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ADNOTARE

Dobrovolskaia Aliona
PARTICULARITATI ALE EVOLUTIEI SI DE CONDUITA A SARCINII OBTINUTE PRIN
METODA FERTILIZARII IN VITRO LA FEMEILE PESTE 35 DE ANI
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2024
Structura tezei: Introducere, cinci capitole, concluzii generale si recomandari; bibliografie — 163 surse.
in total, teza contine 187 pagini text de baza, 29 tabele, 18 figuri, 10 anexe. Rezultatele obtinute sunt
publicate in 10 lucrari stiintifice.
Cuvinte — cheie: varsta reproductiva, infertilitate, fertilizare in vitro, FIV, diagnostic antenatal, citokine,
interleukine, markeri ai stresului oxidativ.
Domeniul de studiu: Medicina.
Scopul cercetarii: Identificarea particularitatilor clinice in evolutia sarcinilor concepute prin metoda FIV
la gestantele cu vérsta peste 35 de ani, corelate cu valorile biomarkerilor imuni si ai stresului oxidativ
determinati in al doilea trimestru de sarcind din sangele matern si lichidul amniotic.
Obiectivele cercetirii: Analiza evolutiei clinice a sarcinilor concepute prin metoda FIV la gravidele cu
varsta de peste 35 de ani; Interpretarea nivelului citokinelor determinate in sangele matern si lichidul
amniotic, Tn trimestrul al doilea de sarcind; Analiza biomarkerilor stresului oxidativ prelevati din serul
sanguin si lichidul amniotic, in al doilea trimestru, la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, sarcina
conceputa prin metoda FIV; Particularitati ale evolutiei sarcinilor concepute prin metoda FIV si corelarea
lor cu variatiile biomarkerilor determinati in trimestrul al doilea de sarcina.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Rolul statusului imun si al stresului oxidativ in mecanismele
patogenetice de dezvoltare a complicatiilor prin hipertensiunea indusa de sarcind, preeclampsia si nasterea
prematura, anticipadnd evolutia clinica in sarcinile obtinute prin metoda FIV la femeile cu varsta peste 35
de ani.
Principalele rezultate stiintifice obtinute: Cresterea frecventei starilor hipertensive induse de sarcind,
preeclampsiei si nasterilor premature sunt corelate cu dezechilibrul statusului imun si augmentarea
stresului oxidativ determinati in serul sanguin i lichidul amniotic, in trimestrul al doilea de sarcina
conceputa prin metoda FIV la femeile cu varsta peste 35 de ani. Evolutia sarcinilor concepute prin metoda
FIV in comparatie cu cele concepute pe cale naturala, la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, care nu
au inregistrat patologii in antecedente nu au identificat diferente concludente.
Semnificatia teoretici: Cercetarea datd completeazd cunostintele clinice privind particularitatile
evolutiei sarcinii concepute prin metoda FIV la gestantele cu varsta de peste 35 de ani. A fost
demonstrata corelarea variatiilor markerilor imuni (citokine) si ai antioxidantilor ai stresului oxidativ
prelevati din serul sanguin si lichidul amniotic cu complicatiile In sarcind, precum: hipertensiunea,
preeclampsia si nasterile premature.
Valoarea aplicativa a lucrarii: Largirea spectrului diagnosticului antenatal precoce prin determinarea
markerilor imuni, inclusiv ai citokinelor si stresului oxidativ, ca factori de prognostic pentru riscul
declansarii complicatiilor in evolutia sarcinilor concepute prin fertilizare in vitro (FIV), la femeile cu
varsta de peste 35 de ani.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Tn temeiul rezultatelor cercetirii au fost inregistrate doua
inovatii, implementarea carora este confirmatd prin patru acte in cadrul IMSP IMC si USMF Nicolae
Testemitanu. Pentru supravegherea antenatald a gestantelor cu sarcina conceputa prin fertilizare in vitro si
varsta peste 35 de ani se recomanda ,,Algoritmul de triaj a gestantelor, cu varsta de peste 35 de ani si
metoda de concepere - FIV, privind riscul complicatiilor prin hipertensiunea indusd de sarcina,
preeclampsia si nasterea prematurd”, care va permite aplicarea timpurie a unei tactici preventive
individuale.
Rezultatele cercetirii au fost publicate n mass-media de specialitate, expuse in prezentari la congrese si
forumuri stiintifice.



ANNOTATION

Dobrovolskaia Aliona
THE CHARACTERISTICS OF THE EVOLUTION AND CONDUCT OF PREGNANCY
OBTAINED THROUGH THE INVITRO FERTILIZATION METHOD IN WOMEN OVER 35
YEARS OLD
Pdh thesis in medical sciences, Chisinau, 2024

Thesis structure: Introduction, five chapters, conclusions and recommendations; bibliography —
163 sources. In total, the thesis contains 187 pages of basic text, 29 tables, 18 figure, 10 annexes.
The obtained results are published in 10 scientific papers.

Key words: reproductive age, infertility, in vitro fertilization (IVF), antenatal diagnosis,
cytokines.

Field of study: Medicine.

Purpose of the paper: Identification of clinical peculiarities in the evolution of pregnancies
conceived by the IVF method in pregnant women over 35 years of age, correlated with the
values of immune biomarkers and oxidative stress determined in the second trimester of
pregnancy from maternal blood and amniotic fluid.

Research objectives: Analysis of the clinical evolution of pregnancies conceived by the IVF method in
pregnant women over 35 years old; Interpretation of the level of cytokines determinedin maternal blood
and amniotic fluid, in the second trimester of pregnancy; Analysis of biomarkers of oxidative stress taken
from blood serum and amniotic fluid, in the second trimester, in pregnant women over 35 years old,
pregnancy conceived by the IVF method; Peculiarities of the evolution of pregnancies conceived by the
IVF method and their correlation with the variations of biomarkers determined in the second trimester of
pregnancy.

Scientific novelty and originality: The role of immune status and oxidative stress in the pathogenetic
mechanisms of the development of complications through pregnancy-induced hypertension,
preeclampsia and premature birth, anticipating the clinical evolution in pregnancies obtained by the IVF
method in women over 35 years old.

The main scientific results obtained: The increase in the frequency of hypertensive states induced
by pregnancy, preeclampsia and premature births are correlated with the imbalance of the immune status
and the increase of oxidative stress determined in blood serum and amniotic fluid, in the second trimester
of pregnancy conceived by the IVF method in women over 35 years old. The evolution of pregnancies
conceived by the IVF method compared to those conceivednaturally, in pregnant women over 35 years
of age, who did not have any pathologies in the antecedents, did not identify any conclusive
differences.

The theoretical significance: The given research complements the clinical knowledge regarding the
particularities of the evolution of the pregnancy conceived by the IVF method in pregnant women over
35 years old. Variations in immune markers (cytokines) and oxidative stress antioxidants taken from
blood serum and amniotic fluid have been shown to correlate with pregnancy complications, such as:
hypertension, preeclampsia and premature births.

Application value: Broadening the spectrum of early antenatal diagnosis by determining immune
markers, including cytokines and oxidative stress, as prognostic factors for the risk of complications in
the course of pregnancies conceived by in vitro fertilization (IVF) in women over 35 years of age.
Implementation of the scientific results: Based on the results of the research, two innovations were
registered, the implementation of which is confirmed by four acts within the IMSP IMC and USMF
Nicolae Testemitanu. For antenatal surveillance of pregnant women with pregnancies conceived by in
vitro fertilization and over 35 years of age, the "Triage algorithm for pregnant women over 35 years of
age and conception method - I\VF, regarding the risk of complications due to gestational hypertension,
preeclampsia and premature birth", which will allow the early application of an individual preventive
tactic.

The results of the research were published in specialized mass media, exhibited in presentations at
congresses and scientific forums.



AHHOTAIMS

JoopoBoJsibeckasi Anéna
OCOBEHHOCTU TEYEHHMS U BEJIEHUE BEPEMEHHOCTH, 3AYATOM METOJIOM
OKCTPAKOPIIOPAJIBHOI'O OIUVIOJOTBOPEHMA ¥V XKEHILIMH CTAPILE 35 JIET
Huccepranys Ha cOMCKaHUE YUEHON CTENEeHN KaHau1aTa MEUIIMHCKUX HayK, Kummnay, 2024
Crpyktypa aucceprauum: BBemeHue, TeKCT AucCCepTallMi: IMSATh TIJIaB, 3aKJIIOYCHUE W BBIBOJDI,
pexoMenganuy;, Oubmuorpaduss — 163 wucrounmka. Bceero mucceprammst copepxutr 187 crpanHwmil
OCHOBHOTrO Tekcta, 29 tabmui, 18 ¢uryp, 10 npunoxenuit [lonydeHHbIE pe3ynbTaThl ONMyOIUKOBAaHBI B
10 Hay4HBIX CTAaThSIX.
KualoueBble cjioBa: penpoayKTHBHBIA BO3pacT, OECIUIOAME, 3KCTPAKOPIOpabHOE OIJIOJJOTBOPEHUE
(BKO), aHTeHaTanpHas JAUArHOCTHKA, IMTOKUHBI W MapKepbl OKCHUAAHTHI U AHTHOKCHIAHTHI,
OKHCIIUTENbHBIN CTpPECC.
OobaacTb 00yuenusi: Meaurmuaa.
Heas uccnenoBanus: BrisiBiieHHe KOpPpENSIIUN OCOOEHHOCTEH TeUeHUsT OEPEMEHHOCTH ¢ MapaMeTpaMu
OroMapKepoB MMMYHHOTO MpPOQHIS ¥ OKCHAATUBHOTO CTpecca ompeneneHHbIXx Bo I[-om Tpumectpe B
KpOBM M OKOJOIUIOAHBIX BOAaxX y JKEeHIMH crapmie 35 ner 3ayaTteix MerogoM OKO. 3amaum
HCCIeOBaHUSA: AHAIIN3 KIMHUYECKON SBOIONMHA OEPEMEHHOCTH, Y )KEHIIWH cTapiie 35 JieT, 3a4aThix
merogom DKO; UnTepnperanysi ypoBHsS IIUTOKMHOB, OMPEACISIEMBbIX B KPOBU MAaTEPH M OKOJIOIUIOMHBIX
BO/Iax, BO BTOPOM TpuMecTpe OepeMeHHOCTH; AHaJIN3 MapaMeTpoB OMOMAapKEepPOB OKHCIHTEIHHOTO
cTpecca B CHIBOPOTKE KPOBH M OKOIIOIUIOJHBIX BOJ@X, ONPEICNEHHBIX BO BTOPOM TPUMECTPE Yy
OepeMeHHbIX cTapiie 35 Jiet 3auaThix MeroaoM DKO;

OcobGennoctn pa3Butua OepeMeHHOCTed, 3adaTeix MeronoM OKO, m uX Koppenaunus ¢ BapHalusiMu
OrOMapKepOB OIPE/IENIEHHBIX BO BTOPOM TpUMeCTpe OepeMEeHHOCTH.

HoBu3Ha u Hay4yHasi OPUTHHAIBLHOCTH pabdoThi: VccienoBaHue JeMOHCTPUPYET POJIb UMMYHHOTO
cTaTryca W OKHCIIUTEIIFHOTO CTpecCca B MATOT€HETHYECKUX MEXaHHW3Max Pa3BUTHS OCIOXHEHHH, TaKuX
KaK: TUTIEPTOHMYECKass 00Je3Hb, MPEIKIAMIICUSI U TpeXAeBpeMeHHbIe ponabl B DKO-0epemMeHHOCTH Y
JKEHIIMH crapiire 35 JIeT 10 KIMHUYESCKUX MPOSBICHHS OCTIOKHEHUH.

IMoayyeHnHble HaydHble Ppe3yJbTaThbl: UIS OKSHIMH cTapme 35 Jer, npu  OecriojuH,
AKCTpakopropaibHoe omrogoTBopeHus (DKO) sBmsercs 3¢hGEeKTHBHBIM MeTomoM JedeHus. [lo
pe3yibTaTaM CpaBHHUTENHFHOTO aHAIN3a MEXAY TeueHHeM OepeMeHHOCTH, pH 3adatue MerogoM DKO u
€CTECTBEHHBIM MyTeM He OBUIM BBISBICHBI yOCTUTENbHBIC Pa3lMudsi B YCIIOBHAX HEOTATOIEHHOTO
aHamHe3a. JlokazaHa B3aMMOCBS3b BapHWallid HWMMYHHOTO CTaTyca, IIMTOKMHOB ¥ MapKepoB
OKCHJIATUBHOTO CTpecca OIpeneNéHHBIX B CHIBOPOTKE KPOBH W OKOJIOIUIOMHBIX BOAAX BO BTOPOM
TpuMecTpe y OepeMeHHBIX cTapire 35 jer, 3adaTeix MeromoM — OKO, ¢ TaKMMH OCIOXXKHEHHH Kak:
recTallMOHHAS THIIEPTEH3USA, TPEIKIIAMIICHSI U TIPEKIEBPEMEHHBIE POJIBL.

Teopernueckass 3HaAYMMOCTb: JlaHHOE WCCIENOBaHHE [OMONHAET KIMHWYECKHE 3HAHWS 00
0COOEHHOCTSX T€UeHUs OepeMeHHOCTH, 3adaToil MerogoM JDKO, y Gepemennbix crapimie 35 jer. beuto
JOKa3aHO, YTO W3MEHEHHWs] WMMYHHBIX MapKepoB (IMUTOKWHOB) M AHTHOKCHIAHTOB OKHCIUTEIHHOTO
CTpecca, UCCIEeJOBAaHHBIX B CBIBOPOTKH KPOBH M OKOJIOTLTIOMHBIX BOMIAX, KOPPEMUPYIOT C OCIOKHEHUSIMU
0epeMEeHHOCTH, TAKUMH KaK: THIIEPTOHUS, TPEIKIAMIICHS U TIPEKIEBPEMEHHBIE POJIBIL.

IlpuknagHasi UEHHOCTh CTAaThbH: PacmpeHue CHeKTpa aHTEHATAIFHOW JWATHOCTHKH 3a CUYeT
TIPUBIICYCHNST NMMYHHBIX MapKepOB, IIUTOKHWHOB, TPEACTABISAIONIAX IMPOTHOCTHYECKUH HWHTEpEC MpH
OCJIIOXXHEHMSIX B OEpEMEHHOCTH y KeHIHMH crapire 35 ser 3adatue DKO. Pesynprathl nccnenoBaHus
MIPEOCTABISIIOT apXWB OINPENENeHHBIX JIA00OpaTOPHBIX IOKa3aTelell OMOMapKepOB M3 MAaTEPHHCKOMN
KPOBH M OKOJIOTUIOAHBIX BOJ MPH 3a4aTii MeToaom DKO.

BHenpenne Hay4HbIX pe3yibTaToB: llo pe3ympraTaM uCCIENOBaHUI 3apeTHCTPUPOBAHBI  JIBE
WHHOBAIlMM, W YEThIpEe MPOTOKOJIIA BHEIpEHHUs B ycioBuax Muctutyra Martepu u Pebénka u ['YMO®
,Hukonae Tectemumany”. B anTeHaTansHOM TIepuo/ie HAOMIOACHNH 3a OepeMeHHBIMH, ¢ 3adatreM DKO
AKCTPAKOPIIOPATIHLHOTO OIJIOJOTBOPEHUS, M cTapiie 35 JeT, peKOMEHIyeTCsl, UCIIOIb30BaTh: Aneopumm
mMpuax3ca no pucky OCI10dCHeHUutl 8 bepemennocmu ¢ memooom 3adamust KO, y swcenwyun cmapue 35
Jlem, 9TO TO3BOJHUT BBISBIIATH HA PAHHEM dTalne OEpeMEHHOCTb KOTOpas OTHOCHTCS K TPYIIE BEICOKOTO
pHCKa IO Pa3BUTHIO OCJIOXKHEHUS TAKUX KaK THIIEPTEH3Hs, TECTO3 U MIPEXIEBPEMEHHBIE POJIBL.
Pe3yabTaThl HccIe10BaHMIl ONMYOJMKOBaHBI B HAYYHBIX CTaThAX, O3BYYEHBbl B JOKIagax Ha
KOHTpeccax M Hay4YHbIX pOopyMax.
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IL - 1beta
IL-2
IL-3
IL-6
IL-8
IL - 10
IL-12
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LA
LH
(M)
(m)
MoM
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NKU
NO
NP
ODD
ONU
(p)
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PBS
PE
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PIGF
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ROS
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Interleukina 2

Interleukina 3
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Lichidul amniotic
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Oxid nitric

Nastere prematura
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Relevanta statistica

Proteina plasmatica secretata de placenta
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Preeclampsia

Produsii proteici de oxidare avansata
Factorul de crestere placentar

Factorul de blocare indus de progesteron
Rata cumulativa de fertilitate

Ruptura prematura a membranelor amniotice
Rata specifica de fertilitate

Speciile reactive de oxigen

Speciile reactive de nitrogen
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate.

Sanatatea materna si eficienta varstei reproductive se includ in determinantii succeselor in
medicina, prognozelor echilibrului demografic si proceselor socio-economice pentru fiecare stat,
comunitate.

Prezenta tezd de doctorat s-a axat pe perfectionarea serviciilor medicale destinate
capacitatilor reproductive femeilor 1n varsta avansata, inclusiv cu parcurgerea in sigurantd a
perioadei de sarcind §i a nasterii, iar cuplurilor de a oferi cele mai bune sanse de a avea copii
sanatosi.

Tema cercetdrii se incadreaza in obiectivele asigurdrii unei maternitati sigure, promovate in
Agenda 2030 a Obiectivelor de Dezvoltare Durabilda (ODD) elaborate de Organizatia Natiunilor
Unite (ONU), Strategia globala pentru sanatatea femeilor, a copiilor si a adolescentilor (2016-
2030), prevederile Legii Republicii Moldova nr. 138 din 15.06.2012, privind sanatatea
reproducerii si obiectivul general 2.2. al Strategiei nationale de sanatate ,,Sanatatea 20307,
aprobatd de Guvernul Republicii Moldova in 2023 [1, 2, 3].

Perceperea stiintifica a multiplelor probleme, care sunt cu impact asupra cuplurilor in
perioada fertila, explica diversitatea si actualitatea cercetarilor si studiilor axate pe perfectionarea
accesului universal si 1n sigurantd la servicii medicale moderne, cu respectarea drepturilor
sexuale si reproductive ale fiecarei persoane.

Tranzitia demografica inceputa cu doud sute de ani in urma a stat la baza unui proces de
crestere economicd fara precedent in istorie, care a rezultat cu imbunatdtirea simultand a
productivitatii si nivelului de trai, contribuind la dezvoltarea marilor aglomerdri urbane
contemporane, a favorizat o diviziune a muncii mai avansate si, nu in ultimul rand, a contribuit la
schimbarea atitudinilor fatd de familie, inclusiv prin aménarea nasterii primului copil pentru o
varsta mai Tnaintata.

Principalii indicatori statistici ai natalitatii si fertilitatii au o tendintd de continud reducere,
cu exceptia varstei medii a mamei la nastere, aspecte caracteristice pentru toate tarile Uniunii
Europene, tendinta valabild si pentru Republica Moldova. Rata totald de fertilitate in 2021 in
Uniunea Europeana (UE) a fost de 1,53 nascuti vii per femeie comparativ cu 1,57 in 2016.
(figura 1.1.).
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Rata totalia de fertilitate in UE
(number of live births per woman)

No

Figura 1.1. Rata fertilitatii in dinamica anilor 2001-2021 in UE
Sursa: Eurostat Biroul de statistica

Desi, rata totald de fertilitate in Republica Moldova este relativ inaltd in 2021 a constituit
1,8, totusi, aceasta nu atinge nivelul de inlocuire a generatiilor de 2,1 copii nascuti-vii per 0
femeie de varsta reproductiva. Aceste schimbdri se datoreaza reducerii proportiei femeilor, care
se reproduc in urmasi, respectiv in ultimii cinci ani in RM generatia fiicelor este mai mica decat
generatia mamelor cu circa 15%, fiind insotite si prin fenomenul impactului amandrii nasterilor
spre varstele mai mature [4].

