, detectaveis pelo ouvido ou por instrumentos de captagdo. A velocidade do som é diferente
em diferentes materiais e depende da elasticidade e da densidade do material (Giancoli 1998). Em liquidos
(e sdlidos) ha muito mais modulac¢do elastica e a velocidade de transmissdo é muito rapida, aumentando
com a temperatura. A musica é uma forma elaborada de som ambiente e pode ser um instrumento simples
e acessivel para regular estados de ansiedade e harmonizar a vida didria (Fitch 2006). O ouvido humano

responde por frequéncias entre 20 a 20.000 Hz (1 Hz= 1 ciclo por seg), que é a frequéncia audivel.

O som apresenta quatro caracteristicas bem definidas:

1. Volume (energia na onda de som) — é medido pela intensidade em decibéis (dB). A musica relaxante deve
ser ouvida entre 40dB (= radio suave) e 60dB (= conversacdo normal).

2. Intensidade: Traduz a amplitude das ondas sonoras fortes ou fracas.

3. Timbre - E uma propriedade perceptual que permite distinguir dois sons com a mesma altura e a mesma

intensidade, produzidos por fontes sonoras diferentes.
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4. Altura: aguda ou grave, pode ser quantificada em frequéncia, mas a altura ndo é puramente objectiva,
antes um atributo psicoacustico que traduz o nimero de vibragGes por unidade de tempo e permite a

ordenacdo do som em escalas (Klapuri et Davy 2006).

A musica foi sugerida por Pitagoras como método de tratamento (Sidorenko 2000) e tem sido usada desde
ha muito para intervengdes terapéuticas, considerando-se capaz de interagir com o corpo e a mente (Fitch
2006). A medicina holistica ou integrativa considera-a uma modalidade terapéutica eficaz (Olson 1998), que
funciona como instrumento de neutralizagdo de emocdes, eleva o limiar do stress, e facilita o relaxamento

(Field et al 1998, Sidorenko 2000).

A musica também estimula a imaginacdo, levando a respostas autonomas no talamo e outras estruturas do
sistema limbico (Watkins 1997) envolvidas na interconexdo de sistemas cerebrais que determinam
sentimentos e emocdes. A sensacdo de prazer detectada no hemisfério direito estimula a libertacdo de
endorfinas pela hipdfise que leva a redugdo de ACTH na circulagdo (Sidorenko 2000). A interacgdo entre
tdlamo e sistema nervoso autonomo (SNA) é modificada pela musica, o que se reflecte nas funcgGes
auténomas como pressao da circulagdo sanguinea, frequéncias cardiaca e respiratéria (Krout 2007). Mdsica
calma, com tempos 4/4, é considerada representativa da frequéncia cardiaca normal, e induz efeitos fisicos
mediados pelo SNA (Livingston 1979). Varios autores (Kaminski et al Hall 1996, Hayes et al 2003) testaram
melodias com harmonias simples e ritmos suaves (60-80 batimentos/min) e verificaram uma resposta
relaxante com homeostasia emocional em adultos e criancas. A utilizacdo de musica instrumental versus
lirica cantada tem sido objecto de controvérsia, defendendo alguns autores que textos cantados podem
activar memdrias e desencadear respostas emocionais, eventualmente contraproducentes ao efeito

relaxante (Chang et al 2008).

1.6.2.3 Musica e gravidez

A Gravida

A gravida experiencia com muita frequéncia estados de ansiedade, um processo psicobiolégico complexo
que engloba acontecimentos cognitivos, afectivos, psicoldgicos e comportamentais (Spielberger et Lushene
1983). Por outro lado, cerca de 10 a 20% das mulheres ocidentais apresentam depressao pds-parto, sendo
a ansiedade e o stress na gravidez um factor de risco para a sua ocorréncia (Evans et al 2001, Bennett et al

2004).

Viarios autores tém investigado a reducdo da ansiedade na grdvida através da musica. Gravidas que

ouviram musica pré-seleccionada durante o trabalho de parto e o parto mostraram significativa reducao

32



Introducao

dos niveis de ansiedade e de dor, comparadas com os controlos (Clark et al 1981) e outras que ouviam
musica engquanto eram submetidas a cesariana mostraram significativa reducdo da ansiedade (Chang et
Chen 2005). Em grdvidas internadas por patologia de alto risco, a musica também reduziu a percepc¢do de
stress (Sidorenko 2000) e ouvir musica pré-seleccionada diariamente durante 30 min reduziu o stress e a
ansiedade (Chang et al 2008). Em resumo, estes estudos sugerem que a musica é uma excelente opg¢do
para promover a saude durante a gravidez. Os efeitos da musica podem ser influenciados pela experiéncia
emocional e as preferéncias do ouvinte e pelas caracteristicas da prdpria musica (Bradt 1997), mas em
qualquer caso é um meio ndo invasivo e nao farmacoldgico de atingir estados de descontrac¢do e prazer,
com uma boa relacdo custo-eficacia na criacdo de ambiente propicio para o bem-estar da gravida (Chang et
al 2008). E também facilmente utilizada em multiplos ambientes e a possibilidade de escolha pessoal
parece potenciar os seus efeitos relaxantes (Watkins 1997). A audicdo de musica em situacdes agudas de

ansiedade parece ser um excelente meio de interveng¢dao em gravidas.

O Feto

O feto vive num ambiente fluido e os sons chegam-lhe principalmente do interior por transmissdo dssea,
ou a partir do exterior através da parede abdominal materna, chegando-lhe quase simultaneamente aos
dois ouvidos (Jardri et al 2008) e capacitando-o, por exemplo, para distinguir a voz da mae de entre outras
familiares logo ao nascer (Kisilevsky et al 2009). A capacidade de descrimina¢do dos sons é funcdo da
actividade cortical do feto e necessita de axdnios especificos, sendo um pré requisito para o
desenvolvimento normal da fala, pois esta depende da fung¢do cognitiva de descriminagcdo sonora
(Draganova et al 2005). A mielinizacdo cerebral completa-se apenas alguns anos apds o nascimento, mas as
estruturas sensoriomotoras do ouvido médio estdo ja desenvolvidas e funcionais no feto pelas 20 semanas
(Tucci 1996) estando a fungdo auditiva completa antes do nascimento (Graven et Brown 2008). Hepper e
Shahidullad (1994) encontraram em fetos com 19 semanas respostas motoras a estimulos sonoros de tons
puros com baixas frequéncias no espectro de audicdo humana (500Hz), sendo estas as primeiras a ser
detectadas pelo feto. Todos os fetos com 33 semanas ou mais responderam a estimulos sonoros de alta
frequéncia (1000 a 3000 Hz). O desenvolvimento completo da audicdo depende das estruturas
morfoldgicas periféricas (ouvido interno e externo) e do bom desenvolvimento neuronal no cérebro
(Draganova et al 2005). A mielinizacdo e o estabelecimento de sinapses apds o nascimento é muito
importante para o desenvolvimento cognitivo (Courchesne 1990, pp. 210-241), mas sons frequentes na vida
intra-uterina, como a voz da mae, ruidos da placenta ou de érgdos internos tém um papel fundamental
neste processo, e o feto parece armazena-los como memérias, o que leva alguns autores a falarem em

“aprendizagem fetal” (Kisilevsky et Hains 2010).
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O stress pode afectar este processo, pois encontrou-se elevada percentagem de défices na linguagem em
fetos com restricdo do crescimento (Kisilevsky et Davis 2007). A capacidade de habituacdo auditiva a um
determinado som esta presente a partir das 35 semanas de gestacdo e é considerada um indicador da
integridade do SNC (Morokuma et al 2008). Outros sons externos além da voz da mde sdo também
memorizados pelo feto, levando a grande capacidade discriminativa nas semanas que antecedem o parto
(Draganova et al 2005, Eswaran et al 2007). Os estudos feitos em recém-nascidos prematuros sauddveis
com 30-35 semanas sobre as preferéncias quanto a audicdo de vozes revelaram a existéncia de capacidade
discriminativa para sons da fala (Cheour-Luhtanen et al 1996) e mais de 80% dos fetos entre as 33 e as 36
semanas apresentaram mudancas nas respostas cerebrais associada a mudanca de frequéncia do estimulo,
avaliadas por magnetoencefalografia ndo invasiva com registo de potenciais evocados (Draganova et al
2005). No final da gravidez todos os axdnios estdo presentes no feto (Kostovi¢ and Jovanov-MiloSevic¢
2006), mas a mielinizacdo é incompleta e talvez por isso o padrdo auditivo encontrado acima das 33
semanas apresente activacdo do cértex apenas unilateral, embora confirme o elevado processamento
discriminativo (Jardri et al 2008) ja mencionado, sabendo-se desde ha varias décadas que nessa altura o
feto pode detectar sons provenientes do exterior da mae (Querleu et al 1988). Em humanos, a exposi¢do
pré-natal a musica tem mostrado beneficios para o desenvolvimento do feto, associando-se a melhoria no
desenvolvimento cerebral, na aprendizagem espdcio-temporal neonatal e a maior rapidez no
desenvolvimento motor (Chen et al 1994). A interac¢ao do ambiente envolvente da mae com o seu feto é,

assim, um factor a considerar em propostas de interven¢do na gravida.

1.6.4 Relaxamento em ambientes clinicos

Varios métodos foram utilizados para relaxamento em cenarios clinicos: massagem e auto-sugestdo (Alder
et al 2011), banhos de imersdo, relaxamento guiado por terceiros (Teixeira et al 2005) ou pelo préprio
(Chuang et al 2011, Fink et al 2011), yoga (Narendran et al 2005) e musica (Chang et Chen 2005). Todos os
métodos mostraram ser eficazes no relaxamento, mas s a musica comercial é aplicavel de forma pratica e
rotineira em locais onde se realizam exames médicos. Mesmo formas musicais especificas de comprovada
eficacia, como musicas de 60-80 bits por minuto, concebidas para gravidas ou criancas (Chang et al 2008),
ou apenas batimentos regulares calmos que simulam os batimentos cardiacos (Gadberry 2011), ndo seriam
adequados para este projecto, dado que o objectivo final serd utilizar mais tarde a metodologia de
intervencdo em salas de espera com ocupantes diversificados e ndo apenas mulheres gravidas. A proposta
é aplicavel em salas de espera e gabinetes de procedimentos médicos ou nos locais de execucdo de

técnicas invasivas.

Na nossa sociedade, a vida didria pode incluir muitos momentos de ansiedade elevada que sdo factores de

distress para a gravida. A realizacdo de um exame clinico invasivo introduz mais um factor ansiogénico a
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sequéncia de episédios didrios. A ansiedade induzida pela realizacdo de amniocentese, por exemplo,
relaciona-se com sentimentos de apreensdo por medo de aborto, dor, e dos possiveis resultados do exame.
A introducdo da musica neste trabalho tem como objectivo testar formas acessiveis e ndo farmacoldgicas
de minimizar a ansiedade/stress em mulheres gravidas em ambientes clinicos, desviando-lhes a aten¢do da

fonte de ansiedade.

A amniocentese pode ser usada como paradigma ndo experimental para avaliacdo dos efeitos da
ansiedade aguda na grdvida (Sarkar et al 2008) e, embora como episddio isolado dificilmente tenha
significado clinico com efeitos adversos sobre o feto, episédios repetidos de ansiedade aguda sobreposta a
outras situacdes de ansiedade ou stress podem-se revelar prejudiciais. Gutteling et al (2005) mostraram
gue a ansiedade da mae as 16 semanas (aborrecimentos diarios e medo acerca do curso da gravidez e do
parto) se associou a maior subida do cortisol nos seus filhos aquando da vacinacdo aos 5 anos. Este timing

de gestacdo é coincidente com o de muitas participantes na amostra do presente estudo.

Neste estudo colocou-se a hipdtese de que mulheres gravidas sujeitas a um factor ansiogénico em
ambiente clinico beneficiam de relaxamento. Esse beneficio poder-se-a traduzir por reducdo da ansiedade,
da frequéncia cardiaca, da pressdo arterial, e dos niveis plasmaticos de cortisol e testosterona. Como os
niveis de cortisol sdo mais elevados e menos responsivos ao stress de manha que de tarde e desconhece-se

se o relaxamento tera efeitos idénticos, a amostra foi aleatorizada pelas duas metades do dia.

1.7 Racio digital 2D:4D

O racio digital (RD) 2D:4D entre o segundo dedo (2D) ou indicador, e o quarto (4D) ou anelar, é desde ha
muito conhecido como um trago antropométrico sexualmente dimoérfico (Ecker 1875, citado em Mcintyre
2006) e é caracteristicamente mais baixo no sexo masculino que no feminino (Manning et al 1988, 2000).
Existe evidéncia de que o 2D:4D se correlaciona negativamente com a testosterona in Utero (Manning et al
1998) e positivamente com os estrogénios pré-natais (Manning 2012). O facto de traduzir indirectamente o
grau de androgenizacao in Utero suscitou grande interesse por parte dos investigadores. Acresce que o
dimorfismo sexual do 2D:4D pode ser avaliado em fetos desde as 14 semanas (Malas et al 2006),
mantendo-se apds o crescimento da puberdade (Mcintyre et al 2005), o que o valoriza. A evidéncia desta
associacdo tem sido maioritariamente indirecta. Alguma evidéncia directa foi introduzida por trabalhos em
individuos de ambos os sexos com hiperplasia congénita da supra-renal (HCSR). Esta situagdo clinica
associa-se a altos niveis de androgénios in Utero desde as 8 semanas de gesta¢do e, como previsto, estes

individuos apresentaram RDs significativamente mais baixos que os controlos (Brown et al 2002, Buck et al
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2003). Também mulheres com ovarios poliquisticos (Cattrall et al 2005) apresentaram um 2D:4D baixo e
uma menarca mais tardia (Matchock 2008), confirmando a possivel influéncia dos niveis de testosterona
pré natal. O quociente testosterona/estradiol no LA aparenta estar negativamente correlacionado com o
2D:4D (Lutchmaya et al 2004) e o tamanho das repeti¢cdes no terminal do receptor de androgénio (CAG), foi
também associado ao RD (Manning et al 2003a) tendo mostrado capacidade preditiva nas mudangas mais
tarde observadas na mao esquerda de rapazes entre as duas semanas e os 12 meses de idade (Knickmeyer
et al 2011). As correlagbes encontradas corroboraram a influéncia pré-natal da testosterona e dos
estrogénios e, recentemente, um estudo em roedores mostrou evidéncia directa de que ambas as
hormonas determinam o 2D:4D em ratos numa janela temporal estreita do seu desenvolvimento,
constatando-se que as hormonas sexuais controlam a expressdo de pelo menos 19 genes associados ao

desenvolvimento do esqueleto e a regulagdo do crescimento dos dedos (Zheng et al 2011).

O rdcio 2D:4D desenvolve-se precocemente e tem mostrado robustez mesmo quando se usam diferentes

protocolos de medicdo, que variaram entre:

1. medicdo directa dos dedos de fetos mortos a partir das 9 semanas (Malas et al 2006)

2. medicdo directa dos dedos de criangas a partir dos 2 anos de idade (Manning et al 1998)

3. fotocdpias dos dedos de criangas dos 3 meses aos 17 anos (Manning et al 2004, Trivers et al 2006,
Mclintyre et Alexander 2011)

4. radiografia dos dedos desde 1 més de vida até aos 18 anos (Mclintyre et al 2005)

5. auto-medicao directa em adultos (Caswell et Manning 2009) (em grandes amostras).

O RD parece aumentar desde a infancia até a idade adulta (McIntyre et al 2005) e o dimorfismo sexual
podera ser influenciado por factores genéticos e pela interacgao desses factores com as hormonas sexuais
(Manning et al 2002a, 2007). Este tema tem despertado grande interesse, o qual se tem traduzido por
multiplas publicacdes de estudos epidemiolégicos e comportamentais. Contudo, os estudos de avaliagao
directa da associagao entre o 2D:4D e os niveis hormonais sdo escassos e a evidéncia da relagdo com

androgénios pré-natais no ambiente materno e fetal requer validacao (Lilley et al 2010).

O racio 2D:4D parece ser um indicador antropométrico simples, facil de medir, fiavel e reprodutivel em
qualquer populacdo. Pela sua associacdo a testosterona, a qual se sabe actuar precocemente na
diferenciacdo cerebral e estar subjacente a diferencas de comportamento especificas, sugere a
possibilidade de ser utilizado para acompanhar desde cedo individuos em risco de patologia ou de

problemas comportamentais relacionados com a exposicdo a niveis elevados de androgénios.
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E possivel que o stress antenatal interfira no fenétipo do RD dos descendentes. Ha factores ambientais que
parecem associar-se a alteracGes epigenéticas, condicionando respostas na plasticidade do individuo em
desenvolvimento, com traducgdo fenotipica ao nascer (Gluckman and Hanson 2010). No modelo animal, o
stress materno aparentemente interfere com a variacdo do 2D:4D das crias, principalmente nas fémeas
(Lilley et al 2010). Por outro lado, o comprimento dos membros, um marcador biolégico funcionalmente
sensivel ao stress antenatal, em fetos mortos humanos ndo se mostrou associado com o rdcio digital (Van
Dogen et al 2009). O desenvolvimento do organismo pode responder de forma pldstica ao stress,
dependendo da intensidade e altura em que ocorre a “agressdao”, e os niveis de cortisol e testosterona
influenciam a diferenciacdo de érgaos e sistemas durante o desenvolvimento in Utero. Assim, é expectdvel
gue varios biomarcadores possam indiciar trajectérias de desenvolvimento alterado numa fase precoce
(Gluckman and Hanson 2010). O baixo peso ao nascer é largamente apontado como um desses marcadores
(Ronald et al 2002), mas outros sdo igualmente conhecidos, como a largura entre as cristas iliacas (Barker
et al 2008), ou a assimetria do nimero de pregas palmares (Sanders et al 2002), também relacionados com
os niveis de hormonas esterdides in Utero. Neste contexto, o RD 2D:4D poderia constituir um indicador

indirecto do stress antenatal.

Que seja do meu conhecimento, a testosterona no plasma da gravida nunca foi confrontada directamente
com o rdcio digital. A existéncia de associagdo entre ambos reforcaria a validacdo do 2D:4D (Mcintyre 2006)
como bioindicador da exposicdo do feto a androgéneos. Este trabalho investiga pela primeira vez a
correlagdo directa entre o RD 2D:4D na mde e no recém-nascido e, simultdaneamente, os niveis de
testosterona e cortisol maternos e no liquido amniético, procurando isolar a influéncia genética e hormonal

pré-natal sobre os racios das influéncias ocorridas apds o nascimento.
1.7.1 Testosterona e racio digital

A testosterona (T) em humanos é, como vimos atras (1.2.1.2), maioritariamente produzida nas génadas e
nas glandulas supra-renais, sendo uma pequena parte proveniente do tecido adiposo periférico (van
Anders 2012). A produgdo no feto inicia-se pelas 7 semanas, e o pico inicial ocorre entre as 14 e as 18
semanas (Reyes et al 1974). Logo apds o parto, alguns autores referem um primeiro pico de testosterona
que, duas semanas mais tarde, baixa para os niveis normais da infancia (Mclntyre 2006, Forest 1990). A
testosterona volta a subir cerca de dois meses apds o nascimento e mantém-se elevada até aos 4 a 6 meses
(Forest et al 1973, Faimen et al 1974, Winter et al 1976). O terceiro pico pds-natal inicia-se na puberdade e
continua pela vida adulta. Em recém-nascidos, a propor¢do de testosterona biologicamente activa é muito
inferior a observada em homens adultos (de Ronde et al 2005), apesar disso, o segundo pico pds-natal é

critico para o normal desenvolvimento dos genitais e da fun¢do reprodutiva (Main et al 2006). As diferencas
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entre sexos que surgem antes da puberdade no racio digital 2D:4D sdao normalmente atribuidas aos efeitos
da testosterona pré-natal e neonatal, a primeira associada a efeitos bioldgicos que determinam as
diferencas sexuais observadas ao nascer (Mclntyre 2006). A diferenciacdo sexual continua depois do
nascimento, mas as diferencas evidentes s voltam a surgir com os caracteres sexuais secundarios da
adolescéncia. Uma meta-analise (Honekopp et al 2006) ndo encontrou correlagdo entre 2D:4D e niveis de
testosterona plasmatica avaliada nos homens adultos, reforcando a tese do estabelecimento do racio in

Utero.

Ha poucos estudos sobre o rdcio 2D:4D de recém-nascidos (Knickmeyer et al 2011) e nenhum nas primeiras
horas de vida, conjugando com os racios das maes e com informacdo sobre o ambiente hormonal materno
e fetal. A concentracdo de testosterona no LA e no plasma das maes é investigada pela primeira vez neste
estudo, permitindo avaliar as caracteristicas do rdcio ao nascer isolando os efeitos pré-natais dos pos-

natais.

A fase pés-natal de desenvolvimento das células de Leydig e a secrecdo de testosterona nos humanos estd
dependente da reactivacdo do eixo HHSR (Mann et Fraser 1996), ao contrario do que se passa na fase intra-
uterina (Prince 2001). Essa funcdo é dependente da LH e possivelmente da ACTH e sugere um mecanismo
de controlo comum para o eixo HHSR e as gdnadas (Sarkar et al 2007a). Este aspecto é importante e pode
ajudar a compreender os efeitos do stress na producdo de testosterona. Em primatas, foi bloqueada a
activacdo neonatal do eixo HHSR-G através da administracdo de antagonistas da Gonadotropin Releasing
Hormone, o que impediu a maturacdo das células de Leydig (Prince et al 1998) e a produgdo de
testosterona (Lunn et al 1994), refor¢cando a ideia de que niveis plasmaticos elevados de testosterona estdo
associados a aumento dos niveis de gonadotropinas (Faiman et al 1974). Niveis de glucocorticéides (GC)
aumentados em resposta ao stress reduzem a producdo de CRH no hipotdlamo, levando a reducdo da
testosterona no adulto em situacdes de stress prolongado (van Anders 2012). Ndo se sabe se este
mecanismo se aplica ao pico de testosterona no feto no inicio do segundo trimestre de gestacao,
parecendo serem outros os mecanismos envolvidos. Gitau et al (2005) encontraram correlacdo positiva
entre cortisol e testosterona no plasma de fetos. No LA, Sarkar et al (2007a), encontraram também
correlagdo entre as duas hormonas, sugerindo que o stress pode associar-se a niveis aumentados de

testosterona no feto.

1.7.2 Stress e racio digital

Um estudo em roedores encontrou nos dois sexos associacao entre niveis elevados de corticosterona na
progenitora (ndo os niveis de testosterona) antes da gravidez e menor RD na pata direita (ndo na

esquerda), (Lilley et al 2010). Niveis elevados de corticosterona em roedores sdo indicadores de stress, pelo
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gue o stress materno parece ter contribuido para alguma da variacdao no 2D:4D das crias. Um outro estudo
encontrou também associacdo entre corticosterona circulante elevada e 2D:4D no rato adulto: o dobro dos
niveis, associou-se a animais mais velozes e com RD maior na pata direita comparativamente aos controlos,
(Rhy et al 2008). Estes ultimos resultados contrariam a associacdo de niveis mais elevados das hormonas do
stress a fendtipos mais masculinos, mas devem, no entanto, ser vistos com cuidado pois podem estar
enviesados pela escolha genética das estirpes (ratos pré-seleccionados por serem velozes) (Lilley et al
2010). No estudo de Lilley o valor médio de testosterona, basal ou administrada, ndo mostrou interferéncia
no RD das crias nem associagdao com o 2D:4D em nenhuma das patas nos descendentes. Estes achados

indicam que niveis elevados de corticosterona podem afectar o grau de assimetria lateral do racio digital.

Em humanos ha poucos estudos que tenham avaliado a relacdo do RD com outras hormonas, além da
testosterona. Lutchmaya et al (2004) numa amostra de 29 rapazes e raparigas encontrou associa¢do
significativa entre o RD 2D:4D e o racio estradiol/testosterona. Noutra pequena amostra de raparigas
também foi encontrada associagdo entre estradiol e 2D:4D (Mclintyre et al 2007). Outros autores (Manning
et al 2006, Manning et Fink 2008) também encontraram baixos RDs associados a concentracdes elevadas
de testosterona e altos RDs com concentracdes elevadas de estrogénios, sugerindo que o desenvolvimento
pode ser fortemente influenciado por factores pré-natais, nomeadamente pelas hormonas sexuais numa
fase precoce (Van Dongen et al 2009). Uma eventual associa¢do entre o cortisol na mde e no LA e o0 2D:4D

nos recém-nascidos é avaliada no presente estudo.

1.7.3 Genética e 2D:4D

Os efeitos das hormonas sexuais sdo modulados pela expressdo génica dos receptores de androgénios (RA)
(McIntyre 2006, Knickmeyer et al 2011). A expressdo génica dos receptores de estrogénio também esta
envolvida (Manning et al 2002b, Manning 2012), podendo o 2D:4D correlacionar-se com a testosterona,
com os estrogénios e com os factores de risco de ambas para doenca (Manning et al 2002b, 20033,
Manning 2012). Em humanos, o gene do receptor de androgénios (RA) contém uma repeticio CAG
(Citosina-Adenina-Guanina) de comprimento varidvel na populagdo (mediana=21, min-mdax 11-31 CAG's
(Ding et al 2004)). A repeticdo CAG codifica uma repeti¢cdo da glutamina no dominio de transactivagdo N-
terminal da proteina do receptor. Sequéncias curtas tém sido associadas a maior activacdo do receptor e
consequente masculinizacdo, (Ding et al 2004, Okten et al 2003) e sdo mais frequentes em populagdes
Afro-Americanas, que se sabe terem um racio digital menor que outras populacdes (Mclintyre 2006).

Sequéncias longas tém sido associadas a maior RD, a niveis baixos de testosterona ou altos de estrogénios e
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a maior susceptibilidade para cancro da mama na mulher e enfarte de miocardio no homem (Manning

2001d, 2002b).

A diferenciacdo do feto em fendtipo masculino é dependente em primeiro lugar da presenca do gene SRY,
localizado no cromossoma Y (Sinclar et al 1990). Em humanos, essa diferenciacdo leva ao desenvolvimento
das gdénadas entre as 7 e as 14 semanas de gestacdo, sendo a producdo de testosterona a partir dessa
altura assegurada pelo feto (Prince 2001), mas ndo ha associagcdo conhecida do SRY a qualquer outra
diferenciacdo sexual secundaria noutros tecidos. A testosterona, por sua vez, é responsavel pelos efeitos
organizacionais no processo de diferenciagdo masculina na genitalia, cérebro e outros drgdos e sistemas
(Migeon et Wisniewsk 1998, Phoenix et al 1959) e por efeitos na programacao fetal (Gluckman et al 2008).
Os efeitos da testosterona nos ossos, particularmente relevantes para determinar o comprimento dos
dedos, sdo mediados em boa parte pela aromatizacdo local em estradiol, que depois actua nos receptores

de estrogénios a e B (Mclntyre et al 2005).

Nas espécies de vertebrados, incluindo os humanos, a familia dos genes Homeobox (Hoxa e Hoxd) é
essencial para a diferenciagdo tanto do sistema urogenital (incluindo testiculos e ovarios), como dos dedos
das mados e dos pés (Herault et al 1997, Peitchel et al 1997, Manning et al 2000a, 2003c). Nos ratos, a
desregulacdo do Hoxd altera o comprimento relativo dos dedos e afecta a configuracdo genital e a
diferenciacdo do pénis (Kondo et al 1997). A mutacdo, desregulacdo, ou translocacdo cromossdmica
ocorrida nos 39 genes HOX, associa-se nos humanos a sindromes malformativos (por exemplo, sindrome
mao-pé-genital, sindactilia e malformagdes genitais) e processos de oncogénese (algumas leucemias e
linfomas, tumores sdlidos do trato genital, rins ou pele, entre outros), porque também estao envolvidos no
controlo do crescimento das células (Manning et al 2003c). Patologias ou situagGes com incidéncia ligada
ao sexo (idade do aparecimento do cancro da mama, contagem de espermatozéides no homem, idade de
ocorréncia do enfarte de miocardio) mostraram ter correlagdo com o racio 2D:4D (Manning et Leinster
2001d, Manning e Taylor 2001c, Manning e Brunded 2001b), podendo este rdcio mostrar-se util como
marcador de susceptibilidade, de idade de apresentacdo e de progndstico nestas diferentes situagoes
(Manning et al 2003c). Mas outros factores genéticos podem estar envolvidos na diferenciacdo das gdénadas
em ambos os sexos: no cromossoma X, o gene WNT-4 controla a secrecao de factores de crescimento no
sexo feminino e, conjuntamente com o gene DAX]1, interfere no desenvolvimento e impede a formacgdo de
testiculos (Gobrogge et al 2008). Estas influéncias genéticas especificas de cada sexo (ndo partilhadas)

podem incluir variagGes na producdo de androgénios.

As ligacGes entre o desenvolvimento dos dedos e das génadas, levou Manning e colaboradores (1998) a
sugerirem que os padrdes de diferenciacdo dos dedos, em particular o racio 2D:4D, podem reflectir

padrées de diferenciacdo das génadas, e consequentemente da producdo pré-natal de testosterona e de
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estrogénio. O dimorfismo no rdcio foi encontrado em humanos a partir dos 2 anos de idade em diferentes
racgas e culturas (Manning 2002a), havendo evidéncia de ser mais marcado entre diferentes populagées e
etnias do que entre sexos (McIntyre 2006). Um estudo levado a cabo na Australia com caucasianos (Loehlin
et al 2006), sugere que as diferencas entre a heranca genética de diferentes populagbes, por oposi¢do as
diferencas ambientais, sdo a causa provavel das diferengas entre os seus racios digitais médios, contudo, a
contribuicdo relativa de aspectos genéticos e ambientais externos e internos para o racio digital no homem

e na mulher é ainda pouco conhecida.

Outro aspecto sob investigacdo é a bilateralidade. Alguns estudos sugerem que o padrdo de
desenvolvimento da mao esquerda é influenciado essencialmente por aspectos genéticos, ao contrario da
mao direita, a qual serd mais influenciada pelos niveis de testosterona (Cohen-Bendahan et al 2005, Buck et
al 2003), principalmente nos individuos masculinos. A corroborar esta hipdtese, um estudo entre gémeos
monozigotos e dizigotos, mostrou que a influéncia da hereditariedade sobre o racio digital da mao
esquerda é significativa, principalmente nos homens (Gobrogge et al 2008). Nos dois tipos de gémeos, foi
encontrada correlacdo idéntica entre as maos direitas dos gémeos, sugerindo que esta mdo é mais
infuenciada pelos androgénios que a esquerda. Numa mao mais influenciada pela genética, a correlagdo

deveria ser superior nos gémeos monozigoéticos.

Os mecanismos genéticos podem eles proprios ser condicionados pelos niveis de androgénios. Como ja foi
referido, o estudo de Zheng et Cohn (2011) em roedores mostrou participacdo da testosterona e dos
estrogénios na regulacdo da expressdao de genes envolvidos na formacdo do esqueleto. Em gémeos
dizigdticos onde haja uma rapariga e um rapaz, as raparigas apresentaram um racio digital parcialmente
masculinizado (Van Anders 2006, Voracek e Dressler 2007, Hampson et al 2008), consistente com a difusdo
de pequenas quantidades de androgénios do sexo masculino para o feminino durante a gestacdo, o mesmo
se tendo ja verificado em roedores (Even et al 1992, Ryen 2002). Apesar disso, a maior semelhanca do racio
entre gémeos monozigotos, por comparacdo com dizigotos, sugere que a genética deve desempenhar um

papel importante (Gobrogge et al 2008).

1.7.4 Implicagdes clinicas do racio digital

Em varias populacGes constata-se que existe tendéncia para as mulheres terem racios digitais 2D:4D
maiores que os homens (Phelps 1952, Manning et al 1998, Manning et al 2000b). A conhecida ac¢do dos
androgénios pré-natais na masculinizagdo, estd subjacente a hipdtese de correlagdo negativa entre racio

digital e testosterona (Manning et al 1998, Robinson et al 2000). Os resultados ja referidos (1.7) em
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individuos com HCSR, uma condicdo associada a hiperandrogenismo por deficiéncia enzimatica, constituem
forte evidéncia para o papel dos androgénios, pois tanto individuos masculinos como femininos
apresentam racios inferiores aos controlos sem HCSR (Brown et al 2002, Okten et al 2002) e os estudos
supra citados em gémeos dizigdticos também corroboram estes resultados (van Anders 2006, Voracek
2007). A relagdo encontrada entre o récio 2D:4D e o numero de repeticdes CAG no RA (Ding 2004, Manning
et al 2003a) é bastante relevante, pois baixos niumeros de repeticGes CAG e baixo racio 2D4D, os quais se
associam a elevada actividade dos receptores de androgénios, estdo por sua vez ambos associados a
elevado numero de espermatozdides no espermograma (Giguere et al 2001). O racio 2D:4D pode ser um
fendtipo indicador do comprimento das repeticdes CAG (Knickmeyer et al 2011) e ter capacidade preditiva
em situacGes também associadas ao tamanho dos receptores, como o autismo e o sindrome de Asperger,
ou de cancro de mama na mulher (associados a CAGs curtos) e de situacbes de enfarte de miocardio

precoce no homem (associado a CAGs longos) (Manning et al 2002b, 2003a).

Homens com racio digital alto (baixa androgeniza¢do) mostraram ter maior ansiedade, aproximando-se dos
resultados de ansiedade nas mulheres. A ansiedade subclinica, porém, ndo apresentou correlagdo com o
2D:4D (Evardone et al 2007). O racio 2D:4D também aparentou estar associado ao tamanho das familias, e
os baixos racios nos homens associaram-se a maior contagem de espermatozdides, mais testosterona e

menos estrogénios (Manning 2002a).

Estudos que avaliaram a orienta¢do sexual em mulheres verificaram que o lesbianismo estd associado a RD
2D:4D significativamente menores que a heterossexualidade, sugerindo associa¢do a niveis de androgénios

mais elevados in Utero (James 2001, McFadden and Shubel 2002, Tortorice 2002).

No que respeita a homossexualidade nos homens, ndo existe evidéncia de uma relagdo clara e os
resultados sdo varidveis no que respeita ao RD. Em modelos animais, incluindo primatas, menores niveis de
androgénios in Utero associam-se a comportamentos menos tipicamente masculinos. Em homens
heterossexuais o RD foi menor do que em homens com comportamentos menos tipicamente masculinos,

mas ha falta de resultados consistentes (Robinson et Manning 2000, James 2001).

Em resumo, o 2D:4D podera ser utilizado como marcador antropométrico no rastreio de individuos em

risco para algumas patologias e comportamentos, podendo a sua caracterizacao ser feita no RN.
1.7.5 Racio digital no Recém-Nascido

Existe alguma controvérsia quanto ao estabelecimento in Utero, ou apds o nascimento, do dimorfismo final
do comprimento dos dedos em humanos. Garn et al (1975) verificaram que o comprimento das falanges é

adquirido precocemente, pelo final das 13 semanas de gestacdo, altura de franco desenvolvimento das
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células de Leydig e do primeiro pico de produgdo de testosterona (Prince 2001). Alguns autores assumiram
desde entdo que o dimorfismo sexual no 2D:4D é adquirido in Utero e que se mantém estavel pela vida fora
(Garn et al 1975, Manning et al 1998, 2000, Brown et al 2002, Malas et al 2006). Posteriormente, Trivers et
al (2006) num estudo longitudinal em criangas, encontraram um aumento significativo no racio 2D:4D dos
7-13 anos para os 11-17 anos em ambos os sexos e Mclntyre et al (2005) documentaram o aumento
longitudinal no 2D:4D da infancia para a idade adulta. Também Galis et al (2010) numa amostra de 327
fetos mortos (14 a 42 semanas) encontraram nos dois sexos racios 2D:4D menores do que o reportado para
criangas e adultos, sugerindo que o racio pode aumentar depois do nascimento e um pouco mais em
mulheres do que em homens. Mcintyre et Alexander (2011), em 74 criancas dos 3-5 meses também
encontraram um racio médio mais baixo que em criancas mais velhas e adultos, embora maior do que o

reportado por Galis et al (2010).

Recentemente, Knickmeyer et al (2011) relataram o seguimento de recém-nascidos, desde as duas
semanas poés-parto até aos dois anos, acompanhando o RD 2D:4D ao longo do pico pés-natal da
testosterona. Este estudo encontrou associa¢do entre, por um lado, a variacdo do RD e, por outro, os niveis
de testosterona pds-natal e a variacdo no comprimento do CAG do receptor de androgénio (Knickmeyer et
al 2011). Assim, o RD parece nao ser fixo a nascenca, aumentando durante a infancia e havendo evidéncia
de que tanto o desenvolvimento pré como pds natal podem estar envolvidos na determinagcdo do

dimorfismo encontrado no adulto.

Os resultados da avaliagdo do 2D:4D nas primeiras horas de vida traduzem unicamente a influéncia do
primeiro pico de testosterona, isolando assim os efeitos da androgenizacao pré e pds natais. Os valores
hormonais de cortisol e testosterona no plasma da mae e no LA e a caracterizagdo dos niveis de ansiedade
materna na altura da amniocentese poderdo por em evidéncia associacdes entre estas variaveis, ajudando
a compreender a influéncia do ambiente hormonal da m3e e do feto no 2D:4D do RN. Neste estudo
pretende-se investigar as caracteristicas do racio a nascenca, as suas correlagdes com o racio da mae e as

influéncias relativas do ambiente hormonal fetal e materno para o 2D:4D.
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2.1 Conclusdes que levaram as prioridades da tese

A ansiedade materna durante a gravidez, quer ocasional e aguda, quer persistente, parece
promover a subida do cortisol e interferir nos niveis plasmaticos de testosterona. Ambas as
hormonas intervém de forma diferente no desenvolvimento da estrutura e funcdo de varias
zonas do cérebro do feto, sendo expectdvel que variacdes nas mesmas tenham repercussoes
apos o nascimento. As consequéncias, ja referidas na introducao, de niveis elevados de cortisol
e de variagdes da testosterona in Utero, as quais se reflectem posteriormente na crianga e no
adulto, apontam para a necessidade de investigar e desenvolver estratégias de intervengao
destinadas a reduzir esses niveis ou a atenuar o seu efeito adverso. Indicadores
antropomeétricos da exposi¢ao androgénica in Utero, como o racio entre os dedos indicador e
anelar (2D:4D), podem ser uma mais-valia para antecipar o desenvolvimento do individuo, mas

carecem de validacdo.

