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INTRODUCERE

Lucrarea de fatd isi propune ca scop identificarea unor noi factori de risc, potential
modificabili prin mijloacele de preventie disponibile actual si care sunt implicati in
tanatogeneza fetilor prematuri.

Cele mai recente cercetari in domeniu pun accentul pe impactul avut de surfactantul
pulmonar in patologia prematurului, nu doar neonatala, ci si perinatald, cu rol esential in
apdrarea imunologicd fetala, inclusiv intrauterina. Totusi, studiul efectiv al fractiunii
proteinelor surfactant, precum si al corelatiilor dintre prezenta/absenta acestora si ceilalti
parametri gestationali si fetali este, la ora actuala abia la inceput de drum. Tinand cont de
aceste aspecte, se evidentiaza necesitatea efectudrii de cercetari suplimentare, cu scopul de
a ordona informatiile deja existente si de a le extinde prin obtinerea de noi rezultate care sa
indice viitoarele directii de aprofundare ale subiectului, impactul surfactantului fiind major
asupra unui segment cazuistic aflat in plind expansiune.

Ca urmare, am optat pentru aprofundarea acestei directii de studiu si am caracterizat
din punct de vedere imunohistochimic prezenta a trei fractiuni proteice ale surfactantului
pulmonar pe esantioane de tesut pulmonar, provenite de la un lot de prematuri gemelari,

decedati perinatal.

1. Sarcina fiziologica

1.1 Dezvoltarea sarcinii fiziologice

Primele 8 saptdmani de evolutie, pe parcursul cdrora zigotul se dezvolta de la un
organism unicelular la existenta primordiilor de organ, se numeste perioada de
organogenezd sau de embriogenezd. Acesteia 1i succede perioada fetald pe durata careia
procesele de diferentiere au loc in paralel cu cresterea in greutate a viitorului copil.

Cele trei foite germinative - endoderm, mezoderm, ectoderm - reprezinta substratul
tuturor tesuturilor viitorului organism, dupa cum urmeaza:

- Endodermul va da nastere epiteliilor tractului digestiv si respirator, ficatului si
pancreasului, tiroidei;

- Mezodermul da nastere unor domenii axiale, paraaxiale si laterale ce contin celule
precursoare pentru o multitudine de viitoare organe si sisteme: tesuturile muscular,
cartilaginos si 0sos, sistem cardio-circulator si urogenital, inclusiv gonade;

- Ectodermul se va diferentia In neuroectoderm - baza de dezvoltare, in urma fenomenului

de neurulatie, pentru tubul neural si crestele neurale - si ectoderm superficial din care vor
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evolua epidermul, glandele subcutanate, parul si unghiile, hipofiza anterioara si, respectiv
creasta ectodermica anterioara. De asemenea, ectodermul superficial are functii de reglare
hormonala (prin intermediul hipofizei), fiind implicata in procesele de homeostazie. Astfel,
se poate sustine ideea ca structurile derivate din aceastad foitd embrionara vor face legatura
intre organismul nou-format si mediul extern.

Perioada fetalda se extinde de la inceputul lunii a treia de gestatie pana la momentul
parturitiei. Se caracterizeaza prin maturizarea organelor concomitent cu un ritm accelerat
de crestere, initial mai evident in lungime - aproximativ cate 5 cm n lunile a 3-a, a-4-a si a
5-a, apoi mai evident 1n greutate, cu un castig de aproximativ 750 g pe luna, in lunile a 8-a
sia9-a.

- .

1.2. Sarcina unica si sarcina multipla

>

In timp ce sarcinile cu fat unic riman dominante numeric pe plan mondial, ultimele
decenii au adus o crestere semnificativa a sarcinilor multifetale, numai in Statele Unite ale
Americii, incidenta nasterilor gemelare crescand cu 76% intre anii 1908 s12009. Se remarca
totusi o oarecare scadere a incidentei - de 4% in perioada 2009-2018- pentru prima data
dupa treizeci de ani de trend ascendent. In aceeasi perioada, ratele gestatiilor triplete si,
respectiv multifetale de ordin superior a crescut cu peste 400% in anii 1980 si 1990.

Pe termen lung, modificérile in sens ascendent ale incidentei sarcinilor si, respectiv
nasterilor cu numar multiplu de feti se coreleaza, mai ales, cu doi factori: varsta progresiv
crescutd a mamelor - varsta avansatd a mamei la momentul conceptiei corelandu-se cu o
probabilitate mai mare de aparitie naturald a unei sarcini multiple - si, respectiv utilizarea
pe scard din ce in ce mai largd a tehnicilor de reproducere asistatd (ART) consecutiv
cresterii ratelor de infertilitate. Astfel, dacd in Europa rata de transfer a unui embrion unic
in timpul procedurilor FIV era de aproximativ 10% in anii 1990, acest procent a ajuns sa
depasesc valoarea de 40% in anul 2017, in timp ce numarul transferurilor cu doi embrioni
a ramas constant in jurul cifrei de 55%.

De fapt, cercetarile de pand acum par a obiectiva prezenta unor diferente - nu doar
incidentale - intre prognosticul vital (neonatal, dar si tardiv), morbiditate si dezvoltare
neuro-cognitivd pe termen lung intre fetii proveniti din sarcini unice si fetii proveniti din
sarcini multiple, la aceeasi varstd gestationald. Chiar dacd observatiile sunt limitate la
prematuritatea medie, 32-36 de saptamani de gestatie - fetii proveniti din sarcini multiple
sunt mai expusi riscurilor de morbiditate si mortalitate. Cu toate acestea, concluziile de pana

acum iau in calcul mai frecvent sarcinile gemelare, iar studiul propriu- zis al cauzalitatii
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acestor diferente este deficitar.

Dintre toate sarcinile multiple, cele mai frecvente sunt, sarcinile gemelare, cu un total
de 97-98% dintre acestea. O evaluare corecta a varstei gestationale si a corionicitdtii in
primul trimestru sunt esentiale pentru monitorizarea ulterioara, considerand existenta unor
particularitati. Astfel, sarcinile gemelare monocorionice sunt mult mai rare, reprezentand
20% din totalul sarcinilor gemelare, dar se asociaza cu o ratd de deces fetal intrauterin
inainte de 24 de sdptamani si cu o ratd a mortalitatii perinatale de aproximativ 10 ori mai
mari decat sarcinile dicorionice, datoritd placentatiei caracterizate de multiple anastomoze
intre cei doi fetusi. Astfel, in cazul sarcinilor gemelare monocorionice sunt mai frecvente
patologii precum restrictia intrauterind de crestere (RCIU) sau sindromul transfuzor-
transfuzat, cu cresterea consecutiva a riscului de nastere prematura si cu afectarea negativa

a prognosticului vital.

2. Aparatul pulmonar fetal
2.1 Dezvoltarea embriologica pulmonara

S-au descris trei perioade majore ale procesului de dezvoltare, care se suprapun
partial, doua dintre ele avand loc in decursul vietii intrauterine - perioada embrionara
(incepe in ziua 22 si se desfasoard intre sdptamanile 4-7, cu formarea cdilor aeriene
principale si a pleurei) si perioada fetala - iar cea de-a treia fiind perioada de dezvoltare
postnatald. Perioada fetald este, la randul sau subdivizata in trei etape: pseudoglandulara
(intre saptamanile 5 si 17, cu dezvoltarea arborelui bronsic si a parenchimului pulmonar),
canaliculard (intre saptamanile 16-26, cuprinde dezvoltarea cdilor aeriene distale, cu
formarea acinilor, a membranei alveolo-capilare si a surfactantului) si saculara (continuarea
procesului de expansiune acinard). De asemenea, perioada postpartum cuprinde doua
substadii: alveolarizatie clasica si, respectiv continua. Practic, perioada de alveolarizatie
debuteazd in jurul sdptdmanii 36, deci peripartum si continud pe tot parcursul
copiliriei.’*3376!1 Stadiul Embrionar (siptimanile 4-7 in-utero).

Daca initial alveolele imature au aspect de tumefactii care invadeazd septurile
primare, pe masura ce sacii alveolari continud sa creascd aceste protruzii cresc si ele n
dimensiuni. Septurile nou-formate, mai lungi si cu grosime redusd se numesc septuri
secundare. Acestea sunt structurile responsabile pentru partea finala de diviziune a arborelui
respirator de la sacii alveolari la alveole. Acest proces de septare se produce in zonele cu
activitate fibroblastica si de secretie a colagenului si elastinei 1n interstitiu si are un ritm
accelerat in primele aproximativ sase luni de viatd extrauterind, apoi iIncetineste dar

continud pana spre varsta de trei ani, cresterea numericd alveolara avand drept consecinta
7
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directa cresterea dimensiunilor pulmonare. Paralel cu procesul de crestere se desfasoara si
maturizarea structurald cu subtierea barierei alveolo-capilare, pe seama fuzionarii dublei
retele capilare intr-una singura, fiecare dintre ele in relatie functionald intima cu cate doua
alveole.