Raportul privind schimbarile demografice si propunerile privind masurarea si combaterea
efectelor negative in regiunile UE, din (decembrie 2020), publicat in Jurnalul Oficial al UE,
indica drept una din cauzele a problemei nominalizate, intarzierea varstei maternitatii si
amanarea sarcinilor pana la o varsta mai inaintata [5].

In UE ponderea nasterilor la mame cu peste 40 de ani, a crescut mai mult de doud ori intre
anii 2001 s1 2019 (de la 2.4 la suta la 5.4 %), 1n situatia, cAnd numarul ndscutilor vii scade intr-un
ritm relativ constant, atingdnd 4,07 milioane de copii in 2020, fiind cea mai mica cifra
inregistratd din 1960 incoace [6].

Analiza contextului demografic din Republica Moldova prezentata in editia anului 2022
»Schimbari pentru rezilienta demograficd, elaboratd de catre Fondul ONU pentru Populatie
(UNFPA)” confirma, cd reducerea numarului populatiei si structura acesteia a acumulat o inertie

negativa, din cauza scaderii fertilitatii si cresterii imbatranirii demografice [7] (figura 1.2.).
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Rata totala de fertilitate in UE

(number of live births per woman)

o man

Figura 1.2. Rata natalitatii in dinamica anilor 2001-2021 in UE
Sursa: Eurostat Biroul de statistica

Scaderea numarului de nasteri la femeile cu varste mai tinere in RM, a condus la reducerea
numarului de copii ndscuti cu - 0,68 copii per femeie de varsta fertila. La grupele mai mari de
femei cu varsta de la 30 la 49 de ani, dimpotriva, s-a observat o crestere a natalitatii, - de 0,23
copii [8].

Este cert, ca imbatranirea populatiei si fertilitatea sub-inlocuire este conditionata de o serie
de factori sociali, economici, legislativi, educationali, sanitari, psihologici si culturali, care, la
randul lor impun cdutarea noilor posibilitati de a investi in varsta reproductiva si maternitate.

In unul din conceptele moderne ale proceselor demografice, care cuprinde si segmentul
varstei fertile, descris in lucrarea ,La revolution demographique”, autor Adolphe Landry,
cunoscutd si prin denumirea ,,Teoria tranzitiei demografice”, este argumentat faptul, ca scaderea
fertilitatii este influentata de interesul familiei, de rationalizarea vietii, de numarul de copii in
cuplu [9]. Totodata, valorile familiei, sunt in stransd corelare cu echilibrul social, siguranta in
ziua de maine, bundstarea, inclusiv, noile atitudini fatd de sistemele de credinta si alte prioritati
ale societatii. S-au schimbat prioritatile comportamentale ale tinerilor, care sunt bazate la inceput
pe dorinta, apoi pe capacitate si disponibilitate [10].

Existenta copiilor mici se asociaza cu cresterea ratei de ocupare a barbatilor si scaderea
semnificativa a acesteia la femei, ele fiind primele care isi schimba comportamentul in raport cu
piata muncii atunci, cand apare nevoia de ingrijire, fapt ce contribuie la cresterea varstei la
nasterea copiilor; intensificarea fenomenului de maternitate amanata [11].

Conflictul dintre simtul matern si aspiratiile pentru cariera, alimentat de cresterea rapida a

nivelului de studii al femeilor, de participarea pe piata fortei de munca, constituie una dintre
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problemele cele mai larg dezbatute in procesul de cercetare a problemei fertilitatii. Diferentierile
nivelului educational sunt printre cele mai bine stabilite, si cel mai larg studiate in literatura de
specialitate. Nivelul de studii exercitd o presiune descendentd asupra fertilitatii, deoarece,
deschide si alte oportunititi pentru femei, dincolo de rolul matern[12].

in studiul ,,VArsta maternd avansati, intirzierea nasterii, este rareori o alegere constienta,
un studiu calitativ al opiniilor si experientelor femeilor”, datele caruia au fost colectate prin
interviuri semi-structurate aprofundate, au fost identificate trei teme principale: capitolele vietii,
nevoia de a cunoaste si nasterea. Femeile s-au concentrat pe necesitatea unei relatii stabile, pe a
fi ,,gata” sd aiba un copil si pe dobandirea experientei de viatd. Experientele lor au reflectat o
lipsd de constientizare a riscurilor asociate cu sarcina la varsta de peste 35 de ani, considerand ca
insasi varsta a sporit probabilitatea rezultatelor slabe. Femeile au perceput o lipsd a unei
alternative de a alege, momentul in care sa intemeieze o familie si au sugerat ca, desi s-ar putea
sa fi ajuns intr-un moment al vietii lor In care s-ar simti pregatite sa aiba un copil, circumstantele
n care s-ar afla, a putea sa nu sustina aceasta dorinta, (relatiile in familie, stabilitatea financiara,
sandtatea si fertilitatea etc. [13].

Practicarea metodei tipului de fertilitate tarzie a inceput de cateva decenii In urma.
Tendinta de a amana rolul de parinte, a condus nu numai la o crestere a varstei femeii la prima
nastere, dar si la cresterea proportiei femeilor care pe parcursul vietii reproductive nu au nascut
nici un copil.

Desi nu exista o definitie universald de "varsta avansatd a gestantei", totusi, un reper de
varstd comun il reprezinta cel de 35 de ani, In general utilizat pentru a defini femeia gravida
,matura” [14].

Sarcina dupa 35 de ani are atat avantaje, cat si dezavantaje. Pe de o parte, la aceasta varsta,
femeia isi cunoaste bine starea generald cu particularitatile fiziologice si este gata sa raspunda
adecvat la schimbarile ce apar pe parcursul sarcinii. Pe de alta parte, cei 10-20 de ani de viata
reproductivd nesolicitata, si-au ldsat amprenta in viata femeii: (maladiile cronice persistente,
posibilele maladii sexual transmisibile suportate in trecut, stilul de viatd stresant, situatia
ecologica precard, aderente postoperatorii, accidente suportate etc.[15].

Una din problemele intalnite la femeile cu varsta de peste 35 de ani o constituie problema
infertilitatii. Aproximativ 15-20 la sutd din cuplurile de varstd reproductiva din Republica
Moldova se intalnesc cu problema data, cauza frecventa fiind aparitia factorilor ginecologici
asociati cum ar fi: factor tubar, inflamatiile pelviene cornice si persistente netratate la timp,

posibilele boli venerice suportate in trecut, tubectomii, endometrioze severe, miomul uterin,
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disfunctiile sistemului endocrin si imun, aderente postoperatorii, accidente suportate, cat si stilul
de viata stresant §i noxe profesionale.

Femeile cu vérsta de peste 35-40 de ani obtin sarcina mult mai greu, datorita faptului ca
ovocitele sunt din ce in ce mai putine si calitatea lor este mai slaba, au foarte multe mutatii, fiind
practic ultimele ovocite. Deasemenea, cresterea morbiditatii prin disfunctii ginecologice,
problemelor ce tin de mobilitatea spermatozoizilor, scaderea dorintei sexuale, raspandirea
violentei sexuale, afecteaza deopotriva calitatea si rezultativitatea de a concepe un copil [16].

Totodata, la aceastd varstd a gestantelor, placenta maternd imbatranitd prezentd o
acumulare redusa de celule imune in comparatie cu placenta tanara. Varsta avansatd a mamei

este asociatd cu rezultate adverse ale sarcinii, cum ar fi disfunctia placentara, restrictia cresterii
fetale, moartea perinatald, nasterea prematura si preeclampsia [17]. In general, functia diferitelor
organe se deterioreaza odata cu varsta. Imbétranirea, este bine cunoscuti ca o stare inflamatorie
cronicd si de grad scazut, dependenta de varstd, care apare din cauza acumularii de celule
imunitare si a productiei de citokine proinflamatorii [18]. Interleukina (IL)-1o, IL-1B, IL-6 si
factorul de necroza tumorala-o. (TNFa), prezinta in mod clar o crestere dependenta de varsta a
expresiei, care reflectd conceptul emergent de inflamare (inflamatie + mbatranire). Cu toate
acestea, nu s-a dovedit, stiintific, daca inflamatia apare in placenta mamei in varsta [19].

Studiile recente, au demonstrat ca majoritatea problemelor de dezvoltare la femeile n
varsta sunt de origine materna, dar nu ovocitele ,,vechi”, iar un mediu uterin matern nefavorabil
poate duce la disfunctie placentara si complicatii ale sarcinii [20].

Celulele sistemului imun decidual local, cum ar fi natural killer uterin (NKU) si
macrofage, reglementeaza echilibrul intre tolerantd uterina si trofoblasti fetali. La stabilirea
circulatiei placentare, sangele periferic, deasemenea, intra in contact direct cu celule fetale, in
special, trofoblasti vilosi, fapt care poate afecta raspunsul imun matern periferic. Dovezile
recente au oferit o noud perspectiva asupra influentelor sistemului imunitar in tulburdrile de
reproducere. Un subset de limfocite ale sistemului imunitar innascut cunoscut sub numele de
celule uterine natural Killer (UNK) sunt acum recunoscute ca fiind fundamentale pentru realizarea
implantarii embrionului si a sarcinii de succes, dar initial i s-a atribuit o reputatie proasta [21].

Cresterea incidentei infertilitatii in functie de varsta femeii, a devenit astazi o adevarata
problemd cu care se confruntd Republica Moldova, generdnd o adevarata criza, atat la nivel
individual, cat si la nivel de societate. Problema infertilitdtii conduce, inevitabil, la augmentarea
considerabila a varstei primei graviditati si la utilizarea metodelor contemporane de tratament,

din care face parte si reproducerea asistata [22, 23].
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Desi ultimele decenii se caracterizeaza prin noi progrese in domeniul monitorizarii
sarcinii, vigilenta si identificarea riscurilor in sarcina obtinutd prin aplicarea metodei de
fertilizare n vitro (FIV), in situatia cuplurilor infertile si cand varsta mamei la prima nastere
atinge 35 de ani sau mai mult, poate determina realizarea actiunilor profilactice si curative
oportune pentru a avea o maternitate in sigurantd, atat pentru mama cat si pentru nou-nascut.

Cercetarea data, a tinut cont de progresele atinse in domeniul conduitei medicale in
obstetricd si s-a axat pe un segment cu putine dovezi stiintifice si anume pe particularitatile
evolutiei sarcinilor concepute prin metoda FIV, la femeile varsta carora este de peste 35 de ani.

In acest context, importanta perfectionarii serviciilor medicale in domeniul reproducerii,
abordate in cercetare, contribuie la extinderea cunostintelor referitoare la prevenirea riscurilor si
infertilitate, asigurand noile garantii pentru o sarcind finalizatd cu nasterea unui copil sdnatos.

Scopul cercetarii.

Identificarea particularitatilor clinice in evolutia sarcinilor concepute prin metoda FIV, la
gestantele cu varsta peste 35 de ani, si corelarea acestora cu valorile biomarkerilor imuni si ai
stresului oxidativ, determinati in al doilea trimestru de sarcind din sangele matern si lichidul
amniotic.

Pentru atingerea scopului cercetarii au fost stabilite urmatoarele obiective:

1. Analiza evolutiei clinice a sarcinilor concepute prin metoda FIV la gravidele cu véarsta de
peste 35 de ani.

2. Interpretarea nivelului citokinelor determinate in sangele matern si lichidul amniotic, in
trimestrul al doilea de sarcina.

3. Determinarea biomarkerilor stresului oxidativ prelevati din serul sanguin si lichidul amniotic,
in trimestrul al doilea, la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, in sarcina conceputa prin
metoda FIV.

4. Analiza particularitdtilor evolutiei sarcinilor concepute prin metoda FIV si corelarea lor cu
variatiile biomarkerilor determinati in trimestrul al doilea de sarcina.

Ipoteza principala a cercetarii.

Ipoteza cercetarii constd in faptul cd sarcinile obtinute prin FIV, la gestantele varsta
carora este de peste 35 de ani, fiind in categoria de risc, necesitd o monitorizare asociatd cu
variatia biomarkerilor imuni, citokinelor si ai stresul oxidativ, determinati din ser si lichidul
amniotic, In trimestrul doi de sarcind, ca valoare predictiva a posibilelor complicatii prin HIS,
preeclampsie si NP.

Metodologia cercetirii.
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Cercetarea reprezintd un studiu prospectiv de cohortd descriptiv si predictiv, efectuat in
perioada anilor 2011-2015 in cadrul Institutului Mamei si Copilului (IMC), Centrului National
de Sanatate a Reproducerii si Genetica Medicala (CNSRGM).

Esantionul studiului a inclus 222 de gravide cu varsta mai mare de 35 de ani, divizat in 2
loturi corespunzator modului de concepere a sarcinii: prin metoda FIV, si pe cale naturald. Pe
parcursul monitorizarii evolutiei sarcinilor, au fost determinati a cate 28 de biomarkeri (6
mediatori imuni, inclusiv citokine si 22 markeri ai stresului oxidativ), din materialul biologic,
recoltat din sangele matern si lichidul amniotic in trimestrul al doilea de sarcind, cu ulterioara
corelare a variatiei acestora cu particularitatile inregistrate pe parcursul evolutiei si nasterilor.

Studiul a inclus efectuarea urmatorului complex de metode de cercetare:

- metode clinice de investigatie - evaluarea clinicd a gravidelor incluse in studiu; anamneza
personala si obstetricald; examene clinic si obstetrical efectuate in trimestrul II de sarcind (14 —
27 de saptamani de sarcind); aprecierea particularitatilor evolutiei sarcinii cu descrierea
complicatiilor sarcinii in trimestrul Il de sarcina (28 - 40 de saptamani) si a nasterii;

- metode imagistice - ecografie tridimensionala de screening, efectuata la termenul sarcinii de 32
de saptamani; examen ecografic cu dopplerometrie placentard, ombilicald, fetald, efectuata la
termenul sarcinii de 12, 24 si 32 de sdptamani de gestatie;

- metode paraclinice — amniocenteza, pentru prelevarea lichidului amniotic cu scop de
cariotipare si determinare a markerilor biologici, efectuatd la termenul sarcinii de 16-19
saptamani;

- metode de laborator - examen biochimic al sangelui si lichidului amniotic; determinarea
cariotipului fetal; determinarea markerilor biologici specifici - citokinele (IL - 6, IL - 8, IL - 10,
IL - 12, markerii imuni SDF - 1a , VEGF, markerii pro si antioxidanti ai stresului oxidativ);

- metode statistice — prin aceste metode s-a utilizat informatia acumulatd in baza de date a
cercetdrii cu calcularea parametrilor seriei variative, mediei aritmetice (M), erorii medii (m) si a
valorii intervalului de fidelitate a mediei aritmetice. Relevanta statistica (P) in interiorul lotului si
intre diferite loturi s-a calculat dupa criteriul Student si Pearson (32) cu o probabilitate mai mare
de 95% (p<0,05) pentru variabilele cantitative cu o distributie normald. Partea principald a
prelucririi statistice a fost efectuata utilizand software statistic IBM® SPSS® 22.0.0.0. Tn cadrul
fiecarui lot inclus in studiu s-a efectuat analiza statisticd descriptiva, cu determinarea mediei,
deviatiei standard, medianei, percentilei 25 si percentilei 75. Pentru compararea sirurilor de
valori intre loturi s-a folosit testul non-parametric Mann-Whitney, deoarece distributia valorilor a
fost asimetrica. Pentru evidentierea corelatiilor intre valorile parametrilor studiati si aparitia
complicatiilor 1n evolutia sarcinilor s-a utilizat metoda Spearman.
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Noutatea si originalitatea stiintifica a lucrarii.

In premiera s-au studiat atat implicarea citokinelor in serul sanguin (IL-6, IL-12) si in
lichidul amniotic (IL-8, IL-12), precum si factorul de crestere endotelial vascular (VEGF), cat
si implicarea markerilor stresului oxidativ in lichidul amniotic: activitate antioxidantd totala
hexan (AAT-hexan), gama-glutamil transpeptidaza (y-GPT), glutation-s-transferaza (GST) si
glutation peroxidaza (GPO) in mecanismele patogenetice de dezvoltare a complicatiilor prin
hipertensiune indusd de sarcind, preeclampsie si nastere prematurd, in sarcinile obtinute prin

metoda FIV la femeile cu varsta de peste 35 de ani, anticipand evolutia clinica.

Problema stiintifica solutionata.

Cresterea frecventei starilor hipertensive induse de sarcind, preeclampsiei si nasterilor
premature sunt corelate cu dezechilibrul statusului imun si augmentarea stresului oxidativ
determinati in serul sanguin si lichidul amniotic in trimestrul al doilea de sarcina conceputa prin
metoda FIV, la femeile cu varsta peste 35 de ani.

Evolutia sarcinilor concepute prin metoda FIV in comparatie cu cele concepute pe cale
naturald, la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, care nu au inregistrat patologii in antecedente
nu au identificat diferente concludente. Baza de date acumulatad in cercetare ofera un portofoliu
stiintific pentru continuarea cercetarilor complementare. Biomarkerii imuni si ai stresului
oxidativ (cate 28 de parametri pentru fiecare), determinati din serul sangvin matern si lichidul
amniotic in laboratorul USMF ,Nicolae Testemitanu”, recoltati in al doilea trimestru de sarcina
la 222 gestante cu varsta de peste 35 de ani, sarcina cdrora a fost conceputa atat prin FIV, cét si
pe cale naturala, sunt repartizati pe criterii medico-sociali, usor accesibili.

Algoritmul elaborat, permite de a efectua un triaj inca la nivelul primar a categoriilor de
gravide cu sarcina conceputd prin FIV si varsta carora este de peste 35 de ani, care se incadreaza
in indicatii pentru testarea citokinelor si markerilor imuni din sangele matern cu estimarea unui
prognostic privind complicatiile in sarcina.

Identificarea riscurilor obstetricale, in temeiul expresiei citokinelor determinati in serul
sangvin matern n trimestrul al doilea de sarcina, ofera o vigilenta precoce in supravegherea si
conduita medicala cu elaborarea unor masuri suplimentare la programul individualizat de
supraveghere a evolutiei sarcinii la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, directionate spre
anticiparea complicatiilor si exercitarea controlului acestor complicatii in evolutia sarcinii.

Semnificatia teoretica a lucrarii.

Cercetarea completeaza cunostintele privind evolutia sarcinii concepute prin metoda FIV
la gestantele cu varsta peste 35 de ani si demonstreazd corelarea manifestarii, in al doilea

trimestru de sarcind 1n serul sanguin si lichidul amniotic a 6 markeri imuni, inclusiv citokine si a
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22 markeri din categoria oxidantilor si antioxidantilor implicati in stresul oxidativ cu
complicatiile: hipertensiunea indusa de sarcina, preeclampsia si nasterile premature.

A fost demonstrat rolul markerilor imunologici si ai stresului oxidativ in evaluarea
complicatiilor - hipertensiunea arteriald indusd de sarcind si nasterea prematura in evolutia
sarcinii. Cercetarea data a adus noi argumente referitoare la particularitatile evolutiei sarcinilor la
gestantele cu varsta de peste 35 de ani.

Deasemenea sunt aduse noi argumentari stiintifice referitoare la un algoritm nou de
abordare a anticiparii complicatiilor induse de sarcina la gestantele cu varsta de peste 35 de ani
Cu Sarcina obtinuta prin metoda FIV.

Valoarea aplicativa a lucrarii.

Largirea spectrului diagnosticului antenatal precoce prin determinarea markerilor imuni,
inclusiv ai citokinelor si stresului oxidativ, ca factori de prognostic pentru riscul declansarii
complicatiilor in evolutia sarcinilor concepute prin fertilizare in vitro (FIV), la femeile cu varsta
de peste 35 de ani.

Implementarea rezultatelor stiintifice.

In temeiul rezultatelor cercetirii au fost inregistrate doud inovatii, implementarea cirora
este confirmata prin patru acte in cadrul IMSP IMC si USMF ,Nicolae Testemitanu”. Pentru
supravegherea antenatald a gestantelor cu sarcina conceputa prin fertilizare in vitro si varsta
peste 35 de ani se recomanda ,,Algoritmul de triaj a gestantelor, cu varsta de peste 35 de ani si
metoda de concepere - FIV, privind riscul complicatiilor prin HTA indusd de sarcina,

=9

preeclampsia si nasterea prematurd”, care va permite aplicarea timpurie a unei tactici preventive
individuale.