Em ambiente clinico, os exames invasivos sdo reconhecidamente indutores de stress agudo e a
realizagdo eminente de uma amniocentese, em particular, é considerada um stressor clinico
pelos niveis de ansiedade induzidos na gravida (Ng et al 2004, Csaba et al 2006). Estudos
anteriores avaliaram a associacdo entre estados de ansiedade induzida por amniocentese
eminente e respostas do cortisol (Sarkar et al 2006), tendo as maes com mais elevado estado
de ansiedade mostrado correlagdo positiva, embora modesta, com os niveis de cortisol no
plasma. Glover et al (2009) verificaram que a correlagdo entre o cortisol no plasma e no liquido
amnidtico aumentava com o aumento do estado e do traco de ansiedade das maes.

Os efeitos do relaxamento agudo na ansiedade durante a gravidez foram avaliados por outros
autores (Teixeira et al 2005), os quais relataram redugbes na ansiedade e nos niveis de cortisol,
embora os resultados variassem com o tipo de relaxamento, sendo mais favoraveis quando
envolveram uma atitude passiva por parte da gravida. Um outro estudo recente (Fink et al
2011), também mostrou que o relaxamento passivo é mais favoravel para a mae e sugeriu que
os proéprios fetos podem participar no relaxamento materno, uma vez que foi encontrada
associacdo entre este e a frequéncia cardiaca fetal. A audicdo de musica, em particular, além
de ser um método de facil implementagdo, tem mostrado resultados consistentes na reducao
da ansiedade e melhoria do bem-estar na gravida (Sidorenko 2000, Chang et al 2008, Yang et
al 2009, Kafali et al 2011).

De manh3, os niveis de cortisol sdo mais elevados e a resposta ao stress é reduzida ou nao
detectavel, mas a noite foi encontrada associacdo entre stress na gravida e niveis elevados de
cortisol mesmo acima das 30 semanas de gestacdo (Obel et al 2005), altura em que o eixo

HHSR estd mais refractario. Ndo se sabe se o relaxamento também tem impacto sobre o

47



Objectivos

cortisol, embora presumivelmente actue em sentido contrario, conduzindo a sua reducao.

Existe portanto caréncia de investigacao neste dominio.

O récio digital 2D:4D, por outro lado, tem sido proposto como um marcador indirecto dos
niveis de testosterona e de estrogénio in Utero, com potencial valor preditivo na identificacao
de comportamentos e patologias, permitindo implementacdo de estratégias terapéuticas e

comportamentais preventivas.

Este estudo avalia a resposta psicoldgica e hormonal (cortisol e testosterona) a ansiedade da
mae, perante a realizagdo de um exame clinico invasivo, e a respectiva resposta ao
relaxamento. Pretende contribuir para compreender diferengas entre os métodos de
intervencdo, entre horas do dia, idade das mulheres, bem como outras fontes de variabilidade.
Além disso, 0 acompanhamento das gravidas no parto permitiu introduzir uma componente
longitudinal no estudo, traduzida no registo dos dados do parto, do recém-nascido, e da
medicdo dos dedos de ambas as mdos da mae e respectivo filho. Estas medi¢des possibilitaram
a posterior determinagdo do rdcio digital 2D:4D e sua comparag¢dao com os niveis de hormonas
anteriormente avaliados no plasma materno e no liquido amnidtico, o que é feito pela
primeira vez e pode contribuir para maior compreensdo do balango entre efeitos genéticos

versus ambientais neste racio.

2.2 Hipoteses e objectivos

O conhecimento actual relativo a programacdo fetal, jd anteriormente sumariado na
Introducdo, ilustra a necessidade de investigar métodos de intervencdo que visem diminuir
eficazmente o stress sentido pela gravida e que, preferencialmente, sejam de facil
implementacdo, quer doméstica, quer no contexto da clinica. Por outro lado, ao nivel do RN,
vimos como é reconhecida a importancia de dispor de indicadores expeditos do grau de
exposicdo a androgénios durante o periodo antenatal. Com este pano de fundo, nesta tese

foram formuladas as seguintes hipdteses:
H1. Meia-hora de relaxamento é suficiente para baixar os niveis de ansiedade e de cortisol

H2. Ouvir musica é um relaxante mais eficaz do que ver revistas ou aguardar na sala de espera

junto a um familiar
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H3. A eficacia da intervencao destinada a relaxar ndo é constante ao longo do dia e varia com a
idade da gravida

H4. As concentracdes de cortisol e testosterona no plasma materno estdo correlacionadas com
as respectivas concentragdes no LA

H5. O racio digital 2D:4D nos recém-nascidos femininos é maior que nos masculinos

H6. O racio digital do recém-nascido esta correlacionado com o racio da mae

H7. O RD na mao direita do RN tem correlacdo com os niveis de testosterona no LA as 16-23
semanas

H8. Niveis de cortisol mais elevados no LA associam-se a RD mais baixo no RN

Para investigar estas hipdteses, foi concebido um estudo dividido em duas fases, cada uma
requerendo metodologias distintas. Os objectivos estabelecidos para cada fase baseiam-se nas
hipéteses acima enumeradas e foram os seguintes:

Fase 1l

1- Avaliar os niveis de cortisol e testosterona no plasma materno antes e apds uma
intervencdo relaxante

2 - Avaliar os niveis de ansiedade, na eminéncia de um evento stressante, antes e apds uma
intervencdo relaxante

3- Avaliar as diferengas entre as respostas a diferentes intervenc¢des relaxantes na mae:
musica, revista, sala de espera

4 — Avaliar a influéncia de varidaveis como a hora do dia, idade da mulher, uso de
auscultadores, idade gestacional e outras, no resultado das referidas intervencoes

5- Avaliar a associacdo entre niveis hormonais no plasma materno e no liquido amniético,

idade gestacional, escala de ansiedade, pulso, tens3o arterial e indice de Massa Corporal (IMC)

Fase 2
5- Caracterizar o racio digital (RD) 2D:4D no Recém-Nascido (RN) em ambas as maos
6- Investigar associacdes entre o RD 2D:4D do RN em ambas as maos e:

a) Niveis de testosterona no liquido amniético as 16-23 semanas

b) Niveis de cortisol no liquido amniético as 16-23 semanas

c) Niveis de cortisol e testosterona no plasma materno

d) Récio digital na mde em ambas as maos
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2.3 Estrutura Geral da Tese

Apresenta-se inicialmente o estado da arte que consubstancia teoricamente os temas
desenvolvidos e as hipoteses formuladas. Na Metodologia é apresentado o desenho
experimental do estudo tendo em conta os objectivos e as variaveis utilizadas (questionario de
Spielberger, pulso, tensdo arterial, intervencdes, colheitas de sangue e de liquido amnidtico). O
calculo do tamanho da amostra e os aspectos laboratoriais estdo descritos em detalhe e
anexados em apéndice, apresentado no fim. A apresenta¢do de Resultados estd organizada em
duas fases: a primeira fase, relativa a intervencdo antes da amniocentese, e a segunda fase,
relativa as medi¢Oes efectuadas no pds-parto. A Discuss@o estd organizada em subcapitulos,
indo ao encontro das hipdteses principais sob investigacdo e englobando parcialmente os
trabalhos publicados, resultantes directamente dos dados obtidos na tese. As limita¢des do
estudo, contribuicdo para a ciéncia, conclusGes e perspectivas sdo apresentadas em Notas
finais, seguido das Referéncias bibliogrdficas. Em Apéndice apresentam-se também os

documentos de suporte a colheita de dados.
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3. Métodos

O planeamento da metodologia de intervengao utilizada na Fase 1 do estudo teve em conta a facilidade da
sua aplicacdo clinica. Admite-se que possa ser de menor eficacia quando comparada com outras formas de
intervencdo relaxantes (yoga, massagem por especialista, visualizacdo guiada, etc.), contudo, menos

acessiveis ou de menor facilidade de utilizagao.

3.1 Calculo da amostra inicial

O tamanho minimo da amostra mereceu atengdo especial no inicio deste estudo. A metodologia para o
determinar depende, em geral, das perguntas colocadas e das analises estatisticas a efectuar. Os aspectos
técnicos do assunto sdao abordados no Anexo I. Concluiu-se que para a investigacao levada a cabo nesta
tese, uma amostra total com n=180 deveria detectar diferencas moderadas entre médias (por exemplo, a
variagdo média do nivel de cortisol em cada grupo de intervenc¢do por relaxamento) com 85% de poténcia,
para variaveis de natureza tdo dispar como o nivel hormonal e a resposta a testes psicolégicos. A mesma
dimens3ao amostral aparenta também poder detectar, com poténcia superior a 80%, associa¢des globais
moderadas ou fortes entre as principais varidveis em estudo. Para diferencas pequenas e associa¢des
fracas, uma amostra com n=180 pode ter poténcia um pouco inferior a 80% e, neste caso, o aumento da
poténcia aparenta requerer um incremento desproporcionado do tamanho da amostra. Contudo, para
além das dificuldades praticas e financeiras colocadas por um grande aumento da amostra, muitas vezes é
guestionavel o significado clinico ou fisiolégico de efeitos pequenos e de associacdes fracas entre varidveis.
A Tabela I-2 do Anexo |, por exemplo, sugere que n=180 permite detectar uma diferenca de 40 nmol/L na
variacdo de cortisol entre grupos, com poténcia de P=80%. Contudo, para se conseguir detectar uma
diferenca de 30 nmol/L com o mesmo P, a amostra teria de ser n > 315. E discutivel, contudo, se uma
diferenga média de 30 nmol/L entre grupos tem significado fisioldgico, quando o nivel médio do cortisol a
partida era de 680,4 nmol/L (Tabela I-1, Anexo I). Em termos praticos, uma amostra minima com um

tamanho de n=180 foi tomada como referéncia orientadora.

3.2 Participantes e recrutamento

As participantes na primeira fase deste estudo foram seleccionadas entre a populagdo de gravidas
encaminhadas por médicos do préprio servico ou por outros médicos do servigo publico ou privado, que
habitualmente recorre ao HDE para realizar diagndstico pré-natal (DPN). As participantes na segunda fase
foram recrutadas entre as que participaram na primeira fase e que manifestaram intencdo de ter parto no

Hospital Dona Estefania (HDE).
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Todas as gravidas que pretendiam fazer amniocentese no HDE eram agendadas para uma consulta prévia
onde era avaliada a situacdo clinica e os exames da gravidez. Era dada informacdo sobre o procedimento,
riscos e recomendacdes e era solicitada assinatura de consentimento informado para fazer ou nao

amniocentese, apds esclarecimentos.

O recrutamento para este estudo foi efectuado pela propria investigadora nas consultas de Diagndstico
Pré-Natal (DPN) do HDE entre Novembro de 2009 e Janeiro de 2011. Foi dada informac&o sobre o estudo a
331 gravidas, mas participaram apenas 188 gravidas (Capitulo 4). Os seus dados foram recolhidos e
registados em ficha individual (Anexo lll) e transcritos para base de Excel®. Apds a amniocentese, as
gravidas que manifestavam intengao de ter o parto no HDE, eram convidadas a participar na segunda fase
do estudo. Os nomes eram integrados numa lista afixada no Bloco de Partos, Enfermaria de Puérperas e
Neonatologia e verificada regularmente a sua presenga no internamento. Os dados referentes aos partos

fora do HDE (n=60) e respectivos recém-nascidos foram obtidos por contacto telefénico com as maes.

Critérios de Inclusdo

Foram consideradas apenas gravidezes simples, com fetos estruturalmente normais (confirmado por

ecografia prévia de datagdo e avaliagao no primeiro trimestre) e com fluéncia na lingua portuguesa.

Critérios de Exclusdo

Foram excluidas gravidas sob medicagdo psiquiatrica, esterdides ou outra medicacdao além de vitaminas,
com doencas crénicas, com fobia de agulhas, fumadoras, sujeitas a técnicas de reproducdao medicamente
assistida, ou com indicacdo para amniocentese além de idade materna ou rastreio bioquimico positivo, e

ainda patologia materna ou fetal posteriormente detectada.

Consentimento informado

O consentimento informado correspondente a cada uma das fases do trabalho era assinado
respectivamente no dia da amniocentese, apds conversa inicial para renovar esclarecimentos (Fase 1) e
antes de proceder a medicdo e registo dos racios digitais das maes e respectivos recém-nascidos (RN) apds

o parto (Fase 2) (Anexo Ill).

Comissdo de ética

O projecto inicial e a adenda submetida mais tarde, correspondente a reformulacdo da segunda fase do
estudo, foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital nas seguintes datas: 1 Junho 2006 e 15 Julho 2010

(Anexo IlI).
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Realizagao da Amniocentese
A amniocentese (AC) era realizada imediatamente apds concluido o periodo de intervenc¢do no grupo de
estudo, de acordo com agendamento prévio feito com base em critérios clinicos (idade gestacional, motivo

da amniocentese). A medi¢do da Frequéncia Cardiaca Fetal (FCF) era feita por ecodoppler antes e depois da

AC.

Aleatorizagao por grupos de intervengao

A aleatorizagdo das participantes foi feita alocando sequencialmente cada mulher a um grupo, usando um
gerador aleatodrio de algarismos entre 1 e 9 (1 a 3: musica, 4 a 6: revista, 7 a 9: aguardar na sala de espera),
e mantendo a sequéncia manhd/tarde. A sequéncia manh3&/tarde, contudo, n3o foi sempre respeitada, por

guestdes de agendamento do servigo.

Controlo de qualidade das colheitas

O controlo de qualidade de todo o procedimento foi feito por um dos co-orientadores. Foi ainda solicitado
pontualmente a observadores externos que presenciassem algumas sessOes e exprimissem depois o seu
parecer quanto a adequacdao dos procedimentos. Foram feitos inicialmente pequenos ajustes de

abordagem, baseados nalgumas sugestdes.

Seguidamente apresentam-se os Protocolos aplicados nas duas Fases do estudo, descrevendo-se depois os

detalhes das vdrias etapes de cada Protocolo.

3.3 Protocolo da Fase 1

A chegada da gravida, apds assinatura do consentimento informado e colher informacdo sobre dados
epidemioldgicos, covaridveis, idade materna e gestacional, era avaliada pressdo sanguinea arterial e pulso.
Era em seguida dada instrucdo sumaria sobre o preenchimento do questionario de avaliagdo do estado e

traco de ansiedade de Spielberger (vér descricdo abaixo).

Posteriormente, uma veia perfiférica do braco ndo dominante era canalizada e colhidos 4,9 ml de sangue.
(vér Anexo Il “Procedimentos laboratoriais”). As participantes eram entdo alocadas a um grupo durante 30
min, de acordo com aleatorizagdo prévia que originou uma ordem escrita num cartdo com o nimero da
participante, e incluida no dossier individual com as folhas de inquérito e de registo de dados. Havia trés

grupos de intervencdo: 1. Ouvir musica sentada, previamente escolhida a partir de um CD de demonstracdo
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dos diferentes tipos de musica, com 3 min de duracdo; 2. Lér revistas de decoracao sentada; 3. Aguardar

sentada na sala de espera junto de um familiar ou amigo.

Apds o periodo de 30 min, uma segunda amostra de sangue era colhida conectando directamente um tubo
colector ao catécter previamente introduzido. O pulso e a pressao arterial eram novamente medidos, e o
qguestionario de estado e traco de ansiedade de Spielberger novamente preenchido. O catéter venoso era
entdo retirado e a gravida passava para a sala de realizacdo da amniocentese. A frequéncia cardiaca fetal
era obtida por ecodoppler e registada em fotografia antes e depois do procedimento. Na amniocentese,
dos habituais 12-17 ml de liguido amnidtico colhidos para cariotipagem eram retirados 2-4 ml para
determinagao do cortisol e testosterona. As amostras de plasma resultantes da centrigugacao e as do
liquido amnidtico eram subdivididas em aliquotas de 1 ml, catalogadas e guardadas em recipiente com gelo
e depois armazenadas a -802C até a realizagao dos ensaios clinicos. O Anexo Il descreve os procedimentos

laboratoriais subsequentes.

3.4 Protocolo da Fase 2

Apds o parto, eram colhidos dados referentes a data e hora, idade gestacional, tipo de parto e parametros
do recém-nascido. Um consentimento esclarecido e aprovado pela comissao de ética era obtido das maes.
Com a colaboragdo de enfermeiras e da neonatologia, eram obtidas fotocépias de ambas as maos dos
recém-nascidos e suas maes antes da alta hospitalar, para posterior medi¢dao dos dedos e calculo dos racios

digitais 2D:4D. Uma craveira digital com precisdo até 0,01mm foi utilizada para as medicses.

Descrevem-se em seguida mais pormenorizadamente as vdrias passagens dos Protocolos supra-

mencionados.

3.5 Grupos de Intervencao

Mdsica

Era solicitado a todas as gravidas que ficassem confortavelmente sentadas com as luzes acesas. A musica
era ouvida através de colunas ou de auscultadores com igual poténcia, numa intensidade regulada de
acordo com a preferéncia de cada participante. A escolha da musica teve em conta a sua aplicabilidade em
ambientes clinicos, ou em qualquer sala de espera de servicos médicos com diversos ocupantes e nao
apenas em mulheres gravidas, pelo que as musicas escolhidas foram comerciais e maioritariamente

conhecidas.
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Selec¢cao musical

Os quatro tipos de musica foram recolhidos a partir de musicas comercializadas, com ritmo e melodia
relaxante, quer moderna com voz (A), moderna instrumental (B), classica instrumental (C) ou jaz com voz
(D). Esta selecgdo final (Anexo Ill) resultou de uma pré-seleccdo avaliada por diferentes pessoas do sexo
feminino e masculino, gravidas ou ndo, que emitiram o seu parecer. Um CD de demonstracdo de 3 min com
4 exemplos de cada tipo de musica possivel era previamente ouvido pelas participantes do grupo “musica”
para estas poderem escolher. Foram utilizadas colunas de 15Wats entre 45 a 65 decibeis (dB), ou
auscultadores com poténcia de saida correspondente. A musica era ouvida alternadamente através de

colunas ou através de auscultadores.

Revista

As revistas utilizadas foram trés revistas genéricas de decoracdo (Casa dez, House traders, Casas de
Portugal), com contetddos neutros ndo relacionados com criangas, maternidade ou parto. A todas as

gravidas foi pedido para ficarem confortavelmente sentadas e com as luzes acesas.
Sala de Espera

As gravidas alocadas a sala de espera ficavam confortavelmente sentadas e acompanhadas por familiar ou
amiga. No final dos 30 min, eram novamente encaminhadas para a sala de procedimentos para completar o

estudo.

3.6 Questionario de Spielberger - State and Trait Anxiety Inventory - STAI-S e STAI-T

Na sua forma final (Spielberger 1983) este questionario € um manual de avaliacdo da ansiedade com dois
guestionarios, o STAI-S (Estado) e o STAI-T (Trago), ambos contendo 20 itens de auto-avaliagdo. Os
sentimentos de ansiedade sdo pontuados por uma escala de Likert de 4 niveis, variando de “ndo” a “muito”
(Estado) ou “quase nunca” a “quase sempre” (Trago). Os valores finais do STAI variam de 20 a 80, com
valores elevados associados a altos niveis de ansiedade. O valor 40 é habitualmente utilizado como critério
cut-off de estar ansioso (= 40) ou ndo estar ansioso (< 40), porque tem apresentado boa correlagdo com a
clinica (Ng et al 2004, Sarkar et al 2006). O STAI foi adaptado para mais de 50 linguas e paises diferentes e é

hoje amplamente aplicado quer na investigacdo, quer na pratica clinica.

Em Portugal, a versdo experimental do STAI foi aplicada a 1018 estudantes universitarios, dos quais 826
eram do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 18 e os 30 anos. Os valores médios para o
STAI-S foram 37 e 40 no sexo masculino e feminino, respectivamente, e para o STAI-T foram 39 e 42 (Daniel

2003). O processo de adaptacdo e validagdo foi liderado em Coimbra por Ponciano e colaboradores
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(Ponciano et al 2005a,b), mas outros autores contribuiram trabalhando em versdes experimentais (Silva et
Campos 1999) e aplicando o questionario em varias populagdes, diferentes regides do pais (Rodrigues et al
2006, Medeiros et al 2006, Matias et al 2006) e em varios contextos (Lopes et al 2002, 2004, Medeiros et al
2004, Cardoso et al 2005, Daniel et al 2006). O resultado final é a versdo utilizada neste estudo. E
importante que o STAI traduza as caracteristicas especificas de cada pais, pelo que existe também um STAI

validado para a lingua portuguesa no Brasil (Biaggio et al 1977, Goresnstein et Andrade 1996).

O questionario de auto avaliagdao de Charles Spielberger adaptado e validado para portugués de Portugal,

era aplicado em dois tempos:

19. Apds colheita inicial de dados epidemioldgicos e avaliagdo dos parametros vitais, era explicado o
objectivo do inquérito e solicitado o preenchimento com circulo ou cruz nas opgdes que mais se
adequassem ao sentir da participante, sem pensar muito tempo sobre as escolhas: primeira pagina “como
se sente agora, neste preciso momento”, segunda pdgina “como se sente habitualmente no seu dia-a-dia”.
Apds completado o preenchimento, era verificado se todas as alineas tinham sido contempladas. Caso

alguma estivesse em branco, solicitava-se o seu preenchimento.

29, Apds avaliagdo dos parametros vitais no final do periodo de 30 min, era solicitado novo preenchimento

do questiondrio, sendo os procedimentos idénticos aos descritos anteriormente.

Critérios de exclusdo relacionados com o questionario:

As afirmacgGes do STAI traco e estado pressupdem um conhecimento da lingua do pais em que estd a ser
aplicado e uma boa integragdo nos hdbitos sdcio-culturais especificos. Algumas das participantes eram
oriundas de outros paises, mas residiam em Portugal ha varios anos estando bem integradas na sociedade
e dominavam a linguagem oral e escrita. O conhecimento inadequado da lingua foi motivo de exclusdo na

participacdo. O preenchimento incompleto eliminava o teste.

Grelha de classificacao

A grelha de classificagdo para a versdo portuguesa resultou dos trabalhos de E Ponciano e colaboradores
(Ponciano et al 2004, 2005; Daniel et al 2006; Daniel 2003) e estd incluida no Anexo lll. Era somada a

pontuacdo obtida em cada questiondrio e registada na folha de colheita de dados.

3.7 Varidveis fisiologicas

Pulso e Pressdo Arterial da gravida antes e depois da intervencdo: a avaliacdo do pulso e da pressao arterial

(PA) sistdlica e diastdlica era feita a todas as participantes por medicdo automatica através de Dinamap
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Procare 100, da General Electrics, com sistema de impressdo de dados incorporado, o que permitiu guardar

registo escrito de todas as medigoes.

As medigdes eram feitas duas vezes:

12, apds a conversa inicial onde se davam esclarecimentos suplementares sobre o estudo e apds a
assinatura do consentimento informado para participacao.

22, apds terminado o periodo de intervencdao com a duracdo aproximada de 30 min quer no gabinete
ouvindo musica ou lendo revistas, quer na sala de espera aguardando junto de acompanhante. O pulso e a

PA eram registados simultaneamente pelo mesmo aparelho.

3.8 Indice de Massa Corporal (IMC)

A férmula peso/(altura)?, foi utilizada para calcular o IMC a partir do peso (em Kg) e da altura (em metros)
estimados no inicio da gravidez. O IMC na grdvida ndo pode ser calculado através desta féormula, pois
apresenta variaveis (peso do LA e do feto) que ndo sdo contempladas. Os calculos do IMC efectuados com o

“peso actual da gravida” foram apenas utilizados para avaliar associac¢oes.

3.9 Frequéncia Cardiaca Fetal (FCF)

A relagdo entre frequéncia cardiaca e processos de cognicao esta bem estabelecida em criangas e adultos,
mas em fetos requer mais valida¢do (Sandman 2010, Kisilevsky et Hains 2010, DiPietro et al 2004). Foi
avaliada e registada a FCF antes e depois da amniocentese. Os resultados foram comparados entre si, com

a FC materna e com os valores hormonais no LA (vér Capitulo 4).

3.10 Registos

Registo de dados apds o parto

Os dados relativos ao parto (Idade Gestacional, Peso ao nascer, Indice APGAR, tipo de parto, entre outros) e

as medi¢Oes do rdcio digital da mae e do RN eram registados numa base de dados em Excel (microsoft ®).

Registo dos dedos para cdlculo do racio digital 2D:4D

Foi inicialmente estimado que pelo menos 1/3 da amostra inicial (cerca de 60 gravidas) teria de participar
na segunda fase para o projecto poder realizar-se. Participaram 108 (sendo duas posteriormente
eliminadas). Os rdcios da mde e do RN foram registados em fotocdpia para arquivo e posterior leitura.

Todas as maes assinaram folha de consentimento informado.
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Nota: o projecto da Fase 2 e a respectiva folha de consentimento referia a medigdo directa dos dedos do
RN, o que na realidade ndo aconteceu por se ter constatado que, além do erro induzido pelos constantes
movimentos da crianca, a craveira digital dispunha de pontas muito afiadas, sendo perigosa a sua
utilizacdo. Esse facto foi esclarecido as maes sempre que solicitado. Ndao houve objeccbes a medicdo por

copia.

Método de registo das maos

1. Maes: colocando ambas as palmas das mdos em simultaneo com ligeira pressdao sobre o prato de
uma fotocopiadora e com os dedos direitos, para que o sulco mais inferior e a ponta de ambos os
dedos a avaliar (22 e 49) ficassem bem visiveis.

2. RN: era solicitada colaboragdo da enfermagem para sustentar o RN em decubito ventral e assim
posicionar de forma confortavel e adequadamente uma e outra mao, em tempos separados, em
cima do prato.

3. Apods posicionadas, era colocado tecido opaco por cima das maos no prato da fotocopiadora, para

gue a luz branca ficasse contida e ndo afectasse os observadores.

Técnica da fotocdpia
1. Face ventral da mao direita e
2. Face ventral da m3o esquerda
3. Unir os quatro dedos (22-59), assentar a face ventral no ecr3, fazer ligeira pressado sobre o vidro
4. A fotocépiatem de ter o desenho dos topos dos dedos e a sua base de implantacdo (Figura 3.1)
5. Para medir: marcar a parte média do sulco na base do dedo mais proximal a palma da mao até ao

topo do dedo (ndo a unha) em milimetros

Método para medic¢do do racio digital 2D:4D
A medicdo do dedo indicador e do anelar foi feita por dois observadores independentes, de acordo

com os seguintes critérios:

1. Usando uma craveira digital com duas casas decimais, mediu-se no papel a distancia entre a parte
média do sulco digitopalmar mais inferior e a parte média da ponta do dedo (Figura 3.1).
2. O resultado do récio 2D:4D foi obtido dividindo a medida do indicador (22 dedo) pela do anelar (42

dedo) de cada mao.
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Figura 3.1 — Medicao dos dedos indicador e anelar.

3.11 Analise estatistica

As principais varidveis do estudo foram comparadas com a distribuicdo Normal para se identificarem
desvios significativos a mesma. Inspeccionou-se visualmente os seus histogramas e estatisticas de
assimetria (skewness) e achatamento (kurtosis). Foram também efectuados testes de rotina (Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk) (Conover 1999) quando julgado necessario. Quando as varidveis mais desviadas da
Normal estiveram envolvidas em testes com pressupostos de normalidade, trabalhou-se com a
transformacdo logaritmica da varidvel, sempre que esta se revelou normalizadora. Quando isso ndo
aconteceu ou quando julgado apropriado, optou-se por testes ndo-paramétricos, sem pressupostos de
normalidade.

Neste estudo efectuaram-se dois tipos principais de analises estatisticas:

Comparagdes entre médias

A comparacdo entre médias foi em geral efectuada por analise de variancia (ANOVA), sendo o teste t-
student (t-teste), um caso particular da ANOVA, usado para comparar duas médias. O t-teste foi usado na
versdao para amostras independentes ou emparelhadas, conforme apropriado. Quando as comparacgoes
envolveram varidveis ndo normais, optou-se pelo teste Mann-Whitney em substituicdo do t-student. Para
comparar proporgdes, usou-se o teste exacto de Fisher. Quando se pretendeu expurgar o possivel efeito
confundidor de uma variavel continua transversal a varios grupos cujas médias estavam sob comparacao,
utilizou-se andlise de covariancia (ANCOVA). A ANCOVA foi também usada para comparar rectas de

regressao, nomeadamente para testar se os declives eram diferentes entre si (Zar 2007). Na Fase 2 deste
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estudo, houve ainda necessidade de usar a adaptacdo da ANOVA ao estudo da ‘repetibilidade’ de
observagdes (i.e., avaliar os erros de medicdo inter-observador, quando varios observadores medem a

mesma coisa).

Quando é necessario comparar as médias de trés ou mais grupos e os dados ndo se desviam
significativamente da normalidade, a ANOVA é o procedimento de eleicdo que impede a inflacdo da
probabilidade (o) de cometer o erro do Tipo | (o, habitualmente =0,05, é a probabilidade de rejeicdo da
hipétese nula quando esta é verdadeira). Identicamente, quando é necessario efectuar uma sequéncia de
ANOVAs, a probabilidade o amplia-se e rapidamente ultrapassa 0,05. Como medida de seguranga, a
sequéncia de ANOVAs deve ser antecedida de uma MANOVA (Multivariate Analysis of Variance). Uma
MANOVA significativa, indica que pelo menos uma das ANOVAs sera significativa e esta conclusdo é obtida

com garantia de que a se mantem igual a 0,05. Este procedimento foi usado sempre que necessario.

Estudo de associagOes entre varidveis

A primeira abordagem ao estudo de associa¢des entre duas varidveis foi feita pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) e por regressdo linear simples; na regressdo apresenta-se o coeficiente de
determinacdo (r?), o qual representa a propor¢ao da variabilidade da varidvel dependente (eixo dos yy) que
é explicada pela (s) variavel (eis) independente (s) (eixo dos xx). Para associacdes entre mais de duas
variaveis deu-se preferéncia a andlise de regressdao multipla. A analise de regressao foi efectuada de forma
hierdrquica (multi-level) quando apropriado, em particular na construcdao de modelos explicativos com

multiplas variaveis independentes.

Usou-se rotineiramente o valor critico p<0.05 como delimitador do que tem significado estatistico,
assinalando-se como altamente significativo valores p<0.001. Todos os métodos usados estdo descritos em
manuais estatisticos habituais (Sokal et Rohlf 1995, Conover 1999, Draper et Smith 1998, Zar 2007). A

generalidade das analises foi efectuada em Microsoft®Excel® e em IBM®SPSS Inc® v. 19.
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Amostra — Fase 1

Entre Novembro de 2009 e Janeiro de 2011, foram contactadas e informadas do estudo 331 grdvidas.
Destas, 79 apresentaram critérios de exclusdo, predominantemente por causas patoldgicas (alteracdes da
tiroide, asma, doencas autoimunes, entre outras); 39 ndo puderam ser incluidas, maioritariamente devido a
dificuldade de agendamento e 25 recusaram participar (Figura 4.1). Integraram o estudo 188 gravidas;
quatro foram posteriormente excluidas por patologia ou por estudo incompleto. A dimensdo definitiva da
amostra com dados demograficos completos, dados hormonais no plasma e dados de ansiedade foi de 184

gravidas; em 167 destas foi possivel fazer doseamentos hormonais no liquido amnidtico (LA).

Das 184 participantes, 70 ouviram musica, 57 leram revistas e outras tantas aguardaram na sala de espera.
A musica foi ouvida através de colunas em 36 casos e por auscultadores em 34. A sequéncia manha/tarde
ndo foi sempre respeitada no agendamento do servigo, pelo que houve mais casos de manha do que de

tarde (101 das 8 as 12h, 83 das 12 as 15h) (Figuras 4.2, 4.3).

Os dados dos partos foram obtidos a partir dos registos oficiais do HDE. Em 60 casos o parto ocorreu noutra
maternidade. Os dados destas mulheres foram obtidos por contacto telefénico; em trés casos foi
impossivel o contacto, ndo havendo informagdo. Em trés outros, mantiveram-se os dados da mae por
apresentarem todos os parametros dentro da normalidade, mas os dados referentes ao feto/RN foram
eliminados pelas seguintes razdes: morte fetal in-Utero as 35 semanas por pré-eclampsia arrastada, parto
espontaneo as 24 semanas e 3 dias com morte neonatal precoce, e feto com mosaico 46xyT20, com 92%

probabilidade de ser sauddvel, mas em que o casal optou por interromper a gravidez.
Amostra — Fase 2

Das 184 grdvidas participantes na Fase 1, 106 participaram também na Fase 2 do estudo (Figura 4.4). A
maioria das auséncias foi devida ao facto do parto ter ocorrido noutra maternidade. Ndo houve
enviesamento conhecido na formagdo da amostra da Fase 2, no entanto, para verificar se esta era
representativa da amostra usada na Fase 1, compararam-se as médias das varidveis mais relevantes
(capazes de criar confundimento e influenciar os resultados da Fase 2), entre a amostra de 106 pares de
mae-filho e a amostra que |he serviu de base (n=184) (Tabela 4.1), concluindo-se que a primeira ndao
apresenta diferencas significativas relativamente a segunda. Dispunha-se de doseamentos hormonais no LA

para 100 destas 106 participantes na Fase 2.
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n=331

Mulheres que receberam informagdo

—> n =79 C/critério exclusdo

7 Medicagdo psiquiatrica

38 Patologia médica

13 Fumadoras

2 C/feto anémalo

7 Técnicas de reprodugdo assistida
7 C/fobiade agulhas

5 Portugués insuficiente

3 Impossibilidade de canalizar veia
36 Dificuldade de agendamento

—> n =39 N3o incluidas
—> n =25 Recusaram
n= 188

Grdvidas participantes aleatorizadas

4 C/ restri¢bes de tempo

10 Né&o interessadas

9 Recusaram amniocentese

2 Queriam escolher grupo de participagao

FASE 1

Participam no ensaio sobre relaxamento

n=184

\
n=70 Musica n=57 Revista
41 manha 32 manh3
29 tarde 25 tarde

_

2 Impossibilidade de concluir estudo

—> n =4 Posteriormente excluidas —> Patologia

n=57 Sala espera

28 manha
29 tarde

n= 184 Candidatas a FASE 2

Figura 4.1 Fluxo de progresso na selec¢dao da amostra para a Fase 1 do estudo
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eModerna *Moderna
Manhs Tarde ¢/ Voz Instrumental
n=41 n=29 18 1 5
Revista Manh3a Tarde N
n=57 n=32 n=25 1 1 W 2 6
Manha Tarde
¢Classica eJazc/ Voz
n=28 n=29 Instrumental
Figura 4.2 Distribuigao por grupos. Figura 4.3 Distribuicdo das escolhas musicais

n= 184 Candidatas 3 FASE 2

n=60 ¢/ parto fora do HDE
n=12 perdidas parao estudo
—_— - - .

n=78 ndo incluidas ?| n=3 feto morto ou aborto

n=3 incontactaveis

W

FASE 2 n= 106
Pares m3e-RN

——— n=6semdados de hormonas no LA

n= 100
Pares mae-RN com LA

Figura 4.4 Fluxo do progresso de seleccdo da amostra na Fase 2 do estudo.

67



Resultados

TABELA 4.1 Comparacdo da amostra das Fases 1 e 2 quanto as médias (desvio-padrdo) das variaveis
indicadas. Apresenta-se o p-value da comparagdo feita entre as médias com os testes indicados. Nao se

detectaram diferencas significativas entre as duas amostras para nenhuma varidvel (p>005).

Variavel Fase 1, n=184 Fase 2, n=106 p Teste
Idade das mdes (anos) 37,7 (2,9) 37,7 (2,8) p=0,999 t-student
Idade gestacional na
17,3(1,2) 17,2(1,1) p=0,482 t-student

amniocentese (semanas)
Semanas de gestagédo no

39,3(1,2) 39,4 (1,27) p=0,507 t-student
parto
M 3395 (482) 3399 (507) p=0,963 t-student
Peso no parto (g)
F 3136 (459) 3086 (495) p=0,541 t-student
M 51% 49%
Sexo p=0,42 Fisher
F 49% 51%
STAl-estado 43,4 (11,3) 43,1(11,6) p=0,829 t-student
STAI-traco 35,4 (8,9) 34,6 (10,2) p=0,486 t-student
Cortisol no plasma
P 578 (216) 604 (225) p=0,332 t-student
(nmol/L)
Cortisol no LA (nmol/L) 18,3(9,0) 17,8(8,3) p=0,646 t-student
Testosterona no plasma )
1,65 (0,87) 1,70(0,80) p=0,499 Mann-Whitney
(nmol/L)
Testosteronano M 0,83(0,4) 0,86 (0,4) p=0,29 Mann-Whitney
LA (nmol/L) F 0,34 (0,31) 0,34 (0,33) p=0,39 Mann-Whitney

4.1 Estatistica descritiva - Fase 1

As Tabelas 4.2A e 4.2B apresentam estatisticas descritivas da amostra de 184 grdvidas. A idade média das
participantes foi de 37,7 anos (desvio-padrdo dp=2,9; min-max: 26,8-43,9 anos) e a sua idade média de
gestacdo foi 17,3 semanas (dp=1,2). Em 90,3% dos casos as mulheres eram caucasianas e apenas 6,5%
tinha escolaridade inferior ao 92 ano. O indice de massa corporal (IMC) das mulheres aumentou em média
1 ponto (24,2 para 25,2) desde o inicio da gravidez. A chegada, as gravidas tinham um pulso médio de 84,8
ppm (dp=10,4), o qual baixou para 79,5 (dp=9) apds a intervencao de relaxamento de 30 min. A pressdo
arterial (PA) sistdlica e diastdlica também baixou entre a chegada e o fim da intervencdo: a PA sistdlica
média passou de 108,7 para 103,0 e a diastélica de 60,0 para 57,8. O nivel médio de ansiedade estado

(STAI-S) e trago (STAI-T) aquando da chegada ao hospital, avaliado pelo questionario de Spielberger,
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indicava, respectivamente, 43,4 (dp=11.3) e 35,4 (dp=8,9). Ambos os valores médios baixaram,

respectivamente, para 37,3 e 34,0 depois da intervencao.