Definitivarea procesului de crestere si maturizare pulmonara are loc in jurul varstei

de 8 ani.

2.2. Notiuni de anatomie pulmonara

Sistemul respirator este structura complexa care asigura mijloacele necesare pentru
ca oxigenul atmosferic, indispensabil si necesar in flux continuu celulelor vii, si ajunga
la acestea’ Sistemul respirator este alcdtuit din cai aeriene (zonad conducatoare, avand rolul
de a aduce aerul din exteriorul corpului in sistem) si parenchim pulmonar (a carui portiune
numita ,,respiratorie” asigurd schimbul de gaze dintre atmosfera si organism).

Portiunea conducdtoare sau cdile aeriene pornesc de la fosele nazale si cuprinde, n
continuare nazofaringe, laringe, trahee, care se divide in cele doua bronhii principale, care
se ramifica arborescent la nivelul fiecaruia dintre pulmoni, pana la bronhiolele terminale.
De la acest nivel - al bronhiolelor respiratorii - incepe portiunea respiratorie, cuprinzand
ductele si sacii alveolari si terminandu-se la nivelul alveolelor terminale unde are loc
schimbul gazos propriu-zis (hematoza).

Pulmonul reprezintd o structurd anatomica pereche - cu rol vital indispensabil si
structura complexa - situat in cavitatea toracicd, de o parte si de alta a mediastinului. Este
organul esential al procesului respirator, responsabil de aportul de oxigen la nivelul corpului
prin schimbul gazos dintre aerul atmosferic si sange, prin intermediul membranei alveolo-
capilare.

Parenchimul pulmonar cuprinde bronhiole, ductele alveolare si alveolele, are o
structura buretoasd, si o consistenta elastica, iar datoritd continutului aeric post-partum,
fragmentele plutesc cand sunt imersate, iar la palpare se constata crepitatii.

Din punct de vedere anatomic, fiecare pulmon este tapetat de pleurd - membrana
seroasa dublu stratificata cu rol de protectie si in dinamica miscarilor respiratorii - prezinta
doua suprafete, trei margini, o baza (considerata de unii autori a treia suprafatd) siun apex,
se subimparte in lobi si segmente, avand, in ansamblu, forma unei jumatéti de con in
sectiune oblica, de la varf spre baza.

Din punct de vedere structural, pulmonii se constituie din multiple componente:

arborele bronsic, componenta stromald, componenta parenchimatoasa, componenta vasculo
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— nervoasa.

Pulmonul drept vine in raport - prin intermediul acestei fete - cu esofagul, cu
trunchiul arterial brahio-cefalic drept, cu vena cava superioard, cu vena azygos si cu arcul
acesteia si cu pericardul, prin intermediul ramului drept al nervului frenic si al vaselor
pericardico-frenice. In hilul pulmonar drept, topografia elementelor noteaza bronhia in
pozitie postero-superioard, avand artera anterior si venele situate inferior fata de artera.

Pulmonul stang vine in raport cu esofagul, cu portiunea descendenta a arterei aorte
s, respectiv cu arcul acesteia, cu artera subclaviculara stanga si cu pericardul, de care este
separat prin ramul stang al nervului frenic si prin vasele pericardico-frenice. Hilul pulmonar
stang are o topografie diferita fata de cel drept, artera fiind Tn pozitie superioara, cu bronhia
dedesubt, iar venele fiind situate: una anterior, cealalta inferior bronhiei.

Din punct de vedere anatomic, arborele bronsic ia nastere prin emergenta bronhiilor
principale (primare) - pulmonard dreapta si, respectiv, stangd - din trahee la nivelul
unghiului sternal, corespunzator planului care intersecteaza cea de-a patra vertebra toracica
(planul toracic transvers).

Traheea este o structurd de forma cilindrica al carei schelet de sustinere este format din
inele cartilaginoase incomplete, in forma literei,,C”, cu deschiderea catre esofag, caruia ii
permite astfel dilatarea din timpul procesului de deglutitie. Bronhiile primare sunt similare
structural traheei, dar scheletul cartilaginos al acestuia este format din inele complete.

Vascularizatia functionald - aduce singe deoxigenat de la cord pentru a fi oxigenat la
nivelul parenchimului pulmonar - se realizeazd prin intermediul trunchiului arterial
pulmonar, cu origine la nivelul ventriculului drept. Din acest trunchi pornesc cele doua
artere pulmonare, dreapta si, respectiv stangd, cate una pentru fiecare pulmon, procesul de
ramificare insotind ramificatia bronsica, astfel incat se descriu ramuri lobare, apoi
segmentare si, in cele din urma, o densa retea capilara perialveolara.

Vascularizatia nutritiva face parte din circulatia sistemica, fiind asiguratd de vasele
bronsice, origindnd din aorta descendenta toracica si insotind ramificatiile bronsice pana la
nivelul bronhiolelor respiratorii. Ele vor forma plexuri capilare in tunicile bronhiale
mucoasa si musculara, acestea fiind conectate cu ramuri arteriale pulmonare si fiind drenate
de venele pulmonare. De asemenea, unele dintre ramurile bronhice au ramificatii la nivelul
tesutului conjunctiv si se varsd in venele bronsice, altele, extern, dau nastere unui plex

subpleural.
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2.3. Histologie pulmonara

Unitatea morfofunctionald pulmonara - sediu al schimburilor gazoase - este acinul, a

carui definitie a variat in timp, cel mai frecvent fiind considerat a fi portiunea de parenchim
pulmonar deservita de o singura bronhiold, astfel incat un lobul ar fi constituit de un numar
variabil de acini, de obicei intre 2 si 10.
Peretii alveolari sunt foarte subtiri, alcatuiti din 2 tipuri de celule epiteliale cu rol
specializat, distinct intre ele, numite pneumocite (alveolocite). Pneumocitele de tip I au
morfologie scuamoasa, iar hematoza se realizeaza prin intermediul citoplasmei lor, in timp
ce pneumocitele de tip II, cu morfologie cuboidala, sunt mai rare, apar intercalate printre
celelalte ale cdror progenitoare sunt si au rol de sinteza a surfactantului pulmonar, precum
si de regenerare epiteliald postraumatica.

Tesutul interstitial, de tip conjunctiv este bogat reprezentat in tot pulmonul, inclusiv -
desi invizibil In microscopia opticd - in peretii alveolocitari, unde sunt prezente fibre

elastice si de colagen, celule mezenchimale si, rareori, elemente inflamatorii.

2.4. Fiziologie pulmonara

Sistemul respirator este destinat Indeplinirii procesului de respiratie - schimb de
gaze intre mediul extern (atmosferi) si celulele organismului. In vederea indeplinirii acestei
functii, toate componentele acestui sistem sunt spuse unor procese fizice de naturd mecanica
si, respectiv chimice, premergatoare, dar rolul central revine pulmonilor, la nivelul carora
se realizeazi hematoza. In ultima instanta, oxigenul este utilizat in producerea de ATP, iar
dioxidul de carbon, aldturi de alti produsi metabolici va fi eliminat.

Din punct de vedere biomecanic, exista patru componente implicate in dinamica
respiratorie: complianta pulmonard si, respectiv, a peretelui toracic (notiune definitd ca
schimbare a volumului per unitate de presiune modificata sau, practic, rezistenta elasticd),
rezistenta cdilor aeriene si rata respiratorie.

Schimbul gazos propriu-zis are loc la nivel alveolar - o conditie sine qua non fiind
a alveola sa fie ventilatd si perfuzata - ca urmare a unui proces de difuzie, prin intermediul
unei structuri functionale compuse din doud elemente, fiecare dintre ele apartindnd unui
sistem diferit:pulmonar si, respectiv circulator: membrana alveolo-capilara. Astfel,
succesul procesului depinde totodata si de integritatea morfofunctionala a sistemului cardio-

circulator.
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2.5. Surfactantul pulmonar: structura si fiziologie

Surfactantul pulmonar este o substantd complexd, cu proprietati tensioactive,
alcatuita din proteine si fosfolipide avand functia de reducere a tensiunii superficiale la
interfata pulmonara aer-lichid.

La inceputul anilor 1800, doi oameni de stiinta - francezul Pierre-Simon (marchiz
de) Laplace, si britanicul Thomas Young, au recunoscut independent unul de celalalt relatia

dintre tensiunea superficiald (¥), razele unei sfere (ri, r2) si presiune (p), sub forma

1,1
unei ecuatii care le va purta numele - ecuatia Young-Laplace: Ap=7 (:-I_ 1_) Consecutiv
proprietatilor surfactantului, tensiunea sa superficiala are o valoare mare si, ca urmare, se
extinde rapid, acoperind interfata aer-lichid, inclusiv la nivelul cdilor aeriene cu calibru mai
mare. Surfactantul se poate recolta deci chiar si de la nivelul cailor aeriene cu calibru mai
mare, atunci cand demersul este necesar pentru analizarea structurii biochimice.