Aprobarea rezultatelor stiintifice.

Rezultatele stiintifice expuse in lucrare au fost comunicate si discutate in cadrul diferitor
forumuri stiintifice nationale si internationale: Archives of the Balkan Medical Union Supliment
Nr. S3(48) / 2013, pp. 58, ISSN 0041-6940 cat si in Conferinta stiintifica anuala, cercetarea in
biomedicina si sandtate, Analele Stiintifice ale USMF ,N. Testemitanu”, 2013, nr. 5(14), pp. 86-
90. ISSN 1857-1719. Teza a fost discutata, aprobatd si recomandatd spre sustinere la sedinta
Catedrei de obstetrica si ginecologie nr. 1 a I[P USMF ,Nicolae Testemitanu”, din 04.09.2023,
proces-verbal nr. 2 si la sedinta Seminarului Stiintific de Profil 321.15 - Obstetricd si
Ginecologie din 20.09.2023, proces-verbal nr. 8.

Publicatii.
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La subiectul tezei au fost publicate 10 lucrari stiintifice, in reviste de profil din Registrul
National si doud teze in culegeri stiintifice in lucrarile conferintelor stiintifice internationale si
nationale. Au fost obtinute 2 certificate de inovator.

Sumarul compartimentelor tezei.

Lucrarea: contine 187 pagini de text dactilografiat si include 18 figuri, 29 de tabele, 10
anexe; constd din adnotare (in limbile romana, rusa, englezd), introducere, 5 capitole, concluzii
generale, recomandari practice, indice bibliografic cu 163 referinte.

Tn introducere, sunt prezentate argumentele actualititii si importantei temei de
cercetare, scopul si obiectivele studiului, inovatia stiintifica a rezultatelor obtinute, semnificatia
teoreticd si valoarea aplicativd a lucrdrii, aprobarea rezultatelor. Analiza si sinteza publicatiilor
din literatura de specialitate denotd importanta atat a cercetarilor stiintifice in scopul sporirii
eficiente1 evolutiel sarcinii, cat si a particularitdtilor de conduitd a sarcinilor la gestantele cu
varsta de peste 35 de ani, In mod special, in cazurile in care sarcinile, au fost obtinute prin
metoda FIV.

Problema stiintifici importanta, solutionatd in lucrare, constd in determinarea
particularitatilor evolutiei clinice si mecanismelor moleculare, care au loc in sarcinile obtinute
prin metoda de reproducere umana asistata, riscul carora este determinat de varsta inaintata a
mamei (peste 35 de ani); aspectele specifice ale variatiilor markerilor biologici determinati din
ser si lichidul amniotic la gestantele cu varsta de peste 35 de ani in sarcinile obtinute prin FIV,
comparativ cu sarcinile concepute fiziologic; elaborarea ipotezelor prognostice pe baza
biomarkerilor identificati in particularitatile aparute pe parcursul evolutiei sarcinilor obtinute
prin FIV la femeile cu varsta de peste 35 de ani.

Capitolul 1. Evolutia si monitoringul sarcinii la femeile cu varsta de peste 35 de ani
in conceptia contemporana. Capitolul include o sintezd a datelor din literatura de specialitate
cu referire la studierea conceptelor contemporane in evolutia si monitoringului prenatal al
sarcinii concepute prin metoda FIV la femeile cu varsta reproductiva avansata, care au confirmat
complexitatea subiectului de cercetare, referit la impactului determinant al complicatiilor asupra
particularitatii evolutiei sarcinii.
prenatale si obstetricale, efectuarii masurilor de preventie si initierea interventiilor terapeutice
adecvate pentru a minimiza complicatiile si a fortifica rezultatele pozitive ale sarcinii.

Evaluarea personalizatd a riscurilor si elaborarea prognosticului de duratd ofera
posibilitatea de a adopta strategii de monitorizare si interventii medicale in functie de
particularitatile fiecarei paciente.
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Tn Capitolul 2. Materiale si metode de cercetare, este prezentata caracteristica detaliata
a observatiilor clinice, studiile de laborator, instrumentale si statistice. Cercetarea a fost
efectuatd cu permisiunea acreditatd de catre Comitetul National de Etica al I[P USMF ,Nicolae
Testemitanu” si a directorilor institutiilor medicale.

Capitolul 3. Particularitatile anamnestico-clinice ale sarcinii la femeile cu varsta de
peste 35 de ani incluse Tn studiu. Cercetarea a fost realizata in scopul identificarii anamnezei
extragenitale, ginecologice si obstetricale, cat si altor particularitati caracteristice gravidelor, care
au fost incluse n studiu deja in al doilea trimestru de sarcina. Este de mentionat, ca perioada de
sarcind, pana la includerea in studiu, deasemenea, a avut caracter retrospectiv.

Importanta cunoasterii gestantelor, stilului lor de viata, factorilor de risc comportamentali
s1 medicali a ocupat un loc prioritar in studiu, cu scopul de a asigura o continuitate eficienta in
analiza realizatd in cadrul studierii particularitatilor evolutiei sarcinilor din studiu. Ca urmare,
capitolul include in sine analiza factorilor de impact a gravidelor, pand la etapa includerii in
studiu, asupra riscurilor in sarcinile evaluate.

Capitolul 4. Evolutia clinica a sarcinii concepute prin metoda FIV, la femei cu
varsta de peste 35 de ani, au fost determinare cu scopul efectuarii analizei multifactoriale a
etapei de evolutie a sarcinii pe tot parcursul studiului de-facto, de la etapa includerii in loturi a
gestantei, pand la perioada lauziei (2-3 ore), cand mama cu fatul au fost transferati in salonul de
lauzie, dupd o monitorizare intensiva postnatald. Capitolul include in sine stabilirea evolutiei
sarcinilor gestantelor din ambele loturi - atat sarcina care a decurs fara particularitati, cat si
abordarea minutioasd a stdrilor patologice declansate si patologiilor induse in sarcind, atét
materne cat si fetale.

Capitolul 5. Evaluarea profilului imun si markerilor stresului oxidativ in sarcinile
concepute prin metoda FIV. In acest capitol este mentionat faptul, ¢ un component important,
care a dat semnificatie stiintifica cercetarii este analiza evolutiei sarcinilor la femeile cu varsta de
peste 35 de ani, concepute prin metoda FIV, asociate cu diagnosticul de laborator a citokinelor,
mediatorilor imuni $i markerilor pro-anti oxidanti, parte componentd a stresului oxidativ,
recoltati din serul si lichidul amniotic in trimestrul al doilea de sarcina la gestantele incluse in
ambele loturi de studiu, care se deosebesc dupa modul conceperii sarcinii (prin metoda FIV si
naturald). Au fost analizate manifestdrile markerilor in patologiile induse de sarcina in ambele
substraturi biologice prelevate si corelarea lor cu tabloul clinic, in scopul de a identifica valoarea

prognostica a acestor mediatori care au un rol important in stresul oxidativ.
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Rezultatele cercetarii au fost comparate cu datele colectate din sursele bibliografice
autohtone si internationale, prin metoda de sinteza a rezultatelor obtinute si, ulterior, prin
evidentierea concluziilor si recomandarilor practice.

Cuvinte-cheie: citokine, interleukine I1L-6, IL-8, IL-10, 1L-12, VEGF, SDF-1a, oxidanti,

antioxidanti, varsta de peste 35 de ani, fertilizare in vitro.
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1. EVOLUTIA SI MONITORINGUL SARCINII LA FEMEILE CU VARSTA DE
PESTE 35 DE ANI iN CONCEPTIA CONTEMPORANA

1.1.  Particularitatile fertilitatii feminine dupa 35 de ani

Tendinta cétre terminul nou ,,maternitate in varstd”, trecerea de la modelul timpuriu de
procreare la cel tardiv, in secolul XXI, este caracteristicd pentru mai multe tari europene.
Europa Centralad si de Est, inregistreaza o reducere a natalitatii la femeile cu varsta intre 15-24 de
ani, si 0 majorare a natalitatii la categoriile de varsta 25-34 de ani.

Tema cercetarii se relationeaza cu Obiectivele de Dezvoltare Durabild (ODD), Agenda
2030, elaborata de catre Organizatia Natiunilor Unite (ONU), pct. 3.7: ,,Pana in anul 2030,
asigurarea accesului universal la serviciile de ingrijire a sdnatatii sexuale si reproductive,
inclusiv, pentru planificarea familiald, informare si educatie, precum si integrarea sanatatii
reproductive in strategiile si programele nationale” [24].

Literatura stiintifica si statistica confirma, ca in ultimele decenii fertilitatea, ca categorie
cu impact asupra procesului imbatranirii populatiei si ca factorul principal al situatiei social-
economice, reprezinta un interes major pentru cercetare in toate tarile tehnologic dezvoltate.
Schimbadrile in dinamica fertilitatii in Republica Moldova, urmeaza tendintele generale europene,
fiind similare cu cele ale tarilor din Europa Centrald si de Est. Transformarea fertilitatii —
trecerea de la modelul timpuriu la cel tardiv, se desfasoara dupa modelul tipic pentru majoritatea
tarilor, care au finalizat, sau sunt in proces de tranzitie a fertilitatii [25].

Ratele de fertilitate, specifice varstei, sunt variabile, cu tendinta evidentd de reducere
constanta. Tn anul 1994, cea mai mare fertilitate a avut loc in randul femeilor cu vérsta de 25-29
de ani, cea mai scizuti a fost in randul femeilor cu varsta de peste 40 de ani. In perioada anilor
1980-1994, ratele de fertilitate pentru femeile mai tinere au scazut, iar cele pentru femeile cu
varsta de 35-39 de ani au crescut usor.

In anul 1991, in comparatie cu alte tiri, Republica Moldova inregistra o rati totald de
fertilitate relativ inaltd, care asigura reproducerea generatiilor (2,26 copii per femeie de varsta
fertila). Insa, intr-o perioada foarte scurta, incepand cu anul 1994, acest indicator a scizut pana la
nivelul mai mic de doi copii per-femeie, inregistrand, in perioada urmatoare, un declin continuu,
ajungand la minimul istoric — 1,44 nasteri vii per femeie in anul 2002.

Schimbarile structurale ale contingentului reproductiv, ponderea femeilor din diferite
subgrupe de varsta, precum si schimbarile de varstd ale mamei la momentul nasterii, au condus

la modificarea structurii nasterilor conform varstei mamei.
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Pe parcursul a trei decenii, observam o reducere a ponderii nasterilor provenite de la cea mai
tanara grupa de varstd a femeilor, sub 20 de ani, de la 15,1% 1n anul 1991, pana la 5,9% in anul
2020. Proportia nou-nascutilor de catre mamele cu varsta de 20-24 de ani s-a redus aproape de
doua ori: de la 39,7% la 22,6%, pe cand a celor in varsta de 25-29 de ani a crescut, in ultimii ani
constituind circa o treime din numarul total de nasteri. O crestere importantd se inregistreaza si
pentru grupele de varsta a gestantelor cu vérsta de 30-34 de ani si 35-39 de ani. In consecint, se
atestd ca, In ultimii ani peste 50% din numarul total de nascuti vii provin din doud grupuri mari
de varsta: 25-29 si 30-34 de ani [8].

Conform Raportului privind situatia demografica in Republica Moldova in anul 2022,
rata totald de fertilitate a constituit 1,69 copii nascuti de o femeie pe parcursul vietii sale fertile,
fiind in declin fatd de anul 2021, cand rata a fost de 1,75 copii nascuti de o femeie pe parcursul
vietii fertile, reducerea constituind 96,6 la suta [26].

Scaderea fertilitatii la femei incepe deja in jurul varstei de 25-30 de ani, iar varsta medie
la ultima nastere este de 40-41 de ani. Aceste concluzii sunt deduse ca urmare a studiilor
stiintifice realizate in segmentul fertilitatii naturale si prin FIV. Femeile care au fost parinti
pentru prima datd peste 40 de ani, nu au perceput cu exactitate relatia dintre varsta si fertilitate
Tnainte de a concepe prin FIV. Dintre femei, 30% se asteptau ca fertilitatea lor sa scada treptat
pand la menopauzd, la aproximativ 50 de ani, iar 31% au raportat ca se asteptau sd ramana
insarcinate fard dificultate la varsta de 40 de ani. Motivele pentru o credintd gresitd in fertilitatea
robusta includ amintiri persistente si in curs de desfasurare. mesaje despre prevenirea sarcinii
incepand din adolescenta (23%), stil de viatd sdnatos si istoric familial de fertilitate (26%) si
informatii incorecte de la prieteni, medici sau rapoarte inselatoare ale presei despre sarcini la
femei celebre mai in varstd (28%). Participantii nu au anticipat posibilitatea cd ar avea nevoie de
FIV pentru a concepe, 44% raportand cd au fost ,;socati” si ,,alarmati” pentru a descoperi ca
intelegerea lor cu privire la rapiditatea declinului reproductiv legat de varsta este inexacta”. Tn
retrospectiva, recunoasterea lor tardiva a efectului varstei asupra fertilitatii a determinat 72%
dintre femei sa declare ca s-au simtit ,,norocoase” sau ca au ,,depasit sansele” in a concepe cu
succes dupa FIV [27, 28].

Desi, in medie, o femeie nu va experimenta menopauza pana la varsta de aproximativ 50
de ani, perioada ei eficientd de nastere se poate opri cu aproape un deceniu mai devreme. O
femeie la sfarsitul de 30 de ani si, mai ales, la inceputul anilor 40 este intr-un anumit dezavantaj
in ceea ce priveste Intarzierea conceptiei, capacitatea de a avea un fat cromozomial normal pana
la termen si riscul de conceptie trisomica. In ciuda unei asocieri clare a scaderii fecunditatii la
femeile in varsta din cauza multiplelor influente biologice si sociale, atata timp, cat individul are
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cicluri regulate si parametrii endocrini esential normali, ea ar trebui sa fie candidata pentru o
evaluare rapida a infertilitatii si inducerea ovulatiei [29].

Este cert, ca una din problemele aparute in perioada fertilitatii, este informarea si

constientizarea proceselor, care au loc in organismul feminin. Informatiile despre constientizarea
fertilitatii, ajutd la prevenirea aparitiei unor riscuri ce tin de sarcind, oferd acces mai larg la
serviciile prestate de multe clinici in vederea planificarii familiale.
Constientizarea fertilitatii este mult mai mult, decat doar anatomia si fiziologia reproductiva de
baza, deoarece motiveaza persoanele la studierea si constientizarea informatiilor de baza despre
un partener sau cu un profesionist din domeniul sanatatii. Constientizarea fertilitatii, este
fundamentald pentru intelegerea si luarea unor decizii informate cu privire la sdnatatea
reproductiva si sanatatea sexuald. Daca pacientele au o mai bund intelegere a constientizarii
fertilitatii, se afld intr-o pozitie mai puternica pentru a lua decizii informate cu privire la modul,
in care doresc sa-si gestioneze sanatatea reproductiva si sexuald. Constientizarea aspectelor si
particularitatilor perioadei fertilitatii, permite de a rezolva, preveni si acorda suport in mai multe
situatii, care au impact asupra sanatdtii femeii in contextul viitoarei sarcini.

In Ghidul de practica ,,Varsta de reproducere avansata si fertilitate” [30], sunt elaborate
recomandari, inclusiv, cd femeile in varstd de 20 si 30 de ani ar trebui sd fie consiliate cu privire
la riscul de infertilitate legat de varsta atunci, cand alte probleme de sanatate a reproducerii, cum
binele femeilor. Femeile in varstd de reproducere, ar trebui sa fie constiente de faptul ca
fertilitatea naturala si succesul tehnologiei de reproducere asistata (cu exceptia donarii de ovule),
este semnificativ mai scdzut pentru femeile la sfarsitul anilor 30 si 40 de ani. Din cauza scaderii
fertilitatii si a timpului crescut pand la conceptie, care are loc dupd varsta de 35 de ani, femeile
cu varsta > 35 de ani ar trebui sd fie trimise pentru evaluarea infertilitatii dupa 6 luni de incercare
de a concepe. Consilierea preconceptionala cu privire la riscurile sarcinii cu varsta materna
inaintatd, promovarea sanatatii si greutdtii optime si screening-ul pentru afectiuni medicale
concomitente, ar trebui luate in considerare pentru femeile > 40 de ani.

Studiile stiintifice dezvaluie faptul, ca femeile in mare parte, se bazeaza pe o informatie gresita
privind fertilitatea lor odata cu inaintarea in varsta.

Astfel, importanta planificarii familiald in segmentele constientizarii potentialului
reproductiv, au impact semnificativ si beneficii, acest lucru a fost exprimat si in lucrarea
stiintifica ,,Constientizarea fertilitatii si planificarea naturald a familiei” [31], sunt enumerate o
categorie de beneficii de la aspectul informarii si constientizarii, cum ar fi:
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1. Informatiile privind constientizarea fertilitatii, sunt folosite pentru a ajuta cuplurile sa
planifice, sau sd evite sarcinile. Acest lucru, deasemenea, poate fi util si pentru cuplurile,
care intampind dificultdti in a concepe, inclusiv in timpul actului sexual.

2. Informatiile sunt utile pentru cupluri, deoarece le ajuta sa inteleagd cum functioneaza fiecare
metoda de planificare familiala - cum metoda de planificare familiala intrerupe fertilitatea
normald, cum metoda va esua, dacd metoda nu este utilizatd corect si cum revine fertilitatea
atunci, cand metoda este intrerupta.

3. Femeile care aldpteaza integral, apreciaza cunostintele despre fertilitatea redusa, la fel ca si
femeile din anii de perimenopauza, care apreciaza modul de punere la dispozitic a
informatiilor clare despre scaderea fertilitdtii lor.

4. Atunci cand cuplurilor le este oferitd consiliere privind importanta evitdrii bolilor cu
transmitere sexuald, este important ca aceste cupluri sa inteleagd cd maladiile cu transmitere
sexuala le pot afecta fertilitatea.

5. Printre cuplurile care aleg sd foloseasca doar o metoda de barierda in perioada in care
considerd ca femeia este fertild, existd grupuri, care nu se identificd cu usurintd in fata
furnizorilor de servicii privind planificarea familiald. Aceste cupluri adesea nu poseda
informatii adecvate despre constientizarea fertilitatii.

Progresele tehnologice si intelegerea supravietuirii ovulatiei, a ovulelor si a spermei
permit a familiariza cuplurile pentru o constientizare oportund a fiziologiei reproductive si
perioadei fertile. Conform studiilor publicate de J.Gallagher ,,Mai multe despre planificarca
naturala a familiei”, se concluzioneazd ca arta planificarii naturale a familiei consta in
capacitatea de a recunoaste inceputul si sfarsitul fazei fertile [32].

Metodele de planificare naturald a familici se bazeaza pe observarea de-a lungul ciclului
menstrual a semnelor si simptomelor specifice care rezultd din modificari ale nivelurilor
circulante ale steroizilor ovarieni, estrogenului si progesteronului in sange. Existd o stransa
asociere intre cresterea progesteronului, hormonului luteinizant (LH) si varfurile de estrogen si
ovulatie. Metoda temperaturii bazale a corpului (BBT) este adesea incorporatd in metodele NFP
care utilizeaza 2 sau mai multe semne si simptome de ovulatie si este o modalitate simpla si
ieftind de a determina perioada infertild premenstruala. Cu toate acestea, metoda datd nu este
exacta in estimarea zilei ovulatiei, a perioadei infertile postmenstruale sau a predictiei ovulatiei
in timpul amenoreei lactationale postpartum. Observarea modificarilor tiparelor mucusului
cervical poate fi folositd pentru a defini perioada fertild probabilda a ciclului menstrual, dar

produce o gama larga de zile [33].
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Studiind literatura de specialitate, este de mentionat, cd timpul fertil depinde de multi
factori individuali si, se poate spune, este mai mult o entitate atat fiziologica, cat si statistica.

Pentru unele cupluri, care au mai multe cauze de infertilitate, fertilizarea in vitro este, pe
buna dreptate considerata in prezent ca fiind singura optiune realistd de a avea o sarcind [34].