O valor médio de concentracdo de cortisol no plasma das gravidas a chegada foi 577,8 nmol/L (dp=216),
ndo havendo diferenca significativa entre os sexos dos fetos (feminino e masculino, respectivamente, 578,8
e 579,8 nmol/L; t-teste=0,03, p=0,98). Depois da intervengdo, o valor médio de concentracdo de cortisol
desceu para 541,3 nmol/L (dp=219,9). O valor médio do cortisol também variou com a hora do dia e com o
STAI-S. De manha3, nas gravidas com STAI-S>40 foi 639,5 (dp=215,8, n=54), nas gravidas com STAI-S <40 foi
605,5 (dp=223, n=47). A tarde, em STAI-S >40 foi 545,1 (dp=226,6, n=42) e em STAI-5<40 foi 498,3 (dp=167,
n=41). A concentra¢do de cortisol ndo se correlacionou com a idade da mae (r=0,05; p=0,55). Contudo,
encontrou-se correlagdo positiva dos valores do cortisol com a idade gestacional quer de manha (r=0,17

p=0,009), quer de tarde (r=0,20, p=0,07).

O valor médio de testosterona no plasma a chegada foi 1,65 nmol /L (dp=0,87), também sem diferenca
significativa entre os sexos dos fetos (feminino e masculino, respectivamente, 1,71 e 1,61 nmol/L; t-teste
com dados logaritmizados = 0,026, p=0,98). Apds a intervengdo, o valor médio de testosterona no plasma
desceu para 1,61 nmol/L (dp=0,87). A testosterona no plasma da m3e quando os fetos eram do sexo
feminino, mostrou correlacdo positiva com a idade gestacional mas apenas até as 18 semanas (r=0,25,

p=0,037) e correlagdo negativa com a idade materna (r=- 0,312, p<0,001).

A maioria das colheitas de LA para doseamento hormonal realizou-se de manha (101 amostras até as 12h,
81 no periodo 12-15h, tendo-se utilizado no estudo, respectivamente, 93 e 74 amostras). A concentragao
média de cortisol no LA foi de 18,3 nmol/L (dp=9), mais de 30 vezes inferior a que foi encontrada no plasma
da mde. Quanto a testosterona no LA, apresentou um valor médio de 0,58 nmol/L (dp=0,43), quase trés
vezes inferior a concentra¢do no plasma materno. Observou-se uma diferenca significativa entre os sexos
guanto a concentragdo média de testosterona no LA (femininos e masculinos, respectivamente, 0,32 e 0,82
nmol/L (t-teste= 9,7; p<0,001)). Cerca de 51% dos fetos eram do sexo masculino (94 M: 90 F) (Tabela 4.2B).

Os partos foram eutécicos em 47,8% dos casos, por cesariana em 35,2% e distécicos em 14,3%.

A distribuicdo das principais variaveis analisadas foi comparada com a distribuicdo Normal. A maioria ndo
apresentou desvios visualmente significativos (Figura 4.5). Algumas, contudo, sdo assimétricas e nao
passam testes estatisticos de normalidade. Uma transformacdo logaritimica tem um forte efeito
‘normalizador’ na maioria - é o caso do STAI-T, da concentracdo de testosterona no plasma, e da
concentracdo de cortisol no LA. Saliente-se contudo que, ao longo do estudo, foi possivel constatar que as
principais conclusdes a que se chegou permanecem qualitativamente as mesmas, quer quando as variaveis

sdo transformadas quer quando nao sdo, evidenciando robustez.
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Tabela 4.2A Estatistica descritiva das principais varidveis.

Média Desv-Pad Min-Madx Mediana Quartis (25-75%)

Idade materna (anos) 37,7 2,9 26,8-43,9 38 36,35-39,6
Idade gestacional na amniocentese 17.3 12 15,7-23.6 17 16,6-17,6
(semanas)

IMC (Kg/m?2) pré gestacdo 24,2 4,0 17,6-43,7 23,1 21,7-26,2
IMC (Kg/m2) na amniocentese 25,2 4,0 18,37-41,4 24,4 22,4-27,2
Pulso inicial 84,8 10,4 61-114 84,0 77-91
Pulso final 79,5 9,0 50-102 79,0 74-86

Pressdo Arterial

Sistélica a chegada 108,7 13,0 71-157 109,0 99,3-117,0
Sistélica final 103,0 12,7 79-144 102,0 95-110
Diastdlica a chegada 60,0 8,5 33-78 59,5 54,0-66,0
Diastdlica final 57,8 8,3 43-84 57,0 52-63,8

Escala de ansiedade Spielberger (STAI)

Estado antes 43,4 11,3 20-76 41 35-52

Estado depois 37,3 11,5 20-77 35 30-45

Trago antes 35,4 8,9 21-75 34 30-40

Traco depois 34,0 91 20-72 33 27-39
Plasma materno

Cortisol inicial (nmol/L) 577,8 216,0 179,4-1333,5 540,8 408,7-694,1

Cortisol final (nmol/L) 541,3 219,9 198,5-1350,2 500,2 372,0-679,5

Testosterona inicial (nmol/L) 1,65 0,87 0,29-6,90 1,46 1,05-2,05

Testosterona final (nmol/L) 1,61 0,87 0,27-6,05 1,47 0,99-2,00
Minutos entre 12 e 22 colheita de sangue 33 3 25-48 32 30-35
Minutos entre 22 colheita e amniocentese 28 18 5-125 24 17-34
Liquido amnidtico

Cortisol (nmol/L) 18,3 9,01 5,2-56,6 16,1 12,3-23,0

Testosterona masculinos (nmol/L) 0,82 0,39 0,00-2,06 0,75 0,63-1,0

Testosterona femininos (nmol/L) 0,32 0,3 0,00-1,43 0,27 0,08-0,52
Frequéncia cardiaca fetal antes 148 8,1 113-167 148 143-154
Frequéncia cardiaca fetal depois 148 7 123-164 149 143-152
Idade gestacional no parto (semanas) 39,3 1,2 34,9-41,7 39,4 38,5-40,3
Peso a nascenca (g)

masculino 3395 482 2180-4610 3440 3083-3710

feminino 3136 459 1725-4270 3135 2868-3438
Horas entre nascer e medi¢ao 2D4D 39,2 60,4 2,4-541,3 27,3 14,3-45,3
Réacio 2D:4D

masculino - mdo direita 0,94 0,04 0,86-1,06 0,94 0,92-0,97

mao esquerda 0,92 0,04 0,84-0,99 0,93 0,90-0,95
feminino - mao direita 0,95 0,04 0,85-1,04 0,95 0,93-0,99
mao esquerda 0,95 0,04 0,85-1,04 0,95 0,93-0,98
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Tabela 4.2B Estatistica descritiva das principais variaveis

% n
Hora da colheita de LA
8:30-10:00h 39,6 73
10:00-12:00h 16,4 30
12:00-15:00h 44 81
Etnia das maes
Caucasiana 90,3 167
Indiana 0,5 1
Africana 8,6 16
Paridade
Nuliparas 38,9 72
1 filho 41,6 77
2 ou mais filhos 18,9 35
Escolaridade
<9%ano 6,5 12
9-122 ano 28,1 52
>122 ano 42,7 79
desconhecido 22,2 41
Tipo de parto
eutdcico 48,4 88
vaginal distdcico 14,8 27
cesariana 36,3 66
desconhecido 1,6 3
Sexo
masculino 51,1 94
feminino 48,9 90
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Figura 4.5 Histogramas de uma seleccao de variaveis, sobrepostos pela curva normal empirica. Topo-fundo

e esquerda-direita: Idade das maes, Idade gestacional na amniocentese, STAI-S, cortisol no plasma,

testosterona no plasma, cortisol no LA, testosterona no LA, PA sistélica e peso a nascenca.
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4.2 Ansiedade, niveis hormonais e outras variaveis antes da intervengao

4.2.1 STAI-S (ESTADO) e T (TRACO)

T
5000

O valor médio do estado de ansiedade (STAI-S) a chegada ao HDE foi 43,4 (dp=11,3; min-max: 20-76),

superior a 40, valor habitualmente considerado de referéncia para separar pessoas nao ansiosas de

ansiosas. A média do traco de ansiedade (STAI-T) foi 35,5, inferior ao mencionado valor de referéncia

(Tabela 4.2A). Nao foram encontradas diferencas significativas entre as mulheres que participaram na Fase

1 do estudo de manha (8:30-12:00h) e de tarde (12:00-15:00h), no que respeita ao nivel de ansiedade

(estado e trago), nem aos niveis de testosterona. Contudo, detectou-se uma diferenga significativa no
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cortisol do plasma: o nivel médio da manha é significativamente mais alto que o da tarde (624 versus 522

nmol/L, p=0.001) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 Comparacdo entre os valores médios (desv-pad) das medidas de ansiedade (STAI) e dos niveis
hormonais das participantes da manha e da tarde. Apresenta-se o t-teste (graus liberdade) e assinala-se
com ** quando significativo. Para as varidveis STAI-T, cortisol no LA e testosterona no plasma, o teste foi

efectuado com transformacao logaritmica.

Cortisol Cortisol Testosterona Testosterona
plasma LA plasma LA

Manhd  43,5(10,9) 35,1(8,8) 624(219) 18,8(9,9) 1,6(0,9  0,59(0,45)

STAI-S STAI-T

Tarde 43,3(11,8) 358(8,9) 522(200) 17,5(7,7) 1,7(0,8) 0,56 (0,40)

t-teste  0,15(182) 0,53(180) 3,26(182) 0,60(165) 0,05(183) 0,41 (165)
p 0,88 0,6 0,001%** 0,55 0,96 0,68

As duas medidas de ansiedade das gravidas, STAI-S e STAI-T estdo correlacionadas entre si (r=0,36, p<0,001)
e o STAI-S esta negativamente correlacionado com a idade das maes (r=-0,19, p=0,009), com as mais jovens

a mostrarem maior ansiedade (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Esquerda: regressao linear entre as duas medidas de ansiedade avaliadas a chegada das gravidas
(r=0,13; b=0,45; p<0,001). Direita: regressdo da idade das gravidas sobre o STAI-S (r’= 0,04; b= - 0,74;
p=0,009).

A idade gestacional também mostrou correlagdo com a ansiedade-estado, de forma fraca mas significativa,

uma vez que as gravidas de menor idade gestacional tendem a ter um STAI-S mais elevado (r= - 0,16,

73



Resultados

p=0,03). Em resumo, as gravidas mais jovens e com menor idade gestacional apresentaram o mais elevado

estado de ansiedade (Figura 4.7).

Idade 17,3
gestacional
(semanas)

16,7

36,7 38,9
Idades (anos)

Figura 4.7 STAI-S médio (desv-pad) em 9 combinag¢des de 3 grupos de idade das gravidas e 3 grupos de
idade gestacional. Os grupos foram definidos pelos percentis 33 e 66%, os quais estao indicados nos eixos.
O sombreado é mais intenso quando a ansiedade média do grupo é maior. A diferenca entre o nivel mais

alto (47,2) e o mais baixo (37,3) é significativa (t-teste, p=0.006).

O estado de ansiedade (STAI-S) das gravidas ndo esta correlacionado de forma directa e simples com os
niveis hormonais no plasma. O coeficiente de correlacdo do STAI-S com o cortisol é r=0,103 (p=0,17) e com

a testosterona é r=0,098 (p=0,19). O assunto sera retomado mais adiante na secgdo relativa as hormonas.

Examinou-se de forma mais exaustiva os determinantes do estado de ansiedade (STAI-S) das grdvidas a
chegada ao HDE, construindo um modelo de regressdo multipla hierdrquico onde o STAI-S é a varidvel
dependente. O traco de ansiedade da grdvida (STAI-T) e a sua idade foram os principais determinantes
directos do estado de ansiedade (STAI-S) e os niveis de cortisol no plasma, mas ndo de testosterona,
apresentaram também associacdo significativa com o STAI-S. O trago (STAI-T), idade materna e idade
gestacional, explicam 17,9% da variabilidade observada no STAI-S, o que é altamente significativo (p<0.001)
(Tabela 4.4). Quando se adiciona o cortisol ao bloco anterior de varidveis, a percentagem sobe para 21,2%,
um aumento de 3,3% que é significativo (p=0,02). Finalmente, quando se adicionam outras varidveis
explicativas ao modelo (testosterona plasmatica, IMC, paridade, PA sistélica, PA diastdlica, hora do dia
(manh3d/tarde)) a percentagem total de variabilidade do STAI-T explicada pelo modelo atinge os 23,3%
(Tabela 4.4). Globalmente, esta percentagem é altamente significativa (p<0.001), mas os acréscimos
parciais ao bloco de varidveis anteriores (STAI-T, idade materna, idade gestacional, cortisol) ndo se

revelaram significativos.
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Tabela 4.4 Resultados da regressdao multipla hierarquica do estado de ansiedade (STAI-S) versus blocos de
co-varidveis adicionadas ao modelo em 3 passos. Apresentam-se os coeficientes de regressao final de cada
variavel e os respectivos p-values indicam se é significativa (*) ou altamente significativa (**) para explicar
o STAI-S. O coeficiente de determinacdo (R?) indica a percentagem de variabilidade de STAI-S que é
explicada em cada novo passo de construcdo do modelo; AR? indica o acréscimo dessa percentagem com o

novo bloco de variaveis adicionadas.

Coef Regressdo Erro padrdo p R? AR?

Passol Constante 45,58 23,8 0,06 0,179 0,179 **

STAI-T (trago) 0,44 0,1 <0,001**

Idade da gravida -0,84 0,31 0,01*

Idade gestacional -1,24 0,75 0,10
Passo2 Cortisol no plasma 0,01 0,01 0,02* 0,212 0,033 *
Passo3 Ln Testosterona plasma -0,02 1,84 0,99 0,233 0,022

Ln IMC 8,41 5,69 0,14

Paridade -1,03 1,20 0,38

PA sistélica 0,05 0,08 0,49

PA diastdlica -0,03 0,12 0,78

manh3/tarde 0,09 1,76 0,96

4.2.2 PULSO e PRESSAO ARTERIAL

O pulso estd significativamente correlacionado com o STAI-S (r=0,20; p=0,01), com a PA sistélica (r=0,24;
p=0,001) e com a PA diastélica (r=0,52; p<0,001). Pulso e PA sistélica sdo varidveis fisioldgicas
eventualmente dependentes do estado de ansiedade. Quando incorporadas num modelo de regressdo
multipla, o STAI-S e a PA sistélica explicam 9% da variabilidade no pulso, uma percentagem altamente
significativa (p<0,001). A adicdo de outras varidveis explicativas, como a PA diastdlica, a idade da grdvida, a

idade gestacional e o IMC, ndo contribuem significativamente para explicar a variagdo do pulso.

A PA sistodlica e diastdlica das mulheres a chegada estdo fortemente correlacionadas (r= 0,523; p<0,001;
n=184). Além disso, a PA sistélica tem correlagdo significativa com o IMC (r=0,20; p=0,008, n=184) e com a
idade da mae (r=0,16; p=0,03; n=184): mulheres com maior massa corporal relativa e de idade mais
avancada tendem a ter PA sistdlica mais elevada (Figura 4.8). A correlacdo da PA sistélica com o estado de
ansiedade (r=0,1, p=0,19, n= 184) e com o cortisol no plasma (r=0,08, p=0,28, n=184) é positiva, mas nao
significativa. Em conjunto, estas quatro variaveis explicam uns significativos 8,1% (p=0,004) da variabilidade

da PA sistdlica. A PA diastdlica apresenta correlagdes positivas, mas ndo significativas com estas variaveis.
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Figura 4.8. Associacdo entre a PA sistdlica, o IMC (esquerda, r’=0,04; b=17,2; p=0,008) e a idade da m3e
(direita, r*=0,03; b=0,70; p=0,03).

4.2.3 CORTISOL NO PLASMA

O cortisol no plasma da méae, medido antes do relaxamento, variou entre 179 e 1334 nmol/L, com valor
médio 578 (dp=216). O nivel de cortisol tende a aumentar com a idade gestacional da gravida (r=0,19;
p=0.01) e apresenta uma correlagdo global, fraca mas significativa, com o nivel de testosterona no plasma
(r=0,18; p=0.02) (Figura 4.9). Esta correlacdo é mais forte quando os fetos sdo sé femininos (r=0,33,
p=0,002) e nao-significativa quando os fetos sdo masculinos (r=0,02, p=0,89). No entanto, veremos mais
adiante que a variagdo destas hormonas apds a intervencdo estd fortemente correlacionada (r=0,53;
p<0,001) e esta correlacdo é independente do sexo do feto. O cortisol estd também negativamente
correlacionado com o indice de massa corporal (IMC) da gravida (r= - 0,17; p=0,02). Contudo, o nivel de
cortisol varia ao longo do dia de forma nao linear — diminuindo ao longo da manha e subindo depois das

12h (Figura 4.10) — um facto que poderia gerar confundimento nas correlagdes mencionadas.
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Figura 4.9 RegressGes do nivel de cortisol no plasma (ordenadas) versus idade gestacional da gravida
(esquerda) e testosterona no plasma (direita). A inclinacdo de ambas as rectas é significativa (Idade:

r2=0,035; b=33,3; p=0.01; Testosterona: r’=0,032; b=44,5; p=0,02).
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Figura 4.10 Box-plot com a evolugdo dos niveis de cortisol no plasma ao longo de 7 intervalos de tempo
entre as 8:30 e as 15h. O traco horizontal dentro de cada rectangulo é a mediana e os topos dos
rectangulos sdo quartis que delimitam a posi¢cdo de 50% das observac¢des centrais.

O eventual efeito de confundimento que este padrdo circadiano poderia causar quando se avalia a
associacdo entre o cortisol e as outras varidveis, foi eliminado, adicionando a hora a que o sangue foi
colhido como varidvel independente num modelo de regressdao multipla em que o nivel de cortisol é a
variavel dependente. Quando isto é feito, constata-se que, em conjunto, a idade gestacional, a
testosterona no plasma, o IMC, e a hora do dia, explicam 16% da variabilidade observada no cortisol, um
valor que é altamente significativo (p<0.001). Saliente-se que as associa¢des individuais do cortisol com a
idade gestacional, a testosterona e o IMC permanecem significativas, mesmo quando se remove o efeito da
hora do dia a que foi feita a colheita. Outras variaveis, como o sexo do feto, a idade da mae e a paridade,

ndo se apresentaram associadas ao nivel de cortisol no plasma.

Examinou-se em seguida a associa¢do entre, por um lado, os niveis de cortisol no plasma e, por outro, o
estado de ansiedade. Uma vez que o cortisol tem caracteristicas circadianas, dividiram-se as mulheres em
dois grupos: o grupo da manha (8:30-12:00h) e o da tarde (12:00-15:00h). No grupo da manhd, o cortisol
nao esta associado ao STAI-S (r=0,04, p=0,71), mas no grupo da tarde as duas variaveis estdo positivamente
correlacionadas (r=0,22, p=0,05) (Figura 4.11). A correlacdo do STAI-S com o cortisol no plasma de tarde é
significativa abaixo das 17 sem de gestacdo (r=0,30; p=0,01; n=69), mas perde-se acima das 18 sem (r=0,20;

p=0,29; n=28).
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A andlise de regressao multipla do grupo da tarde, efectuada com o nivel de cortisol como varidvel
dependente, indica que o principal predictor do cortisol é a hora do dia (p=0.009) (recorde-se que depois
das 12:00h o cortisol tende a aumentar (Figura 4.10)), seguido do estado de ansiedade STAI-S (p=0,03),
também com significado estatistico. Em conjunto, estas duas varidveis explicam 13% da variabilidade do

cortisol de tarde (p=0,004).
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Figura 4.11 Regressdo linear do cortisol contra o estado de ansiedade STAI-S. Esquerda: de manha

(r=0,001; b=0,76; p=0,71); direita: de tarde (r’=0,05; b=3,88; p=0,05).

4.2.4 TESTOSTERONA NO PLASMA

A testosterona no plasma das gravidas esta negativamente correlacionada com a respectiva idade (r=-
0,312, p<0,001): as gravidas mais velhas tendem a ter menor concentracdo de testosterona (Figura 4.12).
N3o se registou diferenca significativa entre as médias da testosterona plasmatica nas gravidas com feto do
sexo masculino e feminino (t-teste=0,03; p=0,98). Também ndo se detectou um padrdo bem vincado ao
longo das horas do dia (Figura 4.12), embora haja uma tendéncia ligeiramente descendente de manhi e

uma subida apds as 12h.

Quando é abrangida toda a gama de idades gestacionais deste estudo (até 23,6 semanas), a testosterona
no plasma das grdvidas ndo esta correlacionada com a idade gestacional dos fetos do sexo feminino (r= -
0,02; p=0,88, n=89). Contudo, existe correla¢do positiva quando se consideram apenas idades gestacionais
inferiores a 18 semanas (r=0,25; p=0,037, n=73), coincidindo com a altura em que ocorre o primeiro pico de
testosterona (Figura 4.13). No que respeita a fetos masculinos, a correlacdo entre testosterona plasmatica
e idade gestacional é fraca (r=0,2; p=0,06; n=93) em toda a gama de idades e nao-significativa para idades

gestacionais abaixo de 18 semanas (r=-0,14; p=0,231, n=78).

A testosterona no plasma, ndo estd correlacionada com o STAI-S nem com o STAI-T, quer quando se
analisam os dados globalmente quer quando se analisam por hora do dia (Testosterona-STAI-S manha:

r=0,15 p=0,13; tarde: r=0,09 p=0,44. Testosterona-STAI-T manha: r=0,06 p=0,54; tarde: r=-0,06 p=0,56).
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Figura 4.12 Associa¢do entre a concentra¢do da testosterona plasmatica e outras varidveis. Topo-esquerda:
associacdo com as idades desagrupadas da gravida (r?=0,1, b=-0,05, p<0,001); direita: por grupos de idade
(linhas verticais delimitam ICs de 95% numa escala logaritmica). Fundo-esquerda: mediana e quartis da
testosterona em fung¢do do sexo do feto; fundo-direita: evolugdo da testosterona ao longo do dia.
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Figura 4.13 Associacdo entre a concentracdo de testosterona plasmatica e a idade gestacional (<18
semanas). Esquerda: quando o RN é feminino (r?=0,06; b=0,51; p=0,037); direita: quando o RN é masculino
(r?=0,02; b=-0,158; p=0,231).
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4.2.5 CORTISOL NO LIQUIDO AMNIOTICO (LA)

As concentra¢des de cortisol no liquido amnidtico (LA) e no plasma materno estdo significativamente
correlacionadas, embora a do LA seja cerca de 30 vezes inferior a do plasma (Tabela 4.2A). Os valores
médios de manhd e de tarde no LA foram respectivamente 18,95 e 17,06, ndo havendo diferencas
significativas entre fetos masculinos e femininos. A correlacdo entre plasma e LA tende a aumentar a
medida que a idade gestacional aumenta: é menor em gravidas com menos de 17 semanas (r=0,27;
p=0,008), aumenta nas de 17 semanas (r=0,41, p=0,007) e é mais forte em gravidas com idade gestacional

igual ou superior a 17 semanas (r=0,46, p=0,012) (Figura 4.14).
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Figura 4.14 Relagdo entre a concentragao de cortisol no LA (ordenadas) e no plasma materno (abcissas). Os
graficos diferem na gama de idades gestacionais usada. Esquerda: <17 semanas (r’=0,073; b=0,32;
p=0,008); Centro: 17 semanas (r’=0,168; b=0,48; p=0,007); Direita: >17 semanas (r’=0,212; b=0,72;
p=0,012).
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Figura 4.15 Evolugdo do cortisol no LA em 7 intervalos de tempo entre as 8:30 e as 15h. Foram retirados do
grafico dois outliers para melhor se reconhecer o padrdo diurno. As medianas (m) e o tamanho da amostra
(n) por intervalo sdo 8:30-9h: m=16,8, n=15; 9-10h: m=16,4, n=53; 10-11h: m=15,4, n=14; 11-12h: m=13 4,
n=13; 12-13h: m=15,9, n=56; 13-14h: m=15,8, n=15; 14-15h: m=16,9, n=1.
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Uma vez que existe associacdo com o cortisol no plasma materno, é concebivel que o cortisol no LA
apresente um ritmo circadiano com padrdo em U, semelhante ao materno (Figura 4.10). Efectivamente, o
cortisol no LA também desceu ao longo da manh3, voltando a subir depois das 12h (Figura 4.15). O padrao

existe, contudo é menos acentuado do que o observado no plasma materno.

Investigou-se se a associacdo entre o cortisol no LA e no plasma é afectada pelo grau de ansiedade da
gravida. As mulheres foram divididas em dois grupos de ansiedade, ndo ansiosas (STAI-S < 40) e ansiosas
(STAI-S >40), e em ambos a associagdo é estatisticamente significativa (Figura 4.16). A concentragdo de
cortisol no LA tende a aumentar quando o cortisol no plasma materno aumenta. Este aumento é
quantificado pelo declive (coeficiente de regressdo) das rectas da Figura 4.16. Uma vez que as regressoes
foram efectuadas com dados logaritmizados, foram repetidas sem logaritmizag¢dao dos dados e calculados os
seus declives. Um aumento de 1 nmol/L de cortisol no plasma, traduz-se, em média, por um aumento de
0,016 nmol/L no LA nas menos ansiosas. Nas mais ansiosas, o aumento de 1 nmol/L de cortisol no plasma,

traduz-se por um aumento médio de 0,01 nmol/L no LA.

Quando se divide a amostra por quartis de estado de ansiedade STAI-S (<35, 35-41, 41-52, >52), verifica-se
existir uma correlacdo positiva significativa em todos (respectivamente, r=0,487; 0,525; 0,331; 0,314),
sendo o segundo (35-41) o que apresentou maior magnitude (r=0,525; p<0,001; b=0,696). Aparentemente,
portanto, os resultados sugerem que quando o cortisol no plasma aumenta os aumentos no LA sdo maiores
no grupo de gravidas menos ansiosas. Porém, estes resultados devem ser aceites com reserva porque
guando os declives das rectas da Figura 4.16 sao comparados por analise de covariancia (ANCOVA), verifica-

se que a diferenca entre eles ndo é estatisticamente significativa (F1,163=1,61, p=0,21).
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Figura 4.16 Regressao do cortisol no LA (ordenadas) vs. cortisol no plasma materno no grupos de menos
ansiosas (esquerda) e mais ansiosas (direita). Coeficientes de determinacéo, significancia, e coeficientes de

regress3o por grupo: menos ansiosas: r’=0,19, p<0,001, b=0,60; mais ansiosas: r?=0,10, p=0,003, b=0,37.
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4.2.6 TESTOSTERONA NO LIQUIDO AMNIOTICO (LA)

A concentracao de testosterona no LA representa cerca de 36% da do plasma. Os niveis de testosterona no
liquido amnidtico foram mais elevados nos fetos masculinos que nos femininos, com uma média (dp) de
0,82 (0,39) nos masculinos e 0,32 (0,3) nmol/L nos femininos (t-teste com dados logaritmizados: 9,7;
p<0,001) (Figura 4.17, esquerda). Ndo foram detectadas associacdes a outras varidveis, nomeadamente,
idade gestacional, idade da mae, frequéncia cardiaca fetal e ansiedade da mae (estado ou traco). O

principal determinante da concentragdo de testosterona no LA foi o sexo do feto.

N3do se encontrou uma correlagdo estatisticamente significativa entre a testosterona no LA e no plasma,
nem globalmente nem por sexo do feto (masculino: r=-0,06, p=0,6; feminino: r=0,13, p=0,23) (Figura 4.17,
direita). Contudo, hda um padrdo suave na evolugdo da testosterona do LA ao longo do dia que é
semelhante ao observado na testosterona do plasma (Figura 4.12): a testosterona do LA tende a descer

ligeiramente ao longo da manha e sobe apds as 13h (Figura 4.18).

As concentragdes de testosterona e de cortisol no LA também ndo estdo correlacionadas entre si, nem nos
fetos masculinos (r=0,04; p=0,71; n=85), nem nos femininos (r=0,03; p=0,76; n=82), nem quando os dois

sexos sdo examinados em conjunto (r=-0,01; p=0,87; n=167).
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Figura 4.17 Esquerda: box-plot da testosterona no LA por sexo do feto, os rectangulos delimitam quartis e o
traco a meio é a mediana. Direita: relacdo entre niveis de testosterona no LA e no plasma da gravida por
sexo do feto. As linhas sdo regressdes lineares com r?=0,003 (p=0,6) e r?= 0,018 (p=0,34), respectivamente,

para fetos masculinos e femininos.
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Figura 4.18 Evolugdo da testosterona do LA ao longo do dia. As medianas (m) por intervalo horario e o
tamanho da amostra (n) sdo 8:30-9h: m=0,65, n=15; 9-10h: m=0,62, n=53; 10-11h: m=0,60, n=14; 11-12h:
m=0,53, n=11; 12-13h: m=0,53, n=58; 13-14h: m=0,68, n=15; 14-15h: m=0,62, n=1

Uma vez que o cortisol tem uma variagdo circadiana e, na mae, estd associado a ansiedade, examinou-se a
possivel associacdo entre cortisol e testosterona no LA por hora do dia (manh3d/tarde) e por grau de
ansiedade STAI-S da mae. As concentragles de testosterona e cortisol no LA ndo estdo correlacionadas
entre si de manha (r= - 0,22, p=0,13) nem de tarde (r=-0,03, p=0,86) (analises com dados logaritmizados).

Também nado foram encontradas associac¢oes significativas por grupos de maior ou menor ansiedade STAI-S.

4.2.7 FREQUENCIA CARDIACA DO FETO

A frequéncia cardiaca fetal (FCF) média foi 148 ppm e ndo se alterou apds a intervencao de 30 min. A FCF
tende a diminuir com o aumento da idade gestacional (r=-0,19, p= 0,02) (Figura 4.19). Esta associac¢do foi
detectada com os dados da primeira medicdo da FCF (antes da intervenc¢do) e acentuou-se apos a
intervencao (r=-0,22, p=0,004). Nao foram encontradas outras associa¢Ges significativas, nomeadamente,
a FCF ndo estad correlacionada com o pulso da mde, nem com a sua ansiedade, nem com os niveis

hormonais medidos no LA. Também ndo se detectaram padr&es de variacdo com a hora do dia.
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Figura 4.19 Relagdo da FCF com as semanas de gestacdo (esquerda) e o pulso materno (direita). A
inclinacdo da recta da esquerda é significativa (r?=0,035; b=- 1,27; p=0,02), a da direita ndo é (r’=0,012; b=

0,08; p=0,15).

4.2.8 IDADE GESTACIONAL NO PARTO
A idade gestacional média na altura do parto foi 39.3 semanas, sem diferencas significativas entre os sexos
(t-teste=0,99; p=0,32). (Tabela 4.1). Ndo se detectou evidéncia de associagdo entre o estado ou o trago de

ansiedade das maes, avaliado aquando da amniocentese, e a idade gestacional no parto (Figura 4.20).

Encontrou-se associacdo negativa entre a idade gestacional no parto e a concentragdo de cortisol no
plasma das gravidas do grupo da manha (r=-0,25; p=0,01, n=99): as mulheres com cortisol mais elevado
tiveram tendencialmente partos mais cedo (Figura 4.21). O mesmo ndo se observou no grupo da tarde. O
cortisol no LA também mostrou correlagdo negativa com a idade gestacional, mas sem significado

estatistico, nem de manha (r=-0,12, p=0,27, n=91) nem de tarde (r=-0,12; p=0,3; n=73) (Figura 4.21).
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Figura 4.20 Idade gestacional no parto (ordenadas) versus STAI-S (esquerda) e STAI-T (direita). Nenhuma

das rectas tem inclinac¢do estatisticamente diferente de zero (Esquerda: r?=0,02; b=0,02; p=0,09. Direita:

r2=0,01; b=0,01; p=0,21).
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Figura 4.21. Associacdo entre a idade gestacional no parto (ordenadas) e o cortisol medido nas maes
avaliadas de manha. Esquerda: no plasma (r?=0,064; b=-0,001; p=0,01); direita: no LA (r’=0,013; b=-0,014;
p=0,27).

Investigou-se a existéncia de diferencas entre os trés principais tipos de parto. As idades gestacionais
médias dos partos eutdcicos, por cesariana e outros distdcicos sao, respectivamente, 39,4 (dp= 1,3), 39,3
(dp=1,3) e 39,2 (dp=1,5) semanas, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre estas médias

(ANOVA, F», 177= 0,21; p=0,81).

4.2.9 PESO DO RN AO NASCER

Houve 51% de recém-nascidos (RN) masculinos e 49% femininos (94 e 90 respectivamente). Os rapazes
pesaram em média significativamente mais que as raparigas, respectivamente 3395 e 3136 g (t-test=3,7;
p<0.001) (Figura 4.22). Em ambos os sexos o peso do RN estd negativamente correlacionado com a idade
da mae, mas as correlagdes sdo fracas e nao significativas (masculinos r=-0,02, p=0,9; femininos r=-0,08,

p=0,4).

Houve correlacdo negativa entre o cortisol das mades recebidas de manh3d e o peso ao nascer dos
respectivos RN masculinos e femininos, embora sem significado estatistico (respectivamente r=-0,18,
p=0,19, n=51; r=-0,10, p=0,52, n=43). A tarde n3o se encontrou associa¢do. O cortisol no LA de manh3
também mostrou correlagdo negativa com o peso ao nascer, mas igualmente sem significado estatistico

(r=-0,19, p=0,19 e r=0,10, p=0,52, em masculinos e femininos respectivamente).

O peso dos RN ao nascer mostrou uma correlacdo, embora fraca, com a concentra¢do de testosterona no

plasma materno, mas de sinal contrario nos dois sexos. Nos RN masculinos o peso tendencialmente
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aumentou com o aumento de testosterona (r=0,19, p=0,08) enquanto nos femininos diminuiu (r=-0,22,
p=0,04) (Figura 4.22). O peso dos RN femininos também se mostrou significativamente correlacionado com

a PA sistdlica da mae, sendo em média menor nas maes com PA mais elevada (r=-0,24, p=0,02).

A testosterona no LA ndo mostrou correlacdo com o peso ao nascer (masculinos r=0,02, p=0,85, n=82;

femininos r=0,02, p=0,88, n=81).
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Figura 4.22 Topo-esquerda: peso dos RN femininos (F) e masculinos (M), a linha tracejada indica o peso
médio de todos os RN e os rectangulos indicam a posicdo da mediana e quartis de cada sexo. Topo-direita:
peso dos RN por grupo etdrio da mae e por sexo. Fundo: relacdo do peso do RN com a testosterona no
plasma materno em RN masculinos (esquerda, r’=0,034; b=124,9; p=0,08) e femininos (direita, r’=0,05; b=-

99,4; p=0,04).
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4.3 Variagoes de escala de ansiedade, de parametros vitais e de niveis hormonais

por grupos de intervenc¢ao

4.3.1 VARIAGOES NA GRAVIDA

Os niveis médios de ansiedade diminuiram em todos os grupos (musica, revista, sala de espera) apos a
intervencdo de 30 minutos. Os niveis de cortisol e testosterona no plasma diminuiram nos grupos de
musica e revista, aumentando ligeiramente na sala de espera (Tabelas 4.5 e 4.6). Os valores médios das

varidveis pulso e PA da mde também diminuiram com os 30 min de intervengdo.

Investigou-se se a variagdo média dos niveis de ansiedade, concentragdo hormonal (Tabela 4.5) e variaveis
fisioldgicas (Tabela 4.6) era diferente entre os trés grupos de intervengdo. A hipdétese nula de partida era
gue nao existiam diferencas entre os grupos. Por outras palavras, ouvir musica, ler revista ou esperar na
sala nao influenciaria de forma diferente a variagao da ansiedade, das hormonas, ou de qualquer outra
variavel. Para evitar inflaccionar a probabilidade o de cometer um erro do Tipo | (o = probabilidade de
rejeitar a hipdétese nula quando esta é verdadeira), inflacgao essa que ocorreria se se efectuassem ANOVA's
sucessivas para cada uma das oito variaveis das Tabelas 4.5-4.6, efectuou-se primeiro uma MANOVA
(Multivariate Analysis of Variance). A rejeicdo da hipdtese nula na MANOVA, se ocorrer, é feita
garantidamente com a = 0,05 e confere maior legitimidade para prosseguir a investigacdo individualizada
das varidveis por meio de ANOVA. A rejeicao pela MANOVA indica que os grupos de intervengao actuam de

forma diferente sobre pelo menos uma das variaveis das Tabela 4.5-4.6.

Tabela 4.5 Variagdo média (A) e desvio-padrao (dp) dos indicadores de ansiedade STAI e das concentragées

de hormonas no plasma, por grupo de intervencao; variagdes negativas indicam diminuicGes.