Se remarca faptul ca fosfolipidele intrd atat in componenta structurii membranelor
celulare, cat si, alaturi de alte lipide sau de proteine, fac parte dintre constituientii a
numeroase fluide din organism: surfactantul pulmonar, dar si bila, secretiile de la nivelul
pleurei, peritoneului, a suprafetei trompei lui Eustachio sau cele gastrointestinale. Exista si
patru proteine specifice, asociate surfactantului: SP-A, SP-B, SP-C, SP-D.

Proteinele-surfactant B si C sunt peptide hidrofobe cu greutate moleculard mica - 14 si,
respectiv 16 kDa - participd la definirea proprietatilor biofizice ale surfactantului, fiind
totodatad implicate Impachetarea si reciclarea/refolosirea acestuia.

SP-B este esential In mentinerea suprafetei utile respiratorii si in procesul de
impachetare a lipidelor necesar generarii de corpi lamelari. Absenta lui in surfactantul nou-
ndscutului genereaza insuficientd respiratorie incompatibila cu supravietuirea.

Un numar mare de afectiuni respiratorii din paleta sindroamelor de detresa respiratorie,
la copii si la adulti - inclusiv decese perinatale - se leagd de absenta sau reducerea
cantitativa semnificativa a proteinei SP-C, confirmand rolul acesteia in homeostazia
sistemului respirator, alaturi de mai recent descrisa si Insa insuficient studiata implicare a
acestei proteine In modularea raspunsului imun direct si indirect la agentii patogeni locali.

Actual se considerd ca SP-A este implicatd in trei procese fiziologice importante:
reglarea homeostaziei surfactantului, scaderea tensiunii superficiale pulmonare la interfata
aer-lichid alveolara, alaturi de celelalte proteine surfactant, precum si In activitatea imuna
innascutd nespecifica, de la nivel pulmonar.

Functiile SP-D se alatura rolului SP-A, avand o importanta deosebitd mai ales in

procesele imunologice inndscute, nespecifice de la nivel pulmonar, unde recunoaste,
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opsonizeaza si este promotor al fagocitozei si al elimindrii agentilor microbieni si, respectiv

diferitelor micro sau nano particule ajunse in sistem prin inhalare.

3. Sarcina patologica. Mortalitate si tanatogeneza fetala

3.1. Sarcina patologica

Sarcinile patologice consecutiv prezentei anomaliilor de nidatie vizeaza situatiile de
implantare ectopica a zigotului si, respectiv, cazurile cu placentd praevia. Desi doar
aproximativ 1% dintre sarcini se localizeaza in afara uterului, acest fapt duce la oprirea in
evolutie a embrionului in primele saptamani ale sarcinii si poate afecta prognosticul
reproductiv sau chiar vital matern.

Nasterea prematurd este definita ca avand loc inainte de-a 37-a sdptdmana de amenoree,
existdnd o oarecare variabilitate in literatura de specialitate privind limita de varsta
gestationala inferioara, care o diferentiazd de avortul spontan. Incidenta acestui fenomen
este actual in crestere pe seama cresterii frecventei de utilizare a tehnicilor de reproducere
asistata. Desi aceste tehnici au ca rezultat cresterea numarului de sarcini cu numar multiplu
de feti, inclusiv sarcinile unifetale obtinute prin fertilizare in vitro (FIV) au risc crescut de
nastere prematurd comparativ cu cele obtinute pe cale naturald.!?®2%! Impactul acestei
entitati patologice este major, fiind responsabila de peste jumatate din morbiditatea post-
natald pe termen lung si de 75% din mortalitatea perinatala.

Sarcinile patologice prin patologia materna asociata reprezinta o categorie cu o foarte
mare variabilitate. Desi este un fenomen fiziologic, sarcina afecteazd si modificd pe
perioadd determinatd parametrii homeostaziei materne, necesitand eforturi biologice
adaptative specifice. Astfel, in situatia existentei unei patologii materne preexistente
sarcinii, aceasta sau tratamentul necesar pentru ea poate prezenta un risc pentru fat sau
pentru desfasurarea fiziologica a gestatiei. De asemenea existd posibilitatea ca instalarea
sarcinii sd agraveze patologia materna.

Principalele patologii materne includ hipertensiunea arteriala (preexistenta sau
declansatd in sarcind), diabetul (preexistent sau instalat gestational), anemia, tulburarile
neuro-psihiatrice, astmul (si patologia respiratorie), dar si patologia infectioasa.

Patologia sarcinii cuprinde si anomaliile care tin de elementele ovulare. Astfel,
polihidramniosul face parte dintre procesele patologice ale lichidului amniotic, fiind
excesul de volum al acestui lichid, si care predispune la numeroase complicatii perinatale,
materne si fetale. Doar 20% dintre cazurile de exces patologic de lichid amniotic sunt legate

de anomalii congenitale, pana la 70% dintre situatii fiind idiopatice. Oligohidramniosul
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reprezintd scaderea volumului de lichid amniotic si se monitorizeaza ecografic facil, dat
fiind ca are o curba specifica pe parcursul sarcinii, cu o crestere progresiva initiald, urmata
de o perioada de platou - aproximativ 400 ml de la 36 de saptdmani pand la termen, Incepand
sa scada dupa pragul de 40 de saptamani.

Conform Consensului de la Amsterdam din anul 2016, actual sunt recunoscute patru
tipare lezionale placentare: malperfuzia vasculara materna, malperfuzia vasculara fetala,

corioamniotita acuta si vilita de etiologie neprecizata.

3.2. Mortalitate fetala. Mortalitate perinatald. Mecanisme tanatogenetice.

Mortalitatea fetald - decesul intrauterin al unui fat, indiferent de varsta gestationala
- reprezintd actual o problema majora de sanatate publica, la nivel global. Numai in Statele
Unite ale Americii, in anul 2021, rata mortalitdtii fetale a fost de 5.73 decese la o varsta
gestationala de peste 20 de sdptdmani de amenoree, raportat la 1000 de nasteri cu fat viu.
In 2022, fata de anul anterior, cifra scade cu un procent de 5%, pani la valoare de 5.45%.

Mortalitatea neonatala cuprinde totalitatea deceselor survenite la nou-nascutii aflati in
primele 28 de zile de viatd. Perioada este recunoscuta a fi de maxima vulnerabilitate vitala,
primele 7 zile fiind cunoscute sub denumirea de perioada neonatald precoce. In anul 2013,
36% dintre decesele neonatale la nivel global au loc 1n primele 7 zile de viata, cu 35% dintre
acestea survenind In primele 24 de ore post-partum fatd de un procent de 27% decese
survenite in intervalul dintre a 7-a si a 27-a zi de viatd. Se noteazad insd o scaddere
semnificativa a ratei mortalitatii neonatale, cu 19,5 decese la o mie de nou-nascuti vii: de la
36,8 In 1990, la 17,3 1n 2022.

Principalul mecanism tanatogenetic intrauterin este reducerea cantitatii de oxigen
disponibil pentru fat. Cauzele care stau la baza asfixiei fetale sunt variate, insd cel mai
frecvent sunt incriminate: tulburdrile hipertensive materne, dezlipirea prematura de
placentd normal inserata, accidentele legate de cordonul ombilical (mai ales rupturile
vasculare 1n situatia insertiei velamentoase), travaliul prelungit si/sau prezentatia pelviana,
franci (cu fesele nainte) sau completi (cu picioarele inainte). 2862871

Principalele mecanisme tanatogenetice incriminate in cazul deceselor neonatale sunt,
de asemenea infectiile si asfixia, carora li se alaturd - fard a putea fi denumit mecanism -
prematuritatea.?882°43%4 Pe parcursul ultimelor decenii, mortalitatea neonatald a scizut
semnificativ, mai ales pe seama tdrilor dezvoltate, in baza scdderii prevalentei unor

afectiuni cat si a ameliorarii diagnosticului si terapiilor disponibile pentru alte afectiuni.[**!
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3.3. Impactul tanatogenetic al prematuritatii. Implicatiile patologiei surfactantului
in tanatogeneza fetala.

Principalele cauze de deces neonatal la pacientii prematuri includ: sindromul de
detresa respiratorie (SDR) prin deficit de surfactant, hemoragia cerebrald intraventriculara,
enterocolita necrotizantd si diferite infectii, dar si hipotermia sau icterul.