Sansele de succes pentru FIV si alte tehnici de reproducere asistata reflecta in mod direct
conexiunea dintre fertilitate si varsta, iar eficacitatea acestei proceduri devine semnificativ mai
mica cu fiecare an. Odatd cu cresterea varstei femeilor la debutul tratamentului, sansele de a
rimane insircinate dupd tratamentul FIV/ICSI scad semnificativ ( p <.01).In acelasi timp,
sansele de pierdere timpurie a sarcinii cresc. Cu toate acestea, rata cumulativa a nasterilor vii in
cohorta de pacienti tratati cu fertilizare in vitro, sau injectie intracitoplasmatica de sperma, pentru
femeile cu varsta intre 40-42 de ani a fost inca de 31,3% [35].

Prevalenta la nivel mondial a rezultatelor adverse ale sarcinii dupa fertilizare in vitro
(FIV)/injectare intracitoplasmaticia de sperma (ICSI), este sugeratd si varieze. In mai multe
cercetari este ipoteza, ca sarcinile unice FIV/ICSI au o prevalentd mai mare in rezultate
perinatale adverse in comparatie cu cele concepute natural. Cu toate acestea, lipseste o privire de
ansamblu completa [36]. In acelasi timp, un studiu realizat in Norvegia, privind rezultatele
reproductive la femei si barbati concepute prin tehnologii de reproducere asistatd, studiu
prospectiv bazat pe registru, a finalizat cu concluziile, ca persoanele concepute prin tehnologii de
reproducere asistatd nu au avut un risc crescut de complicatii obstetricale sau perinatale atunci,
cand au devenit parinti. Proportia de persoane concepute prin tehnologii de reproducere asistata
cu o sarcina inregistratd, a fost mai mica decat in randul persoanelor care au fost concepute in
mod natural, dar este necesard o urmarire mai lungd pentru a le evalua pe deplin fertilitatea si
istoricul reproductiv [37].

In perioada de declin a functiei ovariene, atunci cind incid este posibili utilizarea
variantei standard FIV cu folosirea ovocitelor proprii, se atesta o diminuare considerabila a ratei
succesului, fapt asociat cu scdderea progresiva a rezervei ovariene si efectul redus al remediilor
utilizate pentru stimularea ovulatiei [38, 39].

Rezerva ovariand scade de la 20-25 de foliculi in ambele ovare la femeile cu vérsta de 25
de ani, pana la 3-5 foliculi la femeile cu varsta de 40 de ani. Totodata, dupa varsta de 35 de ani,
la femei creste rata insuficientei fazei luteine si a ciclurilor anovulatorii [40, 41].

Este demonstrat, ca rezerva ovariana se consuma din momentul in care s-au constituit
ovarele 1n viata intrauterind, dar mai accelerat atrezia foliculara are loc dupa varsta de 35 de ani.
Astfel, o buna parte din femeile cu varsta de peste 35 de ani, necesitd testarea rezervei ovariene
inaintea inifierii unui tratament prin tehnicile de reproducere umana asistatd. Informatia
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temeinicd obtinutd privind rezerva ovariand la o anumitad categorie de varstd, oferd medicului
posibilitatea de a elabora un plan de tratament individualizat.

Expresia hormonald a diminudrii rezervei ovariene este reprezentatd de augmentarea
nivelului hormonilor FSH si LH, iar cand concentratia acestor hormoni se dubleaza, sansele
pentru o fertilizare reusitd devin deseori nule. De asemenea, utilizarea biomarkerilor AMH
(hormonul Antimullerian) si AFC (numarul foliculilor antrali) oferd o informatie utila despre
rezerva ovariana. [42, 43].

Tntr-un studiu recent, de evaluare a markerilor de prognostic ai rezervei ovariene, s-a
constatat, ca AMH si inhibina B sunt singurii care se coreleaza cu prezenta foliculilor ovarieni
evaluatd ecografic, iar AMH-ul prezinta o valoare predictiva superioara comparativ cu inhibina
[44].

Desi varsta femeii de peste 35 de ani ramane un predictor important, problema reala a
fertilitatii este cea a calitatii ovulului, indiciu care diferd de la o persoana la alta. Consecinta
acestui proces este scaderea ratei de sarcind si cresterea riscului de avort. Se presupune, ca cel
mai important factor, care determina calitatea ovulelor este vérsta, si depinde, in buna parte, de
caracterul functiei mitocondriale, instabilitatea genomica si stresul oxidativ. Pand in prezent, nu
exista teste directe care ar confirma in vivo calitatea ovocitard, decat dacad calitatea nu este
evaluata in cadrul unei proceduri FIV, care ofera informatia cum se comportd ovocitele si ritmul
lor de dezvoltare dupa fertilizare, iar calitatea lor slaba, in primul rand, se va reflecta intr-o
capacitate scazutd a ovocitelor de a se fertiliza [45, 46].

Tn Republica Moldova, Legea nr. 185-XV din 24 mai 2001 (MO nr. 90-91, art. 697 din
02.01.2001), cu privire la ocrotirea sanatatii reproductive si planificarea familiala, prevede, ca
barbatii si femeile cu varsta de pana la 35 de ani, dupa testarea lor medico-genetica respectiva,
au dreptul de a fi donatori de celule sexuale, iar femeile au dreptul si la insdmantare artificiala si
FIV. Modul si conditiile aplicarii tehnologiilor auxiliare de reproducere, (insdmantarea
artificiald, FIV) sunt stabilite printre regulamente speciale aprobate de Guvern, la propunerea
Ministerului Sanatatii [47].

Cel mai frecvent, motivele pentru utilizarea acestei proceduri sunt urmatoarele:
insuficienta ovariana precoce, varsta de peste 43-45 de ani, lipsa ambelor ovare sau lezarea lor
ireversibila, (in multe cazuri ca urmare a suportarii de catre femeie a unui tratament pentru
cancer sau altd afectiune), mai multe incercari FIV soldate cu esec, existenta unor boli genetice
sau a unor malformatii genitale. Astfel, pentru femeile care au depasit varsta de 40 de ani si au

primit ovule de la femeile cu varsta de 20-30 de ani, scade considerabil riscul existentei
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problemelor cromozomiale, deoarece acest risc este legat direct cu varsta donatorului de ovule
[48].

Circa jumatate dintre femei cu varsta de 42 de ani si mai mult, care isi doresc o sarcina,
se bazeaza pe ovulele donate, iar procentul femeilor cu varsta de peste 48 de ani, care se bazeaza
pe astfel de celule, este de 91 la suta.

Calitatea ovulului, care difera la fiecare persoana trecutd de varsta de 35 de ani, este o
problema reala pentru specialistii antrenati in FIV. De obicei, Tn prezent, sunt folosite criteriile
morfologice propuse de Gardner D. K., care se bazeazd pe analiza numarului dimensiunilor,
blastomerilor lor si a ratei lor de fragmentare [49].

Unele studii, instrumentate pe loturi masive de ovule prelevate de la femei cu varsta de
peste 35 de ani, indica cert, cd modul lor de dezvoltare in vitro, calitatea si rata succesului
depinde de varsta specimenei. Datorita faptului ca s-a efectuat numai un transfer solitar, a fost
posibil de a corela varsta femeii cu modul morfologic de dezvoltare in vitro a celulei prelevate de
la ea cat si rata succesului dupa transfer.

Recent, cercetdtorii Goto S., si colaboratorii, evaluand scorul pe 1488 de blastocisti au
relatat, ca calitatea lor de dezvoltare in vitro pana la transfer, coreleaza direct cu varsta femeii.
Astfel, cu cat varsta la femeie este mai avansata, cu atat calitatea blastocistului este mai precara
si prin urmare rata reusitei scade [50].

Se sugereaza ca, in general, aproximativ 85 la sutd din embrioni ajunsi in uter, pur si
simplu nu se implanteaza, iar o parte din sarcinile incipiente prezinta cariotip anormal, in mare
parte ele fiind eliminate prin selectie naturald in functie de amplitudinea aneulpoidiei [51, 52].

Unii embrioni, reusesc sd evolueze mai mult, dar se pot pierde prin avort in primul
trimestru de sarcind. Incd acum trei decenii, analizele cariotipului la materialul avortat pani la 6
saptamani de sarcind obtinutd prin FIV, ardtau cd o buna parte de intreruperi de sarcina erau
asociate cu prezenta aberatiilor cromozomiale [53, 54, 55].

Se stie cd cele mai frecvente aberatii cromozomiale sunt aneuploidiile cromozomilor X,
Y, 13, 18 si 21. Embrionii cu trisomie al acestor autozomi nu rareori sunt viabili, ceea ce rezultd
in nasterea copiilor cu aberatii cromozomiale. Necesitatea de a detecta cat mat timpuriu posibil
anomaliile genetice a condus la faptul ca diagnosticul preimplantational sd reprezinte un
domeniu de interes major al medicinii moderne. Studiile bazate pe analiza genetica a embrionilor
inainte de implantare aratd, ca la majoritatea embrionilor sunt prezente diverse anomalii, inclusiv

si la cei cu evolutie normala in laborator.
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Astfel, actualmente, tot mai multe centre implicate in fertilizarea extracorporala
implementeaza tehnicile de diagnostic genetic preimplantational, care din an in an devin tot mai

precise si cresc randamentul calitatii programelor FIV.

1.2. Evolutia sarcinii la gravidele cu varsta de peste 35 de ani si impactul
antecedentelor extragenitale, ginecologice si obstetricale in geneza complicatiilor in sarcina

Desi varsta maternd inaintatd este factorul de risc major al evolutiei sarcinii, pe parcursul
ultimilor ani, odata cu dezvoltarea tehnico-materiala a metodelor de diagnostic si tratament, o
serie de studii recente, facute in clinicile din SUA si vestul Europei, si in Republica Moldova,
demonstreaza, cad pentru o femeie sdnatoasa aceste riscuri sunt minimalizate pe parcursul anilor,
iar cel mai important factor este sanatatea mamei inainte de a deveni insarcinata [56, 57]. Ca
urmare, in ultimele decenii sdnatatea prenatald a femeilor se bucura de un interes sporit la
capitolul ingrijirea antenatala, planificarea si profilaxia infectiilor in timpul sarcinii ob{inute atat
pe cale naturala, cat si prin intermediul FIV.

Evaluarea in studiu a modelelor de ingrijire prenatala a identificat cateva variante: model
de furnizare universald (pentru toate femeile, indiferent de starea de sandtate, sau de complicatii),
model restrans de furnizare bazat pe ,,risc mai mic” (abordare condusa de moasa sau abordare cu
vizite reduse/flexibile pentru femeile sdnatoase), model de furnizare crescuta (ingrijire prenatala
ca in furnizarea universala de mai sus, dar amplificata de clinice, interventie educationala sau
comportamentald). Model de furnizare tintitd bazat pe ,,risc mai mare” (pentru femeia cu factori
de risc clinic sau socio-demografic definiti) [58].

Disponibilitatea, eficacitatea si accesul la Ingrijirea prenatald sunt direct legate de rezultate
bune materne si neonatale, ficAnd ingrijirea prenatald un determinant important in sandtate. Dar
pentru a fi eficiente, ingrijirea antenatala si prenatalda urmeaza sa fie intotdeauna adecvata, nu
excesiva, nici insuficientd. Rezultatele perinatale variaza in interiorul si intre tari, cu practici
diferite, utilizarea celor mai bune dovezi in deciziile clinice si existenta unor ghiduri clare si
actualizate. Numarul de vizite pentru ingrijirea standard variaza, cu mai putine vizite in studiile
din tarile cu venituri mici si medii. In studiile din tarile cu venituri mari, femeile din grupurile cu
vizite reduse au participat, in medie, de 8,2 pana la 12 ori [59].

Rezultatele multor studii comparative a grupelor de varsta a gravidelor, denotd prezenta
unui risc major de complicatii la femeile cu varsta de peste 35 de ani, care au obtinut sarcina prin
intermediul FIV, din cauza fonului mai acut preexistent al patologilor in antecedente, si care ar
putea evolua cu anumite complicatii obstetricale: rata mai mare de nasteri prin cezariana,
hemoragie intranatald, diabet gestational, hipertensiune indusa de sarcind, preeclampsia, si
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complicatiile perinatale nefavorabile pentru nou-nascut ca nastere prematurd, greutate mica a
copilului la nastere si necesitatea utilizarii unei terapii intensive a nou-nascutului [60].

Concluziile studiilor, atesta o concordanta intre starea generala a femeii inainte de sarcina
si particularitatea de evolutie a sarcinii $i starea intrauterina a fatului.

Desi, pe de o parte, la aceastd varsta femeia i1 cunoaste bine starea generald si
particularitatile fiziologice, si este gata sa raspunda adecvat la schimbarile ce apar pe parcursul
sarcinii, pe de altd parte, In cei 10-20 de ani de viatd reproductivd nesolicitatd, femeia a
»acumulat” un sir de ,,buchete” cum ar fi: maladii cronice persistente, posibilele boli venerice
suportate in trecut, stilul de viata stresant, situatia ecologica precara, aderente postoperatorii,
accidente suportate.

Pot fi distinse particularitati ale evolutiei sarcinii de ordin ginecologic atat la gravidele cu
varsta de peste 35 de ani, cat si 1a nivelul obstetrical.

Anamnesticul ginecologic al gestantelor cu varsta de peste 35 de ani este adesea
impregnat de tulburari de sdnatate cronice, mai cu seama, aceastd stare se atesta la femeile care
vin sa conceapa sarcina prin intermediul fertilizarii extracorporale (infertilitatea, diabetul zaharat
sau hipertensiunea arteriala) [61, 62].

Un studiu realizat de Marianne de Bennetot si co-autorii, privind fertilitatea dupa sarcina
ectopica tubara, constatd, ca rata cumulativa a sarcinii intrauterine (IUP) la 24 de luni a fost de
67% dupa salpingectomie si 76% dupa salpingostomie [63]. La sarcina extrauterind ca geneza de
aparitie, frecvent se depisteazd urme ale proceselor inflamatorii suportate anterior. Infectia
multipla uterind, in special in trompele Fallopio, prin suprimarea cililor tubari, creste de 6 ori
riscul de sarcina extrauterind. Alt factor de pericol posibil este steriletul, care augmenteaza de 3
ori riscul unei sarcini extrauterine, iar steriletele cu progesteron cresc acest risc de 6-7 ori [64].

Incidenta sarcinilor extrauterine coreleaza direct cu varsta femeii si timpul de utilizare a
steriletului. Cea mai mare ratd de sarcini ectopice apare la femeile cu varsta cuprinsa intre 35 si
44 de ani. La femeile cu varsta cuprinsa intre 35 — 39 de ani, riscul de a dezvolta o sarcina
extrauterina este de 2 ori mai mare, iar la cele cu varsta de peste 40 de ani incidenta este de 4 ori
mai mare decat la femeile mai tinere. Sarcinile extrauterine au un impact negativ asupra
fertilitatii viitoare [65].

A fost demonstrat in cercetari, ca femeile mai in varsta, in sarcind, prezintd un risc mai
mare de nastere prin cezariand, in parte, deoarece au mai multe sanse de a avea nastere prin
cezariana fara travaliu. Cresterea incidentei hemoragiei antepartum, si prezentatiei patologice a
fatului, asociatd cu nagterea complicata, sau chiar cu aparitia necesitatii operatiei cezariene [66].
Cu toate acestea, chiar si in randul femeilor, indiferent daca travaliul este spontan sau indus,
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femeile cu varsta inaintata sunt mai susceptibile de a suferi nastere prin cezariand. Nasterea prin
cezariand pentru diagnosticul de esec de progres si suferintd fetald, a fost mai frecventa la
pacientele mai in varsta, desi gestionarea distociei de travaliu pentru aceste paciente a fost
similara cu cea pentru pacientii mai tineri [67, 68].

In ciuda asocierilor raportate intre nasterea prematurd si o gami largd de factori socio-
demografici, medicali, obstetrici, fetali si de mediu, aproximativ doud treimi din nasterile
premature apar fard un factor de risc evident. Eforturile de standardizare a definitiilor si de
comparare a ratelor de nastere prematura la nivel international au adus perspective importante
asupra epidemiologiei nasterii premature si a modului in care ar putea fi prevenita [69].

La nivel global, se estimeaza ca 13 milioane de copii se nasc anual inainte de 37 de
saptamani de gestatie. Ratele sunt in general cele mai ridicate in tarile cu venituri mici si medii si
cresc in unele tari cu venituri medii s1 mari. Nasterea prematurd este principala cauzd directd de
deces neonatal (27%); peste un milion de nou-nascuti prematuri decedeaza anual. Nasterea
prematura este, de asemenea, factorul de risc dominant pentru mortalitatea neonatala, in special
pentru decesele cauzate de infectii [70].

Cercetarea realizatd de Carrie K Shapiro-Mendoza in SUA, privind epidemiologia
nasterilor premature tardive si moderate, in primul rdnd constatd, cd nasterile premature au
crescut cu 33 la sutd in ultimii 25 de ani, aproape in totalitate datorita cresterii nasterilor
premature tardive (34-36 de saptamani de gestatie). Ce tine de riscurile de morbiditate si
mortalitate, adesea subtile, asociate cu nasterea prematura moderatd si tarzie, inclusiv
complicatiile respiratorii, infectioase si neurocognitive cat si mortalitatea infantila, acest procent
este in crestere pentru gestantele cu varsta de peste 40 de ani [71].

Este cert cd, daca travaliu prematur este depistat indeajuns de precoce, nasterea poate fi
prevenitd sau amanata. Acest lucru, va oferi copilului timp suplimentar pentru a creste si se
maturiza. Pani si cateva zile in plus pot insemna nasterea unui copil mai sanatos. 1In articolul
»~Particularitati de conduita a nagsterii premature in dependenta de termenul de gestatie” Natalia
Bivol, Tatiana Belousov au concluzionat, ca nasterea prematura ramane a fi una dintre cele mai
dificile, complexe si delicate probleme ale medicinii si in zilele de azi. Aceastd problema
consolideaza diferite specializari din ce in ce mai diverse ale medicinii: de la obstetrica si
neonatologie pand la imunologie, genetica si cercetare fundamentala, iar cunoasterea tacticii de
conduita, va spori monitorizarea de catre specialisti a acestor paciente. Dat fiind faptul,
prematuritatea este cunoscuta drept cauza principala a mortalitatii neonatale, producand peste

75% dintre decesele la noi-nascuti, fiecare zi de prelungire a sarcinii, creste rata de supravietuire
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cu 3%. Si in acest studiu a fost confirmatd relatia cauza — efect intre varsta gestationald si
mortalitatea antepartum si intrapartum, precum si mortalitatea neonatald precoce [72].

Un alt factor de risc pentru sarcina la femeile cu varsta de peste 35 de ani (preponderent, la
gestantele care obtin sarcina prin metoda FIV), este obezitatea si diabetul indus de sarcina.
Diabetul gestational fiind substrat evident pentru cresterea masei fatului, dezvolta riscul nasterii
unui fat macrosom. Astfel constientizam, ca sarcina este un eveniment diabetogen determinat de
hormonii secretati de catre placenta (estrogen, progesteron, cortizol, somatotropina corionica
umana, hormon lactogen placentar, prolactina), avand ca efecte - insulinorezistenta, respective,
glucoza majoreaza cu 200-300 % secretia de insulind necesara, pentru satisfacerea necesitatilor
metabolice ale fatului. O cantitate mai mare de glucoza din sange trece prin placenta in circulatia
fetala, ca rezultat, glucoza suplimentara in fat este stocata ca grasime corporald, provocand
macrosomie, care este, de asemenea, numita ,,mare pentru vdarsta gestationala” [73].

Rezultatele unui studiu efectuat in Scotia, demonstreaza cd persoanele nascute din mame
supraponderale sau obeze au un risc crescut de a dezvolta diabet zaharat de tip 2 la un moment
dat in viata. Riscul copilului de a dezvolta diabet mai tarziu in viatd a fost de 26% 1in cazul
femeilor supraponderale si de 83% pentru femeile obeze. Atunci, cand a fost evaluat riscul
pentru diabet de tip 2, acesta a fost cu 39% mai mare la femeile supraponderale si de 3,5 ori mai
mare pentru copiii mamelor obeze. Strategiile bazate pe dovezi, care reduc obezitatea in randul
femeilor de varsta reproductiva si care ar putea reduce incidenta diabetului la descendentii lor
necesitd abordari bazate pe cercetari in continuare [74].