@ STAI-S (Estado) STAI-T (Trago) Cortisol (nmol/L)  Testosterona (nmol/L)
A Média dp A Média dp A Média dp A Média dp
Musica 70 -8,2 8,4 -1,5 3,4 -60,6 126 -0,08 0,37
Revista 57 -5,7 6,2 -0,8 4 -51,2 112 -0,11 0,25
Sala Espera 57 -4,1 53 -1,8 3,7 7,9 144 0,06 0,34
Total 184 -6,1 7,1 -1,4 3,7 -36,5 131 -0,05 0,33
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Tabela 4.6 Variagcdo média (A) e desvio-padrdo (dp) do pulso da mae, pressdo arterial e frequéncia cardiaca
fetal; variagbes negativas indicam diminui¢des. Os tamanhos das amostras indicados diferem no caso da

FCF onde foram n= 65, 54, 51 respectivamente, musica, revista, sala de espera.

Enieo Pulso mae PA sistdlica PA diastdlica Freq Cardiaca Fetal
A Média dp A Média dp A Média dp A Média dp
Mdsica 70 -5,6 6,7 -6,3 9,4 -1,8 7 -0,78 7,7
Revista 57 -4,5 7,1 -9,8 12,1 -4,3 7,6 1,81 7,6
Sala Espera 57 -6,0 6,0 -0,93 91 -0,58 7,9 -0,45 6,0
Total 184 -5,4 6,6 -5,7 10,8 -2,2 7,6 0,2 7,3

Todos os testes habitualmente usados em MANOVA (T?-Hotteling, traco de Pillai, L-Roy) foram altamente
significativos (p<0,001), indicando que existiram diferencas significativas entre os grupos de intervengdo no
gue respeita a resposta das grdvidas a intervencgao. Este resultado confere maior confianga para prosseguir
para uma investiga¢cdo univariada, varidvel a varidvel, através de ANOVA. A Tabela 4.7 apresenta os

resultados.

As ANOVAs testam, para cada varidvel, se a resposta das mulheres diferem entre os grupos de intervengao
de forma estatisticamente significativa (p<0,05) . Na Tabela 4.7, a dltima coluna (Sig.) apresenta os p-values
para cada varidvel. Verifica-se que a interven¢do de 30 minutos diferiu significativamente entre grupos nas
variaveis STAI-S, cortisol, testosterona e PA (sistdlica e diastdlica). Ndo se registou um efeito

significativamente diferente entre grupos no STAI-T, no pulso da grdvida e na FCF.

A ANOVA, contudo, é um teste global a diferenca entre grupos. O facto de uma variavel ter p<0,05, indica
ser afectada de forma diferente pelos grupos, mas nao indica que grupo difere de que grupo. Por exemplo,
o cortisol é significativo (Tabela 4.7) porque a sua descida diferiu entre grupos, mas a descida do cortisol é
diferente entre o grupo da musica e o da sala de espera? Ou entre o da revista e da sala de espera? Estas
perguntas devem agora ser enderegadas as varidveis (e apenas estas) em que a ANOVA rejeitou

globalmente a inexisténcia de diferencas entre os grupos.

A comparagdo entre pares de grupos nas varidveis STAI-S, cortisol, testosterona e PA, foi feita com dois
testes post-hoc (Tabela 4.8) que controlam a inflagdo do erro do Tipo | ja mencionado. O teste Bonferroni é
0 mais conservador (so assinala significativa uma diferenca forte entre grupos) e o Games-Howell o menos
conservador. Na Tabela 4.8, cada grupo de participantes é comparado com os outros dois grupos. Primeiro,
a variacdo do estado de ansiedade (STAI-S) no grupo da musica é comparada com a varia¢do no grupo da

revista, revelando uma diferenca ndo-significativa (p=0,152), depois é comparada com o grupo da sala de

88



Resultados

espera, revelando uma diferenca significativa (p=0,003). O procedimento é repetido a seguir com o teste
Games-Howell e os resultados sdao semelhantes. O mesmo procedimento é feito para todas as variaveis

identificadas como significativas pela ANOVA (Tabela 4.8).

Tabela 4.7 ANOVAs do efeito dos grupos de intervencdo sobre cada variavel (na 12 coluna). Apresentam-se
as variancias médias (Mean Square, MS) atribuidas aos grupos (MS-Between Groups) e as diferencas ndo
sistematicas entre individuos (MS-Within Groups). A estatistica de teste, F, é o quociente MS-Between/MS-

Within. Se o efeito dos grupos é significativamente maior que as diferencas nao-sistematicas, o F é

significativo e, na ultima coluna, p < 0,05 (p é designado Sig neste output do SPSS®).

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
variagao_do_STAI_S Between Groups 538,283 2 269,141 5,653 ,004
Within Groups 8618,043 181 47 613
Total 9156,326 183
variagao_do_STAILT Between Groups 023 2 012 1,023 ,362
Within Groups 2,046 179 011
Total 2,070 181
vatiagdo_do_Cortisol Between Groups 488 2 244 5,636 ,004
Within Groups 7,829 181 043
Total 8,317 183
variagdo_da_Testosteron  Between Groups 1,000 2 500 4,642 011
Within Groups 19,502 181 108
Total 20,502 183
vatiagdo_do_Pulso Between Groups 72,218 2 36,109 825 440
Within Groups 7920109 181 43,758
Total 7992326 183
variagdo_da_PA_sistolica  Between Groups 2274255 2 1137127 10,872 000
Within Groups 18931,479 181 104,594
Total 21205,734 183
variagdo_da_PA_diastolic  Between Groups 422,052 2 211,026 3,790 024
Within Groups 10078,904 181 55,685
Total 10500,957 183
vatiagdo_da_FCF Between Groups 224852 2 112,426 2175 17
Within Groups 8631,760 167 51,687
Total 8856,612 169

Seguidamente resumem-se os resultados das analises por variavel e aprofunda-se a investigacdo de

algumas variaveis.
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Tabela 4.8 Comparagdo post-hoc entre pares de grupos de intervengdo por varidvel. Para cada par, indica-se a
diferenga média da variagdo dos grupos, o erro-padrdo da diferenca e o nivel de significancia (p) da diferenga.
Diferengas significativas, p<0,05 e <0,01, assinalam-se com * e **, respectivamente.

Varidvel dependente Teste DIfEfelj);'G Erro-pad p
média

Variagdo do STAI-S Bonferroni Musica Revista -2,4 1,23 0,152
Sala-espera -4,1 1,23 0,003**

Revista Musica 2,4 1,23 0,152

Sala-espera -1,7 1,29 0,597

Sala-espera Musica 4,1 1,23 0,003**

Revista 1,7 1,29 0,597

Games-Howell Mdsica Revista -2,4 1,3 0,153
Sala-espera -4,1 1,23 0,003**

Revista Musica 2,4 1,3 0,153

Sala-espera -1,7 1,08 0,274

Sala-espera Musica 4,1 1,23 0,003**

Revista 1,7 1,08 0,274

Variagdo do cortisol (Ln) Bonferroni Musica Revista -0,02 0,04 1,000
Sala-espera  -0,12 0,04 0,004**

Revista Musica 0,02 0,04 1,000

Sala-espera -0,1 0,04 0,042*

Sala-espera Musica 0,12 0,04 0,004**

Revista 0,1 0,04 0,042*

Games-Howell Musica Revista -0,02 0,04 0,782
Sala-espera -0,12 0,04 0,008**

Revista Musica 0,02 0,04 0,782

Sala-espera -0,1 0,04 0,048*

Sala-espera Musica 0,12 0,04 0,008**

Revista 0,1 0,04 0,048*

Variagdo da testosterona Bonferroni Musica Revista 0,03 0,06 1,000
Sala-espera -0,14 0,06 0,051

Revista Musica -0,03 0,06 1,000

Sala-espera -0,18 0,06 0,014*

Sala-espera Musica 0,14 0,06 0,051

Revista 0,18 0,06 0,014*

Games-Howell Musica Revista 0,03 0,06 0,806
Sala-espera -0,14 0,06 0,072

Revista Musica -0,03 0,06 0,806

Sala-espera -0,18 0,06 0,007**

Sala-espera Musica 0,14 0,06 0,072

Revista 0,18 0,06 0,007**

Variagdo da PA sistdlica Bonferroni Musica Revista 3,5 1,82 0,169
Sala-espera -5,4 1,82 0,011*

Revista Musica -3,5 1,82 0,169
Sala-espera -8,9 1,92 <0,001**

Sala-espera Musica 5,4 1,82 0,011*
Revista 8,9 1,92 <0,001**

Games-Howell Musica Revista 3,5 1,96 0,178
Sala-espera -5,4 1,65 0,004**

Revista Musica -3,5 1,96 0,178
Sala-espera -8,9 2,00 <0,001**

Sala-espera Musica 54 1,65 0,004**
Revista 8,9 2,00 <0,001**

Variagdo da PA diastélica Bonferroni Musica Revista 2,6 1,33 0,168
Sala-espera -1,2 1,33 1,000

Revista Musica -2,6 1,33 0,168

Sala-espera -3,8 1,40 0,024*

Sala-espera Musica 1,2 1,33 1,000

Revista 3,8 1,40 0,024*

Games-Howell Musica Revista 2,6 1,3 0,126
Sala-espera -1,2 1,34 0,648

Revista Musica -2,6 1,30 0,126

Sala-espera -3,8 1,45 0,029*

Sala-espera Musica 1,2 1,34 0,648

Revista 3,8 1,45 0,029*
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Variagdo do estado de ansiedade (STAI-S)

O estado de ansiedade médio das mulheres desceu em todos os grupos de intervenc¢ao, tendo-se verificado
a maior descida no grupo da musica (-8,2) e a menor no da sala de espera (-4,1). A diferenca entre estes
dois grupos foi altamente significativa (p=0,003). A descida no grupo da revista foi intermédia (-5,7) e ndo
foi estatisticamente diferente dos outros grupos. Investigou-se também se o estado inicial de ansiedade da
mulher estava associado a descida subsequente a intervengdo. De facto, o coeficiente de correlagao parcial
entre o STAI-S inicial e a sua subsequente descida (controlando para hora do dia, idade, idade gestacional e
STAI-T) é altamente significativo (r=-0,31, p<0,001), indicando que as mulheres inicialmente mais ansiosas
tiveram descidas de ansiedade mais pronunciadas. N3do obstante, as diferengas entre grupos de
intervengdo nao se alteram quando se remove o efeito do estado inicial de ansiedade, o que foi
demonstrado por uma ANCOVA em que o STAI-S inicial das mulheres era a co-varidvel cujo efeito se
pretendia remover. A ANCOVA foi altamente significativa (F2,180=11,5, p<0,001) no que respeita ao efeitos

das intervencgdes sobre a varia¢do do STAI-S, tal como a ANOVA ja o fora.
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Figura 4.23 VariacGes do STAI-S apds a intervencgdo, por tipo de intervencao (musica, revista, sala) e pelos
trés niveis iniciais de ansiedade: baixo (<37), médio (37-46), alto (247). Valores abaixo da linha tracejada

indicam descidas do estado de ansiedade com a intervencao.

Para ilustrar o efeito do estado inicial de ansiedade e, simultaneamente, do tipo de intervencdo de 30 min,
tricotomizou-se a ansiedade das mulheres em baixa (STAI-S < 37), média (37 < STAI-S < 47) e alta (STAI-S 2
47) (os valores 37 e 47 correspondem, respectivamente, aos percentis 33 e 66% do STAI-S) e fez-se gréfico
da descida do STAI-S por grupo de ansiedade e de intervengao. A Figura 4.23 mostra que as maiores
descidas foram na intervencdo com musica, seguida da revista e da sala de espera. Observa-se também que

a descida de ansiedade é maior nas mulheres inicialmente mais ansiosas, intermédia nas mediamente
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ansiosas e menor nas menos ansiosas. Este gradiente mantém-se dentro dos trés grupos de intervengao.
Uma analise de regressdo multipla em que o STAI-S é a varidvel dependente, indica que 18,2% (p<0,001) da
variacdo do STAI-S é explicada pelo estado inicial de ansiedade e pelo tipo de intervencdo a que a mulher
foi submetida (aproximadamente 9% cada um). Um conjunto adicional de variaveis, incluindo o STAI-T,
hora do dia, idade gestacional, idade materna e IMC, adiciona apenas 1,3% de variancia explicada, o que

ndo é estatisticamente significativo (p=0,72).

Variagdo do trago de ansiedade (STAI-T)

A média inicial do STAI-T (35,4) e a média pds-intervengdo (34,0) ndo sdo significativamente diferentes (t-
teste=1,14, p=0,26). A variagdo do STAI-T no seguimento da intervengdo, estd negativamente
correlacionada com o trago inicial, (correlagdo parcial: r=-0,18, p=0,02, controlando para idade, idade
gestacional, STAI-S, hora do dia) ou seja, mulheres a partida com traco de ansiedade mais alto, tendem a
descer mais o traco apds a intervenc¢do e isso ndo se deve a confundimento causado pelas varidveis
controladas. Passou-se algo semelhante com o estado (STAI-S), embora com o traco a correlagdo seja fraca.
Em média, o traco de ansiedade desceu -1,4 em todos os grupos, tendo sido maior na sala de espera (-1,8)
e na musica (-1,5) (Tabela 4.5). A ANOVA revelou ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre

as descidas das trés intervencoes.

Variagdo do pulso

O pulso da mae (ppm) desceu em todos os grupos de intervengao, em média, entre 4 a 6 pulsagbes, mas a
ANOVA revelou que as diferencas entre as intervengdes ndo sdo significativas. A variagdo do pulso esta
fortemente correlacionada com o valor inicial do pulso (r=-0,516, p<0,001): mulheres com o pulso mais alto
sdo as que descem mais o pulso no decorrer da intervencdo. A variacdo do pulso estd também
significativamente correlacionada com a varia¢do da PA diastdlica (r=0,13, p=0,04), mas ndo com a variagao
da sistélica (r=0,11, p=0,13). Os valores absolutos iniciais do pulso avaliados a chegada (por oposicdo a

variagOes), recorde-se, mostraram significativa correlacdo com a PA sistdlica e diastdlica (Seccdo 4.2.2).

Variagdo da pressdo arterial sistélica

Em média, a PA sistélica desceu em todos os grupos de intervencdo. A maior descida foi na revista (-9,8) e a
menor na sala de espera (-0,9). A ANOVA revelou que, globalmente, houve diferengas entre os grupos
(p<0,001) e os critérios post-hoc indicam diferencas muito significativas entre a revista e a sala de espera

(p<0,001) e entre a musica e a sala de espera (p=0,01 no critério Bonferroni) (Tabela 4.8). A variacdo da PA

92



Resultados

sistélica esta também significativamente correlacionada com a variacdo da PA diastodlica (r=0,44, p<0,001)
(Figura 4.24) e com o valor inicial da PA sistdlica. As mulheres que, antes da interveng¢do, tinham PA mais
alta, foram também as que apresentaram maiores descidas (r=-0,44, p<0,001). Globalmente, o grupo de
intervencdo, a variacdo da PA diastdlica e o valor inicial da PA sistdlica, explicaram 40% da variacao da PA

sistélica (p<0,001).
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Figura 4.24 Esquerda: variagdo da PA sistélica por grupo de intervencdo. Valores abaixo da linha tracejada
indicam descidas da PA. Direita: variagao da PA sistdlica (ordenadas) em funcdo da varia¢do da PA diastdlica

abcissas), y=-4,34+0, , r*=0,19 (p<0, .
(abci ) 4,34+0,625 X, r’=0,19 (p<0,001)

Variagdo da pressdo arterial diastdlica

Em média, a PA diastélica desceu em todos os grupos de intervengdo. Tal como na PA sistélica, a maior
descida foi na revista (-4,3) e a menor na sala de espera (-0,6). A ANOVA revelou que, globalmente houve
diferengas entre os grupos quanto a descida da PA diastélica (p=0,02), muito em particular devido a
diferenca entre a descida na revista e na sala de espera (p=0,02). Como se viu, a variagcdo da PA diastdlica
estd correlacionada com a variagdo da PA sistdlica (Figura 4.24). Esta também negativamente
correlacionada com o valor inicial da PA diastélica (r=-0,48, p<0,001): mulheres inicialmente com diastélica

mais elevada tendem a descé-la mais no decorrer da intervengao.

Variagdo do cortisol no plasma

O nivel médio de cortisol no plasma (nmol/L) desceu nos grupos de intervengdo com musica (-60,6) e
revista (-51,2) (Figura 4.25), tendo subido na sala de espera (7,9). As diferengas entre os dois primeiros e a

sala de espera sdo significativas, respectivamente p=0,004 e p=0,042. Além dos grupos de intervencdo,
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houve outras varidveis que estiveram correlacionadas com a descida do cortisol. Em primeiro lugar, a
testosterona (r=0,53, p<0,001): grandes descidas de cortisol associaram-se a grandes descidas de
testosterona — o assunto serd retomado adiante a propdsito da variacdo da testosterona. Em segundo
lugar, o nivel inicial de cortisol (r=-0,27; p<0,001): um nivel inicial mais elevado de cortisol associa-se a
maiores descidas de cortisol (Figura 4.25-direita). Em terceiro lugar, a hora do dia (r=0,24, p=0,001): nas
primeiras horas da manha ocorreram maiores descidas de cortisol. A Figura 4.25-esquerda ilustra como,
dentro de cada grupo de intervencao, as maiores descidas ocorrem de manha. Num modelo de regressao
multipla onde a variagao do cortisol é a varidvel dependente, a variagao de testosterona, o cortisol inicial, a
hora do dia e o tipo de intervenc¢do, explicam 35,1% da variagdao do cortisol, um valor altamente
significativo (p<0,001). Se a variagdo de testosterona for removida deste modelo, uma vez que se pode
guestionar se desempenha um papel causativo sobre a descida do cortisol, ainda assim as outras trés

variaveis explicam 13,4% da varia¢do do cortisol, o que é ainda altamente significativo (p<0,001).

A comparagao entre grupos quanto a descida do cortisol, pode ser feita tendo em atenc¢do o valor inicial de
cortisol através da comparagdo entre as médias de percentagens de variacdo ((valor final — valor
inicial)x100/valor inicial) por oposicdo a comparacdo entre as médias das varia¢Ses absolutas de cortisol.
Como se pode ver na tabela seguinte, o cortisol desceu 9,6% no grupo da musica, desceu 7,5% no da revista

e subiu 3,1% na sala de espera.

Manha Tarde TOTAL

Musica -12,1% -6,2% -9,6%
Revista -9,6% -4,6% -7,5%
Sala-espera 1,1% 5,3% 3,1%
TOTAL -7,6% -1,8% -5,0%

As descidas percentuais médias foram de -7,6% de manha e -1,8% de tarde. A intervencdo por musica

conduziu a descidas maiores que as outras intervengdes, quer de manha (-12,1%) quer de tarde (-6,2%).

As conclusdes relativas a diferencas entre grupos de intervencgdo ndo se alteram quando se utiliza um
modelo estatistico para remover o efeito da concentragdo inicial de cortisol e da hora do dia. Para o
demonstrar, efectuou-se uma ANCOVA (andlise de covariancia) em que o nivel inicial de cortisol e a hora do
dia sdo as co-variaveis cujo efeito se pretende remover. A ANCOVA é significativa (F2,179=4,1, p=0,02) no que

respeita ao efeito das intervengdes sobre a variagdo do cortisol, tal como a ANOVA ja o fora.
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Figura 4.25 Esquerda - Variagdo do cortisol apds a intervengdo, por grupo de intervengdo, de manha (8:30-
12h) e de tarde (12-15h), valores abaixo da linha horizontal tracejada indicam descidas do cortisol com a

intervenc3o. Direita — varia¢do do cortisol em func¢3o do seu valor inicial (r?=0,07, b=-0,16, p<0,001).

Variagdo da testosterona no plasma

O nivel médio de testosterona no plasma (nmol/L) desceu nos grupos de interveng¢do com revista (-0,11) e
com musica (-0,08), tendo subido na sala de espera (0,06). A diferenga entre a revista e a sala de espera foi
significativa (p=0,014 no critério Bonferroni). Os principais determinantes da variacdo de testosterona,
além dos grupos de intervencao, foi, de forma muito significativa, a variagdo do cortisol (r=0,53, p<0,001).
O nivel inicial da prépria testosterona (r=-1,8, p=0,014) (Figura 4.26) também contribui para explicar a sua
descida. Num modelo de regressdao multipla, estas trés varidveis explicam 30,6% (p<0,001) da variagdo na
testosterona. Adicionar ao modelo a idade da mulher, a idade gestacional e a hora do dia, acrescenta mais

1% de capacidade explicativa, o que ndo é estatisticamente significativo (p=0,48).
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Figura 4.26 Esquerda: regressdao da variacdo da testosterona contra a variacdo do cortisol, ambos no
plasma em nmol/L, apds a intervencdo. A recta Y=0,002+0,001X tem r?=0,276 e declive altamente
significativo (p<0,001). Direita: variagdo da testosterona contra o nivel inicial de testosterona no sangue, y=

0,068-0,07 X, r’=0,03 (p=0,014).

Variagdo do cortisol e testosterona no plasma com e sem auscultadores

Dentro do grupo das 70 mulheres que ouviram musica, comparou-se o grupo que ouviu com auscultadores
(n=34) com o grupo que ouviu musica no ambiente (n=36) quanto a varia¢do de cortisol e testosterona no
plasma, STAI-S, STAI-T, pulso, PA sistélica e diastélica, e FCF. Para evitar a inevitavel inflagdo do erro de Tipo
| que seria causada pela repeticao sistematica de testes t-student a todas estas varidveis, efectuou-se em
primeiro lugar uma ANOVA multivariada (MANOVA). Esta analise identifica a existéncia de diferencas
significativas entre os dois grupos (auscultadores e ambiente) caso estas existam entre pelo menos uma das
varidveis, sem inflaccionar o erro do Tipo I. Contudo, todos os critérios da MANOVA (traco de Pillai, H%-
Hotelling, A de Roy), foram ndo significativos (p=0,297), indicando ndo ter havido diferenga nos resultados

entre a audicdo por auscultadores e no ambiente.

4.3.2 VARIACOES NO FETO

Variagdo da frequéncia cardiaca fetal

A FCF foi avaliada antes e depois da amniocentese. Em média, pouco se alterou, em qualquer dos grupos de
intervencdo. Nas gravidas que ouviram musica desceu (-0,8) e nas que leram revistas subiu (1,81). A ANOVA
indicou ndo haver diferencas significativas entre os trés grupos de intervencao e, globalmente, também nao
existe diferenca estatisticamente significativa entre a média da FCF antes e depois da intervencao,
respectivamente, 147,96 (dp= 8,1) e 148,20 (dp= 7,0). Os fetos com menor idade gestacional apresentam
FCF mais elevada e foram os que desceram mais a FCF (r= -0,59, p<0,001) apds a amniocentese (Figura
4.27). Ndo se registaram correlacGes entre a variacao da FCF e a variacdo de outras varidveis da mae, como

a PA, o pulso e as hormonas no plasma.
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Figura 4.27 - Variac3o da FCF em funcdo da FCF inicial (r’=0,35, b=0,536, p<0,001)

Concentragdo de cortisol e testosterona no liquido amniético (LA)
As concentragdes médias de cortisol no LA foram comparadas entre os trés grupos de intervengdo (Tabela

4.9), ndo se tendo registado diferencas significativas entre elas (ANOVA, F;, 162=1,21, p=0,30), nem de

manha nem de tarde, nem por sexo do feto.

Tabela 4.9 Média e desvio-padrdo das concentragdes de cortisol no LA por grupo de intervencgao.

Musica Revista Sala-espera Total
Cortisol no LA (nmol/L)
Total média 19,6 17,8 17,1 18,3
dp 9,6 9,1 7;9 910
S6é manhd  média 21,6 17,7 16,3 18,8
dp 11,1 9,9 6,7 9,8
Soétarde  média 16,9 17,8 18,0 17,5
dp 6,3 8,0 9,3 7,8
S6 masculinos  média 20,3 17,2 14,8 17,6
dp 106 89 5,0 89
Sé femininos  média 19 18,6 18,1 18,6
dp 8,9 9,6 8,1 87

As concentracGes médias de testosterona no LA também nao diferiram significativamente entre grupos de

intervencdo dentro do mesmo sexo (ANOVA two-way, F,, 160=1,08, p=0,34).
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Tabela 4.10 Média e desvio-padrdo das concentra¢des de testosterona no LA (nmol/L) por grupo de

intervengao e sexo.

Musica Revista Sala-esper: Total
Testosterona no LA

S6 masculinos média 0,94 0,78 0,72 0,82
dp 0,41 0,35 0,37 0,39

S6 femininos  média 0,28 0,41 0,32 0,33
dp 026 0,39 0,28 0,31

Sé manhd média 0,60 0,61 0,54 0,59

dp 0,49 0,42 0,43 0,45

Sétarde  média 0,57 0,67 0,47 0,57

dp 0,47 0,4 0,31 0,40

4.4 Racio digital 2D:4D no Recém-Nascido e correlagoes

4.4.1 RACIO DIGITAL

Os racios 2D:4D foram medidos em cada RN e em cada mae por dois observadores. O tempo médio
decorrido entre o parto e a medicdo foi de 38,9 h (dp= 60,2; min-max: 2,4-541,3). As observac¢des do rdcio
2D:4D feitas pelos dois observadores foram analisadas por “repeated measures” ANOVA (e.g. Zar 2007),
com o objectivo de testar se as diferencas de leitura entre os observadores sdo negligiveis,
comparativamente as diferencas reais entre os individuos. Este tipo de ANOVA compara a média das
diferencgas existentes entre os RN com o chamado erro de medicdo, ou seja, a diferenca média de medicdo
entre os observadores no mesmo individuo. O quociente entre estas médias é altamente significativo nas
duas mdos (mdo direita: F= 95,6, p<0,001; mdo esquerda: F=93,4, p<0,001), indicando que o erro de
medicdo dos observadores ndo é apreciavel quando comparado com as diferengas que existem entre os
RN. O correspondente coeficiente de correlacdo intra-classe para as medi¢Ges dos observadores é r; = 0,89
e 0,90 (em ambos p< 0,001), respectivamente, para as maos direita e esquerda. Estes resultados
comprovam que as medi¢cdes do racio 2D:4D sdo coincidentes entre os observadores e ndo existem

enviesamentos direccionais (por exemplo, um observador tender a medir sempre mais alto que o outro).
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Doravante os calculos efectuam-se com a média dos racios 2D:4D dos dois observadores disponivel para

cada mao.

Os RN masculinos apresentaram racios médios 2D:4D mais baixos que os RN femininos (Tabela 4.11) e as

diferengas foram significativas entre as maos esquerdas (masculinos: 0,927; femininos: 0,950; t-teste=2,95;

p=0,004), mas nao significativas entre as mdaos direitas (masculinos: 0,945; femininos: 0,954; t=1,03,

p=0,305). Constatou-se que existe grande sobreposi¢do das medidas de 2D:4D entre os dois sexos, a qual

se traduz num coeficiente de correlagdo entre sexo e 2D:4D de apenas r=0,10 (p=0,31) para a mao direita e

r=0,28 (p=0,004) para a esquerda (Figura 4.28).
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Figura 4.28 Histograma das distribui¢cdes do racio 2D:4D na mao esquerda (topo) e direita (fundo) de 54 RN

femininos e 52 masculinos. As linhas ponteadas posicionam as médias do 2D:4D em cada sexo.
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Tabela 4.11 Média (desvio padrdo) dos racios 2D:4D nos recém-nascidos e suas maes.

2D:4D médio (dp) Comparacdo entre sexos por mao
Mao direita Mao esquerda Mao direita Mao esquerda
Recém-Nascido Masculino (n=52) 0,945 (0,043) 0,927 (0,039) t=1,03 t=2,95
Feminino (n=54) 0,954 (0,042) 0,950 (0,042) p=0,305 p=0,004

Comparacao entre mae e RN

Mao direita Mao esquerda Mao direita Mao esquerda

Mae Total (n = 106) 0,982 (0,031) 0,968 (0,034)
com RN masculino 0,977 (0,032) 0,959 (0,035) | t=4,47; p<0,001 t=4,73; p<0,001

com RN feminino 0,986 (0,030) 0,977 (0,032) t=5,80; p<0,001  t=3,89; p<0,001

O racio digital (RD) médio 2D:4D também foi calculado para as maes. Verificou-se que as que tiveram filhos
masculinos tinham RDs mais baixos do que as que tiveram filhas e, mais uma vez, as diferengas foram
significativas entre as maos esquerdas (com RN masc: 0,959; com RN fem: 0,977; t=2,77, p=0,007) mas ndo
entre as direitas (com RN masc: 0,977, com RN fem: 0,986; t=1,49, p=0,14), um padrdo semelhante ao

encontrado nos RNs (Tabela 4.11).

O racio médio nos RN foi significativamente mais baixo que o das suas maes nos dois sexos, uma diferenca
gue tem muito baixa probabilidade de ocorrer por mero acaso (t-student para amostras emparelhadas,
p<0,001) (Tabela 4.11). Por exemplo, a diferenca média 2D:4D entre mae e filho masculino na mao direita

foi 0,032 (=0,977-0,945) e esta diferenca foi significativa (t-teste = 4,47, p<0,001).

Investigou-se em seguida até que ponto a variabilidade observada nos racios 2D:4D de cada mao do RN
pode ser explicada pelo sexo e pelos racios da prépria mae. Para isso construiu-se um modelo de regressdo
multipla para cada mao, no qual o 2D:4D do RN foi a variavel dependente e as varidveis independentes

foram os 2D:4D da mae (maos esquerda e direita) e sexo do RN.

Ambas as mdos da mae contribuiram significativamente para explicar a variabilidade do 2D:4D na mao
direita dos seus filhos (R*=10%; p=0,006) e adicionar o sexo ao modelo ndo apresenta uma contribuicdo
significativa, com o coeficiente de determina¢3o R? a aumentar apenas para 10,1% (p=0,78), confirmando a
auséncia de associagdo entre sexo e mao direita do RN. Quanto a mao esquerda, o RD da mae explica 9,2%
(p=0,008) da variabilidade do 2D:4D e a adi¢do do sexo ao modelo mostra-se relevante pois o R aumenta
para 17% (p=0,003). Confirma-se portanto que a mdo esquerda do RN estd associada ao sexo, mesmo

guando se controla para o efeito do RD da mae.
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O racio 2D:4D da mao direita das maes apresentou correlacdo positiva estatisticamente significativa com o
2D:4D de ambas as mdos dos RN femininos (méao direita r=0,35, p=0,01; mdo esquerda r=0,30, p=0,03).
Relativamente aos 2D:4D dos RN masculinos, as correlacdes foram também positivas mas sem significado
estatistico (Tabela 4.12). O racio 2D:4D da mdo esquerda das mdes correlacionou-se significativamente

apenas com a mao direita dos RN femininos (r=0,28, p=0,04).

Tabela 4.12 Coeficiente de correlacdo entre RNs e suas maes em relacdo ao 2D:4D, por mao e por sexo. As

correlagdes significativas (p<0,05) estdo assinaladas*.

RN masculinos RN femininos
direita p esquerda p direita p esquerda p
Mae  direita 0,227 0,11 0,206 0,14 0,35* 0,01 0,30* 0,03
esquerda 0,223 0,11 -0,03 0,86 0,28* 0,04 0,06 0,65

Houve correlagdo significativa entre as maos direita e esquerda dos RN femininos (r=0,54; p<0,001) e das

maes (r=0,6; p<0,001) quanto ao racio 2D:4D, mas ndo nos RN masculinos (r=0,13; p=0,37) (Tabela 4.13).

Tabela 4.13 Coeficientes de correlagdo entre as duas mados de RNs e das mades quanto ao racio 2D:4D.

Mao esquerda

RN mascul RN femin mae

RN mascul 0,13

p=0,37

MA
V89 BN femini 0,54
direita p<0,001
o 0,61
mae
p<0,001

Em média, os RN masculinos apresentaram dedos mais longos que os RN femininos (Tabela 4.14). Por
exemplo, na mao direita, o 2D médio foi 24,71 e 25,38 mm, respectivamente, em meninas e meninos. O 4D

médio foi 25,94 e 26,9mm, respectivamente, em meninas e meninos.

Table 4.14 Comprimentos médios (mm) dos dedos 2D e 4D, por mdo e por sexo. Em RN masculinos
apresentam-se os comprimentos observados e os comprimentos esperados caso o peso médio a nascencga

nos RN masculinos fosse igual ao dos RN femininos.

Mado direita Mado esquerda
Masculino  Masculino Masculino  Masculino
Feminino (observado) (esperado) Feminino (observado) (esperado)
2D 24,71 25,38 25,02 2D 24,30 24,89 24,53
4D 25,94 26,90 26,34 4D 25,62 26,87 26,49
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A interpretacdo destes resultados requer precaucao porque os RN masculinos tém um peso médio superior
aos RN femininos e o peso estd positivamente correlacionado com o comprimento dos dedos. Poderao os
dedos dos RN masculinos ser maiores apenas porque todo o corpo é maior? Para investigar o assunto,
usou-se analise de regressdo linear para determinar o comprimento que os dedos dos RN masculinos
teriam caso estes tivessem o mesmo peso médio a nascenca que os RN femininos. O processo tem duas
etapes. Primeiro, determina-se a equacao que relaciona o comprimento de cada dedo com o peso corporal.
Segundo, substitui-se nessa equacao o peso corporal pretendido e calcula-se o comprimento esperado do
dedo para o referido peso. A Tabela 4.14 apresenta os comprimentos esperados dos dedos 2D e 4D dos RN
masculinos, constatando-se que os comprimentos médios do 2D e do 4D mantém-se mais compridos que
os dos RN femininos. Em resumo, os rapazes tém dedos mais compridos que as raparigas, mesmo

descontando o efeito do seu maior tamanho corporal.

4.4.2 RACIO 2D:4D E HORMONAS NO LA

O racio 2D:4D da mao esquerda dos RN femininos estd significativamente correlacionado com a
testosterona no liquido amnidtico (r=- 0,30, p=0,03): valores de testosterona mais elevados no LA
correspondem a racios mais baixos (Tabela 4.15, Figura 4.29). A associa¢ao observada na mao esquerda
mantéme-se significativa, mesmo quando se controla o efeito das idades gestacionais (na altura da colheita
de LA e no parto), o peso do RN e a idade da mde. Qualitativamente, observa-se a mesma associa¢do entre
o racio 2D:4D da mao direita dos RN femininos e a testosterona no LA, embora nesta mao nao seja
estatisticamente significativa (r= - 0,22; p=0,09), contudo, quando se controla o efeito do 2D:4D da mae a
associacgao é significativa (coef. correlagdo parcial r="-0,34; p=0,02).

Nos RN masculinos, ndo se encontrou associacdo estatisticamente significativa entre testosterona no LA e

o racio 2D:4D, embora a associa¢do seja positiva na mao direita r=0,14, p=0,35).

Tabela 4.15 Coeficientes de correlacdo (r) entre a testosterona no LA e no plasma materno e o récio 2D:4D

nos RN, por mao e por sexo. Apresentam-se também os p-values destas correlagoes.

Mao direita Mao esquerda
mascul = femini = mascul  femini
Testost no LA r 0,14 -0,24 0,004 -0,3
n 49 51 46 51
p 0,35 0,09 0,98 0.03*
Testost no plasma r -0,2 -0.24 -0,11 -0,1
n 52 54 52 54
p 0,15 0,09 0,44 0,49
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Figura 4.29 Associacdo negativa entre a testosterona no LA (nmol/L) e o racio 2D:4D na m3o esquerda (r> =

0,10; b= - 0,042; p=0.03) e na m3o direita (r? = 0.05; b=-0,037; p=0.09) dos RN femininos.

A testosterona no plasma materno esta negativamente correlacionada com os quatro racios 2D:4D dos
recém-nascidos, ou seja, quando a testosterona no plasma das maes é mais elevada, o racio 2D:4D no RN
tende a ser mais baixo. Isto observa-se em ambos os sexos e em ambas as mdos, embora nenhuma destas
associagles seja estatisticamente significativa (Tabela 4.15). A ndo-significancia estatistica pode-se dever a
insuficiente tamanho da amostra quando os dados sdo analisados por sexo. Quando os dois sexos sao
reunidos (n=106), a associacdo entre testosterona no plasma e o racio 2D:4D torna-se significativa na mao

direita (direita: r=-0,2, p=0,04; esquerda: r=-0,04, p=0,72).

Resultados homodlogos foram encontrados em relagdo ao peso dos RNs ao nascer e testosterona no plasma
das maes, mas ndo no LA (Sec. 4.2.9, Peso do RN ao nascer), ou seja, o peso dos RNs mostrou correlagao,
embora fraca, com a testosterona no plasma, de sinal contrario nos dois sexos: correlagdo positiva nos

masculinos e negativa nos femininos.

A testosterona no plasma das maes também se correlaciona significativamente com o racio 2D:4D das
proprias maes em ambas as maos (direita: r=-0,36, p=0,011; esquerda: r=-0,37, p=0,008) quando o feto é

masculino, mas ndo quando o feto é feminino (direita: r=0,16, p=0,26; esquerda: r=0,06, p=0,65).

Examinou-se em seguida a proporcao de variabilidade no racio dos RNs (por sexo e mao) explicada pelos
racios das maes e pela testosterona, utilizando um modelo de regressao hierarquica onde o 2D:4D do RN é
a variadvel dependente e as varidveis independentes sdo o racio 2D:4D da mae (duas variaveis: esquerda e

direita), a testosterona no LA e a testosterona no plasma materno.
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Tabela 4.16. Resultados de regressdes hierdrquicas em 3 passos, onde o 2D4D dos RN é a variavel
dependente, por sexo e por mao. As variaveis independentes foram, no 12 passo apenas os 2D:4D da mae
(as duas maos), no 22 passo adicionou-se a testosterona do LA (LA-T), no passo 3 adicionou-se a
testosterona do plasma (plasma T). R? é a propor¢3o de variacdo do 2D4D do RN que é explicada a cada
passo do modelo; p é a significAncia do incremento AR? de variacdo explicada a cada passo, assinalando-se

* se p<0.05 e ** se p<0.01.