Diferite studii desfasurate au stabilit existenta unor factori predictivi ai riscului de
deces, printre care se numara: varsta gestationala, scorul APGAR, sindromul de detresa
respiratorie neonatala, asifixia perinatald si patologia malformativa.

Deficitul de surfactant pulmonar este un factor determinant, clar documentat in
literatura de specialitate, pentru sindromul de detresd respiratorie neonatald, care este o
cauza principald de morbiditate si mortalitate fetala. O cantitate insuficientd de surfactant
se va traduce direct printr-o compliantd pulmonard redusd si prin cresterea tensiunii
superficiale, cu risc de colaps alveolar post-expir. Astfel, se reduc brusc si semnificativ
suprafata de hematoza si capacitatea de difuzie alveolo-capilard, cu efect hipoxic si cu
hipercapnie. Datorita calendarului de dezvoltare a aparatului pulmonar fetal, riscul de a
dezvolta detresa respiratorie post-partum este cu atat mai mare cu cat varsta gestationald
este mai mica, astfel incat acest sindrom reprezinta una dintre etiologiile principale a
mortalitatii la prematuri, chiar si dupa introducerea pe scara larga a introducerii
administrarii de surfactant exogen.

Astfel, atat deficitul de surfactant pulmonar, cat si deficitul fractiunilor sale sunt
implicate direct in tanatogeneza fetald si neonatald, dependent dar si independent de varsta

gestationala.

CONTRIBUTIA PERSONALA

4. Motivatia, scopul si obiectivele studiului

Motivatia prezentei cercetari deriva din faptul cad studierea amanuntita a cauzalitatii si
ale diferitelor secvente patogenice tanatogeneratoare este de o importantd fundamentald in
optimizarea atat a managementului acestor pacienti cat si In optimizarea resurselor medicale

disponibile.

4.1. Scopul si obiectivele studiului

In lucrarea de fatd imi propun ca scop identificarea unor noi factori de risc anatomo-

clinici si morfologici, potential modificabili prin mijloacele de preventie disponibile actual
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si care sunt implicati in tanatogeneza fetilor prematuri.

In vederea realizirii scopului enuntat, am stabilit urmatoarele obiective generale:
1) Determinarea factorilor de risc anatomo-clinici si morfologici implicati in tanatogeneza
fetilor unici prematuri, necropsiati in perioada 1 ianuarie 2018-31 decembrie 2022, in cadrul
Servicului Clinic de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta
,»Sf. Apostol Andrei”
2) Determinarea factorilor de risc anatomo-clinici si morfologici implicati 1n tanatogeneza
fetilor proveniti din sarcini gemelare si decedati ante sau postnatal
3) Stabilirea potentialului de risc pentru mortalitatea fetald al fractiunilor surfactantului

pulmonar SP-A, SP-B si pro-SP-C.

5. Material si metoda

Aceasta lucrare a fost realizata in cadrul Serviciului Clinic de Anatomie Patologica
al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf. Apostol Andrei” Constanta. Au fost analizate,
in doua studii retrospective, cazurile fetilor unici ndscuti prematur si decedati ante sau
postnatal si, respectiv cazurile fetilor proveniti din sarcini gemelare si decedati ante sau
postnatal in sectiile de Obstetrica-Ginecologie si Neonatologie ale aceluiasi spital,
necropsiati in perioada 1 ianuarie 2018 — 31 decembrie 2022 in cadrul Serviciului Clinic de
Anatomie Patologica, in vederea stabilirii cauzelor de deces, conform legislatiei in vigoare.

Procedura autopsierii are trei timpi de efectuare: examenul extern al cadavrului,
examinarea dupa deschiderea acestuia si coaserea. Examenul extern se realizeaza intr-o
manierd generald si apoi pe regiuni, presupune observarea modificarilor cadaverice si a
tipului constitutional. Dupa deschiderea cadavrului, se realizeaza autopsierea urmatoarelor
cavitdti: craniand si canal rahidian, bucala si regiunea gatului, toraco- abdominala, pelvina,
a membrelor superioare si inferioare.***

Fragmente tisulare pentru examinarea histopatologicd in coloratie uzuala
hematoxilin-eozind (HE) s-au recoltat din meninge, creier, plaméni, inima, stomac,
mezenter, intestine, ficat, splind, rinichi si glande suprarenale.

Piesele au fost descrise macroscopic si prelucrate, pentru a obtine rezultatul final:
lama colorata cu Hematoxilind-Eozina.

Aspectele evaluate macroscopic au fost: culoarea, dimensiunile, consistenta,
prezenta sau absenta leziunilor, aspectul omogen sau neomogen al organelor
parechimatoase, permeabilitatea organelor cavitare, prezenta sau absenta ariilor de

hemoragie si necroza.ln cazul deceldrii macroscopice de leziuni, fiecarei leziuni i-au fost
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descrise culoare, dimensiuni, consistenta, delimitare, aspect omogen sau neomogen.

Lama astfel pregatita este examinatd microscopica pentru evaluarea structurii de
organ si, respectiv a clasei morfologice a proceselor lezionale, precum si localizarea
histologica a acestora, dimensiunile, tipul histologic al leziunii, arhitectura, eventuala
prezenta si severitate a atipiilor cito-nucleare, prezenta sau absenta hemoragiei, prezenta
sau absenta necrozei.

In urma evaludrii preparatelor microscopice, am selectat cele mai reprezentative blocuri
de parafind pentru efectuarea testelor imunohistochimice. Blocurile de parafind au fost
sectionate la microtom la grosimea de 4 pm. Au fost utilizati markerii: SP-A, SP-B si pro-
SP-C de la NovusBio (Bio-Techne, SUA). Fiecare set efectuat a fost acompaniat de lama
de control pozitiva. Protocoalele de lucru utilizate in realizarea lamelor imunohistochimice
sunt urmatoarele:

Analiza statistica a datelor a fost efectuatd cu ajutorul programelor SPSS versiunea
26 (IBM Corporation, SUA) si Microsoft Office Excel 2019 (Microsoft Corporation, SUA).
Au fost utilizati indicatori de tendinta centrald (media aritmetica, mediana) si indicatori de

dispersie (dispersia si abaterea standard).

6. Studiul 1 — Factorii de risc implicati in decesele prematurilor prin prisma proceselor
tanatogene

6.1. Introducere

Nasterile premature cuprind toate sarcinile care se incheie inainte de varsta
gestationald de 37 de siptamani. In 2020, aproximativ 1 din 10 nasteri a fost prematura,
rezultdnd peste 13 milioane de copii nascuti inainte de termen, si aproximativ 900000 de
copii au murit din cauza complicatiilor prematuritatii.

Datele disponibile aratd ca aproximativ 90% dintre nasterile premature au loc in
tarile cu niveluri mici si medii de trai, In principal in Africa si Asia de Sud. Cu toate acestea,
meritd remarcat faptul ca, odata cu progresele tehnicilor de reproducere asistata, chiar si
tarile bine dezvoltate se confrunta cu o crestere a aparitiei sarcinilor multi-fetale. Acest tip
de sarcind vine cu un risc crescut de prematuritate si, consecutiv, de mortalitate neonatala
asociata.

Copiii prematuri pot prezenta complicatii atat pe termen scurt, cat si pe termen lung.
Acestea includ dificultati cu respiratia si hrinirea, dar si riscul de paralizie cerebrala sau
afectarea dezvoltarii cerebrale pe parcursul vietii. In plus, deficientele de vedere si de auz

pot afecta prognosticul lor general. Bebelusii prematuri, ca si categorie de pacienti, au un
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efect semnificativ din punct de vedere economic asupra indivizilor, familiilor si societatii.
Rata de supravietuire a acestor copii in tarile dezvoltate este mai mare in comparatie cu
tarile in curs de dezvoltare. Diferenta poate rezulta din infrastructura superioara de ingrijire
neonatala si de niveluri mai scazute de inegalitate psihosociala in tarile cu venituri mai mari

in comparatie cu tarile 1n curs de dezvoltare.

6.4. Rezultate

In perioada 2018-2022, in Spitalul Clinic Judetean de Urgenta ,,Sf Apostol Andrei”
din Constanta a fost inregistrat un numadr total de 18379 nasteri. Dintre acestea 17609 au
fost nasteri la termen s1 770 nasteri premature (sub 37 de saptdmani). Din numarul total de
nou-ndscuti s-au fost decelat 303 decese, dintre care 140 la fetii prematuri. Din cazurile de
decese la prematuri, 85 de feti au fost nascuti vii, iar decesul acestor a survenit pana la
implinirea varstei de un an. Restul de 55 de prematuri au decedat intrauterin, fiind nascuti
fie prin operatie de cezariand, fie pe cale naturala.

Prematurii nascuti vii au avut o evolutie in scadere din 2018 (22,35%) péana in
2022 (16,47%).