La gravidele cu varsta de peste 35 de ani, principalele complicatii antenatale si intranatale
materne sunt HTA indusa de sarcind, legate de caracterul multiorganic al suferintei gestationale
n care conduita, are ca obiectiv, nasterea in siguranta atat pentru mama, cat si pentru fat [75].

Preeclampsia (asocierea HTA cu proteinurie sau simptome), se dezvolta la circa 2% din
gravide, majoritatea din ele fiind primipare. Tn Republica Moldova, conduita gravidelor cu
hipertensiune in sarcind a tratamentelor efective este reglementata prin Protocolul Clinic
National ,,Starile hipertensive in timpul sarcinii”. Supravegherea gestantelor este axatd pe
monitorizarea starii intrauterine a fatului cu efectuarea profilaxiei distress sindromului la fat [76].

Cel mai adesea, in cazul decesului intrauterin al fatului in placenta se determind semne de
inflamatie, tromboza sau hematom retroplacentar. Una din cele mai frecvente cauze de moarte
fetala este considerata decolarea prematura a placentei. Conform literaturii, frecventa
desprinderii placentare in corelare cu decesul intranatal a variat de la 6,9% la 14,4% din

rezultatele cercetarilor [77, 78].
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Conceptul de deces feto-neonatal prevenibil, se refera la toate cazurile, care ar fi putut
supravietui cu o ingrijire mai buna pre, intra si postnatala. Cu alte cuvinte, decesele fetale, ar fi
putut fi evitate datoritd unei conduite medicale conforme si este important sa se facd distinctia
intre factori prevenibili clinic si extraclinic si controlul impactului lor [79].

Relevanta placentei se extinde cu mult dincolo de sarcind, fiind cruciala pentru
programarea fetala inainte de nastere. Cunoasterea integrativa a acestei structuri materno-fetale
ajuta semnificativ la intelegerea dezvoltarii sarcinii fie intr-un context propriu, fie patofiziologic
[80]. Sincronic cu fatul, placenta este un organ, care experimenteaza o transformare si o crestere
incredibila de la dezvoltarea sa timpurie pana la sfarsitul sarcinii [81]. Defect al placentei
prezinta o altd cauza posibild pentru complicatii grave in sarcina. Evident, placenta este o
structura centrald in sarcind si creste incredibil de rapid in aceasta perioada, actionand ca o minte
in spatele diferitelor procese fetale si materne.

Trofoblastele sunt celule semi-alogene, deoarece sunt derivate din embrion. Tn acest sens, o
posibila respingere a acestor celule de catre sistemul imunitar matern ar fi probabil fatald. Cu
toate acestea, trofoblastele exercitd actiuni imunoreglatoare multiple, conducand la un raspuns de
toleranta maternofetald, asigurand astfel placentatia si succesul sarcinii [82].

In timpul celui de-al doilea si al treilea trimestru de sarcind, placenta este un organ cu
dezvoltare rapida si cu multiple modificari care apar atit in aceastd structurd, cat si la fat. In
saptamanile 10-12 dupa fecundare, greutatea medie a placentei este de aproximativ 51 g, in timp
ce placenta eliberatda sau matura este In esentd un organ discoid cu o greutate de 500-600 grame,
un diametru de 22 cm. si o grosime de la 2-4 cm. Aceste valori, pot varia in cazul sarcinilor
anormale sau patologice. Atunci, cand aceasta structura nu functioneaza corespunzator, ar putea
duce la aparitia diferitelor complicatii ale sarcinii, cu consecinte grave pentru bundstarea
maternofetala [83, 84].

Ce tine de imunologia placentei, este definit, cd sarcina este in special un proces mediat
imun, care implica interactiuni complexe intre celulele fetale semi-alogene si celulele imune
materne, aspect, care este si unul din scopurile cercetarii date.

Interactiunea dintre aceste celule nu numai cd previne respingerea imunitdtii, ci si
favorizeaza si creeaza un mediu adecvat pentru sarcina.

Placenta este organul in care au loc majoritatea actiunilor imunomodulatoare.

Comunicarea dintre celulele imune materne si trofoblastele fetale este bidirectionala si sunt
mediate In esentd de contact direct si prin eliberarea unei multitudini de semnale autocrine,
paracrine si endocrine, inclusiv citokine, factori de crestere si molecule de adeziune exprimate pe
suprafata celule, cum ar fi integrinele, cadherinele, selectinele si imunoglobulinele [85].
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Astfel cum, stabilirea sarcinii, necesita implantarea coordonata a embrionului in decidua
receptiva, placentatie, invazia trofoblastici a deciduei materne si a miometrului, pe langa
remodelarea arterelor spirale uterine, esecul oricaruia dintre acesti pasi poate duce la o serie de
complicatii ale sarcinii, inclusiv avort spontan, preeclampsie, restrictic de crestere fetala,
placenta accreta si nastere prematura [86].

La femeile cu varsta de peste 35 de ani, inclusiv la cele care au obtinut sarcina prin metoda
FIV, maladiile preexistente ar putea afecta integritatea morfofunctionala si calitatea placentara.

Cu céat varsta mamei este mai mare, cu atat sunt mai mari riscurile pentru probleme
reproductive si complicatii In sarcind.

Pentru a identifica riscurile obstetricale de la implantare a zigotului si pe parcursul intregii
perioade de evolutie a sarcinii, sunt necesare mecanisme in continuu perfectionate bazate pe
dovezi.

Varsta gestationald avansata poate fi insotitd de anumite probleme in ceea ce priveste
gdzduirea unei sarcini, din motivul posibilei prezentei a patologiilor uterine si a dezvoltarii
neadecvate a stratului endometrial, la baza stand mai multe cauze: avorturile suportate in trecut,
statutul hormonal, subdezvoltarea uterina genetic determinata etc.

La femeile de 35 de ani, rata de succes a implantarii produsului de conceptie la fertilizarea
extracorporald este de 30 la sutd, probabilitatea de succes a tratamentului scazand odata cu
varsta. Totodatd, inaintea procedurii de fertilizare si implantare a embrionului in uterul gestantei,
pacienta este supusa unei etape de diagnostic si tratament riguros prin care se poate determina
atat riscul genetic posibil, cat si maladiile paralele preexistente la momentul dat. Astfel, orice
afectiune care ar putea afecta intra-uterin sarcina, poate fi anticipata.

Desi este cert faptul, ca riscul atat pentru mama cat si pentru copil, creste dupa varsta de
35 de ani, 1n conditiile, cand starea generald a gravidei este satisfacatoare, gestanta are aproape
aceleasi sanse de a avea o evolutie pozitiva a sarcinii ca si la o femeie cu sarcina conceputa prin
metoda FIV cu varsta de 20 de ani.

Evolutia sarcinii obstetricale la o gestantd cu varsta de peste 35 de ani in primul trimestru
de sarcind are particularitatile sale.

Studiile aratd ca riscul de avort spontan, (pierderea sarcinii inainte de 20 de sdptamani de
gestatie), este de la 12-15 la suta cazuri, pentru femei cu varsta de 20 de ani, cu crestere
expansivd la aproximativ 25 la sutd in cazul femeilor cu varsta de 35 de ani. Riscul de avort
spontan poate sd se instaleze anume 1n prima luna de sarcind. Deasemenea, studiile arata ca 20-

30% dintre femeile gravide in primele 4-5 saptamani, au tendinta de hemoragii uterine ca urmare
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a insuficientei de progesteron, care va fi sintetizat de catre placenta doar in sdptdmana a 15-a sia
16-a de gestatie [87].

In cazul unei sarcini obtinute prin metoda extracorporald FIV, aceste riscuri cresc
exponential, datorita utilizarii continue a terapiei hormonale pentru mentinerea sarcinii
implantate.

Tn cercetarea Lisova KM, Kalinovska I.V. s.a., ,.Modificari ale nivelului hormonilor
complexului fetoplacentar la femeile insarcinate cu avort spontan”, a fost identificata importanta
nivelului hormonal ale complexului fetoplacentar si impactul caracteristic acestor asupra
evolutiei ulterioare a sarcinii. Astfel, indicatorii nivelului de estradiol au fost de 4,1 ori (76,0%)
st de 2,89 ori (65,5%) mai mici la femeile cu avort spontan in perioada embrionara si, respectiv,
fetald tarzie, comparativ cu femeile sandtoase. Indicatorii nivelului de lactogen placentar si de
gonadotropina corionicd in perioada embrionara la femeile cu avort spontan au fost mai mici cu
39,1% si, respectiv, 50,9%, comparativ cu femeile sandtoase. in perioada fetald tarzie, nivelul
acestor hormoni a fost mai scazut cu 72,9%, respectiv 35,4%. In perioadele embrionare si fetale
tarzii, nivelurile de progesteron au fost mai mici cu 67,4% si, respectiv, 68,4%, comparativ cu
grupul de control. Datele obtinute sunt dovezi ale unei anomalii hormonale pronuntate a
placentei si, prin urmare, acesti hormoni se considera markeri al disfunctiei fetoplacentare, care
pe fondul avortului spontan se dezvoltd in stadiile incipiente si continud sd progreseze pe
parcursul sarcinii [88].

Cercetatorii preocupati de impactul patologiilor extragenitale, antecedentelor ginecologice
si obstetricale pentru caracterul si riscurile evolutiei sarcinii relateaza prezenta unui sir de factori
de geneza materna, fetald, placentara, de mediu, precum si frecventa asociere ai acestora, care
influenteaza dezvoltarea fetald si evolutia fiziologica a sarcinii.

Tn articolul, autor Corina lliadi-Tulbure ,,Aspecte antenatale si postnatale ale restrictiei de
crestere intrauterind a fatului”, este argumentat stiintific faptul, ca restrictia de crestere
intrauterine a fatului se atesta in situatia prezentei unui istoric obstetrical, ginecologic si /sau
somatic complicat, caracterizat printr-un nivel crescut al morbiditatii materne. Analiza acestor
sarcini, atesta o frecventa considerabild a maladiilor si infectiilor ginecologice, precum si
prezenta in anamneza maternd a intreruperilor de sarcind.

Confirmat, cd factorii ce afecteazd cresterea fetald includ si tabagismul, utilizarea
alcoolului, drogurilor si a unor substante medicamentoase. Acest fenomen medico-social este
mult mai raspandit decat se considera a fi, necesitand o vigilenta sporita [89].

Femeile primipare si multigeste in sarcina conceputd la varsta peste 35 de ani, deasemenea
este un subiect de cercetare cu referintd la impactul pentru riscurile in evolutie. Cercetarile, care
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au analizat influenta paritdtii sarcinii asupra performantei obstetricale cu comparatia incidentei
complicatiilor prenatale (hemoragie antepartum, tulburare hipertensiva, intoleranta la glucoza,
prematuritate), performanta travaliului (tipul travaliului, modul de nastere) si rezultatul neonatal
(greutatea la nastere, scorurile Apgar, internarea la terapie intensivd neonatald, mortalitatea
perinatald) s.a. au obtinut rezultate neonatale similare in ambele grupuri. In acelasi timp, mamele
primipare in varsta de 40 de ani si peste au avut evolutie prenatald si de travaliu mai complicate
decat mamele multigeste. Pe de alta parte, rezultatele neonatale ale acestor grupuri au fost
comparabile [90].

Punctul de reper in cercetare este faptul, ca evolutia sarcinii indiferent de vérsta gestantei
este in directa interdependenta de antecedente personale fiziologice: menarha (ani), caracterele
ciclului menstrual, conditii de viatd, de munca (noxe, efort deosebit, adictii etc.), antecedente
heredocolaterale (istoricul familial), antecedente personale patologice, antecedente obstetricale si
ginecologice: numar de nasteri anterioare, durata, patologia sarcinilor anterioare, date despre
travaliu, nastere, greutatea fiecarui copil la nastere (scorul Apgar, ndscuti morti, malformati,
starea actuald de sanatate a copilului/copiilor, evolutia perioadei de lduzie, numar de avorturi
anterioare: spontane sub 14 SA sau/si 14-23 SA + 6z, efectuate chirurgical sau medicamentos,
avorturi cu complicatii, sarcini ectopice, care sunt important de a fi identificate la etapa

conceperil si a gestiona riscurile.

1.3. Aspectele contemporane ale diagnosticului prenatal in sarcinile concepute prin
metoda FIV, la gestantele peste 35 de ani

Diagnosticului prenatal se acordd o importanta deosebitd in managementul planificarii
familiale, etapei de concepere si pe tot parcursul evolutiei sarcinii, asociat cu consilierea si
profilaxia complicatiilor.

Ingrijirile pre-conceptionale cuprind un set de interventii, care permit de a identifica
riscurile biomedicale, comportamentale si psihosociale.

Optiunile de testare se schimbd rapid, odatd cu tehnologia emergenta si depind de multi
factori, inclusiv varsta pacientei, istoricul familial si preferintele. Tehnologiile viitoare ar putea
permite Tn curand transfera diagnosticului prenatal in ,terapia in uter”. Astfel, medicina dispune
de tehnici curente de diagnostic prenatal invaziv / noninvaziv:

= Ecografia fetala (2D/3D/4D) ramane cea mai uzitatd metoda de screening a malformatiilor

.....

RMN-ul sau radiografia fetala.
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= Fetoscopia presupune vizualizarea fatului cu ajutorul unui dispozitiv flexibil cu fibra optica
(fetoscop), introdus transabdomenal, in vederea identificarii unor posibile defecte

congenitale si prelevarii de tesut fetal (piele si muschi) pentru diagnostic genetic.

= Diagnosticul genetic preimplantatoriu (PGD) a fost introdus de Handyside in 1990 ca o
alternativa la diagnosticul genetic prin tehnici invazive si presupune testarea genetica a

embrionilor, dupa conceptia prin fertilizare in vitro.

* Biopsia de vilozitati coriale (CVS - chorionic villus sampling) se efectueaza in intervalul 10

- 12 saptamani de gestatie pe cale transvaginala sau transabdominala.
= Cordocenteza este procedura de recoltare a sangelui fetal dupa 20 de saptamani de sarcina.

= Amniocenteza este procedura de recoltare a lichidul amniotic si se efectueaza in trimestrul al
doile de sarcina, incepand cu saptamana 15 de sarcina, procedura aplicatd in studiul dat

pentru determinarea markerilor imuno si profilul stresului oxidative [91].

In Republica Moldova se aplici normele de ,Asistentd si conduiti preconceptionald”
aprobate prin Ghidul A National de Perinatologie (capitolil III) si Supliment la Ghidul C
National de Perinatologie “Protocoale de ingrijire si tratament in obstetricad si neonatologie” , Tn
care femeile cu varsta peste 35 de ani, sunt incluse in nivelul IV de evidenta, ce corespunde
recomandarilor bazate pe dovezi obtinute din studii bine organizate neexperimentale discriptive,
asa ca studii comparative, studii de corelare si studiu de caz sau dovezi obtinute din raporturile
comitetului de experti sau opiniile sau/si experienta clinici a autorititilor recunoscute. In acelasi
timp pe mai multe aspecte factoriale nivelul de recomandari este ,,C”, corespunzator viziunii, ca
mai necesitd dovezi obtinute din raporturile comitetului de experti si Indica absenta studiilor
clinice direct aplicabile de calitate buna [56, 92].

Termenul optim pentru efectuarea diagnosticului prenatal ih primul trimestru de sarcina
este de 9 - 14 saptamani. Screening ecografic prenatal in primul trimestru de sarcina la gestante
cu sarcina obtinuta prin metoda extracorporald permite vizualizarea implantarii i sediului (uterin
sau extrauterin) a sacului gestational si numdrul lor, vizualizarea prezentei sau absentei
embrionilor, numarul lor §i activitatea cardiaca, validarea varstei gestationale si identificarea
unor modificari anatomice le fatului.

Aceasta perioada de sarcina permite de a fi efectuatd biopsia corionului i sunt binevenite
testele screeningului serologic. In literatura de specialitate este relatat, ca in timpul sarcinii,
celulele fetale adecvate pentru testarea geneticd pot fi obtinute din lichidul amniotic prin
amniocenteza, tesutul placentar prin prelevare de vilozitati coriale sau sange fetal. Un dezavantaj
major al amniocentezei in trimestrul al doilea este ca rezultatele sunt disponibile relativ tarziu in
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sarcind (dupd 16 saptamani de gestatie). Alternativele anterioare sunt prelevarea de vilozitati
coriale si amniocenteza precoce, care poate fi efectuatd in primul trimestru de sarcina. Tot in
aceasta perioada, fatul preia o pozitie orizontald, fiind usor accesibil de vizualizat de la varful
capului pana la picioare. Dupa 14 saptamani de sarcind, fatul 1si poate schimba pozitia vertical -
intrauterin, astfel ca examinarea poate deveni mai dificild. Aceste metode de investigatie sunt
recomandate atat pentru gravidele care au ramas insdrcinate prin intermediul procedurii
insamantarii extracorporale, cat si pentru gravidele, care au conceput in mod fiziologic.

Fiind una din tehnici invazive rezultative pentru diagnosticul prenatal, amniocenteza
genetica in trimestrul al doilea este o metoda fiabila si sigurd. Indicatiile sunt varsta materna
inaintatd (35 de ani si mai mult), suspiciunea de anomalie genetica la ecografie, antecedente de
frati cu sindrom Down si respectiv, triplu screening anormal. n literatura este descris, ci rata
globala de complicatii a amniocentezei genetice din trimestrul al doilwea a fost de 1,5%.
Conform protocoalelor de diagnostic prenatal o pacienta trebuie sa prezinte risc de malformatii
sau anomalii fetale, care sa depaseasca riscul de avort postprocedural inainte de a efectua
amniocenteza sau biopsie de vilozitati coriale [93, 94].

Dublul si triplul Test prenatal in perioada trimestrelor I si II de sarcind este un examen
pentru diagnostic prenatal in primul trimestru de sarcind. Acest test se efectueaza in mod normal
in saptamanile a 11-14 de sarcind si tine de prelevarea de sange de la gravida cu identificarea
hormonilor specifici sarcinii. Dublul test include calculul MoM (multiplu de mediana) pentru
fiecare marker (se imparte valoarea obtinuta la mediana corespunzdtoare a varstei gestationale);
determinarea markerilor serici PAPP-A si beta-HCG liber; corectarea MoM 1in functie de datele
clinice materne; riscul biochimic de sindrom Down la nastere (calculat pe baza MoM corectat
pentru fiecare din cei doi markeri si a varstei mamei la nastere); riscul de trisomie 18 la nastere
(calculat pe baza MoM corectat pentru fiecare din cei doi markeri si a varstei mamei); calculul
MoM pentru translucentd nucala (in cazul in care medicul trimitdtor furnizeaza laboratorului
marimea translucentei nucale si lungimea cranio-caudala - CRL, estimate ecografic); riscul
combinat de sindrom Down (risc biochimic si translucenta nucald).

Specificul diagnosticul prenatal pentru sarcinile concepute prin metoda FIV sunt descrise
in lucrarea ,,Reproducerea asistatd in Republica Moldova in ultimii 10 ani” autor profesor
Veaceslav Mosin si co-autorii. Astfel pregatitoarea cuplurilor dureaza 1-3 luni cu diagnostic de
laborator, care consta din urmatoarele:

= Excluderea infectiei urogenitale (frotiu vaginal, bacterioscopie, analiza la chlamidie §i
micoplasma). In caz de infectie urogenitali se aplica tratamentul antibacterian specific al
partenerilor, inclusiv sanarea cervico-vaginala.
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= Controlul endocrinologic. Analize hormonale (FSH, LH, TSH, prolactind, testosteron,
dehidroepiandrosteron sulfat), indicate femeilor cu anovulatie persistenta sau cu oligomenoree.
In caz de hiperprolactinemie se indica bromocriptind (doza era aleasi in functie de nivelul
prolactinei in serul sangvin). Hiperandrogenia suprarenald era tratatd cu corticosteroizi
(dexametazona 0,125 - 0,5 mg/zi). Tn cazul hipotiroidismului se indica L-tiroxin 25-50 mcg/zi).
Medicatia hormonala era inceputa cu cel putin o lund inainte de ciclul de in vitro fertilizare si
continuatd pana la transferul intrauterin al embrionilor.