RN masculinos R? AR? p RN femininos R? AR? p

RN mdo direita RN mdo direita

mae 2D4D 0.063 0.063 0.23 mae 2D4D 0.153 0.153 0.02*

mae 2D4D + LA-T 0.074 0.011 0.46 mae 2D4D + LA-T 0.249 0.096 0.02*

mae 2D4D + LA-T +plasma T 0.084 0.009 0.51 mae 2D4D + LA-T+plasmaT  0.305 0.056 0.06
RN mdo esquerda RN mdo esquerda

made 2D4D 0.011 0.011 0.77 made 2D4D 0.135 0.135 0.03*

mae 2D4D + LA-T 0.012 0.001 0.85 mae 2D4D + LA-T 0.253 0.118 0.01%**

mae 2D4D + LA-T + plasma T 0.012 0.000 0.99 mae 2D4D + LA-T+plasmaT  0.261 0.008 0.48

O modelo com o 2D:4D da mae e a testosterona no LA explica uma proporgao significativa da variabilidade

do racio 2D:4D dos RNs femininos (R*=24,9% e 25,3%, respectivamente m3os direita e esquerda).

A Tabela 4.16 indica que, nos RNs femininos, o racio materno por si s6 é muito significativo, explicando
15,3% e 13,5% da variacdo, respectivamente, na mao direita e esquerda, mas a adicdo da testosterona no
LA ao modelo, melhora-o significativamente, com uma percentagem adicional de 9,6% e 11,8%,
respectivamente, para as maos direita e esquerda, sempre com um coeficiente de regressdo negativo. A
adicdo da testosterona no plasma ndao melhora significativamente o modelo. Globalmente, os racios da
mae e a testosterona, explicam uns significativos 30,5% e 26,1% da variabilidade dos 2D4D dos RN

femininos (Tabela 4.16).

Quanto aos RNs masculinos, o modelo ndo explica a variabilidade observada no racio 2D:4D de nenhuma
das mados. A variagdo explicada pelo modelo no seu todo foi de 8,4% e 1,2%, respectivamente para a mdo

direita e esquerda do RN (Tabela 4.16), e nenhum é significativo.

Em relacdo ao cortisol, ndo foi encontrada qualquer associacdo significativa entre a concentracdo no LA
e/ou no plasma com os racios 2D:4D, quer por sexo, quer por mao, quer globalmente, quer por hora do dia
(manha-tarde). O nivel de ansiedade, estado ou traco, também ndo mostrou associacdo consistente com o

2D:4D no RN, ou na mae (Tabela 4.17).
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Tabela 4.17 Coeficientes de correlacdo e respectivos p-values entre os racios 2D:4D dos RNs (em colunas),

os scores de ansiedade (STAI S e STAI T) e as concentra¢des de cortisol no plasma e LA das respectivas

maes.

Mao esquerda Mao direita

mascul  femini = mascul  femini

STAI-S r -0,06 -0,09 0,28* -0,04
p 0,68 0,51 0,05 0,8

STAI-T r 0,13 0,06 -0,20 -0,07
p 0,38 0,70 0,89 0,62

Cortisol plasma r 0,12 0,13 -0,19 0,04
p 0,41 0,37 0,20 0,80

Cortisol LA 0,05 0,14 0,01 0,04
p 0,73 0,34 0,97 0,79
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5. Discussao

Este estudo centra-se no efeito de uma intervengdo relaxante de curta duragdo (30 min) em
gravidas colocadas na eminéncia de um episédio clinico invasivo e reconhecidamente
ansiogénico — a amniocentese. O planeamento experimental foi concebido para investigar os
principais objectivos estabelecidos a partida para o estudo, mas permitiu também reunir dados
conducentes a investigacdo de temas subjacentes, nomeadamente as associacbes entre
variaveis bioldgicas e psicoldgicas da gravida e do préprio feto. Além disso, a avaliagdo das
gravidas no parto, permitiu alongar longitudinalmente o estudo, associando as caracteristicas
das gravidas estudadas as caracteristicas do recém-nascido (RN), nomeadamente o racio digital
2D:4D, um potencial indicador antropométrico da exposi¢cdo aos niveis de testosterona in Utero,

permitindo estudar possiveis influéncias ambientais da mae e do feto.

Esta discussdo inicia-se por uma curta comparagao entre a amostra usada neste estudo e a
populacdo-base de parturientes do HDE, importante para avaliar a representatividade dos
resultados. A discussdo prossegue para o tema central da tese — o efeito psicoldgico e hormonal
da intervencdo relaxante sobre os trés grupos de gravidas intervencionadas, sendo feita uma
discussao critica sobre as associagdes estabelecidas entre varidveis bioldgicas e psicoldgicas ao
longo do capitulo de resultados. Na parte final, sdo discutidas as caracteristicas antropométricas

do racio digital do recém-nascido e da mae e suas correlagdes com o ambiente hormonal.

5.1 Amostra do estudo versus Populagao Base de gravidas do HDE

Recrutaram-se 188 mulheres gravidas com idade média de 37,7 anos (min-max: 27-44 anos) e
idade gestacional média de 17,3 semanas (min-max: 15,7-23,6) que iam fazer amniocentese. As
participantes foram distribuidas aleatoriamente por trés grupos de intervencdo, com o objectivo
de avaliar e comparar o impacto de intervengbes relaxantes ndo farmacoldgicas, visando
respostas psicolégicas e hormonais a um stressor ansiogénico durante a gravidez. Das 188
gravidas, quatro foram posteriormente excluidas por patologia ou estudo incompleto. A idade
média neste estudo foi superior a idade média da populacdo base (PB) de parturientes do HDE,
a qual foi de 30,4 anos de acordo com o estudo de Ventura e Gomes (2010) para o periodo 2005-
2008 (Tabela 5.1). A diferenga (37,7 para 30,4 anos) é estatisticamente significativa (t-teste,
p<0,001) e era expectavel que assim fosse porque, em larga medida, a realizacdo de

amniocentese foi justificada pela idade avancada da gréavida.

109



Discussao

A percentagem de nuliparas foi de 79% na PB e apenas 39% neste estudo, o que sugere ser a
partir dos 30 anos de idade que a maioria das mulheres decide ter filhos. Quanto ao tipo de
parto, houve 36,3% de cesarianas versus 31,9% respectivamente neste estudo e na PB (Tabela
5.1). A percentagem mais elevada de cesarianas é em parte explicada pela elevada
percentagem (41,7%) nas participantes cujo parto ocorreu fora do HDE, maioritariamente em
hospitais privados, onde a maioria dos nascimentos foi via abdominal. Possivelmente a idade
média mais avancada também poderia associar-se a maior risco na gravidez e no parto,
contribuindo para a diferenga. A nacionalidade foi portuguesa em 93,5% das participantes
deste estudo, enquanto na PB havia apenas 78,1% portuguesas. Esta diferenca é explicada, por
um lado, pela idade média (IM) das emigrantes (havia 21,9% de estrangeiras na PB), que sdo
habitualmente mais jovens e foram excluidas do estudo as que ndo dominavam o portugués.
Por outro lado, vdrias culturas e religides ndo aceitam a interrupgdo de gravidez, nem a
realizacdo de diagndstico pré-natal, pelo que as portuguesas estdo mais representadas na

presente amostra.

Tabela 5.1. Comparacao entre a amostra (n=184) usada neste estudo e a popula¢do base (PB)
do HDE descrita em Ventura e Gomes (2010) (n=8293, entre 2005 e 2008). Indicam-se médias

(dp) e percentagens de varidveis descritivas.

maes Recém-nascidos (RN)
Idad Idad .
? € Nacionalidade . ) ade Sexo Pesomédio (g)
média Nuliparas Cesarianas|gestacional
portuguesa (M:F) .
(anos) (semanas) Mascul Femini
Amostra deste
37,7(2,9) 93,5% 39% 36,3% 39,3(1,2) 0,51:0,49 3395 3136
estudo
Populagdo do
EDE(CPB) 304(55  781% 79%  31,9% |388(L79) 052048 3286 3156

As percentagens de RN masculinos e femininos neste estudo e na PB sdo muito parecidas
(Tabela 5.1) e a sua diferenca sem significado estatistico. O peso médio a nascenca em partos
simples foi na PB 3286g para os rapazes, em média mais 130g do que as raparigas. Na presente
amostra o peso médio nos rapazes foi 3395g e nas raparigas menos 259g. Contudo, a diferenca
entre os pesos médios nas duas amostras, quando comparados por sexo, ndo é significativa

(rapazes: t-teste=1,53, p=0,13; raparigas: t-teste=0,28, p=0,78).

A diferenca da idade gestacional média em partos simples - 38,8 semanas na PB versus 39,3
semanas neste estudo - mostrou também ser estatisticamente significativa (p<0,001). Na

presente amostra apenas 3,3% dos RN nasceram prematuros (inclui RN excluidos), em parte
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devido aos critérios de exclusao usados na composicao inicial, e pelas diferengas populacionais
evidenciadas na incidéncia de parto pré-termo na PB, que era mais elevada em gravidas
indianas e de paises africanos de lingua oficial portuguesa (respectivamente 8,3% e 8,8%),

ausentes nesta amostra.

Tudo indica portanto que este estudo é representativo da populacdo de grdvidas portuguesas
que utiliza o HDE, com mais de 30 anos de idade, em idade gestacional das 16 as 23 semanas,
bem como dos seus recém-nascidos quando o parto é simples e ndo existe patologia materna

ou fetal posteriormente detectada.

5.2 Efeito psicoldgico, hormonal e fisiologico da intervengao

As intervengOes complementares e alternativas, como a massagem ou o yoga, sdo as escolhas
mais comuns para as gravidas que pretendem contrariar a ansiedade e simultaneamente evitar
os efeitos acessdrios da administracdo de farmacos. Neste trabalho comparou-se o impacto de
intervencoes relaxantes de curta duragdo (30 min) sobre a ansiedade, os niveis de cortisol e de
testosterona, e sobre parametros vitais de mulheres gravidas na eminéncia de realizarem
amniocentese. A experiéncia decorreu num ambiente facil de implementar em cendrios

clinicos ou em uso domeéstico.

5.2.1 Ansiedade

O valor médio do estado de ansiedade (STAI-S) avaliado pelo inventario de Spielberger a
chegada foi 43,4 (dp=11), evidenciando uma situacdo ansiogénica (Tabela 4.1). Contudo, o
traco médio de ansiedade (STAI-T) a chegada foi de 35,4 (dp=8,9), mostrando que as mulheres
ndo eram inerentemente ansiosas, mas confirmando que a eminéncia de amniocentese é
percebida como um acontecimento ansiogénico pela gravida (Ng et al 2004, Sarkar et al 2006).
Sarkar et al (2006) também encontraram este tipo de resultados mas de forma ainda mais
acentuada, pois as gravidas que aguardavam amniocentese apresentaram um STAI-S médio de
49,8 (dp=14), comparativamente a um grupo controlo as 20 semanas que aguardava ecografia
com STAI-S de 36,1 (dp=10,2), evidenciando ser a amniocentese indutora de ansiedade/stress
agudo. A diferenca entre o valor de Sarkar et al (2006) e o deste estudo pode dever-se a

caracteristicas populacionais e/ou ao enquadramento hospitalar do exame. Este estudo teve
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lugar numa pequena maternidade, onde a relagdo com as gravidas era muito personalizada,

limitando possivelmente niveis mais extremos de ansiedade.

Apds a intervengdo de meia hora, o valor médio do STAI-S baixou de 43,4 para 37,3 (dp= 11,5)

(Tabela 4.2A) e esta descida foi estatisticamente significativa (p=0,004).

Os resultados deste estudo corroboram a hipdtese de que um periodo de relaxamento de
apenas 30 min pode ter efeitos positivos na saude psicolégica da mulher sujeita a situacoes
ansiogénicas. Os resultados do estado de ansiedade diminuiram em todos os grupos (musica,
revista, sala de espera) apos a intervencdo. A descida média do STAI-S (Tabela 4.5) foi de -6,1
pontos, sendo a musica (-8,2) mais eficaz que a revista (-5,7) ou a sala de espera (-4,1) a
reduzir a auto percep¢do de ansiedade. As diferengas entre os grupos foram significativas
(p=0,004), indicando que o tipo de intervengdo usada ndo é indiferente. Os ganhos foram
significativamente maiores quando a pausa ocorreu com audi¢do de musica, por oposi¢cdo a
estar simplesmente sentada na sala (p=0,003, Tabela 4.8). Os ganhos foram também
particularmente bons nas mulheres mais ansiosas, sendo estas as que mais beneficiaram da
intervencdo (Figura 4.23). Neste estudo observou-se uma tendéncia para serem as
parturientes mais jovens e de menor idade gestacional a mostrarem mais ansiedade, mas

também mais beneficio com o relaxamento (Figs 4.6, 4.7).

A média inicial do STAI-T (35,4) desceu apds a intervengao (34,0) mas, ao contrario do STAI-S, a
diferenga foi pequena e ndo mostrou significado estatistico. Na verdade, o “traco” pretende
avaliar uma caracteristica estavel do individuo e ndo devia variar muito com um curto
relaxamento, enquanto o “estado” avalia o momento e é mutavel com as circunstancias. Neste

sentido, os resultados obtidos conferem credibilidade aos inquéritos usados.

5.2.2 Hormonas

Além de uma melhoria no bem-estar psicolégico avaliado pelo indice de ansiedade, as
intervengdes relaxantes promoveram também uma descida média no cortisol e na
testosterona plasmatica. Em média, o cortisol desceu 36,5 nmol/L, tendo a maior descida
ocorrido mais uma vez no grupo que ouviu musica (-60 nmol/L). A andlise estatistica mostrou
que as diferengas entre grupos ndo sdo atribuiveis ao acaso (p<0,004, Tabela 4.7) e, quer a
musica, quer a leitura de revistas, foram muito mais eficazes do que esperar sentado na sala

(Tabela 4.8).
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A maior descida no cortisol do plasma teve sempre lugar de manh3, em todos os grupos de
intervencao (Figura 4.25 esquerda). Foi maior nas mulheres que ouviram musica, ndo havendo
diferencas significativas entre a forma de audigdo, ou o tipo de musica escolhida. A tarde, a
mudanca média do cortisol foi menor, ndo se encontrando diferencas significativas entre os
grupos, mesmo controlando para a hora do dia. E possivel que 30 min de relaxamento possam
ser insuficientes para reduzir o cortisol a tarde e/ou que o nivel de cortisol a tarde seja ja

muito baixo para permitir descidas relevantes com o relaxamento.

Globalmente, as trés varidveis mais importantes para a variagdo do cortisol nos 30 min de
intervengdo foram, por esta ordem, o nivel inicial de cortisol, o grupo de intervencdo, e a hora
do dia. A primeira e a terceira varidvel eram expectaveis, tendo em conta por um lado, que um
nivel de cortisol mais alto deve ter maior potencial para descida, por outro o ritmo circadiano
do cortisol, mas este estudo mostra de forma Unica o efeito da segunda varidvel — a diferente

eficacia entre grupos de intervencgao relativamente ao cortisol.

A associacdo entre stress, ansiedade e secre¢do hormonal (corticosterona/cortisol) esta bem
estabelecida no modelo animal (Weinstock 2001, Matthews 2002, Amiel-Tison et al 2004).
Essa associacdo mostrou ter profundas influéncias no desenvolvimento e subsequente funcdo
do eixo HHSR, com consequente aumento da susceptibilidade a problemas metabdlicos e
neuro-comportamentais que, por sua vez, podem ser transmitidos a mais de uma geragdo
descendente por mecanismos epigenéticos (Matthews and Phillips 2012). Apesar de ser mais
dificil levar a cabo estudos em humanos, nas ultimas décadas tem sido encontrada evidéncia
gue acompanha os resultados em animais (Van den Bergh et al 2005). Ainda assim, a
associacdo entre o cortisol e os efeitos do stress psicolégico em humanos requer mais
compreensdo. Petraglia et al (2001) e Obel et al (2005) estiveram entre os primeiros a estudar
a associacdo entre auto-avaliagdo de stress psicoldgico crénico e cortisol durante a gravidez.
Sarkar et al (2006) foram os primeiros a investigar a resposta do cortisol a ansiedade induzida
pela realizacdo eminente de amniocentese, mas usaram apenas amostras de manhad e nao
avaliaram intervencGes relaxantes. Teixeira et al (2005) e Field et al (2009) examinaram o
impacto de intervencgdes de relaxamento, mas ndo tdo rapidas e pouco dispendiosas como as
aqui utilizadas. Neste estudo apresentamos evidéncia de que apenas 30 minutos sdo
suficientes para baixar os niveis de cortisol, pelo que relaxar, principalmente através da

musica, tem um efeito imediato e mensuravel.
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Também o nivel médio de testosterona no plasma desceu nos grupos de intervencdao com
revista (-0,11 nmol/L) e com musica (-0,08 nmol/L), tendo subido na sala de espera (0,06
nmol/L). A diferenca entre a revista e a sala de espera foi significativa (p<0,014) e além dos
grupos de intervencdo, os principais determinantes da variacdo de testosterona foram a
variacdo de cortisol (r=0,46, p<0,001) e o nivel inicial da prdpria testosterona (r=-1,8, p=0,014)
(Figura 4.26). A este propdsito, um resultado inesperado foi a correlacdo encontrada entre a
variagdo do cortisol e a variagdo da testosterona, ambas subsequentes a intervencdo. O
assunto sera retomado na sec¢do 5.3.

Ndo foram efectuadas medi¢cdes hormonais no LA antes da interven¢do, todas as
amniocenteses foram feitas apds os 30 min. As concentragdes médias foram comparadas entre
grupos de intervengdo (Tabelas 4.9-4.10), ndo se tendo registado diferencas significativas
entre elas, nem para o cortisol nem para a testosterona. Note-se, contudo, que o tempo
decorrido entre o fim da intervengdo e a amniocentese foi em média de 28 min (dp=18 min)
tendo-se situado, em 50% dos casos, entre 17 e 34 min. Uma intervenc¢do de 30 min, seguida
de um intervalo tao curto, dificilmente teria tradu¢do mensurdvel nas hormonas do LA, por
isso a auséncia de diferencas entre os niveis hormonais dos grupos de intervencdo, foi
considerada pouco relevante. Além disso, as concentra¢gdes hormonais no LA sdo muito baixas

e diferencgas entre os grupos possivelmente sé seriam detectadas em amostras muito maiores.

5.2.3 Intervengdo com musica

Ouvir musica pode aumentar o relaxamento por providenciar distraccdo de um anterior foco
de atencdo, como uma situacdo de stress ou dor fisica (Davis et al 1999, Evans 2002,
Kwekkeboom 2003). A distraccdo pode combinar-se com o efeito fisiolégico da audicdo de
musica (para uma revisdo ver Schneck and Berger 2006, Krout 2007) sendo benéfico para o
ouvinte por potenciar o processo de relaxamento. Os resultados indicam que musica
relaxante, em particular, é eficaz a reduzir o nivel de ansiedade e de cortisol no plasma. As
mulheres mais ansiosas parecem ser as que mais beneficiam. Outros investigadores
encontraram resultados semelhantes no que respeita ao bem-estar psicolégico associado a
musica, mas ndo estudaram a relacdo com o cortisol e a testosterona (Browning 2000,

Sidorenko 2000, Chang et Chen 2005, Chang et al 2008).

Para aplicacGes praticas, é importante considerar o tipo de musica utilizado (Elliot et al 2011).
A musica percebida como relaxante por uma pessoa pode n3o o ser por outra. E sabido que a
idade, a cultura e o status socioeconémico afectam a forma como as pessoas respondem a

musica (Dunn 2004, Krout 2007). Neste estudo as participantes escolheram o que
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consideraram ser o tipo de musica mais relaxante para elas, seguindo as indicacdes de estudos
prévios sobre a eficacia da musica seleccionada pelo paciente em periodos peri-operatdrios
(Kulkarni et al 2002, Clark et al 2006, Mitchell and MacDonald 2006) ou por gravidas de risco
em repouso no leito hospitalar (Yang et al 2009). Em geral, a musica escolhida pelo préprio
tende a ser a mais eficaz a reduzir a ansiedade e a ter mais beneficios para o préprio (Siedliecki
and Good 2006, Pelletier 2004, Krout 2007). A durag¢do do periodo de relaxamento também é
importante. Foi escolhido um periodo de 30 min principalmente porque seria facil de
implementar como parte dos procedimentos de rotina num cendrio clinico. Uma exposi¢ao
demasiado prolongada, num ambiente ndo familiar, também poderia ter efeitos
contraproducentes na ansiedade da mulher. No entanto, para uso doméstico, a dura¢do da
intervengdo, bem como a selecgdo musical, podem possivelmente ser deixadas a escolha da
mulher, dentro de limites razodveis. O uso de auscultadores, eventualmente vantajosos como
forma de isolar ruidos externos, ndao mostrou diferencas significativas na redugao da ansiedade
ou dos valores hormonais, comparativamente a audicdo de musica ambiente através de
colunas e o mesmo foi encontrado por outros autores noutro contexto, onde também nao se

evidenciaram vantagens (Tsivian et al 2012).

Antes de prosseguir com uma discussdo sectorial mais detalhada das varidveis psicolégicas e
hormonais, uma palavra ainda sobre o impacto da intervengao sobre o pulso, a PA da mae, e a

frequéncia cardiaca do feto.

5.2.4 Pulso, Pressdo Arterial e Frequéncia Cardiaca Fetal

Pulso e pressdo arterial (PA) sdo parametros fisiolégicos influencidveis pelo estado de
ansiedade, pois a sua variacdo traduz sensibilidade vascular a adrenalina e noradrenalina, que
actuam nos receptores a-1 e a-2 adrenérgicos presentes nas paredes dos vasos e musculo
cardiaco (Tsigos et al 2002). Essa variacdo depende da interacgdo do sistema nervoso
simpatico e parassimpatico, os dois ramos do sistema nervoso auténomo que medeiam a
resposta rdpida ao stress nos orgdos periféricos principalmente em situacGes agudas

(Charmandari et al 2005).

O pulso da made a chegada foi em média 84,8 ppm (min-max: 61-114) e mostrou correlacdo
significativa com o estado (ndo com o traco) de ansiedade (p=0,01) e com a PA sistdlica
(p=0,001). Apds os 30 min de intervencdo baixou em todos os grupos, para uma média geral de
79,5, descida esta que foi significativa (p<0,001). A descida registada nos trés grupos de

intervencdo ndo mostrou diferencas significativas entre si (p=0,44, Tabela 4.7). STAI-S e a PA
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sistélica explicam uns significativos 9% da variabilidade no pulso (p<0,001). J& a descida do
pulso teve correlacdo significativa com a descida da PA diastdlica (p=0,04), mas ndo com a
descida da sistdlica (p=0,13), ao contrario do pulso inicial, o que sugere mecanismos

subjacentes um pouco diferentes.

A pressao arterial corresponde a pressdo exercida pelo sangue circulante nas paredes dos
vasos e depende de multiplos factores, sendo os mais relevantes o output ou forca de
bombeamento cardiaco e a resisténcia vascular periférica. Em cada batimento cardiaco, a PA
varia entre um minimo, a diastdlica, que corresponde ao periodo de relaxamento em que o
coragdo recebe o sangue proveniente dos outros 6rgaos, e um maximo ou pressdo sistolica,
que corresponde a contrac¢do cardiaca que ejecta sangue no sistema arterial. A descida do
pulso e da pressdo diastélica neste estudo correlacionaram-se significativamente, o que ndo
surpreende pois ambos estdo dependentes principalmente da actividade e output cardiaco, e
respondem a variagdo da actividade simpatica e parassimpatica no miocardio (Davis et al
2012). A variagdo da sistolica é influenciada também pela resisténcia vascular sistémica, e aqui
apresentou um padrdo mais labil, com maiores oscilacdes entre os valores minimos e

maximos, que a pressao diastdlica e o pulso (Tabela 4.6).

Tanto a PA sistdlica como a diastélica desceram em todos os grupos de intervengdo. Em média,
a maior descida foi na revista (-9,8 e -4,3, respectivamente na PA sistélica e diastdlica), seguida
da musica. As descidas nestas duas intervengbes foram significativamente maiores que as
descidas na sala de espera (Tabelas 4.6 e 4.8). O grupo da sala de espera, por sua vez, nao
desceu significativamente a PA, mas foi o que desceu mais o pulso (Tabela 4.6). Os
mecanismos envolvidos na descida do pulso e da PA sdo complexos, alguns ainda mal
conhecidos e, neste estudo, parecem diferir um pouco nos trés grupos de intervencdo. A
musica tem um papel estimulante nalgumas fung¢des (Bernardi et al 2006), possivelmente via
ramo simpdtico do SNA e pela interaccdao entre cortex pré-frontal e sistema limbico (Krout
2007). A revista teve mais eficacia em baixar estes parametros vitais e também na descida da
testosterona, o que poderd dever-se a este aspecto. A presenca do marido ou outro
acompanhante durante o periodo de espera parece activar o ramo parassimpatico do SNA com
consequente reducdo do pulso, j& que os outros dois grupos requeriam isolamento social. A
ocitocina, que estd associada a relagGes continuadas e estaveis e, portanto, a estabilidade
emocional e equilibrio homeostatico, podera ter também algum papel neste processo (Lund et

al 2002, Moberg 2000), mas nao foi avaliada no presente estudo.
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As gravidas com mais elevada frequéncia cardiaca, traduzida no pulso, mais elevada PA inicial e
mais elevado STAI-S, foram as que apresentaram também as maiores descidas. Estes dados
apontam um padrdao de maior amplitude nas respostas ao stress pelas participantes mais
ansiosas: qguem tem maiores subidas, tem maiores descidas e vice-versa, um padrao que vai ao
encontro do que j& se conhece bem no modelo animal para as respostas hormonais,

principalmente dos glucocorticdides (Weinstock 2005).

A variacdo da frequéncia cardiaca fetal (FCF) em resposta a estimulos vibroacusticos e a voz da
mae é considerada sinal de cognicdo fetal, pois evidencia aten¢do e orientagdo (Kisilevsky et
Hains 2010, Sandman et al 1997). Alguns estudos realizados em fetos humanos mostraram que
a partir do segundo trimestre estes conseguem detectar estimulagdo proveniente do meio
extra-uterino e pelo fim do terceiro trimestre, conseguem discriminar e aprender associa¢oes
(Sandman 2010), sendo por isso considerada a variagdo da FCF um indicador cognitivo. Neste
estudo, a FCF média foi 148 bpm antes da amniocentese e nao se alterou apds o exame.
Procurou-se detectar associa¢do aos grupos de intervengao, nomeadamente quando a musica
foi ouvida no ambiente através de colunas por oposi¢cao a auscultadores, mas a variagao da
FCF n3do diferiu estatisticamente entre os grupos de intervencdo e ndo mostrou associagdes
com outras variaveis além da idade gestacional, ndo sendo indicativa, nesta fase, de reac¢do
fetal relativamente a mae. Na verdade, apenas gravidezes acima das 24 semanas evidenciaram
esses achados mostrando relagdo com a maturagdo progressiva do SNC e periférico.
Nomeadamente, foi encontrada correlagdo entre a FCF a partir das 24 semanas e o seu padrdo
pos-parto até aos dois anos (DiPietro et al 2000). No entanto, o presente estudo cingiu-se ao

intervalo das 15,7-23,6 semanas e a frequéncia cardiaca n3o foi avaliada no recém-nascido.

5.3 AssociagOes entre variaveis psicoldgicas, hormonais e fisiologicas

Foram detectadas associa¢des entre as varidveis psicoldgicas, hormonais e fisioldgicas que ndo
é provavel terem ocorrido por mera contingéncia da amostra. A maioria destas associacdes
corrobora resultados semelhantes descritos na literatura, mas algumas foram inesperadas e
carecem de investigacdo que confirme a sua repetibilidade. Houve também um pequeno
numero de associacGes relatadas por outros autores e aqui ndo confirmadas. Todos estes
aspectos sdo discutidos em seguida. A subdivisdo em tdpicos encerra alguma arbitrariedade,

dada a transversalidade fisiologia-endocrinologia-psicologia da maioria dos assuntos.
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5.3.1 Ansiedade e hormonas

O valor médio do estado de ansiedade (STAI-S) avaliado pelo inventario de Spielberger a
chegada foi 43 (dp=11; min-max: 20-76), evidenciando uma situa¢do ansiogénica, ja acima
mencionada. Ndo houve diferencas significativas entre o grupo da manha e da tarde (43,5
versus 43,3; p=0,88) (Tabela 4.3). Neste estudo as duas medidas de ansiedade das gravidas,
STAI-S e STAI-T estdo correlacionadas entre si de forma muito significativa (r=0,36, p<0,001;
Fig. 4.6), o que confere fiabilidade aos inquéritos: as mulheres habitualmente ansiosas
tenderam a ser as que atingiram niveis de ansiedade mais elevados ante a eminéncia da

amniocentese.

O STAI-S mostrou-se negativamente correlacionado com a idade da gravida (r= -0,19,
p=0,009), sendo as mulheres mais jovens as mais ansiosas (Figura 4.6). Isto pode ser atribuido
a multiplos factores: as mulheres mais jovens realizaram amniocentese geralmente por
alteragbes no rastreio bioquimico, mas também teriam menor experiéncia em ambiente
hospitalar, maior inseguranga e maiores expectativas. A paridade (Tabela 4.4) também se
mostrou negativamente correlacionada com o STAI-S, o que corrobora esta hipdtese. A idade
gestacional mostrou igualmente correlagdo com o estado de ansiedade, de forma fraca mas
significativa, uma vez que as gravidas de menor idade gestacional tenderam a ter um STAI-S
mais elevado (r= -0,16, p=0,03) (Figura 4.7). Outros autores (Glynn et al 2004) também
constataram que os acontecimentos na vida sdo percebidos como de maior stress no primeiro
trimestre de gravidez do que mais tarde, e nessa altura a resposta do eixo HHSR também se
mostra mais atenuada. Sarkar et al (2006) ndo encontraram associacdo da percepc¢do de
ansiedade com a idade gestacional, mas este estudo mostra que, em média, as mulheres mais
jovens e com menor idade gestacional foram as mais ansiosas. Uma possivel explicacdo pode
ser os niveis elevados de cortisol encontrados nas idades gestacionais mais avancadas (Figura
4.9) promoverem uma reorienta¢do para niveis mais baixos do sistema adrenocorticotrépico,
levando a uma resposta atenuada do eixo HHSR (Glynn et al 2001, 2004) e a uma percep¢do de
ansiedade também mais atenuada. Ou pode corresponder a uma maior tranquilizacdo em

relacdo a gravidez a medida que esta vai decorrendo sem problemas de maior.

O cortisol materno e o STAI-S estdo correlacionados de forma significativa a tarde (p = 0,05),
mas ndo de manha (p = 0,71) (Figura 4.11). O STAI-S foi o preditor mais importante dos niveis
de cortisol a tarde e a andlise de regressdao mostrou que uma unidade adicional da escala de
ansiedade-estado a tarde corresponde, em média, a mais 3,88 nmol/L no cortisol do plasma. O

valor médio do cortisol de manha nas mais ansiosas (STAI-S >40) foi 639,5 (dp=216, n=54) e
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nas menos ansiosas 605,5 (dp=223, n=47). O valor médio do cortisol a tarde nas mais ansiosas
foi 545,1 (dp=227, n=42) e nas menos ansiosas 498,3 (dp=167, n=41). Como vemos, a diferenca
entre as mais e menos ansiosas de manhd é =35nmol/L e a tarde =47nmol/L, ou seja, a tarde
ha maior amplitude no nivel de cortisol no plasma entre as mais e as menos ansiosas. Este
resultado corrobora a correlagdo encontrada a noite por Obel et al (2005) entre cortisol na
saliva em mulheres grdvidas e acontecimentos stressantes. Aparentemente a resposta do
cortisol a tarde e a noite é mais sensivel a acontecimentos indutores de stress, possivelmente
porque os valores basais de manha sdao muito elevados e apenas acontecimentos dramaticos
serdo capazes de os elevar mais. A aparente auséncia de resposta do cortisol ao stress de
manhd foi também reportada para mulheres ndo gravidas por Powell et al (2002). O

relaxamento, pelo contrario, mostrou maior resposta do cortisol de manha (Secgdo 5.3.2).

Na tarde, verificou-se ainda maior significancia da correlagao entre STAI-S e cortisol materno
abaixo das 17 sem de gestagdo (r=0,30 em <17sem, p=0,01, n=69; r=0,20 >17 sem, p=0,29,
n=28), o que também foi encontrado por Sarkar et al (2006). Estes autores encontraram uma
correlagao linear modesta entre o estado de ansiedade e o cortisol no plasma apenas até as 17
semanas, o que possivelmente estd relacionado com o hipercortisolismo fisiolégico
progressivo da gravida. Esta correlagcdo fraca terd um questionavel significado clinico, mas que
ainda assim nao deve ser ignorado num contexto de multiplos desafios ansiogénicos como é
muitas vezes a vida em sociedade. Em ambos os estudos ndo se encontrou correlagdo entre o

traco de ansiedade e os niveis de cortisol (Tabela 5.3).

5.3.2 Cortisol no plasma e no LA

A evolugdo do cortisol no plasma materno entre as 8:30 e as 15h (Figura 4.10), enquadrou-se
no interessante ritmo circadiano do cortisol ha muito reconhecido na literatura (Weitzman et
al 1971, Veldhuis et al 1989, Dickmeis 2009), com valores elevados no inicio da manha que
baixam progressivamente até as 12h, sobem ligeiramente a tarde e voltam a descer até
valores minimos durante a noite (Weitzman et al 1971). Na amostra deste estudo o cortisol foi
significativamente mais elevado de manha do que a tarde (p=0,001) e seguiu o padrao descrito

até as 15h, a ultima hora desta amostra.

O cortisol no plasma, medido antes do relaxamento, teve um valor médio de 578 nmol/L e
apresentou tendéncia para aumentar com o aumento do tempo de gestacdo (Figura 4.9), ndo
interferindo a hora do dia nesta correlagdo. O coeficiente de regressdo linear mostrou que, em

média, 1 semana de gestacdo adicional correspondeu a mais 33,3 nmol/L de cortisol no
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plasma. A correlacao positiva entre cortisol plasmatico e tempo de gestacdao é bem conhecida

e esta em concordancia com resultados de autores anteriores (Sarkar et al 2006).

Neste estudo encontrou-se evidéncia de que existe ligacdo entre o cortisol no plasma materno
e o cortisol no LA: o cortisol no LA tende a aumentar quando o cortisol no plasma materno
aumenta e vice-versa. Estdo positiva e significativamente correlacionados em todas as gamas
de idade gestacional disponiveis (Figura 4.14). Além disso, a evolucdo diurna do cortisol no LA
apresenta um padrdo semelhante ao padrdao observado no plasma da mae, embora menos
pronunciado (Figura 4.15), com descida ao longo da manha e retoma depois das 12h. Como o
padrao circadiano do cortisol plasmatico sé se estabelece apds o nascimento (secgdo 1.2.1.1),

esta tendéncia no LA deve traduzir influéncia dos niveis maternos.

O presente estudo corrobora ainda resultados de outros autores que tém relatado a existéncia
de uma correlagdo positiva entre o cortisol no plasma materno e no LA, indicativo da
existéncia de transporte através da placenta (Gitau et al 2001, Glover et al 2009). A regula¢do
da composi¢ao do LA em humanos nao é ainda bem conhecida, especialmente na fase inicial e
intermédia da gestacdo, uma vez que a maior parte da literatura tem-se focado nas gravidezes
de termo (Ohana et al 1996). Existe, no entanto, evidéncia de que a exposicdo do LA a
glucocorticoides de origem materna esta limitada pela actividade da enzima placentdria 113-
hidroxiesterdide-desidrogenase (11 HSD-2) tipo 2, a qual actua como uma barreira funcional
a passagem do cortisol (Osinki 1960, Sarkar et al 2007b). A correlacdo entre cortisol plasmatico
e no LA aparenta ser independente do nivel do estado de ansiedade porque neste estudo se
mantém significativa em mulheres ansiosas e ndo ansiosas (Figura 4.16). Glover et al (2009)
encontraram a mesma associagdo nas ansiosas, mas ndo nas ndo-ansiosas. Para explicar esta
diferenca, os autores sugerem existir uma accdo mediadora do estado emocional da mae
sobre a fungdo enzimatica placentar. Na verdade, um estudo recente em placentas de gravidas
a aguardar amniocentese mostrou associa¢do entre ansiedade materna e redugdo em 30% na
expressao da 11BHSD tipo 2, levando o feto a maior exposicao a glucocorticoides (O’Donnell et
al 2012) e corroborando os achados de Glover et al. E possivel que no presente estudo uma
amostra maior, ou com participantes com indices de ansiedade mais elevados, tivesse

detectado essa diferente associagao.

5.3.3 Testosterona no plasma e no LA

Os resultados mostraram que a testosterona no plasma tende a diminuir com o aumento da

idade da mulher (r=-0,31, p<0,001) e que existe uma tendéncia para valores ligeiramente mais
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baixos ao fim da manhd (11-12h) (Figura 4.12). Aceita-se normalmente que os niveis de
androgénios, testosterona incluida, reduzem-se substancialmente nas mulheres com a
aproximac¢do da menopausa, por volta dos 50 anos e nos anos subsequentes (Meston 1997,
Reckelhoff et al 2005). Embora as gravidas deste estudo estivessem entre os 26 e 43 anos de
idade, ja foi possivel capturar o decréscimo da testosterona no plasma (mas ndo no LA),
independentemente do sexo do feto. Na verdade, ndo se encontrou diferenca entre gravidas
com fetos masculinos e femininos no que respeita a concentracao de testosterona no plasma.
Estes resultados eram esperados, sdo conhecidos em roedores e em humanos, e foram ja

descritos por outros autores (Viau 2002, Sanders et al 2002, Sarkar et al 2007a).