Prin comparatie, prematurii ndscuti morti au avut o evolutie In crestere constanta
din 2018 (12,73%) pana in 2022 (32,73%).

Cei mai multi feti vii au fost nou-ndscuti foarte prematuri (VPT) (64,71%), iar
varsta gestationald medie a fost de 27,45 saptdmani (22-35 saptdmani, =+ 0,37).

Cei mai multi feti decedati intrauterin se incadreaza in categoria nou-nascuti foarte
prematuri (VPT) (41,82%), varsta gestationalda medie fiind de 30,73 saptamani (22-35
saptamani,+0,49). Pentru prematurii decedati intrauterin, aspectele morfometrice au
remarcat: lungime medie de 40,45 cm (24-54 cm, +0,83), perimetrul cranian mediu de 28,30
cm (16-39 cm, +0,53), perimetrul toracic mediu de 25,85 cm (14-39 cm, #0,63)
si circumferintd abdominald medie de 22,34 cm (11-31 cm, +0,53).

Am observat o diferentd iIntre gradul de prematuritate in functie de varsta
gestationala si viabilitatea la nastere. Fetii nascuti morti au prezentat o varsta gestationald
crescuta (prematuritate medie si prematuritate tardiva), pe cand cei nascuti vii au avut o
varsta gestationald mica (prematuritate extrema si nou-ndscuti foarte prematuri) (p<0,001).
De asemenea, o diferentd similard am regasit si intre gradul de prematuritate raportat la
greutatea fetilor si viabilitate (p<0,001). O urmare a acestor aspecte se rasfrange asupra
unor parametri morfometrici. Perimetrul cranian si perimetrul toracic au prezentat o valoare
mai crescutd, in concordantd cu gradul de maturare si cu viabilitatea fetilor (p<0,001,

respectiv p=0,001).
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Durata medie de supravietuire a fost 301,76 ore, £80,64 (1-4380 ore), in cazul
prematurilor nascuti vii. Scorul APGAR la nastere cel mai des regasit a fost 1 (1-8). Varsta
gestationala crescuta s-a asociat cu un scor APGAR crescut (p<0,001). De asemenea, varsta
gestationald s-a corelat direct proportional cu greutatea, lungimea, perimetrul cranian,
perimetrul toracic si circumferinta abdominald a fetilor, aspect ce denota dezvoltarea
armonioasa a acestora (p<0,001). In plus, greutatea si circumferinta abdominala crescute s-
au asociat cu supravietuirea mai lunga a fetilor (p=0,023, respectiv p=0,002). Din pacate,
scorul APGAR nu s-a asociat cu supravietuirea (p=0,722).

Analiza univariata nu a identificat factori de risc in randul aspectelor demografice
(sex, varsta gestationald, scor APGAR, gradele de prematuritate). In schimb, in analiza
multivariata a datelor am remarcat ca factori de risc implicati in mortalitate prematurii cu
greutate extrem de scazuta (HR=5,141, p=0,009) si cei cu greutate foarte scazuta
(HR=4,177, p=0,018).

Analiza univariata a datelor morfometrice a identificat factori de protectie: lungimea
(HR=0,957, p=0,027), perimetrul toracic (HR=0,937, p=0,008) si circumferinta abdominala
(HR=0,922, p=0,003). Analiza multivariata a aspectelor morfometrice (greutate, lungime,
perimetru cranian, perimetru toracic si circumferintd abdominald) a remarcat ca factori de
risc asupra mortalitatii perimetrul cranian — pentru fiecare centimetru HR=1,134, p=0,018,
pe cand circumferinta abdominald rdmane factor protector (pentru fiecare centimetru
HR=0,901, p=0,041).

In 4545% din cazuri, mamele cu feti decedati intrauterin nu au prezentat
antecedente patologice. La celalalt pol, cele mai frecvente afectiuni ale mamei au constat
in hipertensiune arteriala indusa de sarcina (27,27%), uter cicatricial (10,91%), infectii ale
tractului urinar (3,64%) si incompetenta cervico-istmica (3,64%).

Prezenta malformatiilor s-a corelat cu paritatea crescuta (p=0,005). Un aspect
deosebit pe care l-am identificat este reprezentat de predictibilitatea datelor morfometrice
asupra dezvoltarii fetale. O greutate >1505g la nastere are o predictibilitate sporita cu
sensibilitate de 87,50% si specificitate de 80,50% (AUC=0,825, p=0,003).

De asemenea, se adauga o lungime >41,5 cm (sensibilitate de 87,50% si
specificitate de 84,40%, AUC=0,876, p<0,001), perimetrul cranian >28,5 cm (sensibilitate
de 87,50% si specificitate de 77,90%, AUC=0,840, p=0,002), perimetrul toracic >25,75
cm (sensibilitate de 87,50% si specificitate de 77,10%, AUC=0,793, p=0,007) si
circumferinta abdominald >22,5 cm (sensibilitate de 87,50% si specificitate de 70,1%,

AUC=0,770, p<0,012).
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6.5. Discutii

La nivel global, 15% dintre bebelusii prematuri se nasc inainte de 32 de saptadmani,
10,4% intre 28 si 32 de saptamani si 4,2% inainte de 28 de siptamani de sarcini. In studiul
realizat de Kwasawneh W et al., rata de prematuritate a fost de 15,7%, majoritatea deceselor
survenind la bebelusi niscuti inainte de varsta gestationald de 28 de saptamani. In acest
studiu, cei mai multi prematuri s-au nascut intre 28-32 de saptamani de sarcina (55,71%),
urmati de cei prematuri tarziu (15,71%), extrem de prematuri (15%) si prematuri moderati
(13,57%).

In ceea ce priveste nascutii prematuri vii, am observat o tendintd descendenti in cei
cinci ani de la 22,4% la 16,5%, 1n timp ce in cazul ndscutilor morti, evolutia acestora a avut
un trend ascendent de la 12,7% la 32,7%. Datele acestei cercetari sunt in concordantd cu
literatura disponibild in prezent pe aceasta tema, desi acest studiu nu acoperda pandemia
COVID-19. Existda multe studii europene referitoare la legatura dintre aceastd patologie si
anii de pandemie, iar majoritatea au indicat o scadere a ratelor de prematuritate in timpul
pandemiei, sugerand poate un impact al masurilor de urgenta.

Multi factori variabili asociati mamei pot fi legati de riscul de nastere prematura,
inclusiv caracteristici socioeconomice si demografice, comportamente si obiceiuri, starea
de sanitate, caracteristicile biologice si reproductive si complicatiile sarcinii. In ceea ce
priveste starea de sandtate, am observat diferente semnificative statistic intre patologia
maternd si viabilitatea prematurilor. Astfel, prezenta diabetului gestational si a cerclajului
uterin s-au corelat cu prematuri nascuti vii, in timp ce celelalte patologii au fost asociate cu
prematuri ndscuti morti.

De asemenea, de-a lungul timpului, au fost identificati si alti factori de risc matern
a caror consecintd este nasterea prematurd, acestia fiind: varsta, etnia, primiparitatea,
factorii de alimentatie si stilul de viata - fumatul, consumul cronic de alcool, accesul limitat
la Ingrijiri obstetricale, si nivelurile scazute de educatie.

Conform studiului realizat de Schindler T et al., principalele cauze de deces
identificate, indiferent de varsta gestationala studiata, au fost hemoragia intraventriculara,
patologia respiratorie acuti si sepsisul. in studiul lor, cel mai important factor care a prezis
moartea a fost numarul de saptdmani de sarcind la care a avut loc nasterea pentru toate
cauzele identificate de deces. In mod similar, in studiul de fata, am observat cauze similare
de deces, cele mai frecvente fiind hemoragiile cu localizare diferita si patologia respiratorie
acuta.

In studiul realizat de Honein MA et al., malformatiile au fost de doua ori mai

19



Trofimov (Ghitoi) Sinziana-Andra

frecvente la prematuri comparativ cu fetusii nascuti dupa 37 de saptdmani de sarcind, iar in
cazul bebelusilor ndscuti foarte prematur, frecventa malformatiilor a fost de peste 5 ori mai
mare la contrastul nasterilor la termen, cele mai importante asocieri fiind cu afectarea
sistemului nervos central si a sistemului cardiovascular. In ceea ce priveste legitura dintre
aceastd categorie de patologii si prematuritatea moderatd, cele mai puternice asocieri pe
care autorii le-au identificat au fost cu defecte ale sistemului nervos central si ale tractului
gastrointestinal (in special cu atrezie esofagiani si intestin subtire). In acest studiu,
malformatiille  cerebrale  (hipoplazie  cerebeloasd,  sindrom  Dandy-Walker,
holoprozencefalie totald) si cardiovasculare (defect septal atrial si ventricular) identificate
au contribuit la moartea bebelusilor prin consecintele hipoxice determinate. Mai mult, am
observat un model de date antropometrice la copiii malformati.  Astfel, datele
morfometrice care ar trebui sd ridice suspiciunea pentru prezenta unei malformatii sunt
greutatea micd sau normala la nastere, prematuritatea tardiva si medie (MPT), un perimetru
cranian >28,50 cm, o circumferintd toracicd >25,75 cm si o circumferintda abdominald
>22,50 cm.