= Excluderea factorilor autoimuni. Pentru excluderea factorilor autoimuni ai infertilitatii se
aplica testul la lupus anticoagulant. Tn caz de lupus anticoagulant pozitiv se aplica tratament cu
corticosteroizi dexametazon 0,125-0,5 mg in functie de gradul de manifestare a reactiei la lupus
anticoagulant, incepand cu doud saptamani inainte de tratamentul de stimulare hormonala.

= Ultrasonografie pelvini. Se evaluaeazi marimea si starea uterului. in caz de suspectie la 0
patologie endometriald se efectueaza suplimentar histeroscopia, urmata de un raclaj al peretilor
cavitatii uterine. Rezerva ovariand este gradata dupa numarul de foliculi primordiali in ambele
ovare. In functie de rezerva ovariani este aleasi schema de stimulare hormonali. Foliculii
restanti Se punctaeaza prin ghidaj ultrasonografic inaintea ciclului de fecundare extracorporala.

= Histerosalpingografia se aplicd pentru evaluarea starii trompelor uterine.

= Controlul andrologic include evaluarea datelor clinico-anamnestice cu efectuarea unei
spermograme de rutin. In caz de oligospermie severd sau azoospermie, printr-un consimtimant
informat, etapa de fertilizare a oocitelor se efectua cu spermatozoizi ai donatorului [95].

Cele mai multe dintre femeile care se decid sa faca diagnosticul prenatal, o fac pentru a evita
nasterea unui copil cu anomalii cromozomiale. Estimarile ratelor tuturor anomaliilor citogenetice
semnificative clinic la nascutii vii la intervale de varstd maternd de 1 an, variind de la 15 la 49 de
ani, au fost descrise in lucrarea autor E. B. Hook, ,Rates of chromosome abnormalities at
different maternal ages”. Sindromul Down rezulta din cea mai raspandita anomalie citogenetica
semnificativa clinic, dar ratele tulburdrilor asociate cu alte anomalii citogenetice de asemenea,
cresc cu varsta maternd si contribuie semnificativ la rata generald la varstele mai inaintate. Rata
estimata a tuturor anomaliilor citogenetice semnificative clinic creste de la aproximativ 2 la 1000
(1 la 500) la cele mai mici varste materne la aproximativ 2,6 la 1000 (1 la 270) la 30 de ani, 5,6
la 1000 (1 la 80) la 35 de ani. , 15,8 la 1000 (1 la 60) la 40 de ani si 53,7 la 1000 (1 la 20) la 45
de ani [96].

Rezultatele analizei citogenetice, se vor interpreta in dependentd de metoda folosita de

laborator. In cazul in care, riscul malformatiei fetale se va adeveri, gestanta va avea posibilitate
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de a efectua intreruperea sarcinii, conform indicatiilor medicale. In Republica Moldova, 0
intrerupere a sarcinii cu astfel de risc, poate fi efectuat pana la sdptdmana a 21-a de gestatie.
Implantarea embrionilor prin metoda ,,in vitro” presupune o sarcind multipld, ceea ce
contribuie la aparitia unui risc major, in cazurile cand varsta femeii este de peste 35 de ani si
cand starea fizica a gestantei este cu patologii. Aceste situatii pot favoriza aparitia defectelor
genetice la feti si, ulterior pot conduce la o nastere dificila cu multiple complicatii, respectiv un
diagnostic sigur, inofensiv si calitativ prenatal este succesul nasterii in siguranta pentru mama sii

fat.

1.4. Rolul citokinelor in raspunsul imun la gestantele cu varsta de peste 35 de ani

Pentru fiecare gestanta, sarcina, este o provocare din considerentul, ca sistemul imun
nativ al ei trebuie nu doar sa tolereze fatul, ci si sa raspunda adecvat la unele patologii, care pot
aparea in timpul sarcinii. Astfel, intr-o sarcina fiziologica pot aparea anumite particularitati de
schimbare a statusului functional clinic.

In timpul primului trimestru de sarcind, sistemul imunitar al femeii suferd unele
schimbari semnificative, menite sd protejeze fatul in dezvoltare. Sistemul imunitar al corpului
este suprimat pentru a preveni atacul asupra fatului, aceastd suprimare poate fi cauzata de
cresterea nivelului de hormoni in timpul sarcinii.

Estrogenul, este un hormon produs in mod normal, in timpul sarcinii si poate ajuta la
stimularea sistemului imunitar al femeii. Cu toate acestea, nivelurile ridicate de estrogen din
timpul sarcinii pot provoca, de asemenea, o suprimare temporara a sistemului imunitar.

Pe de alta parte, progesteronul, care este un alt hormon produs in timpul sarcinii, poate
ajuta la reducerea inflamatiei in evolutia sarcinii. Aceastd reducere a inflamatiei poate proteja
fatul impotriva atacului imunitar. La femeie gravida mai poate aparea o leucocitoza neutrofilica
la efort fizic, cauza cresterii ei datorandu-se maririi volumului de singe circulant (neutrofile
mature, imature). Mediatorul indus de progesteron - PIBF - actioneaza in favoarea imunitatii de
tip Th2, prin cresterea productiei de citokine de tip Th2. Cu exceptia implantarii si a nasterii,
sarcina este caracterizatid de un model de citokine Th2-dominant [97].

Fatul exprima antigene paterne. Acestea sunt recunoscute ca straine, dar (cel putin in
timpul sarcinii normale) nu sunt atacate de sistemul imunitar matern. Recunoasterea imunologica
a sarcinii initiazd o serie de schimbari, care in cele din urma au ca rezultat o atitudine
imunologicad tolerantd fatd de fat. Mai multi actori ai sistemului imunitar, astfel de celule T
reglatoare, celule NK si citokine contribuie la crearea unui mediu favorabil pentru fat, iar multe
dintre aceste modificari functionale sunt orchestrate si controlate de progesteron
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La pacientii cu FIV, PIBF este detectabil in ser la 14 zile dupa transferul embrionului.
PIBF secretat faciliteazd producerea 1L-3, IL-4 si IL-10, in timp ce suprima citokinele IL-12 si
IFN-y atat in vitro, cat si in vivo. Neutralizarea PIBF prin anticorpi specifici are ca rezultat o
trecere a interleukinelor in vivo, care este, de asemenea, o caracteristica a sarcinilor esuate [98].

In timpul sarcinii umane normale, concentratiile serice ale PIBF cresc odatd cu varsta
gestationald; concentratiile mai mici decat cele normale prezic intreruperea spontand a sarcinii
[99].

Sarcina sdnatoasd este asociatd cu o crestere a imunitdtii umorale si o reglare in jos a
imunitatii mediate celular; acest lucru este destul de probabil din cauza unei scaderi a citokinelor
de reactivitate Thl si a unei reglari in sus a citokinelor de reactivitate Th2 [100, 101].

Mai multe mecanisme de protective, functioneaza in timpul gestatiei pentru a corecta
efectele nocive ale imunitatii anti-fetale si pentru a sustine un rezultat sanatos al sarcinii.

Constiintizdnd, ca stabilirea sarcinii necesitd implantarea coordonatd a embrionului in
decidua receptiva, placentatie, invazia trofoblasticd a deciduei materne si a miometrului pe langa
remodelarea arterelor spirale uterine, intelegem, cd esecul oricaruia dintre acesti pasi poate duce
la o serie de complicatii ale sarcinii, inclusiv avort spontan, preeclampsie, restrictie de crestere
fetald, placenta accreta si nastere prematura.

Citokinele sunt proteine mici multifunctionale derivate adesea din leucocite si au fost
descrise in primul rand prin actiunile lor imunomodulatoare. Interfata materno-fetala este
consideratd a fi imunodeprimatd pentru a permite dezvoltarea unitatii fetale placentare semi-
alogene. Cu toate acestea, profilurile de citokine ale deciduei si diferitelor tipuri de celule
deciduale sugereaza ca situatia in vivo ar putea fi mai complexa. Datele sugereaza ca citokinele
deciduale nu joacd doar roluri in imunosupresie, ci si in alte aspecte ale stabilirii sarcinii, inclusiv
reglarea invaziei trofoblastelor si remodelarea arterei spiralate. Aceastd revizuire se concentreaza
pe rolul potential al citokinelor derivate din decidua in etiologia avortului spontan inexplicabil
[102].

Relatia imunologica dintre mama si fat este o comunicare bidirectionald determinata, pe
de o parte, de prezentarea antigenului fetal si, pe de altd parte, de recunoasterea si reactia la
acesti antigeni de catre sistemul imunitar matern. Acum existd dovezi cd recunoasterea
imunologica a sarcinii este importanta pentru mentinerea gestatiei si ca recunoasterea inadecvata
a antigenelor fetale ar putea duce la esecul sarcinii. Citokinele de origine maternd actioneaza
asupra dezvoltarii placentare. Pe de alta parte, expresia antigenului pe placenta determina

modelul de citokine materne. Sarcina umana normala se caracterizeaza prin activitate periferica
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scazutd a celule Natural Killer (NK), iar activitatea crescutd a NK pare sa joace un rol in
avorturile spontane cu etiologie necunoscuta. [103].

Citokinele deasemenea, ca proteine inductibile, sunt denumite si imunohormoni, sau
hormoni - reglatori ai raspunsului imun, au proprietatea de a se secreta din orice celula din
organismul uman, exceptie fiind eritrocitele, mediatorii interrelatiilor intracelulare, care raspund
primele la atacul unui oarecare agent patogen. Din punct de vedere morfofunctional, sirul
citokinelor este determinat prin prezenta unei multitudini de proteine si glicoproteine sintetizate
de catre limfocitele activate si sistemul macrofagal.

Citokinele secretate de catre limfocite se mai numesc si limfokine, cele secretate de
monocite, - monokine. Impreuni cu citokine sunt prezente prostaglandinele, produse pe calea
ciclooxigenazei, degradand acidul arahidonic si interferonii.

Una din proprietatile functiei citokinelor este asigurarea sistemului endocrin
immunologic cu capacitatea de a dezvolta reactia la pericolul de inflamatie.

Unele cercetari au inregistrat niveluri masurabile ale citokinelor inflamatorii IL-1 alfa,
IL-1 beta, IL-6 si TNF-alfa prezente in vagin in timpul sarcinii si al travaliului. Nivelurile
vaginale de IL-1 beta si IL-6 s-au dovedit a fi semnificativ crescute la pacientii aflati in travaliu
in comparatie cu pacientii care nu sunt in travaliu. Totodata determinarea interleukinei-6 in
lichidul amniotic s-a dovedit a fi un adjuvant pentru teste rapide pentru a exclude infectia si a
prezice nasterea la pacientii cu travaliu prematur si membrane intacte. [104].

Deasemenea in infectiile genito-urinare, s-a constatat o crestere semnificativd a
nivelurilor de IL-1beta si IL-8 in secretiile vaginale si IL-8 in urina. Ambele citokine ar putea fi
utile ca markeri evolutivi ai infectiei. Totodata, s-a observat la nivel experimental, ca in conditii
normale, celulele colului uterin sunt responsabile pentru sinteza IL-8, iar productia de citokine a
celulele imunocompetente, cum ar fi macrofagele, limfocitele, NK joaca un rol important in
cursul infectiei, fiind responsabil pentru aparitia raspunsului imun la agentul agresor. [105].

Compararea citokinelor cervicovaginale IL-1p, IL-6 si IL-8 cu fibronectina fetala (fFN) si
dilatatia cervicald in predictia nasterii premature, a obtinut rezultate doar pentru IL-6, care a
demonstrat capacitate de a prezice livrarea in 2 si 7 zile (zona sub curba ROC = 0,63 si,
respectiv, 0,75). Folosind 35 pg/ml (centilul 75) ca limita, IL-6 a avut o sensibilitate si o
specificitate de 60 si 77% pentru a prezice livrarea 1n 2 zile si 62 si 80% pentru a prezice livrarea
n7 zile [106].

Clasificate subpopulatiile de limfocite T helper in Th 1 si Th 2 in functie de citokinele pe
care le produc. Celulele de tip Th2, produc interleukine — IL 4, IL 6, IL 8, IL 10, care sunt
implicate in asa numita imunitate mediata umoral. Celulele de tip Th 1, produc interferon gama
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INF-y, tumor necrosis factor alfa TNF-a, si interleukine IL 1, IL 2, care sunt implicate in asa
numita imunitate mediata celular. Thl produc citokine cu efect proinflamator. Nivele crescute, se
asociaza cu calitate mai slaba a ovocitelor, esec de implantare, avort repetat, etc. Th2 produc
citokine cu efect antiinflamator si adjuvant progestational. Este nevoie de un echilibru biologic
ntre cele 2 tipuri de citokine, pentru ca sarcina sa evolueze bine de la implantare pana la termen.
Un dezechilibru intre cele 2 tipuri de citokine cu un raport al Thl / Th2 dezechilibrat, se asociaza
cu esec recurent de reproducere si poate beneficia de tratamente care moduleaza acest raport cu
ameliorarea prognosticului reproductiv [107].

Un numar tot mai mare de dovezi, sugereaza un rol al citokinelor in mecanismele
responsabile de nasterea prematurd asociatd cu infectia intrauterina. Interleukina 6, o citokina
polifunctionald care este secretatd de tesuturile din interfata feto-materna ca raspuns la produsele
microbiene, a fost implicata in raspunsul la infectia intrauterine. Concentratiile de interleukina 6
au fost determinate printr-un ELISA validat pentru lichidul amniotic uman. O concentratie de
interleukind 6 peste 11,2 ng/ml a avut o sensibilitate de 93,7% si o specificitate de 92,3% in
diagnosticul infectiei intraamniotice [108].

Citokinele pro- si anti-inflamatorii joaca un rol crucial in dezvoltarea si functiile
placentei. Orice modificare a acestor citokine poate fi asociatd cu multe tulburari legate de
sarcind, cum ar fi preeclampsia. Raportul echilibrat al citokinelor pro si antiinflamatorii este
esential pentru reglarea sistemului inflamator matern pe tot parcursul sarcinii. Prin urmare,
profilarea treptata a citokinelor la femeile gravide poate fi utila pentru gestionarea preeclampsiei
[109].

IL-8 este o chemokind CXC proinflamatoare cu o functie primara In atragerea si activarea
neutrofilelor, dar este implicata si intr-0 varietate de alte procese celulare. Aseméanator cu IL-6
aceste douad interleukine sunt exprimate din abundenta la interfata feto-materna de-a lungul unei
sarcini si s-a demonstrat ca participa la numeroase evenimente legate de sarcind. Rolul cel mai
proeminent al IL-8 este atragerea neutrofilelor catre locurile de inflamatie, dar si promovarea
cresterii si diferentierii monocite-macrofage, supravetuirea celulelor endoteliale, proliferarea si
angiogeneza. IL-6 si IL-8 si receptorii lor respectivi sunt exprimate in endometrul uman pe tot
parcursul ciclului menstrual. Atét IL-6, cat si IL-8 prezintd un model de expresie dependent de
ciclul menstrual, sugerand rolul lor 1n fiziologia endometriala. IL-6 este slab exprimata in timpul
fazei proliferative, dar expresia sa creste progresiv dupd ovulatie si atinge varfuri in timpul fazei
secretorii mijlocii pana la tarzie. cest model de expresie corespunde temporal ferestrei de

implantare, sugerand un rol pentru IL-6 in receptivitatea endometrului. Mai mult, de-a lungul
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ciclului menstrual, expresia ARNm a IL-8 atinge varfurile in faza de proliferare timpurie pana la
mijlocul timpului si din nou in faza secretorie tarzie [110, 111].

Tntr-un studiu de cohorta retrospective au fost incluse o sutd trei femei supuse fertilizarii
in vitro si transferului de embrioni din cauza unui factor tubar. Nivelurile IL-6 din lichidul
folicular n ziua extragerii ovocitelor de la fiecare pacient au fost determinate prin ELISA. Au
fost investigate relatiile dintre nivelurile IL-6 ale fluidului folicular si parametrii ciclului FIV. Ca
rezultata s-a constatat, ca nivelurile de IL-6 din lichidul folicular nu au fost afectate de utilizarea
medicamentelor pentru superovulatie sau de estrogen. In plus, nivelurile 1L-6 din lichidul
folicular nu au afectat numarul de ovocite extrase sau rata de ovocite. Nivelurile de 1L-6 din
lichidul folicular nu au afectat numarul de celule sau simetria blastomera a embrionilor din ziua
3, dar a redus semnificativ rata de fragmentare a embrionului.

Au fost efectuate studii clinice pentru a explora rolul potential al IL-6 in maturarea
ovocitelor umane si dezvoltarea embrionara ulterioara. Pana in prezent, raspunsurile nu sunt
concludente. Unele studii au aratat ca nivelurile ridicate de IL-6 in lichidul folicular au fost bune
pentru maturarea ovocitelor, iar in FIV, nivelurile ridicate de IL-6 au fost asociate cu rate
crescute de sarcind clinica si implantare de embrioni. Cu toate acestea, alte studii au gasit
rezultate opuse. Tn ciclul FIV, un nivel mai ridicat de IL-6 s-a corelat cu o calitate mai proasti a
embrionilor, iar femeile au fost mai putin probabil sd raimana insarcinate [112, 113, 114].

In sistemele de infectie si inflamatie care nu sunt gravide, citokina interleukina-10 (IL-
10) a fost investigata pe scara larga datoritd potentialului sau ca imunosupresor cheie ca raspuns
la o multitudine de evenimente inflamatorii. Tn contextul sarcinii, nivelurile de IL-10 cresc
semnificativ la femei in timpul sarcinii timpurii si rdman crescute pana in al treilea trimestru,
imediat inainte de debutul travaliului. Rolul IL-10 in timpul sarcinii ca supresor al imunitatii
active materne, este un subiect in mai multe studii.

Interleukina-10 a fost raportata pentru prima datd de Mosmann si colegii sdi, sub
denumirea de factor inhibitor al sintezei citokinelor (CSIF) ca o proteind cu capacitatea de a
inhiba activitatea celulelor de tip T helper 1 (Thl) inflamatorii [115, 116].

Este dovedit ca Interleukina-10 este produsa de un set larg de tipuri de celule, inclusiv
celule imune si non-imune [117].

Foarte important, cercetarile au ardtat, de asemenea, cd IL-10 ar putea actiona ca un
factor de crestere pentru celulele limfoide si mieloide in anumite conditii, indicand faptul cd IL-
10 nu a fost doar un imunosupresor [118].

Cateva observatii clinice cu privire la sarcind implicd rolul unui regulator antiinflamator
precum IL-10, in unele studii este sustinut postulatul, cd un mediu antiinflamator, probabil
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dominat de IL-10, a fost amplificat Tn timpul sarcinii, cel mai probabil ca un mecanism de
toleranta fata de alogrefa fetala [119].

Exprimarea factorului de crestere endotelial vascular (VEGF), receptorii sii VEGFR-1
(FIt-1) si VEGFR-2 (KDR) si factorul de crestere a placentei (PIGF) au roluri importante in
promovarea angiogenezei placentare normale. Tulburarile vasculare pot modifica functia
placentard si pot compromite dezvoltarea fatului. Angiogeneza este strans legatd de succesul
gestational. Tesuturile materne si fetale interactioneaza pe toata durata gestatiei intr-o relatie care
este total dependenta de stabilirea unei vascularizatii adecvate in decidua si corion placentare
[120].

Desi amploarea rolului sau in dezvoltarea placentara nu este pe deplin inteleasd, VEGF
este exprimat pe scara larga de catre celulele endoteliale si de catre citotrofoblast si, macrofagele
materne si fetale.

In actuala cercetare, s-a evaluat deletia VEGF in co-raport cu varsta femeilor si in

complicatiile induse de sarcina la gestantele cu sarcina conceputa prin FIV.