A testosterona no plasma das gravidas com fetos femininos mostrou-se significativa e
positivamente correlacionada com a idade gestacional até as 18 semanas, coincidindo com
pico pré-natal de testosterona. Quando é abrangida toda a gama de idades gestacionais, o
efeito perde-se. Nas gravidas com fetos masculinos a correlagao entre testosterona plasmatica
e idade gestacional foi fraca em todas as idades gestacionais e nao-significativa abaixo de 18
semanas (Figura 4.13). E possivel que estes resultados traduzam o envolvimento dos
receptores de androgénio e da acgdo da aromatase placentar, enzima que promove a
metabolizacio da testosterona em estradiol (Sperof and Fritz 2007). E possivel especular que
esta enzima apresente diferencas na expressao e actividade em gravidezes de fetos femininos
e masculinos, a semelhanca do que parece acontecer com a 11-BHSD tipo2. Na verdade, a
testosterona no plasma das gravidas mostrou associagdo com o peso ao nascer de sinal inverso

em fetos masculinos e femininos (ver adiante Secg¢ao 5.3.6).

No feto, a testosterona tem ac¢ao determinante na organiza¢do das estruturas cerebrais e do
sistema cardiovascular, e a sua ac¢do contribui para as diferencas entre géneros e para o
dimorfismo sexual de indicadores antropométricos como o racio digital. Estes efeitos ocorrem
em periodos criticos do desenvolvimento em que os tecidos podem ser modificados por
influéncias do ambiente e estdo mais sensiveis aos androgénios (Vermeersch et al 2008). Apds
0 nascimento, estas variagGes (adquiridas in Utero) na organizacdo das estruturas tém
mostrado relagdo com aspectos comportamentais e com risco varidvel para doenga
cardiovascular (Sanders et al 2002, Barker et al 2002), o que revela a importancia do ambiente
hormonal em que o feto se desenvolve. Apds o nascimento, as hormonas esterdides tém
essencialmente um efeito activador sobre os receptores de androgénios e estrogénios, que se

sobrepde ao efeito organizacional da fase pré-natal.
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Neste estudo, a concentracdo de testosterona no LA foi, em média, 36% da concentracao do
plasma materno e foi significativamente mais alta em fetos masculinos (0,82 nmol/L) do que
em femininos (0,32 nmol/L) (Figura 4.17). Estes resultados sdo muito parecidos com os de
Sarkar et al (2007a), que referem 36-40% para a concentragdo no LA, relativamente a materna,
e concentracBes de 0,85 versus 0,28 nmol/L no LA, respectivamente, masculino e feminino
(Tabela 5.3). Ndo se encontrou evidéncia de que a concentracdo de testosterona no LA esteja
associada a concentracdo no plasma materno - as correlacées entre ambos foram r=0,01 e
0,18 em fetos masculinos e femininos, e ndo tém significado estatistico. Provavelmente, a
principal fonte de testosterona no LA é o préprio feto. Outros investigadores (Sarkar et al
2007a) também ndo encontraram correlagdo quando o feto é feminino, mas encontraram uma
correlagdo positiva significativa quando o feto é masculino (r=0,24, p<0,001), reconhecendo
contudo que o mecanismo subjacente ao seu achado é desconhecido. Apesar de ndo
encontrarmos correlagdo entre o nivel de testosterona no plasma da mde e no LA,
encontramos correlagdes do primeiro com aspectos morfolédgicos do feto ao nascer que serao

discutidas adiante (Secgdo 5.3.6).

5.3.4 Cortisol versus testosterona

A concentragdo de cortisol no plasma das mulheres a chegada apresentou uma correlagdo
significativa, embora fraca, com a concentracdo de testosterona no plasma (r=0,18, p=0.02)
(Figura 4.9). Esta correlacdo é mais forte nas maes com fetos femininos (r=0,33, p=0,002) e
nao-significativa nas maes com fetos masculinos (r=0,02, p=0,89). Quando se separa a amostra
por hora do dia, verificamos que de manha a correlacdo é muito significativa nas primeiras
horas (r=0,43, p=0,003), mas mantém auséncia de associacdo nas gravidas com fetos

masculinos.

Este resultado é curioso e contrasta com o estudo de Sarkar et al (2008) que ndo encontraram
associacdo entre cortisol e testosterona no plasma das maes. Gitau et al (2005), pelo contrario,
encontraram correlagdo positiva entre cortisol e testosterona, mas no plasma dos fetos, nos
dois sexos. Estes autores consideram, por isso, que no feto a resposta ao stress envolve
aumento do cortisol e da testosterona. Ora, no feto, a testosterona é produzida parcialmente
na supra-renal (SR), enquanto no adulto é principalmente nas génadas, mas na mulher
também ha producdo na SR e na pele (Turner and Wass 2009). Uma vez que a concentracdo de
testosterona é muito mais estavel ao longo do dia que a de cortisol, é provavel que a variacdo

no resultado observado neste estudo se deva a variacdo diurna do cortisol.
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A correlagao positiva que encontramos com mais significado estatistico nas maes com fetos
femininos pode eventualmente resultar da maior producao de testosterona nas SR quando os
fetos sao femininos. Essa producdo é desencadeada pela accdo da ACTH libertada pela
hipéfise, que por sua vez actua em receptores do cortex supra-renal (SR) e estimula a
producio local de cortisol e de testosterona (Challis et al 2001). E possivel também que a LH,
que estimula a producdo de testosterona nos ovarios e testiculos, seja mais elevada nas
gravidezes com fetos femininos (Viau 2002). Sabe-se que, ao contrario do stress prolongado,
qgue suprime a fungao gonadal, o stress agudo em humanos e roedores desencadeia uma
pequena subida na LH, geralmente de curta durag¢do, a qual se associa a subida também de
testosterona (Rivier and Rivest 1991), o que favorece a nossa hipdtese. E possivel ainda que o
sistema enzimatico da aromatase na placenta, que faz a conversdo da testosterona em
estradiol (Speroff and Fritz 2005), tenha actividade diferente em gravidezes com o feto
feminino e masculino, permitindo maiores niveis de testosterona no plasma materno na
primeira. Todas estas considera¢des sdo, no entanto, meramente especulativas e requerem
validagcdo em estudos futuros. Relembra-se, no entanto, que uma outra enzima placentar, a
11BHSD tipo 2, mostrou maior actividade em placentas de mulheres com fetos femininos,
apesar da expressao genética nos dois sexos ser idéntica (O’Donnell et al 2012). Em roedores,
também se verificou que tanto os niveis basais de corticosterona (equivalente ao cortisol nos
humanos) como os niveis de resposta, sdao sensiveis aos niveis maternos de stress ante-natal,
principalmente nas fémeas e a reactividade do eixo HHSR em ratos submetidos a stress pré-
natal foi modificada de forma diferente nos dois sexos, sendo o efeito especialmente relevante
nas fémeas (Weinstock et al 1992, Weinstock 2007). Estes achados realcam diferencas entre

sexos na producdo hormonal e fun¢do enzimatica e ajudam a explicar os nossos resultados.

Os valores médios da testosterona no plasma de gravidas com fetos masculinos e femininos
ndao mostraram diferencas significativas (t teste=0,026; p=0,98), tal como os valores de cortisol
(t teste=0,031; p=0,97). Encontramos, no entanto, uma forte correlagdo (r=0,53, p<0,001)
entre a variagdo da testosterona e a variagdo do cortisol apds os 30 minutos de intervengao
(Figura 4.26): as mulheres com maiores descidas de cortisol foram tendencialmente as que
apresentaram também maiores descidas de testosterona. Tanto quanto é do nosso
conhecimento, este estudo é o primeiro a encontrar uma correlacdo entre varia¢éo de cortisol
e de testosterona no seguimento de uma intervencgdo relaxante. O stress agudo em humanos e
roedores, como ja foi dito, desencadeia uma curta subida de LH, a qual se associa a subida de
testosterona. Esta subida podera resultar de uma alteracdo no volume plasmatico induzida

pelo sistema nervoso auténomo (SNA), através dos ramos simpatico e parassimpatico, em
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resposta ao stress, e de uma reducao da taxa de clearence associada a uma reducao do fluxo
sanguineo hepético (Cumming et al 1987). E possivel que um mecanismo inverso ao descrito
para a subida da testosterona no stress agudo se verifique em resposta ao relaxamento agudo,
ou seja, na sequéncia de alteracbes hemodindamicas traduzidas na descida do pulso e da
pressdo arterial, poderd haver uma rdpida descida de LH, que deixa de actuar nos ovdrios, e
também da ACTH, que actua na SR, levando a reducdo da produgdo de testosterona (Turner
and Wass 2009). A forte correlagdo na variacdo do cortisol e da testosterona poderia ser assim

explicada, embora este resultado necessite de ser confirmado em estudos futuros.

No liquido amniético, ndo foi encontrada associagao entre as concentragdes de testosterona e
de cortisol, nem quando se examinaram os sexos em conjunto nem separadamente. O mesmo
aconteceu quando os dados foram examinados por hora do dia (manh3/tarde). Sarkar et al
(2007a), pelo contrario, reportam uma correlagdo positiva em ambos os sexos. A Figura 5.1
confronta graficamente a relagdo entre as duas varidveis neste estudo e em Sarkar et al
(2007a). Observa-se uma grande dispersdo dos pontos nos graficos e, mesmo em Sarkar et al,
o cortisol explica apenas 9% da variabilidade observada na testosterona. A amostra do
presente estudo é consideravelmente menor (menos 105 mulheres) e, num contexto de
tamanha variabilidade, esse facto podera eventualmente explicar a nossa falha em detectar
uma associagao estatisticamente significativa. Contudo, a observac¢do dos dados em bruto (ndo
logaritmizados) (Figura 5.2) por sexo, sugere que a relagao entre as duas hormonas no LA pode
ser mais complexa do que uma simples relacdo linear traduz. Os gréficos sugerem que em
valores baixos ou médios de cortisol (< 30nmol/L), a testosterona pode tomar uma gama
muito larga de valores (0 a ~2 nmol/L em masculinos, 0 a ~1,5 nmol/L em femininos). A medida
que a concentragdo de cortisol aumenta, essa gama de variagdo aparenta tornar-se cada vez
mais limitada superiormente, de forma gradual. As linhas a tracejado na Figura 5.2, que
apresenta dados desta amostra, procuram representar a diminuicdo do nivel superior
permitido a testosterona, a medida que o cortisol aumenta, e foram colocadas nas figuras por

inspeccdo visual.
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Figura 5.1. Relacdo entre as concentragdes de cortisol (abcissas) e de testosterona (ordenadas)
no LA, em fetos masculinos (esquerda) e femininos (direita), com dados logaritmizados. Topo:
em Sarkar et al (2007a); Fundo: neste estudo. Os parametros dos graficos e das rectas sdo:
(a) r’=0,09; b=0,24; n=133; p<0,001; (b) r’=0,09; b=0,46; n=131; p<0,001; (c) r’=0,003; b=0,06;
n=83; p=0,63; (d) r’=0,003; b=0,13; n=76; p=0,65.
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Figura 5.2. Relacdo entre as concentracbes de cortisol e de testosterona no LA, por sexo do
feto neste estudo. As linhas tracejadas foram desenhadas sobre os graficos por inspeccao

visual. Formula das rectas: masculinos Test=3,1-0,048xcortisol; femininos Test=1,95-

0,03xcortisol.
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O facto de a relacdo descrita nesta amostra surgir em ambos os sexos, confere-lhe mais
credibilidade. E dificil julgar se os dados de Sarkar et al (2007a) respeitam a mesma relacio,
uma vez que os autores apresentam apenas dados logaritmizados, mas a inspeccdo das suas
figuras (Figura 5.1, topo), ndo exclui essa hipdétese. Tanto quanto é do meu conhecimento, ndo
existe uma explicacdo bem estabelecida para a relacdo entre as concentracdes das duas
hormonas no LA, mas é pouco provavel que seja adequadamente descrita por uma simples

relacdo linear.

5.3.5 Idade gestacional na amniocentese e no parto

As amniocenteses foram efectuadas maioritariamente as 17 semanas (percentis 25-75%: 16,6-
17,6) de gestacdo, pelo que os niveis de testosterona do LA na amostra sdo representativos
dos niveis de cada feto maioritariamente no pico de producdo de androgénios. As génadas do
feto iniciam a producdo de testosterona pelas 7 semanas e entre as 8 e as 14 ocorre o primeiro
pico pré-natal, associado aos efeitos de androgeniza¢do no feto, prolongando-se a producdo
até as 18 semanas (Mclntyre 2006). Como ja foi dito (Secg¢do 5.3.3), a testosterona no plasma
das gravidas (mas ndo no LA) mostrou correla¢do significativa com a idade gestacional dos
fetos do sexo feminino na amniocentese, quando se consideraram apenas idades gestacionais
inferiores a 18 semanas. Este resultado sugere diferengas na interac¢do do feto com a mae

consoante a diferenciagao sexual (Sec¢do 5.3.3 e 5.3.4).

Na altura do parto a idade gestacional média foi 39,3 semanas, sem diferencas significativas
entre os sexos (p=0,32) (Tabela 4.2A). Ndo se detectou evidéncia de associacdo entre a idade
gestacional no parto e o estado ou o traco de ansiedade das maes, avaliado aquando da
amniocentese: STAI-S (p=0,09) e STAI-T (p=0,21), respectivamente (Figura 4.20), nem
globalmente, nem por hora do dia (de manha ou de tarde). Seria expectdvel que as gravidas
com trago mais elevado mostrassem alguma tendéncia para tempo de gestacdo mais curto,
mas tal ndo aconteceu. Sendo a idade gestacional no parto pouco varidvel nesta amostra (35-
41 semanas) e o STAI-T menos varidvel que o STAI-S, é possivel que a deteccdo duma
correlagcdo negativa entre as duas exigisse uma amostra bastante maior. Outra explicacdo
possivel é os critérios de exclusdo terem eliminado grandemente os partos de baixa idade
gestacional.

Ja o cortisol no plasma em mulheres mais ansiosas (STAI-S >40) de manha (n=53) mostrou

uma correlacdo negativa significativa com a idade gestacional no parto (r=-0,38, p=0,01), ou
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seja, quanto mais elevado o cortisol mais curta a gestacdo (Figura 4.21). A tarde n3o se
encontrou esta correlacdo. Diferentes formas de stress na gravida traduzem-se por niveis mais
elevados de cortisol, aparentemente capazes de interagir com a neurofisiologia da gravidez e
parto facilitando a prematuridade e baixo peso ao nascer (Rich-Edwards et al 2005) e varios
estudos populacionais tém-no evidenciado (Copper et al 1996, Eskenazi et al 2007, Zhu et al
2010). Foi também encontrada associacdo com a idade gestacional no parto nas situacGes de
maior resposta do cortisol ao acordar (CAR) e de menor atenuac¢do dessa resposta (Buss et al
2009b). No presente estudo encontrou-se associacdo com a idade gestacional na altura do
parto e o cortisol no plasma apenas no grupo das mulheres mais ansiosas de manh3a, nao se
encontrando associagdo com as concentra¢des de cortisol a tarde, possivelmente porque os
niveis sdo mais baixos e s6 uma amostra maior poria em evidéncia essa associag¢do.

Os niveis de testosterona avaliados a data da amniocentese, quer no plasma, quer no LA,
também ndo mostraram associacdo com a idade gestacional, possivelmente porque os
critérios de exclusdo podem ter eliminado grandemente os partos com idades gestacionais
mais baixas, tornando assim dificil capturar alguma associa¢do fraca e/ou porque o tamanho

da amostra pode ser insuficiente para detectar esta associac¢do.

5.3.6 Idade gestacional no parto e Peso ao nascer

Vimos que no grupo da manh3a a idade gestacional no parto estd nesta amostra
negativamente associada a concentragdo de cortisol no plasma das gravidas: as mulheres com
nivel de cortisol mais elevado tendem a ter partos mais cedo (Figura 4.21). Existe também
correlagdo negativa entre o cortisol no LA e a idade gestacional, mas ndo é significativa, nem
de manha nem de tarde (Figura 4.21). Sabe-se que niveis elevados de cortisol actuam na
placenta levando ao aumento da CRH produzida localmente com consequente eleva¢do das
prostaglandinas que actuam no miométrio e no colo, levando ao parto (Seccdo 1.5.3). Glover
et al (2009) constataram que a correlagdo entre o cortisol do plasma das maes e do LA foi
maior quando a ansiedade estado e traco na sua amostra foi também maior, sugerindo que a
ansiedade materna tem repercussdes nos niveis hormonais do LA. A tendéncia encontrada
neste estudo vai ao encontro destes resultados, mas a correlagao entre cortisol no plasma e no
LA ndo aumentou com a ansiedade. Encontrou-se associagdo positiva em todos os quartis de
ansiedade e ndo sé no das mais ansiosas. Ndo se detectou evidéncia de associa¢do entre o
estado ou o traco de ansiedade das maes, e a idade gestacional no parto (Figura 4.20). No
entanto, o STAI-S e o cortisol plasmatico mostraram correlacdo positiva e niveis mais altos de

cortisol associaram-se a menor idade gestacional no parto. Isto sugere associacao entre
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estados de ansiedade e menor tempo de gestacdo, o que foi encontrado em estudos
populacionais com grandes amostras (Zhu et al 2010, Eskenazi et al 2007, Morken et al 2006,

Copper et al 1996), mas neste estudo a amostra é pequena para evidenciar este efeito.

Houve 51% de recém-nascidos (RN) masculinos e 49% femininos e os rapazes pesaram em
média significativamente mais do que as raparigas (p<0.001) (Figura 4.22). Em ambos os sexos
o peso do RN mostrou correlagdo negativa, embora fraca, com a idade da mae (Secgdo 4.2.9).
Verifica-se que as mades mais idosas tém tendéncia a ter bebés mais leves, embora esta
tendéncia ndo tenha atingido significado estatistico, e tém também tendéncia a ter de forma
significativa menor concentragdo de testosterona no plasma (Figura 4.12). O peso dos RNs no
parto mostrou correlagdo fraca com a concentragdo de testosterona no plasma materno, mas
de sinal contrario nos dois sexos. Nos fetos masculinos o peso tende a aumentar com o

aumento de testosterona enquanto nos femininos tende a diminuir (Figura 4.22).

Por outro lado, encontrou-se de manha correlagdo negativa entre os niveis de cortisol no
plasma das mdes e o peso ao nascer em RNs masculinos e femininos, embora sem significado
estatistico. A tarde n3o se encontrou associacio, embora também haja uma ligeira tendéncia
negativa nos rapazes. Jones et al (2006) encontraram resultados idénticos, reforcando a
existéncia de diferengas entre sexos na interac¢dao do cortisol com o feto durante a gravidez.
Também outros autores, com amostras maiores (Goedhart et al 2010), encontraram variagao
com a hora do dia na associacdo (negativa) entre o nivel de cortisol na mae as 13 semanas e o
peso ao nascer do RN, e ainda associacdo positiva entre cortisol e risco de nascer leve para a

idade gestacional (LIG).

Verificdmos que no plasma das mdes, a medida que a concentragdo de cortisol aumenta, a
testosterona tende a aumentar (Figura 4.9, direita). Quando analisamos a relagdo das
hormonas no plasma com o peso ao nascer verificamos que, nos fetos femininos, no quartil
mais elevado de cortisol a testosterona também é mais alta. Esta elevacdo na concentragdo da
testosterona nas maes parece ser suficiente para reduzir o peso dos seus fetos femininos
(Figura 4.22 fundo-direita). Nos rapazes, acontece algo semelhante, mas a maior concentracdo
da testosterona no plasma das mdes no quartil de cortisol mais elevado, ndo se associa a
menor peso nos rapazes, pelo contrario, ha uma associa¢cdo positiva com o peso, embora
menos marcada que nos fetos femininos (Seccdo 4.2.9, Figura 4.22 fundo-esquerda). Nos
rapazes, possivelmente apenas subidas muito grandes e mantidas de testosterona na mae
deverao associar-se a reducao do peso, tal como acontece nas raparigas com subidas menores.

As razOes para estas diferengas ndo sdo claras, poderdo relacionar-se com diferencas na
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expressao e activacdo dos receptores de androgénios, sendo uma explicacao possivel para as
diferencas entre sexos e aspectos morfolégicos encontrados neste estudo. A testosterona no

LA ndo mostrou correlagdo com o peso ao nascer.

As tendéncias ou correlagcdes modestas e que ndo apresentaram significado estatistico, mas
que vao ao encontro do que é conhecido da literatura, poderdo resultar de uma poténcia
insuficiente da amostra, mas também de um mecanismo complexo que envolve a made, a
placenta e o feto na regulagdo hormonal e nas determinantes encontradas ao nascer (Torricelli
et al 2009). Esse mecanismo podera envolver aspectos epigenéticos das enzimas placentares
que medeiam o ambiente hormonal entre a mae e o feto, como a 11BHSD tipo2 (O’Donnell et
al 2012). Globalmente, niveis de cortisol mais elevados tém mostrado associagdo com menor

peso ao nascer e parecem influenciar o crescimento in Utero (Bolten et al 2011).

As agressOes sobre o feto durante a gravidez tém consequéncias diversas dependentes da
idade gestacional em que ocorrem, da intensidade e da durac¢do, variando também com o sexo
do feto, quer em resultados comportamentais quer em caracteristicas biométricas (Glover and
Hill 2012, Weinstock 2007). O presente estudo mostra diferencas entre sexos de forma
inequivoca quanto as interacgdes dos fetos com o ambiente hormonal da mae, quanto ao
ambiente hormonal dos prdprios fetos no liquido amnidtico e sugere que também na placenta
haverd diferencas de funcionalidade entre sexos, principalmente no que diz respeito aos
sistemas enzimaticos que medeiam a passagem de glucocorticéides e androgénios entre os

dois compartimentos, materno e fetal.

5.3.7 Pressdo arterial, indice de Massa Corporal (IMC) e Pulso

Neste estudo, a PA sistélica a chegada (média 108, dp=13, 71-157) apresentou alguns valores
superiores a 140 mmHg, apesar de nenhuma das grdvidas incluidas estar classificada como
hipertensa nem sob medica¢do. A PA diastdlica (média 60, dp=8,5; 33-78) apresentou valores

médios baixos e nenhum superior a 80 mmHg.

Em gravidezes que decorreram sem complicagdes hipertensivas foi encontrada uma relagdo
directa entre a pressdo arterial da mae e o peso ao nascer do recém-nascido (nomeadamente
com a percentagem de gordura) (Dionisio 2011, pp.191-197). No presente estudo verificou-se
gue o peso ao nascer dos recém-nascidos femininos se correlacionou negativamente com a PA

sistélica: mdes com PA mais elevada tiveram RNs de menor peso (r=-0,24, p=0,02).
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A PA sistdlica mostrou-se também significativamente correlacionada com o IMC (r=0,2,
p=0,008): as mulheres com mais peso relativo foram tendencialmente as que apresentaram PA
sistolica mais elevada. A PA sistdlica foi ainda tendencialmente mais elevada nas mulheres com
mais idade (r=0,16, p=0,03). Estas rela¢gdes eram esperadas e enquadram-se no maior risco
para alteracdes metabdlicas e complicacdes hipertensivas na clinica da gravidez associadas a
parturientes mais velhas e com grau variavel de obesidade.

Na literatura estd também documentada a existéncia de associacdo entre hipertensao induzida
pela gravidez e o trago de ansiedade (STAI-T) e também a associa¢do da PA com o indice
ponderal da mée avaliado as 24-28 semanas (Poland et al 1986, Van den bergh et al 2005).
Neste estudo avaliou-se o STAI-T e o IMC (inicial e na altura da amniocentese,
maioritariamente as 17 sem) tendo-se verificado que, embora as mulheres de maior peso
relativo tendessem a ter traco de ansiedade mais alto, a forca de associacdo entre estas

variaveis ndo é significativa (r=0,11 p=0,17; STAI-T inicial).

O indice de massa corporal (IMC) médio antes da gestagdo foi 24,2 (dp=4; min-max: 17,6-43,7).
Este valor estd de acordo com o encontrado nas populagGes férteis, tendo as mulheres com
IMC > 30 ou < 20, menor probabilidade de engravidar (Taylor 2003). A amniocentese foi
realizada maioritariamente no inicio do segundo trimestre, altura em que habitualmente ainda
ndo ha grande aumento ponderal na gravidez e as grdvidas tinham em geral IMC adequado,
com 1 ponto adicional relativamente ao IMC médio antes da gravidez (média: 25,2; dp=4; min-
max: 18,4-41,4). Apesar da simplicidade, o IMC é um indicador preciso e de facil utilizagdo que
mostra se o individuo estd abaixo, acima ou no peso normal (Tabela 5.2). Durante a gravidez, a
férmula tradicional (peso/(altura)?) ndo é valida para comparagdes com as referéncias da
populacdo geral, mas ainda assim dd-nos alguma informacdo util sobre o estado nutricional da

gravida.

Tabela 5.2- Classificagdo do indice IMC (WHO 2012)

IMC Classificagdo
<18,5 Abaixo do peso
18,6- 24,9 Saudavel
25-29,9 Pesoem excesso
30-34,9 Obesidade graul
35-39,9 Obesidade grau ll (severa)
>=40 Obesidade grau lll (mérbida)
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Tal como Goedhart et al (2010), verificAmos que o IMC da gravida, quer avaliado antes da
gestacdo quer na altura da amniocentese, apresentou uma correlagdo negativa com o cortisol
(r=-0,17, p=0,02), ou seja, gravidas com maior nivel de cortisol no plasma tendem a ter menos
peso. Estes resultados vao ao encontro de outros dados ja conhecidos, por exemplo a maior
resisténcia a insulina em mulheres com maior IMC e a associa¢do a redug¢do do peso corporal
na presenca de niveis elevados de cortisol, por sua vez resultantes da activa¢dao continuada do

eixo HHSR (Charmandari et al 2005).

Neste estudo ndo se encontrou associagao entre o IMC da grdvida antes da concepgao ou na
altura da amniocentese (respectivamente, n=149 e n=178) e o peso ao nascer dos recém-
nascidos. No entanto, um estudo populacional na Noruega (n=60.000) encontrou associa¢do
positiva entre o peso ao nascer e o IMC da mde antes de engravidar em todas as seis
categorias da classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), e também com o
aumento ponderal da made durante a gravidez (Koepp et al 2012). Aparentemente esta
situagdo podera resultar de uma menor sensibilidade a insulina nas gravidas com IMC mais
alto, resultante de maiores niveis de Insulin-like growth-factor 2 (IGF2), enzima libertada pelo
feto no sangue materno e que Ihe permite dispor de niveis mais altos de glucose (Dionisio

2011, pp.200-201).

A variacdo da frequéncia cardiaca fetal (FCF) neste estudo ndo mostrou correlagdes com a
variacdo de outras variaveis da mae, como a PA, o pulso e as hormonas no plasma. Estudos
anteriores mostraram que o estado emocional agudo da mae pode influenciar o padrdo de
frequéncia cardiaca do seu feto (Monk et al 2000), mas este estudo teve apenas uma medicao
da FCF antes e outra depois da amniocentese e dificilmente detectaria alguma correlagdo com

a mae (Seccdo 5.2.4).

5.4 Racio digital 2D:4D

A amostra de 106 pares de mae-filho ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
relativamente a amostra original (n=184) (Tabela 4.1), pelo que foi considerada representativa
desta ultima. O conhecimento do racio digital, um indicador antropométrico dimorfico
facilmente acessivel, levanta a possibilidade de detec¢do precoce de riscos acrescidos no

individuo para diversas situagdes como doengas do sistema imunitdrio, alteracbes
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cardiovasculares ou susceptibilidade oncolégica (Manning 2011), o que lhe confere grande

interesse.

5.4.1 Nos recém-nascidos (RNs)

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o dimorfismo sexual no racio 2D:4D j3 esta
presente na altura do nascimento, confirmando relatos prévios baseados em dados de fetos
mortos que apresentaram evidéncia de dimorfismo a partir das 14 semanas de gestacdo (Gallis
et al 2010). Como se esperava, o racio foi menor em RNs masculinos que em femininos (Tabela
4.11). Esta diferenca entre os sexos ao nascer sugere que houve ac¢do da testosterona pré-
natal. A semelhanga do que outros autores encontraram (Manning et al 1998, Mcintyre et al
2005), verificou-se que a diferenca é subtil e que existe grande sobreposicdo na distribui¢do do
2D:4D dos dois sexos (Figura 4.28). Estudos prévios em criangas dos 3 meses a um ano nao
encontraram diferengas entre sexos com significado estatistico no 2D:4D da mao esquerda
medido a partir de radiografias (Mclntyre et al 2005), sendo possivelmente a componente
Ossea dos dedos a que mais se desenvolve apds o nascimento sob a ac¢do das hormonas

sexuais nos receptores de androgénios e estrogénios (Zheng and Cohn 2011).

Tem existido na literatura alguma polémica sobre se a exposi¢ao pré-natal aos androgénios, de
per si, é suficiente para explicar as diferengas sexuais no racio 2D:4D mais tarde observadas na
pré-puberdade e em adultos (Mclntyre et al 2006). Como anteriormente exposto, a producdo
de testosterona compreende trés picos perinatais (Mclntyre 2006b, Prince 2001), o primeiro a
meio da gestacdo e dois apds o nascimento. O pico pré-natal ocorre entre as 14 e as 18
semanas (Reyes et al 1974), embora haja producdo desde as 7 semanas, a qual despoleta
efeitos androgénicos no feto entre as 7 e as 12. Logo apds o parto, a hormona luteinizante (LH)
sobe rapidamente, levando a subida da testosterona total algumas horas depois e originando o
primeiro pico pds-natal, o qual se pode prolongar por duas semanas (Mclntyre 2006, Forest
1990). A testosterona sérica sobe de novo pelos 2 meses apds o nascimento (22 pico pds-natal)
e mantém-se elevada até aos 4 a 6 meses. Um terceiro pico pds-natal inicia-se na puberdade e
continua pela vida adulta. A producdo pds-natal é critica para o normal desenvolvimento da
funcdo reprodutiva (Main et al 2006) e as diferencas entre sexos que possam surgir antes da
puberdade, como o racio digital 2D:4D, sdo normalmente atribuidas aos efeitos da
testosterona nos picos pré-natal e pds-natal precoce, sendo o primeiro associado as diferencgas
sexuais observadas ao nascer (Mclntyre 2006). Neste estudo, as medi¢cdes das mados dos RNs

foram efectuadas, em média, 39h apds o parto (50% até 27h; 75% até 45h e 90% até 63h),
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pelo que é legitimo assumir que as medicdes traduzem o efeito da testosterona apenas pré-

natal sobre o desenvolvimento das maos.

Verificou-se que as diferencas entre sexos foram significativas para a mao esquerda mas nao
para a direita. Isto contrasta com estudos em individuos de idade superior a dois anos, nos
quais foi encontrada uma diferenca maior no rdcio 2D:4D da mao direita do que no da
esquerda (Manning et al 2007b, Gobrogge et al 2008, Williams et al 2000). Como se viu, os
resultados deste estudo dizem respeito a individuos que se encontram apenas sob influéncia
de exposicdo pré-natal a testosterona. Uma vez que ndo foi encontrado dimorfismo sexual
estatisticamente significativo na mao direita, sugerimos que a exposicdo pds-natal aos
androgénios é especialmente importante para a acentua¢do desse dimorfismo e para a
estabilizacdo do racio 2D:4D na mado direita. A mao esquerda parece de facto receber maior
influéncia directa dos genes homeobox, mostrando diferencas significativas entre os sexos dos
RNs ao nascer. A este propodsito, é importante notar que um estudo recente (Mclntyre and
Alexander 2011) baseado apenas em fotocopia da mao direita de criangas entre os 3 e 0s 5
meses de idade, também ndo encontrou diferencas significativas entre sexos no 2D:4D.
Também Knickemeyer et al (2011), estudando a estabilizacdo do RD nos primeiros 2 anos de
vida, encontrou uma tendéncia para o dimorfismo em ambas as maos, porém sem significado

estatistico.

A exposicdo pds-natal a testosterona parece assim ser determinante para o dimorfismo
observado mais tarde na vida, principalmente na mao direita e mais nos rapazes, visto que as
raparigas mostraram correlagdo significativa entre as suas maos direita e esquerda (r=0,54,
p<0,001) e com as maes (r=0,6, p<0,001), mas os rapazes ndo. Em roedores, os androgénios e
estrogénios regulam de forma diferente o conjunto de genes que controlam a proliferacdo de
condrocitos levando a um crescimento diferente no 4D (42 dedo) em machos e fémeas. Zheng
and Cohn (2011) mostraram que nestes animais a actividade do receptor de androgénio (RA) e
do receptor a de estrogénio (RE-a) é mais elevada no 42 dedo (4D) que no 22 dedo (2D). A
inactivacdo do RA ou a administracdo de estrogénios diminui o crescimento do 4D levando a
um racio 2D:4D mais elevado, e a inactivacdo do RE-a ou a administracdo de androgénios
aumenta o crescimento do 4D, levando a um racio mais baixo. Estes resultados em animais
estdo, como vemos, em concordancia com o que encontrdmos neste nosso estudo em

humanos.
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Os recém-nascidos masculinos apresentaram em ambas as maos, em média, dedos mais
longos do que os femininos (Tabela 4.14), corroborando a tendéncia apontada por outros
autores baseados em amostras de criancas com 3-5 meses de idade (Mclntyre and Alexander
2011). Os dados deste estudo também apoiam anteriores sugestdes de que o racio 2D:4D
aumenta desde o nascimento até a vida adulta (McIntyre et al 2005, Trivers et al 2006, Galis et
al 2010, Mcintyre and Alexander 2011), uma vez que as mdes apresentam racios 2D:4D
significativamente maiores do que os seus RNs (Tabela 4.11) em ambas as mados e ambos os
sexos. Tudo indica que os processos de desenvolvimento pds-natal deverao estar envolvidos

na determinagdo do racio 2D:4D encontrado mais tarde na vida.

5.4.2 Correlagbes com a made

O padrao de correlagdes do racio 2D:4D entre os RNs e as maes (Tabela 4.12) indica que os
RNs femininos tém maior semelhanga com as maes do que os masculinos. A mao direita das
raparigas, em particular, correlaciona-se significativamente com ambas as maos da mde. Em
contraste, ndo foi encontrada correlagdo significativa entre o 2D:4D dos RNs rapazes com
nenhuma das maos das maes. Estes resultados parecem concordar com um estudo em gémeos
(dos 18 aos 29 anos) (Gobrogge et al 2008) que relata evidéncia de que existe predominéancia
de factores genéticos sobre factores ambientais na determina¢do da mao direita das raparigas,
mas ndo dos rapazes. Também verificdmos que as maos direita e esquerda sdo mais
semelhantes entre si hos RNs femininos (r=0,54, p<0,001) e nas maes (r=0,6, p<0,001) do que
nos RNs masculinos (r=0,14, p=0,32) (Tabela 4.13). Estes dados, em conjunto, sugerem que o
racio 2D:4D nos RNs masculinos se desvia mais das suas mades do que o racio dos RNs
femininos, eventualmente pela ac¢ao da testosterona pré-natal, uma tendéncia que se pode
eventualmente acentuar com a ac¢do dos picos de testosterona pds-natais. Na verdade, o
primeiro e segundo pico de testosterona pods-natal, concluidos pelos seis meses de idade,
devem ter particular importancia para o crescimento dos dedos em ambos os sexos,
principalmente o 4D, o que estd de acordo com os resultados-de Zheng et Cohn (2011) em

ratos.

Curiosamente as mdes com RNs masculinos mostraram uma tendéncia para ter 2D:4D menor
gue as mdes com RNs femininos (p=0,007 e p=0,14 para as mados esquerda e direita,
respectivamente) (Tabela 4.11), um efeito também apresentado por Manning et al (2002c).
Esta tendéncia podera explicar parcialmente o menor 2D:4D na mao esquerda dos rapazes em

relacdo as raparigas nesta amostra, contribuindo para a diferenca significativa entre os sexos
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no 2D:4D desta mao e evidenciando possiveis aspectos genéticos herdados. Manning et al
(2002c) relatou a existéncia de uma associacdo negativa entre o 2D:4D dos ascendentes e a
proporcao de nascimentos de rapazes, independentemente da etnia dos pais e maes. Elevados
niveis de testosterona na altura da concepc¢do parecem associar-se a maior proporcdo de
nascimento de rapazes, ou seja, mdaes com mais testosterona e menor racio 2D:4D tendem a
ter mais filhos do sexo masculino. Esta hip6tese tem sido postulada para todos os mamiferos
e, aparentemente, sucessivamente confirmada por outros autores (cf. James 1996, 2004 para

um sumario).

Nao foi encontrada associa¢do entre o traco e o estado de ansiedade da made e o racio digital
no RN, nem entre este e as concentra¢des de cortisol no plasma e no LA (Tabela 4.16).
Possivelmente uma amostra maior e com valores mais extremos do traco de ansiedade

poderia eventualmente mostrar alguma correlagao.

A regressdao multipla mostrou que o 2D:4D da mae é um preditor significativo do 2D:4D do
recém-nascido em ambas as maos (direita: R>=10%, p=0,006; esquerda: R*=9,2%, p=0,008),

depois de controlar para o sexo.

Para investigar até que ponto o sexo do RN afecta as associa¢gbes encontradas entre, por um
lado, os racios digitais dos RN e, por outro lado, os racio digitais da mae e a concentracdo de
testosterona no LA, dividiram-se os RNs em dois grupos, segundo o sexo. Em cada grupo,
investigou-se até que ponto o 2D:4D do RN é explicado pelo racio materno (mdo esquerda,

mao direita) e pela testosterona no LA.