Circumferinta abdominala este unul dintre cei mai fideli factori predictivi ai cresterii
fetale, fiind unul dintre parametrii de evaluare ai restrictiei de crestere intrauterind
(RCIU).1*%! Astfel, pentru a face acest diagnostic, valoarea sa trebuie si fie sub percentila
a 10-a. Mai mult, unul dintre factorii de risc pentru RCIU este hipertensiunea materna, o
comorbiditate gisita si in prezentul studiu. In plus, in timpul evaluarii ecografice Doppler
se observa modificari la nivelul arterelor cerebrale medii, cu scaderea presiunii oxigenului.
De asemenea, hipoxia sta la baza fenomenelor de vasodilatatie, cu scopul de a creste aportul
de sange la acest nivel. Pe de altd parte, factorii care influenteaza aparitia hemoragiei
intraventriculare la prematuri sunt hipoxia si vasodilatatia. Aceasta constelatie de
evenimente poate explica corelatia dintre circumferinta abdominala joasd si hemoragiile
intraventriculare identificate in studiul de fatd. De asemenea, in aceasta cercetare, am
identificat asocierea dintre circumferinta abdominala scdzuta si atrofia cerebrala. O posibila
explicatie consta in dezvoltarea hidrocefaliei la pacientii cu RCIU. Pe de alta parte, conform
studiului lui Lemmers PM si colab., o saturatie regionala suboptima prelungita de oxigen a

fost asociata cu o scadere a volumului creierului.

6.6.Concluzii

Numarul prematurilor ndscuti vii a urmat o panta descendenta pe parcursul celor 5 ani
de studiu, de la 22,35% la 16,47%, in timp ce numarul prematurilor decedati intrauterin a

fost ascendent in aceeasi perioada, de la 12,73% la 32,73%. 6.6.9. Analiza univariata a
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parametrilor morfometrici a identificat drept factori de protectie: lungimea la nastere
(HR=0,957, p=0,027), circumferinta toracica (HR=0,937, p=0,008) si, respectiv
circumferinta abdominald (HR=0,922, p=0,003). Analiza multivariatd a parametrilor
morfometrici a identificat circumferinta craniand ca factor de risc pentru mortalitate, pentru

fiecare centimetru HR=0,901, p= 0,041.

7. Studiul 2 — Implicatiile proteinelor surfactantului in decesul gemenilor prematuri

7.1. Introducere

Din punct de vedere al incidentei, sarcinile cu fat unic sunt net dominante numeric
fatd de cele multiple, insa aceastd din urma categorie devine, progresiv, mult mai bine
reprezentatd, ca urmare, mai ales, a cresterii utilizarii tehnicilor de reproducere asistata
(ART), dar si a varstelor materne. Astfel, rata medie europeand in anul 2010 a fost de 16,8
nasteri gemelare, raportat la 1000 de nasteri, cu o variabilitate interstatald semnificativa.

Majoritatea studiilor efectuate pand in prezent despre gestatiile multiple au in prim
plan sarcinile gemelare si au ardtat implicarea comuna a factorilor de risc genetici si de
mediu in etiopatogenia acestor boli, dar diferentele dintre fetii unici si gemelari nascuti la
aceeasl varsta gestationald si, mai ales diferentele dintre evolutia membrilor aceleiasi
perechi nu sunt actual suficient studiate si, respectiv caracterizate In termeni de cauzalitate.

Imaturitatea pulmonard, anatomicd si functionald, a nou-nascutilor prematuri,
tradusa prin erori In producerea surfactantului reprezinta etiologia primara a sindromului
de detresa respiratorie (SDR). Totodata, se contureaza din ce in ce mai clar ipoteza conform
careia un surfactant deficitar cantitativ si/sau calitativ are un impact semnificativ si asupra
susceptibilitatii infectioase pulmonare, cu rasunet asupra morbiditatii si mortalitatii

neonatale.

7.4. Rezultate
In perioada de studiu, din totalul necropsiilor pediatrice (n = 303), au fost analizate

fisele de autopsie ale cazurilor nou-nascutilor prematuri proveniti din sarcini gemelare (n

=12).

Varsta maternd medie la momentul nasterii a fost de 27,25 + 1,69 ani (interval, 21—
38 ani).

Lungimea fatului la nastere a fost mai mica in populatia de gemeni prematuri nascuti
din mame multigravida multipara comparativ cu cei nascuti din primigravida nulipara.

Doar un caz de fat gemelar prematur a prezentat o malformatie congenitala,
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reprezentatd de encefalocel gigant, asociata cu imperforatie anala si dimorfism facial. Patru
dintre cei sase feti nascuti morti au fost nascuti de femei multipare, cu varsta sub 30 de
ani.

Examenul histopatologic al parenchimului pulmonar prelevat de la pacientii inclusi
in studiu a evidentiat frecvente modificari pulmonare: inflamatorii, hemoragice si
atelectatice. S-au Inregistrat, de asemenea, hemoragii meningeale si renale, colectii
purulente circumscrise (la ndscuti vii) si malformatii congenitale.

Toate cazurile au prezentat leziuni pulmonare, iar la 8 dintre pacienti au fost asociate
si leziuni extrapulmonare. Cele mai frecvent au fost diagnosticate hemoragia pulmonara in
58,33% din cazuri si hemoragia meningeald si renald in 50% din cazuri.

Examenul imunohistochimic la SP-A a ilustrat un raspuns negativ in 6 cazuri, un
raspuns slab pozitiv in 4 cazuri si un raspuns pozitiv intens in 2 cazuri.

In ceea ce priveste imunoreactivitatea la SP-B, 4 cazuri (33,33%) au avut reactie
negativa, 3 cazuri (25%) s-au pozitivat intens in zonele de alveolitd leucocitara si atelectazie
pulmonara, iar restul cazurilor au fost slab pozitive (41,67%).

Imunomarcajul tesutului pulmonar cu pro-SP-C a fost negativ in 7 cazuri (58,33%)
si, respectiv, slab pozitiv in 5 cazuri (41,67%). Nu s-a obiectivat pozitivitate focala intensa.

Consecutiv analizdrii datelor obtinute, s-a constatat corelarea pozitiva dintre SP-A
si diagnosticul de bronhopneumonia (p=0,695; p<0,05) si, respectiv, dintre SP-A si scorul
APGAR la 5”7 (p=0,605; p<0,05). De asemenea, s-a constatat ca imunomarcajul SP-B s-a

corelat pozitiv cu hemoragia pulmonara (p=0,678; p<0,05) in lotul studiat.

7.5. Discutii

SP-A are un rol in formarea mielinei tubulare, formarea peliculei de suprafata si
contribuie la raspunsul inflamator prin legarea cu agentii patogeni microbieni care
invadeazd plamanii, practic in trei procese fiziologice diferite, de importantd majora:
scaderea tensiunii superficiale pulmonare la interfata aer-lichid alveolara, activitate
coordonata cu cea a celorlalte proteine surfactant, reglarea homeostaziei surfactantului si in
procesele imunologice inndscute, nespecifice, de la acest nivel. SP-A se gédseste si in
cantitati mici in situsurile extrapulmonare precum precum intestinul subtire si gros,
mezenter, epiteliu, glandele salivare, prostata, timus, lichid amniotic si aparat lacrimal.

SP-B, membru al familiei sapozin-like (SAPLIP), alcétuitd din proteine cu greutate
moleculard mica, avand patru sau cinci o-helixuri amfipatice, stabilizate prin 3 punti

disulfurice intramoleculare care implica 6 cisteine si, respectiv inca una care va forma
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puntea disulfurica intermoleculard a homodimerului covalent de 18 kDa este produs in
celulele Clara sub forma precursorului sau - pro-SP-B - si in celulele alveolare de tip 11
sub formad matura.

SP-C este singura dintre proteinele surfactant care este produsd exclusiv in
plamani de catre alveolocitele de tip II. Caracterizata din punct de vedere biochimic ca un
monomer cu greutate moleculard de aproximativ 4,5 kDa si 35 de reziduuri care formeaza
un singur a-helix, lung de 37 A, al cirui segment central (23 A) este intens hidrofob si se
intinde pe grosimea unui dublu strat de dipalmitoilfosfatidilcolind cu orientare
transmembranara, SP-C are rol In formarea si stabilizarea peliculei tensioactive, scdzand
riscul colapsului alveolar, precum si in stabilizarea contactelor intermembranare. SP-C nu
interactioneazad cu SP-A si nu este esential pentru formarea tuburilor de mielina, dar
actionand sinergic impreund cu SP-B, cele doua proteine surfactant sunt responsabile de
aranjarea corectd a retelelor functionale de membrand in complexele de surfactant.