1.5. Profilul stresului oxidativ in evolutia sarcinii conceputa prin metoda FIV

Stresul oxidativ a fost mult timp considerat un ,,accident” al metabolismului acrob; un
proces stocastic de producere a radicalilor liberi si lezarea nespecifica a tesuturilor, care este in
mod fundamental nereglementat in afara de capacitatea mecanismelor de aparare antioxidanta. Tn
ultimii ani, a avut loc o schimbare de paradigma in care anumite ROS si RNS au devenit
apreciate ca molecule de semnalizare a caror productie poate fi reglata ca parte a transductiei de

rutind a semnalului celular.

Astfel, n ultimii 10-15 ani, domeniul ,,cercetarii radicalilor liberi” a trecut de la o relativa
obscuritate pentru a deveni un element principal al stiintei biomedicale si din motive
intemeiate. Semnificatia medicala a stresului oxidativ a devenit din ce in ce mai recunoscuta,

pana la punctul in care acum este considerat a fi o componenta a practic oricarei boli.

Dat fiind faptul ROS sunt utilizate pe scara largd ca mesageri secundi pentru a propaga
semnale proinflamatorii sau stimulatoare de crestere, ascendenta biologiei radicalilor liberi fiind
atribuitd mai multor factori majori a devenit incontestabila relatia inseparabild dintre stresul
oxidativ si inflamatia, in acelasi timp descoperirea oxidului nitric (NO) ca vasodilatator si
mediator imunitar a stimulat interesul biologilor si clinicienilor traditionali intr-un grad aproape
fara precedent. Actual pentru stiintd este o provocare de a transfera cunostintele despre patologia
oxidativa din laborator in clinica si farmacie. [120].
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Tn timpul sarcinii, stresul oxidativ are un rol important in dezvoltarea embrionului,
implantare, dezvoltarea si functia placentara, dezvoltarea fetala si nastere.

Cercetdrile axate pe evaluarea stresului oxidativ la femei gravide si fat, au scos in
evidentd un sir de particularitati fiziologice. Spre exemplu, sarcina in sine este considerata sursa
stresului oxidativ mai accentuat, in timp ce placenta, este sursa directd de radicali liberi ai
oxigenului.

Mai multe studii au examinat influenta stresului oxidativ in sarcind si complicatiile
asociate cat pentru fat si mame. Interesant este, ca in stadiile incipiente ale dezvoltarii placentare,
o concentratie relativ scazutd de oxigen protejeazd embrionii timpurii de stresul oxidativ. Cu
toate acestea, odatd ce dezvoltarea placentard este completd, nivelul sau de oxigen creste de
aproape trei ori comparativ cu cel din stadiile initiale pentru a asigura un aport adecvat de oxigen
la fat. Evident este important sa se mentind un nivel de oxigen bine controlat, in fiecare perioada
a sarcinii. Activitatea antioxidantd este, de asemenea, importantd pentru mentinerea nivelului
stabil de oxigen in placentd. O epuizare a capacitatii antioxidante printr-o abundentd scazuta de
antioxidanti enzimatici sau neenzimatici face celulele vulnerabile la stresul oxidative [121].

Asa cum odata cu sarcina In organismul matern se formeaza placenta care are drept scop
asigurarea fatului cu oxigen si nutrienti suficienti, asa, are loc invadarea celulelor trofoblaste in
miometru si inlocuirea celulelor endoteliale si a musculaturii netede in arteriolele spiralate
uterine, care joaca un rol important pentru dezvoltarea fluxului sangvin utero-placentar [104].

La fel, in procesul de crestere si maturizare placentara, au loc schimbari ale functionarii
hormonale a organismului, care implica interactiunea dintre mai multi agenti vasoactivi, inclusiv
citokine, prostaglandine si oxid nitric (NO), care, deasemenea, joacd un rol foarte important in
implantarea si mentinerea embrionului.

Astfel, datoritd dezvoltarii intensive a placentei, unde se concentreaza un numar mare de
mitocondrii, se inregistreaza o activitate metabolicd sporitd, Tnsotitd de o necesitate crescuta de
oxigen pentru compartimentul feto-placentar, care, in fapt, este o stare de stres oxidativ.

Constatarile, ca placenta umana este susceptibild la stresul oxidativ, iar deteriorarea
oxidativa la inceputul gestatiei contribuie la aparitia complicatiilor mai tarziu in timpul sarcinii,
inclusiv preeclampsia, stari hipertensive induse de sarcina, diabetul zaharat gestational, nasterea
prematura si restrictia cresterii intrauterine, probleme de sdnatate acute si cronice pentru mama
care pot duce la pierderea fetala sau la dereglarea fiziologiei sugarului, explicd importanta
studierii comportarii biomarkerilor stresului oxidativ in sarcinile cu risc major de

complicatii. Metodele actuale de predictie a complicatiilor sarcinii sunt limitate si, desi un numar
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mare de factori sunt asociati cu progresia bolii, putini biomarkeri sunt utilizati pentru a ajuta la
diagnosticarea bolii la inceputul gestatiei [122].

In literatura stiintifici este descrisa implicarea speciilor reactive oxigenate/azotate in
aparitia starilor patologice. Dezechilibrul dintre speciile oxidante si sistemul de aparare
antioxidant poate declansa factori specifici responsabili de deteriorarea oxidativa a celulei:
supraexprimarea genelor oncogene, generarea de compusi mutageni, promovarea activitdtii
aterogene, aparitia placii senile sau inflamatia.

Un studiu stiintific a inclus 503 femei insarcinate sanatoase la care s-au recoltat mostrele
de singe si urind la 24 pana la 26 de saptdmani de gestatie si au fost urmarite prospectiv pana
dupa nastere. Aceste probe au fost utilizate pentru a evalua o varietate de markeri de stres
oxidativ, inclusiv capacitatea antioxidanta totala in plasma, 8-izoprostan, glutation peroxidaza
eritrocitard si activitatea superoxid dismutaza si 8-hidroxideoxiguanozini urinara (8-OHdG). Tn
concluzii s-a constatat, ca cresterea stresului oxidativ matern la mijlocul gestatiei a fost asociat
cu complicatii ulterioare ale sarcinii [123].

In cercetarea stiintifici ,,Biomarkeri circulanti ai stresului oxidativ in sarcinile
complicate”, este descris variatia biomarkerilor : glutation S-transferazei (GST), a activitatilor
glutation peroxidazei dependente de seleniu (Se-GPx), catalazei (CAT) si a nivelurilor de
substante reactive la acid tiobarbituric (TBAR) determinate in eritrocitele si plasma materne in
perioada antenatald (in al treilea trimestru) si imediat dupd nastere. Aceiasi parametri legati de
stresul oxidativ au fost determinati si In sangele din cordonul ombilical. Rezultatele studiului au
sugerat, ca stresul oxidativ si peroxidarea lipidica ulterioara insotesc complicatiile hipertensiunii
arteriale, preeclampsiei si diabetului zaharat in timpul sarcinii. Activitatea GST a eritrocitelor
materne s-a manifestat drept un indicator sensibil al stresului oxidativ in IDDP inainte de nastere
[124].

Speciile reactive de oxigen (ROS), cum ar fi radicalii superoxid, radicalii hidroxil,
radicalii alcoxi, precum si intermediarii neradicali peroxidul de hidrogen, ozonul si oxigenul
singlet, sunt produse secundare ale metabolismului energetic aerob. Concentratia acestor radicali
este mentinuta la niveluri fiziologice prin activitatea enzimelor antioxidante superoxid
dismutaza, catalaza si peroxiredoxine, precum si prin concentratiile de glutation si vitaminele C
si E. Cand acest sistem devine dezechilibrat, generarea de ROS duce la alterarea functiei
mitocondriale, o diminuare a activitdtii proteinelor, deteriorarea acizilor nucleici si inducerea
apoptozei. Leziunile tisulare consecutive se manifesta intr-0 serie de patologii la diferite sisteme
de organe [125].
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Conceptul de antioxidant in teza s-a utilizat pe baza criteriilor de clasificare existente:
enzimatice si neenzimatice, sisteme preventive sau reparatorii, endogene si exogene, primare si
secundare, hidrosolubile si liposolubile, naturale sau sintetice. In acelasi timp atentia a fost fata
de starile de boald asociate cu stresul oxidativ crescut din surse endogene si posibilul avantaj
terapeutic al tratamentului antioxidant [126].

In mod normal, organismul dispune de mecanisme antioxidante, care limiteaza acest
proces. Mai mult ca atat, mici concentratii de peroxizi lipidici sunt esentiale si aceste concentratii
se pot comporta endogen ca si mesageri intracelulari. Peroxidarea lipidica este un proces care se
produce, in mod normal, la nivele mici, in toate celulele si tesuturile, care implicd conversia
acizilor grasi nesaturati in hidroperoxizi lipidici [127]. Acest proces poate fi initiat de radicalii
liberi. Oxigenul poate accepta electronii generati in timpul activitatilor metabolice celulare.

Fiecare celuld, care utilizeazd enzime si oxigen pentru a indeplini anumite functii, este
expusa la reactii ale radicalilor liberi de oxigen, care au potentialul de a provoca daune grave
celulei. Antioxidantii sunt molecule prezente in celule, care impiedica aceste reactii, donand un
electron radicalilor liberi, fara a se destabiliza ele insele [128].

Intensificarea agresiunilor oxidative si micsorarea eficacitatii mecanismelor antioxidante
de a reduce stresul oxidativ, se poate solda cu complicatii multiple ale sarcinii si la fat, poate
genera aparitia asa - numitelor ,,boli ale speciilor reactive ale oxigenului in neonatologie” [129].

In cazul dezechilibrului homeostatic redox dintre antioxidanti si radicalii stresului
oxidativ, apare riscul pierderii controlului. Normalizarea functiei metabolice depinde de calitatea
sistemului antioxidant, care are drept scop protectia impotriva efectelor nocive ale radicalilor
liberi oxidativi. [130].

Ca urmare, in mai multe cercetari stiintifice este identificat, ca sarcinile patologice sunt
asociate cu un nivel sporit de stres oxidativ, In care radicalii liberi sunt supraprodusi si se
genereazd un deficit In apararea antioxidantd. Cand sunt prezenti mai multi radicali liberi decat
pot fi mentinuti in echilibru de catre antioxidanti, radicalii liberi pot incepe sd dauneze tesutului
gras, ADN-ului si proteinelor din organism. Proteinele, lipidele si ADN-ul, formeaza o mare
parte a corpului, cu timpul aceste daune pot genera la un numar mare de boli. Acest fapt are o
legatura indestructibild importanta pentru gestanta, functia placentara si dezvoltarea fetala [131].

A fost studiatd literatura stiintifica privind unele patologii precum hipertensiunea indusa
de sarcind (HTA), preeclampsia (PE) si nasterea prematura (NP), care au efecte initiale asupra
copilului in curs de dezvoltare, respectiv, si a mamei in timpul sarcinii, pentru aspectul

conexiunii intre declansarea lor si stresul oxidativ. [132, 133, 134]. In literatura este stabilita
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inregistrarea dezvoltarii afectiunilor mentionate mai sus in mod spontan in multe sarcini la
gestante, inclusiv la cele cu varsta de peste 35 de ani, fara nici o suspiciune prealabila [135, 136].

Sarcina poate induce hipertensiune la femeile cu stare normotensivd sau poate agrava o
hipertensiune deja existentd. Aparitia hipertensiunii in ultimul trimestru de sarcind ramane o
problema obstetricala nesolutionata, mai ales in asocierea cu pre-eclampsia.

Desi in definitia clasica a preeclampsiei (PE) este inclusd prezenta celor doua criterii:
(HTA si proteinurie), unele gravide manifesta HTA si semne de afectare multisistemica care
indica severitatea bolii fara ca proteinuria sa fie detectatd. De aceea, 1n absenta proteinuriei, PE
este diagnosticata pe baza HTA asociata cu trombocitopenie (nr. de trombocite < 100 000/pL),
semnelor de disfunctie hepaticd (dublarea nivelului transaminazelor serice fatd de valorile de
referintd), aparitiei de novo a unei disfunctii renale (valori ale creatininei serice peste 1.1 mg/dL
sau dublarea nivelului creatininei serice in absenta unei boli renale), aparitia unui edem
pulmonar sau a tulburarilor cerebrale/vizuale recent instalate [137, 138, 139].

Preeclampsia este o patologie cu o importantd majora in sarcina. Sunt mai multe articole
stiintifice privind angiogeneza defectuoasd, a dezechilibrelor dintre factorii reglatori ai acestui
proces care, cel mai probabil, cauzeaza aceastd afectiune. Spre exemplu, unele studii denotd o
conexiune directa intre stresul oxidativ prezent la nivelul mitocondrial si manifestarile clinice
consecvente in preeclampsie, caracterizate prin implicarea actiunii a mai multi factori, care
determina disfunctia celulelor endoteliale cu consecintele corespunzatoare [140, 141].

Exista dovezi, ca pacientele cu sarcina conceputd prin metodele reproducerii umane
asistate cu preeclampsie, au o capacitate de aparare antioxidanta mai micd in comparatie cu
femeile insarcinate prin metoda obisnuita [142, 143].

Se sugereaza, ca preeclampsia este asociatd cu cresterea peroxidarii lipidelor in circulatia
materna si placenta si cu scaderea activitatii moleculelor antioxidante [144, 145, 146].

In consecintd, invazia trofoblasticd a arterelor spiralate este inhibatad, ceea ce limiteaza
remodelarea arterelor spiralate la portiunile deciduale, in timp ce segmentele miometriale ale
arterelor raman inguste si contractile. Prin urmare, in preeclampsie rezistenta vasculara crescuta
in placenta are ca rezultat o perfuzie uteroplacentara redusa [147].

Interactiunea componentelor materne (neutrofilele si lipidele susceptibile oxidarii) cu
celulele placentare, deasemenea, ar putea agrava stresul oxidativ si produce disfunctii
endoteliale.

In preeclampsie nivelurile din tesutul circulant si placentar ale markerilor de stres

oxidativ sunt crescute si capacitatile antioxidante sunt compromise [148, 149].
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Doud produse finale majore ale peroxidarii lipidelor, malondialdehida (MDA) si 4-
hidroxinonenalul (HNE), sunt utilizate frecvent ca indicatori ai peroxidarii lipidelor si a stresului
oxidativ. Nivelurile placentare si serice ale MDA si 4-HNE, si expresia placentard XO sunt
crescute 1n sarcinile preeclamptice fatd de cele normotensive, In timp ce nivelurile materne
circulante si placentare de antioxidanti, cum ar fi catalaza (CAT), glutation peroxidaza (GPX) si
superoxid dismutaza (SOD), sunt scazute in sarcinile preeclamptice versus normotensive [150,
151, 152].

In timpul travaliului, placenta suferd de ischemie periodica si reperfuzie, ceea ce conduce
la cresterea markerilor de stres oxidativ si la modificari ale expresiei genelor. Stresul oxidativ in
placentd induce eliberarea de citokine, factori angiogenici si resturi apoptotice in circulatia
maternd, care pot induce o serie de raspunsuri inflamatorii.

Multe studii au raportat niveluri relativ mai mari ale markerilor de stres oxidativ in
sarcinile cu preeclampsie, o boald reprezentativa legata de placentatia anormala [153].

In plus, atunci cand femeile insircinate dezvolta preeclampsie, se modifica si nivelurile
markerilor specifici inruditi, cum ar fi tirozin kinaza solubila aseméanatoare fms (sFlt), factorul de
crestere endotelial vascular (VEGF) si factorul de crestere placentara (PIGF). Acesti markeri
sunt, de obicei, asociati cu cresterea angiogend a placentei si ajutd clinicienii sd prezicd boala
mai devreme si s previna complicatiile severe [154].

Intr-un studiu prospectiv multicentric de tip observational (PROGNOSIS), care a inclus
500 de gravide cu varsta a sarcinii peste 35 de ani intre 24 si 36 de saptamani si suspiciune
clinica de preeclampsie, a fost identificatd o valoare a raportului crescut de sFlt-1/PIGF de 38, ca
avand o relevantd predictivd importanta. Intr-o etapa ulterioara de validare a studiului pe un lot
aditional de 550 gravide, un raport sFlt-1/PIGF < 38 a avut o valoare predictiva negativa (VPN)
de 99.3% privind absenta PE in urmatoarea saptamana de la momentul testarii [155].

Studiile care cerceteaza aspectele ce tin de alterdrile oxidative, precum acumularea
excesiva de oxidanti rezultati din metabolismul celular in conditiile unei suprasolicitari a
mecanismelor antioxidante, care pot aparea la nivelul componentelor celulare proteice, lipidice
sau la nivelul ADN-ului, fapt care, la randul sdu, poate genera o toxicitate crescutd, sunt n
crestere pe parcursul ultimilor trei decenii.

Deasemenea, exista rapoarte contradictorii privind nivelul si comportarea antioxidantilor
din serurile femeilor cu preeclampsie. Analiza tesutului placentar apartindnd unor femei fara
patologii a aratat, ca acest tesut suprima formarea lipoperoxizilor in stadiul tarziu al sarcinii,

scdzand concentratia lor In sange si protejand fatul de toxicitatea oxigenului.
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Cercetarile impactului stresului oxidativ in sarcind, identifica la femei aparitia riscului de
a avea un copil cu greutate mica la nastere si de a intra in nastere prematura ( Tnainte de 37 de
saptamani de gestatie), factori, care raman principala cauza de morbiditate si mortalitate la nou-
ndscuti, cum ar fi spre exemplu afectarea, aproximativ a 10% dintre nou-nascutii in Statele Unite
ale Americii. Nasterea prematurd (NP) poate fi Impartitd in trei grupe: indusa medical (25% din
totalul NP), ruptura prematura prematurd a membranelor (RPPOM, 25% din total al NP) si
travaliu prematur spontan (50% din total al NP) [156].

Un mecanism patofiziologic asociat cu NP spontana este, deasemenea, asociat cu stresul
oxidativ. Dat fiind faptul ca stresul oxidativ induce deteriorarea ADN-ului si scurtarea
telomerilor, ceea ce accelereaza senescenta dependentd de telomeri a membranelor fetale si are
drept rezultat o activare inflamatorie asociata senescentei, care poate contribui la nastere [157].

Travaliul prematur, sau RPPOM, este, probabil, declansat de imbatranirea placentara
prematurd, cauzatd de deteriorarea indusd de stresul oxidativ si senescenta prematurda a
tesuturilor intrauterine, Tn special a membranelor fetale ale placentei [158].

Desigur, o cantitate adecvata de stres oxidativ in placenta ar putea fi necesara pentru
dezvoltarea acesteia, deoarece regleazd proliferarea trofoblastelor, diferentierea si invazia,
promoveazad angiogeneza placentara si regleaza autofagia si apoptoza necesare pentru placentatia
normala. Cu toate acestea, daca nivelurile de stres oxidativ sunt mult mai mari decat de obicei,
NP poate aparea mai frecvent. Este de remarcat faptul, ca nivelurile crescute de stres oxidativ la
femeile insarcinate ar putea cauza disfunctie placentara sau alte leziuni, inducand NP, si ar putea
fi responsabile pentru complicatiile aparute la nou-nascutii prematuri din cauza schimbului direct
de metaboliti in placenta.

Unele articole de revizuire au raportat o asociere intre nivelurile biomarkerilor (produse
secundare ale stresului oxidativ) si prematuritate si au afirmat, ca nivelul de stres oxidativ a fost
de obicei, mai mare la specimenele nasterii premature, decat la specimenele de nastere la termen.
Nivelurile de antioxidanti au fost, deasemenea, raportate mai mici la specimenele nasterii
premature decat la specimenele de nastere la termen [159, 160]. Aceste rezultate aratd o
dereglare redox.

In concluzii se constata, ci sarcina este susceptibili la stres oxidativ. In pofida rolului siu
fiziologic esential, oxigenul molecular este un potential toxic in organism, de aceea, o intelegere
mai profundd a mecanismelor care guverneaza stresul oxidativ atit in placentd, cat si in
endoteliul vascular matern, este posibil sa ofere noi oportunitati pentru dezvoltarea unor abordari

terapeutice inovatoare pentru a preantampina complicatiile induse de sarcina.
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Detectarea markerilor de stres oxidativ in fluidele biologice evidentiaza necesitatea unor
studii suplimentare pentru a valida utilizarea acestora in predictia sau diagnosticarea tulburarilor

de sarcina.