Verificdmos que o 2D:4D da mae é um preditor significativo do 2D:4D das filhas mas ndo dos
filhos. Nas raparigas, uma parte significativa do racio pode ainda ser explicado pela
testosterona no LA (Tabela 4.16). A percentagem de variabilidade do racio do RN explicada
pelo racio materno e pela testosterona foi, respectivamente, uns significativos 15,3% e 9,6%
na mao direita do RN e 13,5% e 11,8% na mao esquerda, sugerindo uma contribuicdo
equilibrada da genética (materna) e da testosterona para o 2D:4D das raparigas a nascenca

(Tabela 4.16).

Nos rapazes o modelo de regressdo apenas conseguiu explicar 8,4% e 1,2% de variabilidade,
respectivamente, nas maos direita e esquerda, podendo esta falta de correlacdo resultar da
existéncia de altos niveis de testosterona no ambiente pré-natal do desenvolvimento
embrionario masculino durante os periodos criticos de formacdo dos dedos. A investigacdo em
modelos animais mostrou que o desenvolvimento digital € um processo complexo (Zheng and

Cohn 2011) durante o qual a expressdo génica é regulada por testosterona e estrogéneos. E
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concebivel que altos niveis de testosterona possam induzir um nivel de variabilidade individual
no desenvolvimento digital dos rapazes que rompa qualquer correlacdo potencial que

houvesse com o 2D:4D das suas maes.

Teria interesse avaliar também até que ponto o racio paterno poderia contribuir para explicar
a variabilidade do récio nos recém-nascidos femininos e masculinos, mas este estudo nao

contemplou essa varidvel, o que podera ser feito em futuros estudos com este coorte.

5.4.3 Correlagbes com a testosterona

O dimorfismo sexual a nascenga tem sido interpretado como evidéncia da acgdo da
testosterona pré-natal e esperavamos encontrar niveis elevados de testosterona associados a
2D:4D mais baixos, masculinizados, nos RNs rapazes e nas raparigas (Manning et al 1998). De
facto, encontramos correlagGes negativas fracas entre os niveis de testosterona no plasma da
mae e 0 2D:4D em ambas as m3os e em ambos o0s sexos, mas a nhossa amostra (52 rapazes e 54
raparigas) podera ndo ter tido poténcia suficiente para se chegar a resultados com significado
estatistico neste dominio. Quanto a testosterona no LA, mostrou de forma mais convincente
uma correlagdo negativa com o 2D:4D de ambas as maos das raparigas (Tabela 4.15, Figura
4.29), mas nos rapazes nao houve correlagdo. Aparentemente, o nivel de testosterona no LA
resulta de um processo que decorre relativamente independente da mae e tem consequéncias
mais sensiveis para os fetos femininos. Brown et al (2002) sugeriram ser possivel que, nos
fetos masculinos, ja normalmente sujeitos a niveis elevados de testosterona no LA (Figura
4.17), os receptores de androgénio estejam em geral saturados e niveis ainda mais elevados de

testosterona tenham menos impacto no 2D:4D do que nas raparigas.

Por outro lado, a influéncia pds-natal da testosterona pode ter especial importancia no
crescimento dos dedos dos rapazes, fazendo-se sentir progressivamente apds o nascimento,
com implicagdes na determinacdo do dimorfismo sexual do 2D:4D observado por outros
investigadores em maiores de 2 anos. De facto, o pico de testosterona que ocorre entre os 2 e
os 3 meses apo6s o0 nascimento esta principalmente associado ao desenvolvimento das células
de Leydig nos testiculos e estd dependente da reactivacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
testiculo (Prince 2001). A teoria da organizacdo-activacdo (Knickmeyer et al 2006) sugere que,
na auséncia de hormonas masculinas, o sexo dos mamiferos tende a diferenciar-se por defeito
em feminino (Vermeersch et al 2008). Assim, a diferenciacdo de um récio digital tipicamente

masculino, necessitaria de intensa producdo androgénica, ao contrario da diferenciacdo
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feminina, que necessitaria apenas da sua escassa ou ausente producdo. Evidentemente, as
influéncias genéticas directas e a contribuicdo dos estrogénios de origem ovdrica poderdo
também ter influéncia para o resultado final (Knickmeyer et al 2006). Knickmeyer et al (2011)
também estudaram o 2D:4D em recém-nascidos desde as duas semanas de vida até aos 2
anos, encontrando uma tendéncia para o dimorfismo sexual nos RNs mas sem significado
estatistico e concluiram que o 2D:4D é influenciado pela testosterona pds-natal e também pela

variacdo no polimorfismo do receptor de androgénio.

Em resumo, o dimorfismo sexual do rdcio 2D:4D, quase exclusivamente estudado em
individuos de idade superior a 2 anos, tem sido encontrado de forma mais robusta na mao
direita do que na esquerda (Manning et al 2007, Williams et al 2000), parecendo a esquerda
ser mais afectada por factores genéticos. Os resultados deste estudo, porém, sugerem a
nascenca um cenario diferente: o dimorfismo sexual é mais forte na mao esquerda do que na
direita e as correlagbes com a testosterona e as mdes foram mais fortes nas raparigas, em
particular na mdo esquerda. Estes resultados ndo estdo em contradi¢do, pelo contrario,
mostramos que os factores genéticos de facto sdo relevantes na mao esquerda, mas a
testosterona pds-natal é importante para o completo estabelecimento do dimorfismo no racio
digital em humanos, principalmente pela ac¢ao sobre o 4D da mao direita e mais nos rapazes
gue nas raparigas. A exposicao hormonal pré-natal deixa impressa de forma relevante a sua
influéncia no 2D:4D, sugerindo que este rdcio pode servir como indicador de alteragOes
enddcrinas durante o desenvolvimento, tal como o evidenciam estudos em animais (Zheng et
Cohn 2011). Pela sua grande variacao individual, ndo devera ser usado isoladamente como
marcador bioldgico de risco, mas em conjunto com outros marcadores, poderd ajudar a

identificar doengas no adulto com origem na vida intra-uterina.
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Conclusdes e Perspectivas

6.1 Limitacoes do estudo

Este estudo apresenta algumas limitacdes que serdo em seguida apresentadas com as

respectivas explicacoes.

A amostra em que o estudo se baseia representa apenas gravidas portuguesas, que utilizam o
HDE, com idade superior a 30 anos e com idades gestacionais entre as 16 e as 23 semanas,
podendo os resultados ndo ser inteiramente extrapoldveis para outras idades maternas ou
idades gestacionais. Apenas foram incluidas gravidezes simples, sem patologia da mde ou do
feto, pelo que os resultados ndo representam gravidezes gemelares nem gravidezes com

patologia.

Por outro lado, os critérios de exclusdo utilizados na formagao da amostra, retiraram ao estudo
valores extremos da idade gestacional e do peso do RN na altura do parto, o que pode ter
limitado a deteccdo de algumas correlagdes, nomeadamente envolvendo associagdes

hormonais com prematuridade ou baixo peso ao nascer.

O sentimento de conforto e seguranca oferecido no ambiente clinico é relevante para o
relaxamento, mas pode ter afectado as mulheres de forma diferente nos trés grupos, uma vez
que as gravidas do grupo da revista e da musica relaxaram isoladas de outras utentes do
hospital. No que respeita a aplicacdo prética dos resultados, estes podem ndo ter validade
universal para todos os estilos de vida. Neste estudo, mulheres com diferentes estilos de vida
usufruiram durante meia hora uma forma de relaxamento que pode ndo estar ao seu alcance
reproduzir em casa. Ignora-se qual a relevancia completa dos resultados encontrados para
programas de uso doméstico. A implementacdo do uso de musica relaxante em ambientes
clinicos ndo deveria levantar grandes dificuldades. Sugere-se que possa ser posta em curso
numa sala agradavel junto a sala onde a amniocentese ou outras técnicas invasivas possam vir
a ocorrer. Apesar disso, estes resultados também podem ter limitagdes para aplicacbes
clinicas, pois a habitual presenca de outras utentes do hospital pode ser fonte de perturbacao

ou distrac¢do, embora o uso de auscultadores aqui possa mostrar vantagem.

O estudo teve lugar numa pequena maternidade, onde as gravidas habitualmente se sentiam
muito integradas, limitando possivelmente niveis mais extremos de ansiedade reportados por

outros autores (Sarkar et al, 2006) em maternidade de maior dimensao.

141



Conclusdes e Perspectivas

As amostras foram obtidas apenas até as 15 horas, e poucas nas ultimas horas, ndo se sabendo
0 que se passa depois dessa hora, nomeadamente em rela¢do aos niveis hormonais. Ainda a
propésito de niveis hormonais, note-se que ao contrdrio das variacdes encontradas no plasma
materno, no liquido amnidtico ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos
intervencionados. E possivel que os 30 min de intervencdo tenham sido insuficientes para
introduzir variacées detectdveis no liquido amnidtico. Estas diferencas poderdao também levar

mais tempo a ocorrer, pois deverdo envolver processamentos do préprio feto.

Finalmente, esta amostra foi limitada a populagdo que ndo apresentava critérios de exclusao.
N3o sabemos se podera ter resultados semelhantes em mulheres com patologia médica ou
sob medicac¢do, as quais podem por alguma razao fugir a média das respostas das intervengdes

relaxantes.

6.2 Contribuicao para a ciéncia

Apresenta-se pela primeira vez um estudo experimental que combina, simultaneamente, a
avaliacdo de respostas psicoldgicas e hormonais em gravidas sujeitas a uma intervengao
relaxante, facilmente acessivel em enquadramento clinico, e seguida de medi¢do dos dedos da
mae e do filho apds o nascimento. Investigou-se os efeitos do relaxamento, caracterizaram-se
associagles entre variaveis de diferente natureza e entre as variagdes das préprias varidveis. A
forte correlacdo aqui detectada entre a variagdo do cortisol e da testosterona é um resultado
inesperado que, a ser confirmado, podera eventualmente ter implicagcbes praticas para a
clinica e para o quotidiano da gravida, pois evidencia os beneficios do relaxamento na reducdo
das duas hormonas. As conclusGes relativas ao efeito global e comparado das intervengoes
tem também aplicacGes Obvias em contexto clinico e doméstico, numa perspectiva de

melhoria do bem-estar da gravida e, indirectamente, do futuro recém-nascido.

Foi feita observacgdo dos rdcios digitais 2D:4D entre os dois picos de testosterona perinatal.
Esta amostra permitiu pela primeira vez isolar os efeitos pré e pds natais para o
desenvolvimento do racio digital 2D:4D, contribuindo assim para esclarecer a controvérsia

relativa ao papel de cada um dos efeitos.
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Apresentou-se evidéncia de que existem diferencas entre sexos no que respeita a forma como
o feto interage com o ambiente hormonal, quer materno quer no liquido amnidtico
traduzindo-se aqui em diferencas antropométricas no 2D:4D; também se reforca a ideia de
qgue a placenta aparenta ter funcionalidades que diferem entre sexos, nomeadamente no que
respeita aos sistemas enzimaticos que medeiam a passagem de glucocorticéides e androgénios

entre os compartimentos materno e fetal.

Este estudo permite ainda corroborar, ou ndo, estudos anteriores que avaliaram as mesmas
hormonas e as mesmas varidaveis de ansiedade em gravidas. Este aspecto ndo deve ser
negligenciado porque existe enorme variabilidade entre individuos no que respeita a estas
variaveis. Uma vez que as amostras tém sempre dimensdo limitada, a poténcia dos estudos,
isto é, a sua capacidade para distinguir associacdes e/ou diferengas entre grupos é também
sempre limitada. Este estudo, com amostras diferentes, permite a validagdo cruzada de
resultados de outros autores e contribui para futuras meta-andlises, eventualmente mais

potentes que os estudos parciais.

6.3 Conclusoes

Apresenta-se evidéncia de que mulheres gravidas beneficiam da pratica rotineira de 30 min de
relaxamento perante a eminéncia de um acontecimento indutor de stress. O beneficio sera
tanto psicolégico como fisiolégico e sera mais marcado de manhda do que de tarde. As
mulheres com maior tendéncia ansiosa, tipicamente mais jovens e com menor idade
gestacional, sdo as que mais beneficiam. Entre os tipos de intervenc¢ao experimentados, todos
eles ndo dispendiosos e faceis de implementar, a audicdo de musica foi globalmente o mais
eficaz para o propésito pretendido. A variagdo do cortisol e a variacdo da testosterona estdo
altamente correlacionadas, e este efeito podera ser explorado em futuras intervengdes
relaxantes. E possivel conceber programas curtos de relaxamento que conduzam a beneficios
para o bem-estar psicoldgico e para a saude da gravida, com beneficios adicionais no desfecho

da gravidez.

O rdacio digital 2D:4D do recém-nascido apresenta, como esperado, caracteristicas dimorficas,
sendo mais baixo em rapazes que em raparigas, mas ha grande sobreposicdo entre os sexos e,
isoladamente, ndao pode ser utilizado como marcador de risco. Os RN masculinos tiveram

racios 2D:4D mais baixos que as raparigas, sugerindo que a testosterona pré-natal teve um
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efeito sobre o0 2D:4D, e isto foi significativo para a mao esquerda mas ndo para a direita. Os RN
tiveram 2D:4D mais baixos que as suas maes, efeito este independente do sexo e da mao,
sugerindo que o 2D:4D aumenta com a idade. O 2D:4D da mde mostrou correlagdo positiva
com o 2D:4D dos seus filhos (significativa nas raparigas) e houve uma tendéncia para o 2D:4D
se associar negativamente com a testosterona no LA (significativo para as raparigas) e no
plasma materno (ndo significativo). Se associado a outros marcadores bioldgicos como o peso
ao nascer e a circunferéncia cerebral, entre outros, o 2D:4D poderad ser um parametro a
valorizar desde cedo, possivelmente no acompanhamento pediatrico. Em ambos os sexos, o
racio 2D:4D aumenta apds o nascimento e o dimorfismo sexual observado com base em
amostras de criangas com mais de dois anos de idade, é afectado pelo pico pds-natal de

testosterona, especialmente no que se refere a mao direita.

Em relagdo as hipdteses inicialmente formuladas (sec¢do 2.2), concluimos:

H1 — Confirma-se que meia hora de relaxamento é suficiente para baixar os niveis de

ansiedade e de cortisol.

H2 — Confirma-se que ouvir musica é um relaxante mais eficaz do que ver revistas ou aguardar
na sala de espera junto a um familiar, pelo menos no que respeita a ansiedade e ao cortisol
plasmatico.

H3 - A intervengao destinada a relaxar é mais eficaz de manha e aparenta ser mais eficaz nas
gravidas mais jovens.

H4 - A concentragdo de cortisol no plasma materno correlaciona-se positivamente com a
concentracao de cortisol no LA, mas aparentemente ndo existe associagdo entre testosterona
plasmatica e testosterona no LA.

H5 — O racio digital 2D:4D nos recém-nascidos femininos confirma-se como maior, em média,
qgue o 2D:4D dos masculinos. Porém, a diferenca so é significativa para a mao esquerda. Além
disso, existe grande sobreposicdo entre os sexos no dimorfismo sexual do racio digital.

H6 - Existe correlacdo entre o racio digital do recém-nascido e o da mde em meninas, em
particular na mao direita da recém-nascida. O racio dos rapazes ndo se correlaciona com o da
mae.

H7 - O RD na mao direita do RN tem correlacdo com os niveis de testosterona no LA as 16-23
semanas apenas nas meninas.

H8 — Nao foi encontrada associacdo entre niveis de cortisol mais elevados no LA e RD mais

baixo no RN.
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6.4 Perspectivas

Este estudo identifica a musica como forma mais eficaz de relaxar gravidas, pelo que seria
importante investigar e desenvolver formas mais abrangentes de aplicabilidade clinica de
diferentes tipos de musica. Em salas de espera onde se encontram varias mulheres, a escolha
musical é um assunto que merece ponderacao, tendo em conta que a preferéncia pessoal é
importante nos resultados obtidos, como estudos anteriores o demonstraram. Perante
diferentes preferéncias em simultdneo, musicas mais abrangentes ou especificamente
estudadas para relaxar, possivelmente seriam as mais indicadas, mas este aspecto carece de
investigacdo em estudos futuros mais focados na compara¢do de preferéncias. A musica de
ressonancia, especialmente concebida para terapias médicas, é uma forma de musica que
poderia ser incluida no cenario de estudo. Se a musica comercial foi eficaz, a musica de
ressonancia, ja testada noutras circunstancias, poderia revelar-se particularmente vantajosa

em ambientes clinicos e carece de investigagao.

O efeito da musica limitou-se a uma Unica sessdo de 30 min. A dura¢do da intervencdo e o
efeito da repetibilidade de sessGes durante a gravidez, bem como a sua periodicidade, sdo

itens que deverdo também ser contemplados em estudos futuros.

A base de dados que foi criada neste estudo possibilita que no futuro préximo se realizem
estudos longitudinais, baseados no acompanhamento prospectivo das criangas participantes

nesta amostra, agora ja no dominio da Pediatria e do desenvolvimento psicobiolégico.

Houve alguns resultados Unicos neste estudo que carecem de reprodug¢dao em estudos futuros,
nomeadamente a significativa correlagdo entre a variacdao de cortisol e testosterona no plasma
da mde em resposta a uma intervengdo. Este resultado é especialmente relevante para
esquemas de relaxamento de curta duracdo e poderd ter muito interesse em intervengdes
repetidas, requerendo avaliagdo futura. Um outro aspecto a investigar respeita a associacao
entre cortisol e testosterona no LA. Os resultados aqui apresentados ndo corroboraram a
correlagdo linear encontrada pela equipe de Sarkar e colaboradores, sugerindo antes uma

associacdo mais complexa que carece mais investigacao.

As caracteristicas do 2D:4D em recém-nascidos e as correlagdes encontradas com ambas as
maos, em criangas femininas e masculinas, algumas aparentemente em contradi¢do com o que
tem sido encontrado em idades mais avancadas, também merecem investigacdo futura para

validar os resultados acerca da importancia relativa dos picos pré e pds natais de testosterona.
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ANEXO |

Metodologia para determinac¢do do tamanho da amostra.

O tamanho minimo da amostra para um estudo experimental, depende das perguntas do
investigador e das andlises que sdo feitas para responder a essas perguntas. Neste estudo
efectuaram-se dois tipos principais de andlises estatisticas:

A. Comparacdes entre médias. Por exemplo, no Capitulo 4 compara-se a variagdo média no
nivel de cortisol plasmatico em trés grupos de mulheres — as que ouviram musica, as que leram
revistas e as que se sentaram na sala de espera. Ao longo do estudo foram comparadas
também médias de varidveis psicoldgicas, de niveis hormonais, etc. A comparagdo entre
médias é em geral efectuada recorrendo a andlise de variancia (ANOVA), sendo o teste t-
student um caso particular da ANOVA para comparar duas médias apenas.

B. Exploragdo de associagBes entre varidveis, em geral através de coeficientes de correlagao
bivariados ou parciais. Os primeiros sdo calculados directamente entre duas varidveis (o mais
comum, coeficiente de correlagdo de Pearson) e os segundos sdo em geral estimados
indirectamente a partir dos coeficientes de regressao de modelos de regressao multipla.

Andlises do tipo A — comparag¢éo entre médias

O problema do tamanho da amostra pode formular-se nos seguintes termos: se existe
diferenca (D) entre as médias dos k grupos sob comparac¢do, qual o tamanho minimo que a
amostra deve ter para se conseguir demostrar, com probabilidade P, que existe a diferenca? P
é a chamada poténcia do teste estatistico que sera efectuado. A resposta a esta pergunta
depende de D, de P e do desvio-padrdo da varidvel que estd a ser avaliada. Varidveis com
desvio-padrdao maior requerem amostras maiores e vice-versa. A expressdo matematica
apropriada para determinar a amostra é (Sokal and Rohlf 1995):

2
n=2 (g) [ta,v + t2(1—P),1;]2 [A1]

Onde,

n é ndmero de réplicas a usar em cada um de k grupos cujas médias estdo em
comparag¢do. O tamanho total das amostra é N= nk. A expressdo pressupde que n é
aproximadamente igual em todos os grupos.

D é a diferenga minima que se pretende detectar entre duas médias, caso ela exista.
G é o desvio-padrdo da varidvel que estd a ser avaliada

to, v € t-p), v S30 valores tabelados da distribuicdo t-student com duas caudas para v
graus de liberdade e correspondente as probabilidades a e (1-P), respectivamente.

o é a probabilidade de rejeitar a hipotese nula (Ho: as médias sdo iguais) quando esta é
verdadeira, também conhecida por nivel de significancia; adopta-se a=0.05.
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P é a poténcia do teste. E a probabilidade de se detectar a diferenca entre as médias
sob comparacao, caso essa diferenca seja igual a D ou maior.

v = k(n-1), nimero de graus de liberdade, sendo k o nimero de médias sob
comparacao.

O valor do desvio-padrao ndo é conhecido a partida, mas pode ser estimado a partir de uma
amostra-piloto preliminar, tomada especificamente para conseguir uma estimativa preliminar
de o e, usando a equacao [Al], determinar o tamanho final da amostra. Neste estudo, tomou-
se uma amostra piloto constituida pelas primeiras 40 mulheres que entraram no estudo. A
titulo exemplificativo, apresenta-se na Tabela I-1 os valores médios e respectivos desvio-
padrdes de algumas varidveis relevantes medidas nas primeiras 40 mulheres estudadas.

Tabela I-1. Médias e desvio-padrées de algumas varidaveis medidas na amostra-piloto de 40
mulheres. A 12 medic¢do foi efectuada antes da intervengdo e a variagdo é a diferenga entre a
22 medicdo (pds-intervengdo) e a 12 medigao.

19medicdo Variagdo (= Depois - Antes) do relaxamento
Cortisol Testosterona S-STAI  Pulso | Cortisol Testosterona S-STAI Pulso
média 680,4 1,75 43,4 83,9 -23,9 -0,09 -6,5 -4,85
desvio-padrio | 242,4 0,97 12,8 10,3 133,6 0,48 9,98 7,41

O desvio-padrao de qualquer varidvel na Tabela I-1 pode ser usado para estimar o tamanho da
amostra, n, recorrendo a equagdo [Al]. Por exemplo, para determinar o tamanho da amostra
gue, com poténcia P, detecta a diferenga D entre as variagdes de cortisol causadas por dois
estimulos de relaxamento, usa-se 133.6. A Tabela I-2 apresenta o tamanho da amostra para
varias combina¢Ges de poténcia e de D minimo a detectar entre a média das varia¢cdes de
cortisol nos trés grupos de relaxamento. Por exemplo, se se pretende detectar com 80% de
probabilidade uma diferenca na variagdo de cortisol entre dois grupos que seja D= 70 nmol/L
ou maior, o numero de mulheres em cada grupo deve ser n=58 ou superior. Note-se que o
tamanho da amostra aumenta rapidamente quando o grau de exigéncia (D mais pequeno)
aumenta.

Tabela I-2. Tamanho da amostra (em cada grupo de intervencdo) para combinacgGes de
poténcia (P) e de diferenga minima (D) que se pretende detectar entre as médias das variagcoes
de cortisol.

D (em nmol/L) a detectar com probabilidade P

P 30 40 50 60 70 80 90 100
75 279 157 100 70 51 39 31 25
80 315 177 113 79 58 44 35 28
85 360 203 130 90 66 51 40 32
90 422 237 152 105 77 59 47 38
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A Tabela I-3 apresenta resultados equivalentes, mas para a variagcdo no S-STAIl de Spielberger.

Tabela I-3. Tamanho da amostra (em cada grupo de intervencdo) para varias combinacGes de
poténcia (P) e da diferenca minima a detectar entre as médias das variacoes do S-STAI de
Spielberger.

D (em pontos do S-STAI) a detectar

P 2 3 4 5 6 7 8
75 350 156 88 56 39 29 22
80 396 176 99 63 44 32 25
85 453 201 113 72 50 37 28
90 530 236 133 85 59 43 33

Andlises do tipo B - associa¢do entre varidveis

Em andlises do tipo B, a abordagem ao problema varia consoante o objectivo é detectar um
coeficiente de correlagdo multipla R significativamente diferente de zero, ou se o principal
objectivo é conseguir que certos coeficientes de correlagdo individuais (R;) sejam precisos, isto
é, tenham intervalos de confianca estreitos. As duas abordagens sé sdo idénticas na situagao
mais simples em que se investiga correlacdo entre a varidvel dependente e uma sé variavel
independente. Em consequéncia desta diversidade de interesses (e suas ramificacdes descritas
na literatura), existem muitos métodos de estimacdo do tamanho da amostra necessaria para
demonstrar associagao entre varidveis, as quais variam de simples regras prdticas a métodos
computacionais sofisticados (Cohen 1988, Green 1991, Kelley and Maxwell 2003).

O caso mais simples é aquele em que se investiga correlagao entre duas variaveis. O problema
pode-se formular da seguinte forma: se no mundo real a correlagdo entre as varidveis X e Y é
diferente de zero, rx#0, qual o tamanho minimo que uma amostra deve ter para se conseguir
demonstrar, com probabilidade P=(1-B), que rxy € maior que uma correlacdao pré-especificada
diferente de zero, |ro| ? A expressdo que responde a esta pergunta, para testes de duas
caudas, é a seguinte (Cohen 1988, Sokal and Rohlf 1995):

n> (W)2 +3 [A2]

Onde,

n é o tamanho da amostra minimo que deve ser usado para se calcular o coeficiente de
correlacdo. Este n garante que, com probabilidade P (= poténcia) e um nivel de
significancia a, se consegue detectar um valor minimo de correlagdo |ro| como sendo
estatisticamente significativo.

t2p.- € 0 valor tabelado da distribuicdo t-student para o nivel de significancia 2p e
infinitos graus de liberdade. Por exemplo, se a poténcia pretendida for de p=80%,
entdo 2p=0.4 e uma tabela do t-student indica que to4,.=0.842; se a poténcia
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pretendida for de p=90%, obtem-se to,,-=1.282. Para testes de 1 cauda, usar tg~ em
vez de top .

to,- € 0 valor tabelado da distribuicdo t-student para o nivel de significancia a e
infinitos graus de liberdade. Por exemplo, se a=0.05, entdo te~=1.96.

0 é a chamada transformacao de Fisher do valor minimo da correlacdo que se

pretende ser capaz de detectar |ro|. Algebricamente, 6= 0.5Ln (Hr").
]
A Tabela I-4 apresenta o tamanho da amostra para varias combinagdes de poténcia (entre 75 e
90%) e de valor minimo do coeficiente de correlagdo que se pretende detectar. Por exemplo,
se se pretende detectar um coeficiente de correlagao igual ou maior que ro =0.25 com 80% de
probabilidade, deve-se ter uma amostra com pelo menos n=123 mulheres.

Tabela I-4. Tamanho da amostra para varias combinagdes de poténcia (P) e do coeficiente de
correlagdo minimo que se pretende detectar, na situagdo em que sé ha uma covariavel
independente.

ro = correlagdo minima a detectar

p 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
75 307 172 109 75 55 42
80 347 194 123 85 62 47
85 396 221 141 97 70 53

90 463 259 164 113 82 62

Conclusdo

Os resultados sugerem que uma amostra total com n=180 deve poder detectar diferencas
moderadas entre médias, com pelo menos 85% de poténcia, para varidveis de natureza tao
dispar como o nivel hormonal e a resposta a testes psicologicos. A mesma dimensao amostral
aparenta também poder detectar, com poténcia superior a 80%, associacGes globais
moderadas ou fortes entre as principais variaveis.
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ANEXO Il Procedimentos laboratoriais

Descrevem-se em seguida os procedimentos levados a cabo nos laboratérios do Departamento
de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (DQB-FCUL)

referentes a Fase | do estudo.

1. Colheitas

Apds aplicagao de soluto anti-séptico e spray de xilocaina a 1%, era efectuada pung¢dao com
cateter intravenoso 20G Neo Delta Ven T (Delta Med®) duma veia periférica do antebracgo, por
forma a obter os primeiros 4,9ml de sangue colectado num tubo de polipropileno S-Monovette
de 90x13 mm heparinizado (Sarstedt®) com adaptador multiplo conectado (Sarstedt®). O
adaptador ficava depois unido ao cateter e fixado com adesivo hipoalergico ao antebraco da
gravida. Em seguida eram introduzidos por seringa com adaptador de membrana (Sarstedt®),
através do cateter, 1-2 ml de soro fisioldgico esterilizado para limpeza do mesmo e, apds
conclusdo do periodo de musica/revista/sala de espera, era aspirado eventual soro fisioldgico
residual e obtida uma segunda colheita de sangue pelo mesmo cateter para novo tubo
colector de 4,9 ml.

Para as conexdes do cateter com os tubos colectores e a seringa foram utilizados
respectivamente adaptador multiplo para S-Monovette, e adaptador de membrana, ambos

embalados individualmente e esterilizados (Sarstedt®).

2. Plasma das amostras sanguineas

Imediatamente apds as colheitas, o sangue materno em contentor heparinizado com 16 Ul de
heparina de litio por ml de sangue, foi centrifugado numa centrifugadora Megafuge 2.0R,
Heraeus Sepatech a 3,000xg durante 10 min para separacdo do plasma. Este era depois
dividido com pipetas descartaveis de 3,5 ml em 4 tubos de polipropileno de 1ml (Sarsteadt®) e
colocado em contentor de gelo a — 42 C (1 a 5 horas) até armazenamento a -802C para

posterior processamento analitico.

3. Métodos bioquimicos de doseamento no plasma

A medi¢do quantitativa no plasma dos niveis de cortisol total e de testosterona total foi feita
no Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa (DQB-FCUL), por testes de radioimunoensaio standard (RIA) utilizando tubos revestidos

Spectria RIA® da Orion Diagnostica (Finland), especificos para as hormonas em estudo. Em
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cada ensaio clinico, o nimero necessario de amostras do plasma a analisar era removido da
arca frigorifica e deixado atingir a temperatura ambiente, sendo esse nimero condicionado
pela utilizagdo completa de cada kit de cortisol ou de testosterona (22 participantes por kit).

Os testes Spectria cortisol e Spectria testosterona RIA da Orion Diagnostica, sdo tubos de
radioimunoensaio revestidos com anticorpo (Ac) marcado, desenhados para medicdo
qguantitativa in vitro de concentracdes respectivamente de cortisol e de testosterona no
plasma humano. O procedimento Orion para ambos é uma fase sélida de RIA com um kit

comercial (Orion Spectria cortisol RIA e Orion Spectria testosterona RIA) que era catalogado.

3.1. Radioimunoensaio
Este método utiliza isétopos radioactivos como marcadores dos antigénios (Ag) ou anticorpos
no processo de imunoanalise. Podem ser utilizadas duas técnicas:

1. competitiva standard - adi¢do de reagente “limitado” com antigénio marcado

2. ndo competitiva (IRMA) — adi¢do de reagente em “excesso” com anticorpo marcado
Ambos os métodos tém alta precisdo, sensibilidade e estabilidade, sendo a sua principal
desvantagem a curta semi-vida dos reagentes, condicionando tempos de validade muito
limitados para os kits. Os limites de detecc¢do (sensibilidade) estdo condicionados pela unido
especifica do anticorpo marcado, sua afinidade e pela execu¢do de todo o procedimento
(pipetagem e separacgdo).
O lodo 125 (1125) permite obter uma actividade especifica muito eficaz e tem uma vida média
curta, aspectos que |lhe conferem vantagens sobre outros isétopos. Emite radiacdes gama que
sdo medidas em contagens por minuto (CPM) no contador gama. Este é um detector de
radioactividade equipado com sistema de contagem de impulsos e |é a actividade relativa
resultante final do processamento das amostras. Ha necessidade de uma execuc¢do técnica

rigorosa e criteriosa em todos os procedimentos, de acordo com as instrugoes.

3.2. Preparagdo e armazenamento do reagente

Os reagentes e tubos revestidos foram fornecidos prontos para usar com plasma. O kit era
guardado a 49C e os reagentes mantinham-se estabilizados até 30 dias depois de abertos. Os
tubos revestidos por anticorpos eram armazenados em sacos fechados. O kit RIA era posto a

temperatura ambiente antes de usar.
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3.3. Calibragao

O calibrador é composto por uma matriz de plasma humano para a qual ja foram
determinadas e ajustadas as diferentes concentra¢des da substancia a investigar e cuja curva
consta no kit, para aferir qualidade. A gama de concentracdes do calibrador respeita os valores
fisiolégicos e patolégicos conhecidos para aquela substancia. Tendo uma concentracdo
conhecida, é possivel tracar a curva de calibracdo a partir da qual se determina a concentracao
das amostras em investigacdo. A quantidade de calibrador a colocar em cada amostra é
indicada pelo fabricante (25pl para a testosterona, 20pl para o cortisol). Os tubos para
contagem total (“totais”) sé contém iodo radioactivo e solugdo de testosterona num tampao
fosfato.

“Contagens totais” é o valor das leituras em contagem por minuto (CPM) do mesmo volume de
solugdo contendo o Ag marcado (Ag*) adicionado a cada grupo. Constitui um pardmetro de
controlo de qualidade do kit, reflectindo o estado de decaimento nuclear do Ag*.

Maximo de ligacdo (BO ou BM —), corresponde a leitura do calibrador zero, porque existe
auséncia do Ag a pesquisar e, por isso, ocorre um maximo de ligacdo do Ag*. As percentagens
de calibracdo sdo calculadas dividindo o valor em CPM dos calibradores, controlos e amostras
por esse valor e multiplicando por 100. O resultado deve rondar os 35-40%, é um parametro
de qualidade do kit e reflecte a eficécia da ligagcao Ag*-Ac.

A validagdo das curvas de calibragao, com a leitura dos totais e dos padrées especificos para a
molécula em causa, pretende verificar se existe concordancia entre o valor esperado e o valor
obtido, sendo o primeiro passo em qualquer leitura amostral. Segue-se-lhe a leitura das
amostras das pacientes, com valores desconhecidos. Todas as leituras sdo feitas em duplicado,
procurando respeitar coeficientes de variacdo (CV) que ndo ultrapassem os 4,5% entre as
réplicas. Caso os CV ultrapassem esse valor, deve ser reavaliado todo o processo (pipetagem,

decantacdo, etc) e os ensaios repetidos com novas condi¢Ges ajustadas.

3.4. Sequéncia de procedimentos

12 colocar amostras e kit a temperatura ambiente

292 numerar os tubos (revestidos com anticorpos policlonais de coelho para o cortisol ou para a
testosterona) “totais”, os tubos calibradores, os tubos para as amostras em estudo

32 pipetar a quantidade de calibrador (matriz de plasma humano com quantidades conhecidas
de produto a analisar) e de amostras das pacientes (25Ul para a testosterona, 20l para o

cortisol) dentro dos tubos respectivos; os tubos “totais” permanecem vazios
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42 adicionar 500 pl de tracer, que contém anticorpo marcado, (vermelho cortisol, amarelo
testosterona) a todos os tubos

592 agitar brevemente cada tubo num misturador vortex

62 cobrir os tubos, colocados num suporte, com parafilme e incubar (cortisol 2 horas,
testosterona 1 hora) num banho de agua a 372C

72 decantar todos os tubos excepto os totais e escorrer completamente o restante batendo
em papel absorvente

82 lavar uma vez com 1 ml de dgua destilada. A decantagdo seguida de lavagem tem por
objectivo separar a fracgdo ligada da fracgdo livre.

92 abanar e decantar novamente todos os tubos, excepto os “totais”. Bater firmemente contra
papel absorvente e deixar 5 min invertidos sobre o papel para ndo ficarem residuos de dgua
102 colocar os tubos em suportes do contador gama (Berthold LB2111) de acordo com as
numeracoes e fazer a contagem durante cerca de um min para cada tabuleiro ou até se terem
acumulado 10000 contagens por tubo

112 imprimir os resultados

Figura 1l-1. Laboratdrios do DQB-FCUL. Topo-fundo e esquerda-direita: tubos com amostras

catalogadas, pipetagens das amostras e do tracer, junto ao aparelho de RIA, aparelho de RIA.
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3.5. Controlo de qualidade

O controlo de qualidade em todos os ensaios foi assegurado pelos engenheiros da ARIUM
Diagndstico Lda, empresa fornecedora dos tubos revestidos Spectria cortisol RIA® da Orion
Diagnostica (Finland).

Para cada série de amostras foi executada uma curva de calibracdo a fim de se eliminarem
factores impossiveis de controlar e que influenciam a referida curva e os resultados que dela
resultam em cada uma das suas execucdes: estado de decaimento do isétopo radioactivo,
temperatura ambiente, tempo de reac¢do, estado imunolégico dos reagentes.

As medigBes neste tipo de ensaios sdo medi¢es estatisticas. Por isso, e para assegurar uma
maior proximidade possivel com a realidade, as curvas de calibragdao, controlos e amostras
foram sempre executadas em duplicado, possibilitando que os seus valores tenham significado
estatistico. O calculo dos valores dos coeficientes de variagdo (CV) entre replicas, ajudam na
avaliacdo do equipamento e do executante, assegurando um elevado nivel de confianga e
qualidade nos resultados produzidos. Os CV mantiveram-se dentro de limites recomendados e
foram repetidos doseamentos pontualmente quando tal ndo aconteceu. Foram sempre
respeitados os prazos de validade, utilizadas pipetas de precisdo pré-calibradas e foi
assegurado o descongelamento integral das amostras e sua homogeneiza¢do para evitar
diferencgas de concentrac¢do no produto a dosear.

Os protocolos de execugdo preconizados pela Orion Diagnostica foram sempre rigorosamente

cumpridos.