SP-D este o moleculd cu localizare predominant pulmonara, pe suprafata luminala
apicala a epiteliului respirator, fiind secretatd majoritar de alveolocitele de tip II, dar si, mult
mai putin, de catre asa-numitele ,,celule club” - celulele bronhice non-ciliate. In cantitate
semnificativ redusa comparativ cu nivelul secretiei pulmonare, SP-D este intalnitd si
extrapulmonar, la nivel tegumentar, in glandele parotida, lacrimale si sudoripare, la nivelul
colecistului si ductelor biliare, in pancreas, esofag, stomac si intestin subtire, rinichi si tract
urinar, corticala suprarenaliand si hipofiza anterioard, in glandele endocervicale si in
veziculele seminale.

Rezultatele studiului de fata, au aratat ca incidenta SDR este invers proportionala
cu GA, fapt confirmat de datele disponibile in literatura de specialitate, unde aproximativ
98% dintre nou-ndscutii cu varstd gestationald intre 22-24 de sdptamani dezvolta acest
sindrom, dar procentul scade la 25% pentru prematurii cu greutate intre 1251g si 1500g,
corespunzatoare unor varste gestationale superioare. Desi este o afectiune foarte frecventa
la aceasta categorie de pacienti, nu orice detresa respiratorie la un prematur mai mic de 34
de saptdmani este SDR, existand si alte afectiuni care pot ,,mima” acest sindrom, cum ar fi
aspirarea de meconiu, retentia intrapulmonard de lichid, hipoplazia pulmonard sau
hipertensiunea pulmonara persistentd. Diagnosticul precoce este esential, intrucat SDR se
agraveaza rapid post-partum, amenintand prognosticul vital prin insuficienta respiratorie
progresiva.

Examenul imunohistochimic a ardtat un raspuns negativ sau slab pozitiv la SP-A,

SP-B si pro-SP-C in majoritatea cazurilor din lotul studiat (10 din 12; 83,33%), in
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concordanta cu datele din literatura de specialitate. De exemplu, Khoor et al., arata in studiul
sau cd, la nivel bronhiolar, imunoreacivitate pentru SP-A a aparut doar la nou- ndscutii la
termen, 1n timp ce la nivelul epiteliului cailor terminale, aceasta proteina fost detectabild
imunohistochimic dupa 20 de sdptamani de gestatie. Studii efectuate pe soareci de laborator
aratd faptul cd, desi dezvoltarea structurald pulmonard este normald, soarecii decedeaza
postnatal in absenta (sau cu un deficit mare) de SP-B.['7% Pe de alti parte, nivelurile de SP-
C nu doar ca sunt scazute la prematurii cu sindrom de detresa respiratorie, dar ventilarea cu
concentratii crescute de oxigen, scade suplimentar expresia SP-C.

In acest studiu, 11 din 12 (91,66%) gemeni prematuri s-au niscut cu greutate mica
la nastere, dintre care 7 aveau ELBW (<1000 g). Greutatea la nastere nu a fost corelata cu
un deficit specific de proteine surfactant, dar a fost in relatie directd cu mortalitatea. Aceste
rezultate sunt in concordantd cu studiile anterioare care au ardtat ca la sugarii cu greutatea
la nastere <2500 g, riscul de deces a fost de aproximativ 200 ori mai mare in comparatie cu
sugarii cu greutate normald la nastere.

Din populatia de gemeni prematuri decedati pe care am analizat-o, 8 din 12 (75%)
au fost de sex feminin. Studiile efectuate au aratat ca fetii de sex masculin au un risc mai
mare - aproximativ dublu - de a dezvolta SDR, comparativ cu exponentii de sex feminin
avand aceeasi varsta gestationald, fapt notat in literatura de specialitate sub numele de
,,dezavantajul masculin”.[*81483] Aceastd diferentd nu se limiteaza la varstele gestationale
mici sau la greutatile neonatale scazute, ci poate fi obiectivat si In prematuritatea incipienta
sau la fetii la termen.

Pe parcursul celui de-al treilea trimestru de sarcind, fatul este expus hormonilor
materni, estrogen si progesteron. Estrogenul are un efect pozitiv asupra sintezei
surfactantului si secretiei de SP-A si SP-B, prin cresterea numarului de celule alveolare de
tip II. Insa expunerea fetald este intrerupta in cazul parturitiei premature. Coreland acest
fapt si cu studiile care au dovedit o crestere a concentratiei fosfolipidelor surfactantului in
lavajul bronhoalveolar al animalelor de laborator consecutiv administrarii materne de
estradiol, expunerea naturald mai mare a fatului de sex feminin la estradiol, poate fi o cauza
semnificativa care sa explice ,,dezavantajul masculin”. In studiul de fata, acest dezavantaj
nu a fost relevat. In ceea ce priveste sarcinile gemelare, s-a constatat ca atunci cand unul
dintre gemeni este de sex feminin, prognosticul geamanului celdlalt si, respectiv al sarcinii
al sarcinii sunt imbunatatite, aspect confirmat si de prezenta cercetare, prin faptul ca VG
medie a fost mai redusd in perechile baiat-baiat, decat in perechile bdiat-fata si fata-fata.

In acest studiu, toti nascuti vii au avut un scor APGAR de 5 minute <7 si a fost

gasitd o asociere pozitiva semnificativa Intre exprimarea negativda a SP-A siun scor APGAR
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de 5 minute. Aceste rezultate au fost observate anterior si in studiul realizat de Chambliss
et al. care a obiectivat faptul ca un scor APGAR la 5 minute de <7 se constituie intr-un
factor de risc pentru dezvoltarea SDR. Aceste date au fost confirmate de studii conduse in
diferite state, precum Marea Britanie, SUA, Camerun, China si chiar Adis Abeba,
prematurii nou-nascuti cu APGAR mai mare de 7 la 5 minute si avand o evolutie
semnificativ mai favorabild. Aceasta a fost pus pe seama faptului cd scorul APGAR
ilustreaza de fapt gradul de asfixie neonatald, corelat cu un numér redus de hematii, fapt
ce interfereaza cu adaptarea cardio-respiratorie postpartum,

In situatia mortii fetale in-utero, rolul surfactantului in reducerea tensiunii
superficiale la interfata aer-lichid alveolard nu are contextul biologic necesar pentru a se
manifesta. In aceasti situatie, o deficienta calitativa si/sau cantitativd a surfactantului va
avea impact asupra functiilor de protectie imund, si se pare, asupra inducerii travaliului
prematur. Liganzii inflamatori (precum interleukina 1- IL1) sunt inductori ai travaliului
prematur, dar surfactantul moduleazd raspunsurile raspunsurile inflamatorii severe in
compartimentele fetale (si nu numai), ameliordndu-le prin functia de moderare a
reactiilor inflamatorii. Pe de altd parte, diferitele experimente transgenice si alte dovezi
genetice, sugereaza faptul ca, la om, proteinele surfactant A, D sau C (SP-A, SP- D, SP-
C), exprimate in tesutul fetal, influenteaza momentul de debut al travaliului - la termen
sau prematur, deci integritatea structurald si cuantumul cantitativ ar avea un rol
semnificativ si in perioada antenatald. In aceasta cercetare, patru ndscuti morti au
prezentat SP-A negativ, 2 SP-B negativ si 5 pro-SP-C negativ.

Mai multe alte studii au aratat ca deficienta de SP-A creste apoptoza si scade
viabilitatea celulelor, induce o reactie inflamatorie si provoaca leziuni pulmonare acute.
Hemoragia pulmonara se asociaza frecvent cu SDR, posibil din cauza presiunii capilare
mari cauzate de hipoxie, insuficientd cardiacd, si supraincircare de volum. In urma
leziunilor endoteliale, neutrofilele sunt eliberate, ceea ce va duce la cresterea valorilor
proteazelor, citokinelor si radicalilor liberi de oxigen. Aceste componente vor deteriora
celulele alveolare de tip II care produc SP, rezultdnd niveluri mai scazute de proteine
surfactant. Pe de altd parte, expunerea nou-nascutilor prematuri cu SDR la ventilatie
mecanica este un alt factor de risc important pentru hemoragia pulmonara. Conform studiul
efectuat de Wiswell et al., hemoragia pulmonara este o afectiune care agraveaza starea a 3-
5% dintre prematurii cu SDR sever, supusi tehnicilor de ventilatie mecanica. Justificarea
fiziopatologica implica faptul ca In hemoragia pulmonara, componentele exudatului

(hemoglobind, proteine plasmatice, lipide membranare) pot duce la inactivarea
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surfactantului endogen, inoportunand mecanica pulmonard. Astfel aportul de surfactant
exogen ar avea o potentiala utilitate, iar aspectul este la fel de valabil si pentru alte aspirate
pulmonare, cum ar fi, de exemplu, meconiul, descriindu-se in literaturd prezumtia ca
surfactantul exogen si joace un rol terapeutic in asemenea situatii. In studiul de fatd, am
observat o corelatie semnificativa statistic, pozitiva, intre expresia SP-A si hemoragia
pulmonara. Din cele sapte cazuri cu hemoragie pulmonara studiate, cinci dintre ele au
prezentat expresie negativa a SP-A.

Boala hemoragica a nou-ndscutului este una dintre principalele amenintari la adresa
prognosticului fetilor prematuri, aparitia si extinderea acestor leziuni aflandu-se in relatie
invers proportionald cu varsta gestationald si, respectiv, cu greutatea la momentul nasterii.
La baza fenomenului sta efectul cumulativ dintre imaturitatea patului capilar si cea a
sistemului de coagulare, acestora adaugandu-se in mod posibil o paletd larga de alti factori
de risc, printre care sindromul de detresa respiratorie, cu asfixia celulara asociata, expunerea
la ventilatie mecanica, sepsisul. Cele mai frecvente leziuni hemoragice extrapulmonare pe
care le-am identificat in acest studiu sunt hemoragia renala (41.66%) si cea suprarenaliana
(50%), urmate de hemoragia meningeala si cea pluriviscerald. Dintre cele 3 proteine
surfactante pe care le-am analizat, SP-A a fost singura care s-a corelat cu hemoragia

extrapulmonara

7.6. Concluzii

Varsta medie a mamelor la momentul nasterii a fost de 27,25 + 1,69 ani (21-38
ani), cu varsta gestationala medie de 8,17 = 1,06 sdptdmani (23-36 saptamani). Greutatea
la nastere a variat intre 600 si 2900 g, cu o0 medie de (1132,5 + 189,03 g). 91,66% din cazuri
s-au ndscut cu greutate micd, cei mai multi fiind clasificati drept ELBW. Examenul
histopatologic a relevat leziuni pulmonare in toate cazurile studiate si leziuni
extrapulmonare la 8 dintre cei 12 pacienti. La nivel pulmonar, am identificat modificari
inflamatorii, hemoragice si atelectazie pulmonara. Extrapulmonar, principalele diagnostice
au fost reprezentate de: hemoragie meningee, hemoragie renald, colectii purulente
circumscrise - abcese (la ndscuti vii), malformatii congenitale. Expresia proteinei surfactant
SP-A s-a corelat pozitiv puternic cu scorul APGAR la 5 minute (p = 0,605; p < 0,05).
Expresia proteinei surfactant SP-A s-a corelat pozitiv cu prezenta bronhopneumoniei (p =
0,695; p < 0,05). Expresia imunohistochimica a SP-B s-a corelat pozitiv cu prezenta

hemoragiei pulmonare (p = 0,678; p <0,05).
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8. Concluzii

in prezenta cercetare am identificat un numar total 18379 nasteri, dintre care 770 au
fost premature, cu un numar de 140 de decese in sarcinile unifetale si 12 decese in cazul
celor gemelare. Am observat ca prematuritatea este un fenomen frecvent in cazul sarcinilor
cu fat unic si aproape omniprezent in cazul sarcinilor multifetale. Majoritatea cazurilor de
mortalitate fetald neonatala sunt direct legate de prematuritate, ca o consecintad a imaturitatii
structurale si functionale pulmonare si, respectiv ca urmare a susceptibilitatii crescute la
infectii.

Principalele concluzii, pe care le-am identificat si le-am transpus in cadrul prezentei
lucrari contureaza un tablou morfologic complet al prematurilor decedati perinatal. Am
identificat corelatii fiziopatologice care pot fi utilizate ca factori prognostici, siam constatat
si caracterizat impactul avut de prezenta/absenta diferitelor fractiuni proteice ale
surfactantului in tesutul pulmonar fetal.

Acestea sunt urmatoarele:

1. Pentru studiul fetilor unici, prematuri, decedati perinatal:

- Scdderea progresiva a frecventei deceselor prematurilor nascuti vii si, respectiv, cresterea
frecventei ndscutilor morti, evidentiaza optimizarea actuald a iIngrijirilor neonatale si
impune urmarirea mai frecventa a cazurilor cu patologie maternd ce amenintd prognosticul
vital al fetilor;

- Identificarea unui tipar al datelor morfometrice in asociere cu prezenta malformatiilor
duce la stabilirea unor praguri valorice de dezvoltare fetala, la depdsirea carora indicatia de
testare genetica pentru identificarea unor unor sindroame malformative devine esentiala;

- Analiza aspectelor morfometrice a identificat circumferinta craniana ca fiind un factor
predictiv al riscului de mortalitate, prin asociere cu diagnostice de deces (precum

hemoragia intracraniand) in timp ce circumferinta abdominala reiese a fi un factor protector.

2. In urma studiului analizei expresiei imunohistochimice a fractiunilor proteice ale
surfactantului, am constatat ca:
- Expresia proteinei surfactant SP-A s-a corelat pozitiv cu scorul APGAR la 5” si cu
prezenta bronhopneumoniei, iar expresia imunohistochimica a SP-B s-a corelat pozitiv cu
prezenta hemoragiei pulmonare, ambele sugerand o posibild deficientd functionald a acestor
fractiuni in rolul de modulare imunologica .
- 83,3% dintre nascutii morti inclusi 1n studiu au prezentat expresie imunohistochimica
negativd pentru pro-SP-C, sugerand ca absenta acestei fractiuni este implicatd in alte

mecanisme tanatogeneratoare decat SDR .
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- Am identificat ca factori de risc pentru SDR cauzat de deficitul de proteine surfactant,
urmatorii parametrii: greutatea mica la nastere, greutatea si datele antropometrice la nastere,

GA, scorul APGAR scazut la 5 minute, multiparitatea si sexul feminin al fetusilor.

3. Respectand aspectele rezultate in urma cercetarii persoanele, consider esentiala
implementarea urmatoarelor masuri preventive si terapeutice, astfel:
- proiectarea, organizarea $i implementarea unor programe de informare in masd a
populatiei generale cu privire la nasterea prematura si la riscurile fetale asociate.
- proiectarea, organizarea si implementarea unor programe de screening ai factorilor de risc
pentru nastere prematura in randul gravidelor.
- 1mplementarea unor protocoale de monitorizare cu frecventa crescutd in cazul pacientelor
identificate cu factori de risc pentru nasterea prematura (multigravide- multipare, cu varsta
de peste 30 de ani, supuse tehnicilor de reproducere asistata, cu patologii preexistente sau
asociate sarcinii) care sd conducd la administrarea cat mai precoce a terapiilor specifice

pentru prelungirea gestatiei si pentru asigurarea viabilitatii fetale.

9. Originalitatea si contributiile inovative ale tezei

Originalitatea prezentei cercetari deriva din modalitatea de abordare a tematicii
studiate, analizei statistice detaliate si complexe - ce cuprinde parametri gestationali, fetali
si materni - alaturandu-i-se o analiza cu grad inalt de specificitate - imunomarcajul
fractiunilor proteinelor surfactant - pe un lot caracterizat de o trasatura aparte: provenienta
pacientilor din sarcini gemelare.

In urma studierii literaturii de specialitate, am observat ci la nivel national nu a fost
cercetatd aceasta patologie intr-o astfel de maniera, fara a identifica studii multi- cazuistice,
efectuate post-mortem ale pacientilor gemelari sau proveniti din sarcini multiple. La nivelul
literaturii internationale se remarca paucitatea studiilor despre acest segment specific de
pacienti.

Rezultatele studiilor prezentate au o mare adresabilitate atit pentru practica medicald
pluridisciplinara - obstetricieni, neonatologi, pneumologi, anatomopatologi, imagisti - cat
si pentru sfera viitoarelor cercetdri, evidentiind rolul esential al abordarii complexe si al
colabordrii interdisciplinare atdt In demersurile clinice si de diagnostic, cat si pentru
reprezentativitatea viitoarelor cercetari.

Perspectivele viitoare de cercetare ce deriva din lucrarea de fata sunt reprezentate

de: studii retrospective sau prospective comparative asupra fractiunilor proteinelor
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surfactant la prematurii proveniti din sarcini unice si multiple, asupra fractiunilor
proteinelor surfactant la fetii decedati perinatal, de orice varstd gestationald, studii

prospective care sd vizeze stabilirea unor eventuale corelatii intre deficitul proteinelor

surfactant si patologia placentara.
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