3.6 Cortisol

Os kits contém 100 tubos revestidos com menos de 5.5 microcuries de anticorpos de coelho
policlonais anti-cortisol, marcados com lodo 125 radioactivo. Os testes baseiam-se nos
principios de competitividade dos ensaios de radioimunodiagnostico: uma quantidade
conhecida de cortisol marcado com o isétopo e uma quantidade desconhecida de cortisol ndo
marcado (antigénio) na amostra de plasma da paciente competem para o numero limitado de
locais de ligacdo aos anticorpos que revestem os tubos Spectria. O lodo dos anticorpos do tubo
compete durante um tempo fixo (2 horas a 372C) com o cortisol na amostra da paciente.
Depois de lavar com 4gua destilada os antigénios restantes nao ligados ao revestimento do
tubo, a quantidade de cortisol marcado no tubo é inversamente proporcional a quantidade de
cortisol na amostra. Uma vez que o cortisol estd imobilizado na parede do tubo de
polipropileno, decantar o sobrenadante é suficiente para terminar a competicdo, e para isolar

a fracgdo de ligagdo ao anticorpo do cortisol radioactivo marcado. Contar o tubo numa cdmara
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de contagens de raios gama, resulta num nimero que se converte por uma curva de calibracao
de radioactividade versus concentragdes standard, a uma medida do componente na amostra
da paciente. A curva standard, obtida para cada kit, relaciona uma determinada quantidade de
radioactividade medida em amostras “conhecidas” com a concentragdo previamente
determinada nessas amostras da substancia em causa. A curva de calibracdo é obtida a partir
das amostras “conhecidas” com quantidades crescentes do antigénio em causa, que contém a
radioactividade em quantidades escolhidas para expandir a gama das concentracdes esperadas
nas amostras das pacientes, ou seja, a diferenca entre o valor maior e o mais pequeno (totais,
0, 20, 75, 500 e 2000 nmol/lI em soro humano). As concentra¢es nas amostras desconhecidas
(das participantes a serem estudadas) sdo obtidas a partir dessa curva de calibragdo (Ver 3.5.
Calibragdo).

A curva standard era obtida colocando a quantidade da amostra (eixo das ordenadas) versus a
concentracdo (eixo das abcissas). Esta curva era depois usada para determinar as
concentracbes de cortisol nas amostras das pacientes. Os resultados (em nanomoles) de
cortisol por 1000 ml (nmol/L) eram lidos directamente da curva do calibrador.

Os requerimentos basicos para um sistema de radioimunoensaio sdo, pois, um antisoro para o
cortisol nas amostras das doentes, presenca de cortisol radioactivo marcado e um método
onde o marcador ligado aos anticorpos possa ser separado do marcador nao ligado.

O antisoro do cortisol usado pelo Spectria cortisol é altamente especifico para o cortisol, com
muito baixa reactividade cruzada para outros componentes. A solu¢do de cortisol iodado
também contem agentes bloqueadores para as proteinas de ligacdo aos esteroides, e assim o
método mede o cortisol total na amostra. Proteinas, bilirrubina (< 385 umol/I) e hemdlise
(Hb<6 g/l), ndo tém nenhum efeito significativo no teste.

Em resumo, esta técnica oferece elevada confianca devido a metodologia do tubo revestido.
Além disso, o teste é realizado mais rapidamente do que com métodos mais tradicionais,
devido ao facto de os tubos poderem ser decantados sem perda do material de ligacdo aos

anticorpos.

Literatura especifica dos métodos laboratoriais para cortisol

Grosling J et al. 1993. Standardization of hapten immunoprocedures: total cortisol. Scand J Clin Lab Inv, 53. Suppl
216: 3-41

Moore A et al. 1985. Cortisol assays: guidelines for the provision of a clinical biochemistry service. Ann. Clin.
Biochem. 22: 435-54

Pescovitz O et al. 1990. Synthesis and secretion of corticosteroides. In: Becker K (Ed) Principals and practice of
endocrinology and metabolism. JB Lippincott Company, New York, 579:91

Solbergh H. 1983. IFCC 1983/85: The theory of reference values. Eur J Clin Chem Clin Biochem 21, 749-60
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3.7 Testosterona

Os kits contém 100 tubos revestidos com menos de 5.5 microcuries de anticorpos policlonais
de coelho anti-testosterona marcados com lodo 125 radioactivo. Os principios dos testes de
competitividade das andlises por radioimunoensaio ja descritos para o cortisol, sdo igualmente
aplicados para a testosterona. Apenas algumas diferencas se realcam:

O iodo dos anticorpos do tubo compete durante 1 hora a 372C com a testosterona na
amostra da paciente. A curva de calibracdo é obtida a partir das amostras “conhecidas” com
valores adequados a expansdo da gama normal e patolégica (totais, 0, 0.5, 1.5, 5, 15 e 50
nmol/l em soro humano), que contém a radioactividade com quantidades crescentes do
antigénio conhecido para a testosterona. O antisoro da testosterona usado pelo Spectria
testosterona RIA é altamente especifico para a testosterona, com baixa reactividade cruzada
para outros componentes. A solu¢cdo de testosterona iodada também contém agentes
bloqueadores para as proteinas de ligacdo aos androgénios, pelo que o método mede a
testosterona total na amostra. Proteinas, bilirrubina (< 340 pumol/l) e hemdlise (Hb<2 g/l),

também ndo tém nenhum efeito significativo no teste.

Literatura especifica dos métodos laboratoriais para testosterona
Karp L et al. 1973. Diagnosis and Treatment of Hirsutism in Women. Obstet Gynecol 41:283-94

Osborn RH et al. 1973. Plasma androgens in the normal and and androgenic female: A review. Obstet Gynec 26:195-
228

Vermeulen A. 1977. Transport and Distribution of androgens at different ages. In: L Martini and M Motta (Eds)
Androgens and antiandrogens. Raven Press, New York. 53

Carstrom K et al. 1988. Assay of reproductive hormones, when and how. IFCC and Farmos Diagnostica, Turku 2nd
edition, ISBN 951-99839-6-2, 28-34

Kailajarvi M et al. 2000. Alterations in laboratory test results during adjuvant breast cancer treatment. Clin Chem
Lab Med 38:443-51

4. Doseamentos no Liquido Amniético (LA)

Na FCUL foram tentados os métodos de extraccdo no LA com diclorometano e dietiléter,
respectivamente para o cortisol e para a testosterona, de acordo com protocolo gentilmente
cedido por Diana Adams, do Fetal and Neonatal Stress Research Group, do Imperial College,
Londres. No entanto, dada a exigente complexidade da técnica e os laboratérios disponiveis
serem usados por alunos e nunca nos ser atribuido o mesmo, ndo foi possivel reunir as
condicGes para a realizacdo desta técnica. Assim, foi efectuado um protocolo entre o HDE e o
King’s College, assinado entre as partes no dia 7 de Marc¢o de 2011 (vér final de procedimentos

laboratoriais), e todos os doseamentos no LA foram feitos na School of Biomedical Sciences
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King's College, em Londres. Para medir a concentragdo de cortisol e testosterona extraidos de
amostras de LA, usou-se cromatografia liquida de ultra pressdo e espectrometria de massa, de
acordco com um procedimento recente, descrito por Kulle et al (2010).

Segue-se descricdo do método tal como nos foi enviado pelos executantes.

Method

Ultra-pressure LC-MS/MS was used to measure the concentration of cortisol and testosterone
extracted from the amniotic fluid samples.

Calibrants and amniotic fluid samples were transferred into microcentrifuge tubes, 20 pl
internal standards and 500 pl samples were added to each test tube. All samples were diluted
with 500 pl of 5 % phosphoric acid and centrifuged for 5 minutes at 14,000 rotations per min
(ambient temperature). The Oasis HLB 1cc (30ug) extraction cartridges were conditioned using
1 ml methanol and made sure all the extraction cartridges were dried out when placed in the
pressure machine; equilibrated with 1 ml water and pressure was applied again to make sure
all the extraction cartridges were completely dried out. Samples of 1 ml were loaded into the
extraction cartridges; followed with 1 ml of 10 % of ammonia and 1 ml of 10 % methanol for
wash. Elution of analytes was done using 500 ul isopropanol; this process was repeated. The
extracts were dried under nitrogen in the drying tubes for 30 minutes in a water bath at 40 OC.
The extracts in the drying tubes were kept in a cold room at 4 OC until reconstitution. The dried
extracts were reconstituted in 100 ul of 0.1 % formic acid in 50 % methanol and transferred
into injection vials.

Accuracy studies were assessed by spiked recovery: samples were spiked at different

concentrations (0.5 ng/ml for testosterone and 2 ng/ml for cortisol).

Reference:

Kulle AE, Riepe FG, Melchior D, Hiort O, Holterhus PM (2010): A Novel Ultrapressure Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry Method for the Simultaneous Determination of Androstenedione, Testosterone, and
Dihydrotestosterone in Pediatric Blood Samples: Age- and Sex-Specific Reference Data. J Clin Endocrinol

Metab;95(5):2399-2409.
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MATERIALS SUPPLY AND USE AGREEMENT

Ethical Approval Number:

This Agreement is made on the 7™ day of March 2011.

BETWEEN

(1) Dona Estefania Hospital, Rua Jacinta Marto, 1169-045, Lisboa, Portugal (“the
Hospital”)

(2) KING’S COLLEGE LONDON, whose principal place of business is situated at
London, WC2R 2LS, England ("the Institution").

In respect of the following Material:

(3) Frozen amniotic samples in 1ml aliquots.

WHEREAS

(A) The hospital, through its employee Dr. Teresa Ventura, Consultant Obstetrician
(the “Supplier’'s Scientist”), has obtained and developed the Material.

(B) The Institution and more specifically the Recipient named below wishes to obtain
the Material for the purposes of collaborative academic research (the
“Programme”) only.

(C) The Hospital agrees to provide the Material on the terms set out below.

NOW IT IS HEREBY AGREED AS FOLLOWS

1. DEFINITIONS AND INTERPRETATION

1.1 In this agreement the following words and phrases shall have the following
meanings unless the context requires otherwise:

"Effective Date" means the date first above written.

“Institution” means the Institution wishing to access the Material.

“‘Material” means any and all tissue, sera, plasma and DNA, any progeny,
subunits, derivatives, modifications or improvements thereof and includes, but not
limited to, any and all clinical information associated with the Materials and any
and all data supplied by The Hospital to the Institution and/ or the Recipient as
specified in Schedule 1.

“Programme” means the specific research set out in Schedule 2.
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“Recipient” means Dr. Alyx Taylor-Vieira.

ACCESS TO AND USE OF MATERIALS

2.1 The Recipient at the Institution wishes to undertake research as specified in the

Programme in Schedule 2.

2.2 The Hospital agrees to supply the Material as specified in Schedule 1 and the

Recipient at the Institution shall use the Material solely within the Recipient’s
laboratory for the Programme and not for any commercial purpose or
commercially-sponsored research or other research purpose, even if those
purposes are being pursued in the Recipient’s laboratory, without the prior written
consent of The Hospital.

For the avoidance of doubt the use of the Material shall be subject to the
provisions of this Agreement and shall be in compliance with all applicable laws,
governmental regulations and guidelines relating to research with the Material in
force in the country where the Material is used. For the United Kingdom, all such
laws, regulations and guidelines includes, but is not limited to, the Human Tissue
Act 2004 (http://www.opsi.gov.uk/acts/ acts2004/20040030.htm), as amended
or re-enacted, in force from time to time and the MRC Guidelines on Use of
Human Tissue and Biological Samples for wuse in Research
(http://Iwww.mrc.ac.uk/PolicyGuidance/EthicsAndGovernance/UseofHuman
Tissuel/index.htm).

2.3 The Material shall at all times remain the property of The Hospital and will not be

removed from the Institution’s address. No licence under any The Hospital’s
intellectual property is granted or implied by this Agreement.

2.4 In the event that the Recipient makes or observes any new discovery,
improvement or invention (“Invention”) relating to the Material or as a direct result of
the Programme then the Institution shall notify The Hospital within forty five (45)
days of making or observing such Invention and The Hospital shall treat such
information as confidential to the Institution. In addition, the Institution will provide to
The Hospital at monthly intervals reports detailing the results of the Programme and
all and any information that the Institution holds concerning the Material. All such
Inventions and results of the Programme shall be the property of the Institution. The
Institution hereby grants to The Hospital the non-exclusive, royalty-free fully paid up
licence to use Inventions for its internal non-commercial research purposes.

2.5 If any commercial revenues result from the Recipient’s use of the Material, The
Hospital shall be entitled to a fair and reasonable share of any such revenues that
accrue to the Institution or the Recipient.

2.6 The Institution shall ensure the Recipient keeps the Material secure within the
Recipient’s laboratory at the Institution’s premises and ensure that access to the
Material is restricted to the Recipient and authorised co-workers who have entered
into legally binding obligations with the Institution on terms equivalent to those set
out in this Agreement.

192


http://www.opsi.gov.uk/acts/%20acts2004/20040030.htm
http://www.mrc.ac.uk/PolicyGuidance/EthicsAndGovernance/UseofHumanTissue/index.htm
http://www.mrc.ac.uk/PolicyGuidance/EthicsAndGovernance/UseofHumanTissue/index.htm

Anexo Il

2.7

2.8

2.9

2.10

3.1

3.2

3.3

The Institution shall not supply the Material to any third party, including any
person within the Institution other than the Recipient and those under his/her
direct supervision.

The Institution and the Recipient shall not attempt to trace, contact or identify any
individual whose Material is supplied or to recruit any such individual to take part
in any other study or survey.

This Agreement shall not be interpreted to prevent or delay publication of
research findings resulting from the use of the Material, provided that the
Institution agrees to provide a copy of any such manuscript or abstract at least
thirty (30) days prior to submission for publication to give The Hospital the
opportunity of requesting the removal of any information that may be proprietary
or confidential to The Hospital. The Recipient and Institution agree to provide
appropriate acknowledgement of the source of the Material in all publications,
and to provide a copy of any reports or publication to The Hospital, and The
Hospital shall be entitled to use all such reports and publications.

Notwithstanding anything to the contrary in this Agreement, the terms and
conditions set out herein are supplemental to any legal or regulatory requirements
governing the handling, use and disposal of Material that may be in force from
time to time, which legal or regulatory requirements will take precedence over any
term of this Agreement. Should any term of this Agreement conflict with any
applicable law or prove invalid, illegal or unenforceable, such term shall be
deemed omitted from the Agreement and the remainder of the Agreement shall
continue in full force and effect.

CONFIDENTIALITY

Each party agrees not to use or refer to this Agreement in any promotional
activity, or use the names or marks of the other party without its express written
permission.

Confidential information in any form whatsoever which is supplied, including, but
not limited to, data supplied, results of genotyping or other bioassays generated
from individual or pooled samples, made available or comes into the possession
of either party and which relates to the business affairs or finances or other
confidential matters of the other party shall only be used for the purpose for which
it is disclosed, shall only be disclosed to those of the receiving party’s officers and
employees on a strict “need to know” basis after informing them of their
obligations under this clause, and shall be kept secret and confidential, and shall
not be disclosed or permitted to be disclosed to any third party for any reason
without the prior written permission of the other party.

The obligations of confidence referred to in this Clause 3 shall not extend to any
information which:

(@) is or becomes generally available to the public otherwise than by reason of
a breach by the receiving party of any provision of this Clause 3; or

(b) is known to the receiving party and is at its free disposal prior to its receipt
from the other, as evidenced by written record; or
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(c) is subsequently disclosed to the receiving party without obligations of
confidence by a third party owing no such obligations to the disclosing party
in respect thereof, as evidenced by written record; or

(d) is required to be disclosed in accordance with applicable law or by
appropriate regulatory authorities.

4.  WARRANTIES/LIABILITIES

4.1 Any material delivered pursuant to this Agreement is understood to be
experimental in nature and may have hazardous properties. THE HOSPITAL
MAKES NO REPRESENTATIONS AND EXTENDS NO WARRANTIES OF ANY
KIND, EITHER EXPRESSED OR IMPLIED. THERE ARE NO EXPRESS OR
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A
PARTICULAR PURPOSE, OR THAT THE USE OF THE MATERIAL WILL NOT
INFRINGE ANY PATENT, COPYRIGHT, TRADEMARK, OR OTHER
PROPRIETARY RIGHTS. THE HOSPITAL DOES NOT WARRANT THAT THE
MATERIAL IS FREE OF EXTRANEOUS AGENTS, OR BIOLOGICALLY ACTIVE
CONTAMINANTS (for example, but not limited to, TSE’'S) WHICH MAY HAVE
BEEN PRESENT IN DONOR SAMPLES.

4.2. The Hospital shall have no liability to the Institution, whether in contract, tort or
otherwise, in relation to the supply of the Materials to the Institution or their use or
keeping by the Institution or by any other person, or the consequences of their
use, to the maximum extent permitted under applicable law. The Institution shall
indemnify and hold harmless the Indemnified Parties from and against all Claims
and Losses arising from such supply, use or keeping, including without limitation
Claims and Losses arising from:

(i) injury to the Institution's employees and third parties;
(i)  infringement of third party intellectual property rights; and
(i) use of the Materials within or outside the scope of this Agreement.

4.3 For the purposes of this Agreement:

() “Indemnified Parties” shall mean The Hospital and its directors,
officers, employees, representatives and associated undertakings;

(i) “Claims” shall mean all demands, claims, proceedings, penalties, fines
and liability (whether criminal or civil, in contract, tort or otherwise); and

(i) “Losses” shall mean all losses including without limitation financial
losses, damages, legal costs and other expenses of any nature
whatsoever.

5.  TERM AND TERMINATION

5.1 The Hospital is willing to provide the Material for use by the Institution for a period
of two years from the Effective Date (the “Term”) on the terms set out herein.
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5.2

5.3

54

7.1

7.2

7.2

The Term may be extended with the written agreement of The Hospital.
Permission to extend this Agreement must be sought by the Institution three (3)
months before the expiry of the Term.

The Material and any copies thereof made by or in the possession of or under the
control of the Institution pursuant to this Agreement shall remain the property of
The Hospital and shall be immediately returned or, if The Hospital so requires,
destroyed:

5.3.1  On termination of this Agreement; or

5.3.2 In the event that the Institution is in breach of any of the conditions of
this  Agreement; or

5.3.3 At any other time on request of The Hospital.

The obligations in Clauses 2, 3 and 4 shall survive termination of this Agreement.

GOVERNING LAW AND JURISDICTION

The validity, construction and performance of this Agreement shall be governed
by Portuguese law and the jurisdiction of the Portuguese courts.

MISCELLANEOUS

The Institution and Recipient will not assign or transfer any interest in this
Agreement, in whole or in part, without prior written consent of The Hospital.

No party other than a party to this Agreement shall have any rights to enforce any
term of this Agreement.

This Agreement contains the entire agreement between the parties with respect
to the subject matter of this Agreement and supersedes all prior discussions and
agreements and no provision in this Agreement may be amended unless in
writing and signed by the patrties.

AGREED by the parties through their authorised signatories:

SIgNEd.....coo i Date...7-03-2011

(For and on behalf of The Supplier)(The Hospital)
Name: Dra Luisa Monteiro

Title: Directora adjunta do CHLC, EPE

SIgNEd... .o Date...7-03-2011

(For and on behalf of Recipient)

Name: Professor Tom Sanders.................

Title: Professor of Nutrition & Dietetics, Head of Division

SIgNEA....i i, Date...7-03-2011
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(by the Investigator)
Name Dr. Alyx Taylor-Vieira..........ccccceveeennn.

Title: Senior Lecturer in Biomedical Sciences
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Hospitais Civis de
Lisboa

Hospital Dona
Estefania

Comissdo de Etica
do HDE

i

}
Para : Conselho de Administraciio 5‘}}\205:1 M
D:mto | Clfnico 306 ’K’D(/

Assunto : Projecto de Investigagdo “ Sentsnentos e emogdes do feto

Presidente

Dra. Maria do Carmo Vale
Vice Presidente

Dr. Francisco Abecasis

R. Jacinta Marto
1169-045 Lisboa

Contactos
Tel.: 213 126 925
Fax:

Enderego Electronico

i

Ministério da Saide

A Comissdo de Etica reunida a 01/06/2006, em fase dos esclarecimentos obtidos pela
investigadora principal, deliberou autorizar o projecto de investigagdo em epigrafe.

Com os melhores cumprimentos,

HDE, 01 de Junho de 2006

Com ode tica
AL t/é‘///

29 JIN 0 Sede tereser Ve,
C. €N

A. Brde o ‘SDa\ao-cS\c)
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-~

CENTRO
HOSPITALAR
@ DE LISBOA
CENTRAL EPE
CENTRO HOSPITALAR DE LISBOA CENTRAL, EPE

APRECIACAO DO ESTUDO CLINICO

Projecto: / Sk Lot
o

Ref%a Especialidade:ﬁf“‘“ﬂ 4 Investigador: 02 /\//-'TZM~ béub.m

Decisao do Conselho de Administragao / Director Clinico

Aprovado @ Nao aprovada D

Obs.:

Parecer da Comissio de Etica

Favoravel @ Nao Favoravel D
Recomendagées:
Obs.:

Parecer do Centro de Investigacao W avaloe >
Favoravel D Nao Favoravel [:,

Recomendagdes:

Obs.:

Data 135 EJLW_

O Conselho de Administracao (o) ctor LClinico

M gm da Silva

Director Clinico
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CENTRO
HOSPITALAR
DE LISBOA

CENTRAL EPE

Stress antenatal — Investigacao: recrutamento de doentes

o Abordagem — informacao sobre otema [

o Integra critérios de excluséo:
Medicacdo psiquiatrica [
Feto anomalo [
FIV/I PMA [
Patologia medica de risco (gravida de AR) []
Amostra contaminada [

o N&o participou no estudo por recusa:
Nao deu razdo [
Restri¢des de tempo [
Nao esta interessada [
Parceiro nao concorda [
Faltou a consulta [

o N&o participou no estudo por:
Mostrou-se interessada mas nao foi incluida [
Nao se considera totalmente informada [
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CENTRO
[ i
Trabalho de Investigagéo CENTRAL EPE

Acgdo de um estimulo relaxante nos valores de cortisol e testosterona
no sangue da grdvida e no liquido amnidtico

Através de estudos cientificos em animais e fambém no ser humano, sabemos que a
ansiedade e o sfress durante a gravidez podem interferir nas hormonas da grdvida e do
feto, modificando os seus valores. O efeito de estimulos relaxantes sobre os niveis
hormonais, contudo, € muito menos conhecido.

Queremos saber se o relaxamento pode ajudar a melhorar o bem estar da grdvida e
do bebé e, por isso, decidimos realizar este trabalho. Pretendemos avaliar a acgdo de um
estimulo relaxante (audigdo de um CD com mdsica durante 30 minutos) sobre os valores do
cortisol e da testosterona no sangue da grdvida e no liquido amniético.

Para sabermos se o relaxamento através da musica é eficaz, um grupo de grdvidas
ird ouvir musica (escolhe um tipo de musica de entre 4 possibilidades) na sala ou por
auscultadores, antes da amniocentese. Outro grupo ndo ouve musica, ird aguardar lendo uma
revista ho gabinete, ou ird 30 minutos para a sala de espera, de acordo com uma sequencia
previamente estabelecida. A todas as grdvidas serd canalizada uma veia ho antebrago e
serdo colhidos 4 mililitros de sangue antes e depois (total 8 ml) da audigdo da musica ou do
periodo de espera.

Do liquido amnidtico habitualmente retirado em qualquer amniocentese, serdo
separados 3 ml que se destinam a avaliagdo das hormonas.

Além dos riscos habituais de uma amniocentese, ndo hd nenhuma consequéncia ou
risco acrescido para a grdvida ou para o feto nem sdo previsiveis efeitos secunddrios.

Em qualquer altura até a data da execugdo da amniocentese, pode reconsiderar e

revogar a decisdo de participar, ndo sendo de forma alguma penalizada por isso.

0 Process0 NC......cccvecververrervevennnns , tomei conhecimento e aceito participar no trabalho de
investigacdo em curso que me foi proposto.
NOME (MAIUSCUIAS)....evvererie et

ASSINALUIA: .ottt ettt st s b e e st e sbe s st e et be s ebaesrbessreas
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CENTRO
O i
Trabalho de Investigagéo (22 fase) CENTRAL EPE

Racio digital 2D4D no Recém Nascido e correlagdo com os valores de
cortisol e testosterona no liquido amnidtico na altura da amniocentese

Se estd a ser contactada é porque acabou de ser mde (parabéns!) e porque
participou na primeira parte desta investigagdo. Agradecer a sua participagdo é
fundamental, pois ela € essencial ao sucesso deste trabalho.

A diferenca no tamanho dos dedos do ser humano (e também dos animais) tem sido
estudada desde hd muito tempo. Ja no século XIX um antropdlogo fez notar que os dedos
dos homens tém caracteristicas diferentes dos das mulheres.

Sabe-se que as hormonas actuam durante o desenvolvimento do feto, podendo os
seus efeitos ser notados de forma obvia, como o sexo, ou de forma discreta, como a forma
da face ou o tamanho dos dedos.

Gostariamos de saber se o tamanho dos dedos & nascenca tem mais influéncia
genética ou hormonal. Para isso, precisamos de medir os dedos do seu bebé e os seus. Os do
seu bebé serdo medidos pelo Pediatra colocando a mdozinha em cima de uma placa e
utilizando uma régua digital. Para medir os seus vamos precisar de tirar uma fotocépia ds
suas mdos, pois esse tem sido o método mais utilizado e permite rever os resultados muitas
vezes.

Os resultados encontrados serdo comparados com os dados que jd temos da altura
em que fez a amniocentese.

A sua colaboragdo e a do seu bebé ndo envolvem nenhuma consequéncia ou risco,
nem tdo pouco qualquer efeito secunddrio.

Em qualquer altura, pode reconsiderar e revogar a decisdo de participar, ndo sendo

de forma alguma penalizada por isso.

0 ProceSSO NO...vvveveieeeiereie e , tomei conhecimento e aceito participar no trabalho de
investigacdo em curso que me foi proposto.
ASSTNALUIAL ..ttt sttt r e e
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nome
Idade

DATA

Entrevista

Catéter

12 colheita

22 colheita Musica:
Amniocentese Revista:

TA min

Inst
SE:

/ ne

Medicagdo psiquiatr
Feto andmalo

FIV / PMA

Gravida de AR

Etnia

Idade Gestacional | Isemanas

DPP:

Clas Mod_voz Jaz_voz

TA max

Pulso

ST1 T1

ST2 T2

Spielberger |

FCF

Cortisol

Testost

Cortisol

Testost

Carta para MA

(nome)

Amniocent (cariotipo) M F

22 Fase RN 24h 2D:4D

Contacto

Aceita

Vai pensar

N3o aceita

Amostra contaminada
Indicagdo Amniocentese

ALTURA
PESO
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CONTEUDOS dos CD
A — MUSICA CANTADA (MUSICA LIGEIRA COM VOZ) = 30.37 min

1. Enya—Only Time-3.40

2. Shaina Noll — How could anyone — 5.31

3. Vangelis—Come to me - 4.36

4. Enya-—Pilgrim—3.15

5. Shaina Noll - It’s a joy to get to know you — 3.46

6. Vangelis — Italian song (so long ago, so clear) —2.49
7. Shaina Noll — Deep peace —5.43
8. Enya-—Fallen Ember —2.33

B — MUSICA INSTRUMENTAL = 31.04 min

Vangelis — Voices . Echoes — 8.24

Govi — Havana Sunset . This precious moment — 8.24
Vangelis — Portraits . La petite fille de la mer — 5.36
Vangelis — Voices . Prelude — 4.25

Vangelis — Voices . PS—2.06

Diana Arkenstons — Across the sounds of time — 4.26

o Uk wWwnN e

C — MUSICA CLASSICA = 31.03 min

1. Faixa4 Al-4.04

2. Johan Sebastian Bach — Baroque Favourites — Air on the G string — Stuttgard
Kammeraorchester, Karl Muchinger — 3.48

3. Albinoni — Wind Concerts — Concerto in G Major, 12 andamento- The King’s Consort,
Robert King — 3.42

4. Claude Debussy — The most relaxing classical album — Clair de lune for piano (suite

Bergamosque n2 3) — Dame Moura Lympany — 4.53

Boccherini — Wind Concerts — Minuet — The King’s Consort, Robert King — 3.43

Camille Saint-Saens — My Classic Collection — The Swan — Richard Clayderman — 3.04

Franz Shubert — Wedding Music, Instrumental — Ave Maria — Andre Rieu —4.36

W A Mozart — Mozart duette for flute and oboe — Die Zauberflote — W Shultz, H

Schellenberger — 2.53

© N o U,

D — MUSICA JAZZ COM VOZ = 28.70 min

Norah Jones — Don’t know why — 3.07

Julie London — Cry me a river — 2.46

Chet Bakes — Autumn leaves — 4.32

Anne Ducros — You've got a friend — 4.36

Norah Jones — Come away with me — 3.19

Louis Armstrong e Ella Fitzgerald — Can anyone explain — 3.10
Nat King Cole — For sentimental reasons — 2.52

©® N U A WN e

Judy Garland — Over the rainbow — 2.52
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Anexo lll

9. Ella Fitzgerald — Sentimental journey —3.16

CD Demonstragao
12. MUSICA MODERNA COM VOzZ

Shaina Noll — How could anyone
Vangelis — Italian song

Vangelis — Come to me
Enya—Only time

22. MUSICA MODERNA INSTRUMENTAL

Vangelis — Echoes

Govi — This precious moment
Vangelis- La petite fille de la mer
Vangelis — Prelude

32. MUSICA CLASSICA

Bach
Mozart
Bocherini
Shubert

42, MUSICA JAZZ COM VOZ

Norah Jones — Don’t know why
Anne Dumas — you’ve got a friend
Judy Garland — Over the rainbow
Ella Fitzgerald — Sentimental journay
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Anexo lll

QUESTIONARIO DE AUTOAVALIACAO

CD Spielberger — Versao adaptada por E Ponciano

STAI Y1 (ST1)

Encontram-se em baixo expressfes que as pessoas usam para se descreverem a Si
préprias. Leia as expressdes apresentadas e assinale com um circulo o que melhor
corresponde ao que SENTE AGORA, isto é, NESTE PRECISO MOMENTO. N&ao ha
respostas certas ou erradas. Nao gaste muito tempo em cada pergunta.

Um
pouco

Modera-
damente

Muito

Sinto-me calma

Sinto-me segura

Estou tensa

Sinto-me sob pressao

Sinto-me a vontade

Estou preocupada com possiveis contratempos

Sinto-me satisfeita

Sinto-me com medo

Sinto-me confortavel

10

Sinto-me uma pilha de nervos

11

Estou descontraida

12

Sinto-me contente

13

Estou preocupada

14

Sinto-me confusa

15

Sinto-me serena

16

Sinto-me assustada

17

Sinto-me inquieta

18

Sinto-me perturbada

19

Estou relaxada

20

Estou tranquila

205



Anexo lll

QUESTIONARIO DE AUTO-AVALIACAO

CD Spielberger — Versdo adaptada por E Ponciano

STAI Y2 (T2)

Encontram-se em baixo expressfes que as pessoas usam para se descreverem a Si
proprias. Leia as expressdes apresentadas e assinale com um circulo o que melhor
corresponde ao que SENTE HABITUALMENTE. N&o h& respostas certas ou erradas.

N&o gaste muito tempo em cada pergunta.

Quase
nunca

Algumas
vezes

Frequen-
temente

Quase
sempre

21 |Sinto-me bem disposta

22 |Sinto-me nervosa e agitada

23 [Sinto-me satisfeita comigo mesma

Gostava de poder ser téao feliz como os outros
parecem ser

24

25 |Sinto-me uma falhada

26 [Sinto-me descansada

27 |Sou calma, indiferente e serena

Sinto que as dificuldades se amontoam de

28 . ~ ) X
maneira que nao consigo ultrapassa-las

Preocupo-me com coisas que na realidade ndo

2| . . N
teém importancia

30 [Sou feliz

31 [Tenho pensamentos que me perturbam

32 |Tenho falta de confianca em mim prépria

33 |Sinto-me segura

34 |Tomo facilmente decisdes

35 |Sinto-me incapaz

36 |Estou satisfeita

Alguns pensamentos sem importancia passam

37 .
pela minha cabeca e aborrecem-me

Tomo as contrariedades tdo a sério que nao

38 ) .
consigo deixar de pensar nelas

39 |Sou uma pessoa estavel

Quando penso nos assuntos que tenho entre

40 |57
maos fico tensa e a ferver por dentro
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Anexo Il

QUESTIONARIO DE AUTO-AVALIACAO
de Charles D. Spielberger
com a colaboragio de
R L. Gorsuch, R. Lushene, P.R. Vagg e G. A. Jacobs
STAI Forma Y-1
Data: __/__ / S

Idade: Sexo: M F T

INSTRUCOES: Encontram-se em baixo um certo nimero de
expressoes queas pessoas usam parase descreveremasi proprias. Leia
cada uma delas e a seguir assinale o circulo apropriado a direita
indicando como se sente agora, isto &, neste preciso momento. Nao ha

respostas certas ou erradas, Ndo gaste demasiado tempo em cada

1A x - s )

pergunta. déa resposta que lhe parece descrever melhor amaneira comao ‘,5 <
~

actualmente se sente.

&
K
Y
\‘\
W

@Smm-mecnlmn(;n Sy B 5 GoR T suw § s me ses geer MDD O 2O
@Sin(uﬂ:nc.\cg.xmu'lAH. R Lo .. Y0 30 2

>

‘C)

®

® AO

3 Estou tensola) 8 i e 0 Y i LR ‘ i " O O @ ©
4. Sinto-me sob pressdo . ... oo Lo L o Q) (6} ©) @
@ Sinto-me a vontade U0 20 20 A0
6. Estou preocupadofal com possiveis contratempos .. .. ... o . O O ©) ®
@Smm me sausleito(a) ... . cowes a3 wews w v e s HD 30 20 AO®
8. Sinto-me com medo . . . TG § v T O © 0O O
@S.nln meicoffortavel . ..o wiwe e v iy o e ws WIE) 10 20 A®
10, Sinto-me uma pilthade nervos .....o.o0 oot s g4 0O © o
@ Estou descontraido(a) . .. ... . . L. o e | O 3¢ 20 A®
@Smtu me contente 3 : B BN 55 w8 5 4o 30 20 A0

13, Estou preocupado(a) .

o
(@]
€]
®

14, Sinto-me conluso(a) . .

@Sinm-mesercnnlu\“.‘,. = : e e e M @) 30

16. Sinto-me assustado(a)

©
C]
fe
G 0O
N
CHCERS

17. Sinto-me 1nquieto(a) . .

18. Sinto-me perturbadn(a)

@.Es:mrrclaxm}nia)... VAR SOREE OB e R - G e - UD 30 10
E.\mu:runqullma‘v., ¢ . o e W G e e b uo 20 WO

o

O

0 6 6
> >~
CHC IR CIC)

= Chades D, Spaetk
Reprodugio nrotbida sem antarizagio do autor.

por. Tradugio ¢ adaptogdio de Emmmunel Peanumo com permissd

o autor para alizagio exclusiva emnveshigag o academea
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Anexo Il

QUESTIONARIO DE AUTO-AVALIACAO
STAT FormaY-2

Data

INSTRUCOES: Encontram-se em baixo um certo niimero de expressaes que
as pessoas usam para se descreverem a si proprias. Leta cada uma delas e a
seguir assinale o circulo apropriado a direita indicando como habitualmente se
sente. No hd respostas certas ou erradas. Nao gaste demasiado tempo em cada
pergunta, dé a resposta que lhe parece descrever melhor a maneira como

/

habitualmente se sente. 4,
%
g,
) %
7
. Y G e e
o VR s
@Slmn me bemdisposto(a) ......  cin e A g MO 30 20 A0
22 Sinto-me nervosofa) e agitado{a) ......... .00l R O I o ©
(23)Sinto-me satisfeito(a) comigo mesma . .. ... G LMD 30 20 A®
24. Gostava de poder ser to feliz como os outros parecemser. ......... ‘0O © 0 ©
25, Sinto-me um "fathatdo(a) ... . .o scavves i ses v vn s ey @ O ®
20) Sinto-me descansado(a) . . 3 Bk a AR R S GRS MO 310 20 A®
@ Sou “calmo(al, indiferente ¢ serenofa)” ........ R —— | 030 20 AO®
28. Sinto que as dificuldades se amontoam de maneira que ndo consigo
UHEEDASSANES s e « Doy aieden sy v e s 565 ih, VR SN N O ) o o
29. Preocupo-me com coisas que na realidade ndo tém importéncia . . .. .. O © 0 ©
@Suuﬁ:h‘z.‘A.. pne e vedhe wed e B 60 wrsm 3 e O 30 20 AQ
31. Tenho pensamentos que me perturbam ... ... ... sy @ O ®
32. Tenho falta de confianga em mim proprio(a).. e o cov v vin e annnn. 0O O o ©
@ Sinto-me seguro{@) .. ... £ B St A 5488 OB O 30 20 A®
@ Tomo facilmente decisdes 40 30 20 A®
35 Sinto-me incapaz . ........... A ’ .
. ViR S e Wk SFB s N R G s T8 O @ E @ @
@Es{ml satisfeito(a)  ...... 56 B B9 WE 5 50 R T8 BN A = B G 4o 30 20 A®
37. Alguns pensamentos sem importdncia passam pd'z minha cabega ¢
ADOITECEMINE « - .o vvee e e, 5 A e AT e R 8 O O 10 o)
3%, Tomo as contraricdades tdo a sério que ndo consigo deixar de pensar nelas .. O © 0 o
@Sou umapessoa estavel . .o v v s g win 3 e Eh e u GRS E B bl O30 20 A®
40. Quando penso nos assuntos que tenho entre maos fico tenso e a
HETVEN POr dENIE" s o cov s v oy iy s g e R SR K3 e Y fa O 0 0 O

O Charles D Speelberger. Tradugas
Reprodugdo proibula sem autorizag:
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