1.6. Concluzii la Capitolul 1

In concluzii se constatd, ca sarcina este susceptibila la stres oxidativ. In pofida rolului siu
fiziologic esential, oxigenul molecular este un potential toxic in organism, de aceea, o intelegere
mai profundd a mecanismelor care guverneaza stresul oxidativ atat in placentd, cat si in
endoteliul vascular matern, este posibil sd ofere noi oportunitati pentru dezvoltarea unor abordari
terapeutice inovatoare pentru a preantampina complicatiile induse de sarcina.

Detectarea markerilor de stres oxidativ in fluidele biologice evidentiaza necesitatea unor
studii suplimentare pentru a valida utilizarea acestora in predictia sau diagnosticarea tulburarilor
de sarcina.

Vigilenta pentru evolutia sarcinilor concepute la femeile cu varsta de peste 35 de ani este
determinatd de riscurile multifactoriale, cum ar fi infertilitatea, istoricul starilor patologice si
maladiilor suportate in antecedente, un sir de alte caracteristici social-economice, care au
tangentd cu accesul la serviciile medicale si perceperea de catre ambii parteneri ai cuplului a
importantei comportamentului si conduitei orientate la siguranta in sarcina si la nastere.

Maladiile preexistente si antecedentele obstetricale au un potential mare pentru a se

acutiza si, la randul sau, sd producad un impact negativ asupra dezvoltarii si evolutiei sarcinii.

Conform datelor din literatura de specialitate, procesul inflamator in evolutia sarcinilor la
gestante cu varsta de peste 35 de ani, ramane a fi un mecanism primordial al complicatiilor
induse. Citokinele si chemokinele pro si antiinflamatoare joaca un rol important in patogeneza
complicatiilor asociate infectiei si a leziunilor fetale.

Markerii stresului oxidativ, antioxidantii non-enzimatici exogeni si endogeni au calitati
mesagere privind intensificarea agresiunilor oxidative, fiind un semn al declansérii starilor

patologice si complicatilor induse de sarcina.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

In vederea atingerii scopului si obiectivelor cercetarii, metodele de studiu au fost adaptate
si optimizate pentru a corespunde tehnicilor de dozare a parametrilor imuno-biochimici in serul
sangvin si lichidul amniotic.

Metodele descrise Tn acest capitol vor permite de a evalua la un nivel stiintific profund
modificarile citokinelor si antioxidantilor, care in prezent, nu sunt utilizate in diagnosticul clasic,
determinati din serul sangvin si lichidul amniotic la gravidele cu sarcina conceputd prin metoda
reproducerii umane asistate cu varsta de peste 35 de ani.

Actualmente, nu existd informatii cu privire la nivelul markerilor biologici ai stresului
oxidatic determinati din serul sangvin si lichidul amniotic in sarcinile concepute prin metoda FIV
la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, corelate cu particularitatile evolutiei clinice, fapt ce ar
putea permite obtinerea in continuare a unor informatii importante pentru stiinta.

2.1. Proiectarea cercetarii si designul studiului

in corespundere cu scopul si obiectivele propuse spre realizare, studiul dat a fost efectuat
la Catedrda de Obstetrica si Ginecologie a IP USMF ,Nicolae Testemitanu”, in IMSP Institutul
Mamei si Copilului, in Centrul Sdnatatea Reproducerii si Geneticd Umana.

Planul metodologic al cercetarii a fost repartizat pentru patru etape (figura 2.1.).

ETAPA I. ELABORAREA PLANULUIDE CERCETARE BAZAT PE DEFINIREA
PROBLEMEI SI DATELE STIINTIFIICE EXISTENTE.

Documentarea stiintifica privind
rolul si importanta markerilor
stresului oxidativ si citokinelor in

Studierea literaturii de specialitate si
documentarea privind sarcinile la
gestantele cu varsta de peste 35 de ani,
concepute prin FIV.

sarcina.

IDENTIFICAREA SCOPULUI SI OBIECTIVELOR CERCETARII

Elaborarea planului de cercetare, inclusiv chestionarelor si procedurilor de
colectare, pastrare si determinarea in laborator a 12 432 parametrilor (cate
6 parametri ai biomarkerilor imuni, inclusiv citokine si cate 22 de
parametri ai profilului oxidantilor si antioxidantilor la toate 222 de gestante
din studiu determinati in ser si lichidul amniotic).

ETAPA II. ACUMULAREA ETAPA III. EVALUAREA INFORMATIEI
MATERIAILULUI DE CERCETARE STATISTICE OBTINUTE IN CADRUL
SI ANALIZA LUISTATISTICA CERCETARII SI MONITORIZAREA
) PARTICULARITATILOR FINISARIIL
SARCINII A GRAVIDELOR

ETAPAIV. SINTEZAREZULTATELOR OBTINUTE,
VALIDAREA CONCLUZIILORSI >
PROPUNEREA PENTRU IMPLEMENTAREA UNORREZULTATE IN PRACTICA.

Figura 2.1. Planul metodologic al cercetarii
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Etapa 1. Elaborarea planului de cercetare bazat pe definirea problemei si datele stiintifiice

existente.

1. Studierea literaturii de specialitate si documentarea in domeniul ce vizeazd evolutia,
supravegherea si conduita sarcinilor la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, prioritar
concepute prin FIV.

2. Documentarea stiintifici privind rolul si importanta markerilor stresului oxidativ si
citokinelor in sarcina.

3. Identificarea scopului si obiectivelor cercetarii.

4. Elaborarea planului de cercetare, inclusiv chestionarelor si procedurilor de colectare,
pastrarea si determinarea in laborator a 12 432 parametri (cate 6 parametri ai biomarkerilor
imuni, inclusiv citokine si cate 22 parametri ai profilului oxidantilor si antioxidantilor la
toate 222 de gestante din studiu determinati in ser si in lichidul amniotic).

Etapa Il. Acumularea materialului de cercetare si analiza lui statistica.

1. Formarea esantionul de studiu.

2. Inregistrarea parametrilor clinici si de laborator obtinuti prin metoda chestionarii si
determinarii parametrilor imunologici si biochimici in conditiile de laborator.

3. Crearea bazei de date a cercetarii.

Etapa Ill. Evaluarea informatiei statistice obtinute in cadrul cercetarii si monitorizarea

particularitatilor finisarii sarcinii a gravidelor.

1. Compararea parametrilor de laborator obtinuti in studiu de la gravidele din ambele loturi si
corelarea lor cu particularitatile evolutiei sarcinii.

2. Evaluarea indicatorilor clinici in al treilea trimestrul de sarcina si evaluarea nasterii la
gravidele din ambele loturi.

Etapa IV. Sinteza rezultatelor obtinute, validarea concluziilor si propunerea pentru

implementarea unor rezultate in practica.

Pentru a atinge obiectivele cercetdrii, s-a realizat studiul prospectiv de cohorta.

La prima etapa a fost studiata literatura stiintifica de specialitate corespunzatoare temei
de cercetare, cu includerea ei ulterioara In compartimentul bibliografie. Au fost selectate doua
categorii de subiecte bibliografice privind:

a. mediatorii imunologici si markerii sistemului antioxidant din sistemul oxidativ (SO) in sarcina

si In complicatiile evolutiei acesteia, preponderent pentru gestantele de peste 35 de an.

b. aspectul aparitiei si deruldrii diverselor complicatii inregistrate in evolutia sarcinii, care au un

impact semnificativ pentru sanatatea mamei si fatului.
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Tn acest scop, au fost studiate articolele privind parametrii care permit monitorizarea
gravidelor la etapa de prognostic pentru patologiilor induse de sarcina.

Au fost studiate si selectate atat metodologiile corespunzitoare obiectivelor trasate in
cercetare, cat si procedurile care, ulterior, au fost aplicate in studiu.

Au fost definite premisele initierii studiului, formulate scopul, si obiectivele, si a fost

elaborat planul de realizare a tezei (figura 2.2.)

Gestantele care au

conceput prin
metoda FIV . -—
: Lotul cu evolutia sarcinilor

N=111 y i S

] o fara particularitati

Gestantele care au venit s

s N=81
la screening

amniocenteza in
trimestrul II de sarcina
=222

Gestantele care au
conceput in mod
obisnuit (natural)

N=111

Lotul cu evolutia sarcinilor
fara particularitati
N=97

Figura 2.2. Designul structurii loturilor
Nota: *Lotul Ic din care N=5 (PE); N=16 (HTA); N=8 (NP); N=1 (DG);
** Lotul Is din care N=11 (HTA); N=3 (NP).

In Etapa a doua a fost format esantionul reprezentativ de studiu si stabilit volumul
cercetdrii, elaborat chestionarul si instrumentele de colectare a datelor, inclusiv acordurile
informate pentru participare in studiu si pentru utilizarea datelor personale cu cifrarea lor
ulterioara. Pentru studiu au fost selectate 222 paciente. Efectuat studiul prospectiv (de cohorta).

Algoritmul studiului dat este elaborat si realizat conform designului prezentat in figura 2.3.

Primirea acordului informat de la gestantele incluse in
studiu

Prelevarea serului si lichidului amniotic (prin \/
amniocenteza), de la gestantele din ambele loturi in
trimestrul II de sarcina

Determinarea in laborator a 28 de markeri (6 markeri
imuni si 22 de markeri ai stresului oxidativ), la fiecare
gestanta recoltate atat din ser cat si din lichidul
amniotic.

Figura 2.3. Designul studiului prospectiv de cohorta
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Tn volumul esantionului inclus in studiu s-a tinut cont de 10 % rata non-raspuns, astfel,
numarul de femei insarcinate incluse in ambele loturi de cercetare a fost 222 de gravide, cu
varsta de peste 35 de ani, inclusiv, 111 gestante cu sarcina obtinutd prin metoda FIV si 111
gestante cu sarcina obtinutd in mod obisnuit (natural). Raportul dintre loturile de cercetare a fost
1:1.

Cele 222 de gravide au fost incluse in studiu, incepéand cu trimestrul al doilea de sarcina
(15-19 saptamani) si au fost consultate in Sectia Sanatatea Reproducerii si Genetica Umana din
IMSP Institutul Mamei si Copilului, municipiul Chisindu pe parcursul anilor 2011-2013.

Studiul prospectiv a inclus toate gravidele, atat cele cu varsta > 35 de ani, cu sarcina
obtinutd prin metoda FIV, cat si cele care au conceput in mod obisnuit.

Criteriile de includere a gravidelor in esantionul de studiu au fost gravidele care aveau
varsta de peste 35 de ani si sarcina obtinuta prin metoda FIV si gravidele cu virsta de peste 35 de
ani cu sarcina obtinuta fiziologic, ambele grupuri semnand un acord informat pentru participarea
n cercetare.

Criteriile de excludere a gravidelor din studiu au fost gestantele cu varsta < 35 de ani;
insuficienta renald cu creatinina >130 umol/l, maladii hepatice active, insuficienta cardiaca,
maladiile sistemice, afectiuni inflamatorii acute si cronice secundare, infectii bacteriene si
virale, dislipidemii, hipertensiune arterial, obezitate (IMC>30 kg/m?), diabet zaharat, nivel
bazal al glicemiei >7,0 mmol/L si acele gestante, care nu au semnat acordul informat.

Loturile selectate au fost comparabile dupd un sir de criterii, cum ar fi varsta, datele
anamnezei obstetrical-ginecologice si somatice ale gravidei etc.

Colectarea la toate gravidele incluse in studiu, inal doilea trimestru de sarcina, a serului
sangvin si lichidului amniotic cu determinarea in conditiile laboratorului universitar a 60
parametri biochimici si imunologici, accentul fiind pus pe markerii citokinici si ai stresului
oxidativ. Colectarea datelor obtinute si includerea lor in baza de date a studiului (anexa nr. 3.).
Toate investigatiile realizate sau incadrat in protocoalele existente in sistemul sanatatii.

Concomitent au fost monitorizate gravidele in aspectul evolutiei clinice a sarcinii, fiind
analizate Fisele individuale a gravidelor si rezultatele investigatiilor realizate conform
standardelor de supraveghere antenatald. S-a organizat evaluarea starii de sdnatate a gravidelor
prin libera comunicare orald la etapa trimestrului doi de sarcina si in perioada lauziei, cu
includerea informatiei acumulate in baza de date a cercetarii.

Etapa a treia s-a rezumat la analiza datelor obtinute din investigatiile de laborator si
clinice. Selectarea datelor cu valoare statistica semnificativa si analiza lor prin corelarea acestor
date cu parametrii evolutiei clinice si complicatiilor induse de sarcind inregistrate.
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Procesarea rezultatelor studiului dat a fost posibila prin crearea unei singure baze de date
cu toti parametrii inclusi. Parametrii calitativi au fost codificati pentru posibilitatea evaluarii
acestora si a relatiilor in grupurile de studiu. Analiza datelor obtinute a fost efectuatd pe
computer folosind programe standard, Microsoft Word 2010, Microsoft Excel 2010, Statistica
10.

Indicatorii calitativi au fost analizati folosind metoda non-parametrica - calculul testului
Chi-patrat, care permite evaluarea semnificatiei statistice al diferentelor dintre doua sau mai
multe masuri relative si Chi-patratul corectat de Yates pentru continuitate.

Pentru verificarea parametrilor cantitativi s-au aplicat metode parametrice de prelucrarea
datelor statistice si metode neparametrice.

La etapa a patra. A fost verificatd semnificatia diferentelor prin calcularea testului t
Student, care a facut posibild compararea valorii medii a probelor la distributia normala a
indicatorilor, precum si calculul criteriului U Mann-Whitney pentru a evalua diferentele dintre
esantioanele independente.

Pentru toate valorile numerice cu o distributie normald, s-au calculat urmatoarele:

M - medie, m - eroare standard a mediei, ¢ — standard abaterea, valorile maxime (Max) si
minime (Min), precum si mediana (Me) cu calculul quartilelor superioare si inferioare (Q1 si
Q3).

La o valoare de p<0,05 (interval de Tncredere 95%) fiabilitatea intervalului scorul a fost
consideratd acceptabild la p<0,01 (interval de incredere 99%); fiabilitatea estimarii intervalului a
fost considerata satisfacatoare si la valoare p<0,001 (interval de incredere 99,9%) fiabilitatea
estimarii intervalului a fost considerata ridicata.

La etapa a cincea au fost formulate concluzii la fiecare compartiment cercetat, corelate
cu scopul si obiectivele studiului. Au fost validate concluziile si elaborate propuneri pentru
implementarea anumitor rezultate in practica.

Au fost elaborate 2 propuneri inovationale, care au fost implementate si confirmate prin 4
acte de implementare (in anii 2012-2014 i 2017-2023).

Proiectul de cercetare si protocolul studiului prezent au fost aprobate de Comitetului de
Etica a Cercetérii al I[P USMF ,Nicolae Testemitanu” (20.06.2011).

Consimtamantul informat in scris pentru participarea in studiu a fost obtinut de la fiecare
gravida Thainte de includerea Tn studiu.

Riscuri si beneficii pentru participantele la studiu. Gestantele, implicate in studiu, au fost
informate privind scopul cercetdrii si beneficiile privind determinarea markerilor imunologici si
evaluarea echilibrului antioxidantillor prezenti. Pacientele au avut acces la proceduri sigure,
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inofensive, nu au fost supuse riscurilor pentru sanitate si sarcind. Rezultatele investigatiilor au
fost comunicate fiecarei paciente examinate in parte.

2.2. Termeni, criterii si metode de cercetare

Termeni si criterii. Gestantele cu varsta de peste 35 de ani sunt definite ca femei cu varsta

avansatd la momentul conceperii atit in sarcina primipara sau multipara.
Sarcina a fost definita ca perioada de la fertilizarea ovulului prin metoda FIV sau obisnuita pana
la nastere, indiferent de rezultat. Inceputul sarcinii a fost definit folosind prima zi a ultimei
menstruatii inregistrate, sau a fost calculat de la data estimatd a nasterii. Finalizarea sarcinii a
fost inregistrata la data nasterii.

Pentru realizarea scopului si obiectivelor trasate in studiu au fost aplicate metode de

cercetare moderne, ajustate cercetdrii. Au fost utilizate urmatoarele parametrice pentru cercetarea
subiectilor inclusi in studiu: metoda de chestionare, metode paraclinice de laborator, examenul
ultrasonografic fetal, aprecierea starii nou-ndscutului la nastere, riscurile aparitiei complicatiilor
in evolutia sarcinii la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, identificarea markerilor imunologici
si ai stresului oxidativ n perioada trimestrului doi de sarcina. In scopul elucidarii algoritmului de
risc al evolutiei sarcinii in raport cu markerii determinati ipotetici predictivi in perioada
trimestrului doi de sarcind, din sangele si din lichidul amniotic al gestantelor incluse in cercetare
au fost prelevate probe pentru investigarea lor.
Metoda de chestionare. Colectarea materialului stiintific prin metoda de chestionare a gravidelor
a debutat prin-un interviu standard, avand drept scop selectarea datelor anamnestice ale
gestantelor referitoare la varstd, antecedentele personale patologice, acuzele prezentate,
identificarea anamnezei obstetricale si ginecologice complicate si starea generalad la momentul
chestionarii.

Chestionarul a fost aprobat de catre Comitetul de Etica Medicala al USMF ,\Nicolae
Testemitanu”, (Anexa nr.1).

Pentru a determina numarul de cazuri in studiul stiintific a fost utilizata formula lui Mills:
n= 9xNxV2 / ND2+9V2, unde:

N — este numarul de cazuri pentru studiu,

D — este eroarea relativa 5% (0,05),

N — este volumul colectivitatii generale,

V — este dispersia relativa, egala cu 0,3.

Pornind de la calculele estimate la etapa elabordrii materialelor si metodelor, numarul
total al gravidelor implicate in studiu urma sa fie minimum 200 pentru a asigura posibilitatea de
a efectua o analizd bazatd pe dovezi. Tindnd cont, cd proportia necesard pentru a respecta
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valoarea concludenta este de 1:1, gestantele cu sarcina obtinutad prin reproducere uman asistata si
gestantele sarcina carora este obtinuta prin reproducere obisnuitd, au fost selectate si acceptate
pentru studiu 222 de gestante.

Toate femeile incluse in studiu au semnat acordul informat pentru participare la
screeningul prenatal in cadrul Departamentului Obstetrica si ginecologie.

Astfel, gravidele au fost Impartite in doua loturi, in functie de concepere:
Lotul I - 111 gestante cu varsta de peste 35 de ani, cu sarcina obtinutd prin metoda
extracorporala (FIV). Varsta medie a gestantelor a constituit 45,1+2,3 de ani.
Lotul Il —111 gestante cu varsta de peste 35 de ani, care au conceput sarcina fiziologic. Varsta
medie a gestantelor a constituit de 45,1+2,3 de ani.

2.3. Metodele clinico-paraclinice aplicate Tn cercetare

Cercetarea integrala si selectiva a rezultat din evaluarea indicilor antropometrici generali
— Indltimea, masa corporald, indicele masei corporale (IMC), tensiunea arteriala.

Astfel, IMC (kg/m?) s-a calculat dupi formula = masa corporali, kg/[iniltimea, m]?.
Supraponderea s-a stabilit atunci, cand IMC = 25 - 29,9 kg/m?, iar obezitatea a fost diagnosticata
atunci cand IMC > 30 kg/m?.

Anamneza ginecologica a inclus in sine colectarea datelor privind inceputul si caracterul
vietii sexuale; informatiilor referitoare la varsta aparitiei menarhei, intervalul intermenstrual,
durata sangerarilor, caracteristicile fiziologice a menzisului (prezenta durerilor si disconfortului
in perioada menarhei, regularitatea, cantitatea, dismenoreia), caracteristicile si particularitatile
ciclului menstrual (duratd, intervalul, regularitatea), dereglarile in abundenta menstruald (hiper-,
hipo-, poli-, oligomenoree, s.a.); interventiile chirurgicale ginecologice suportate; contraceptia
utilizatd; date despre prezenta sterilitdtii primare sau secundare; patologia uterului si anexelor.

Anamneza obstetricala a gravidelor a cuprins: numdrul de sarcini, nasteri, avorturi
(spontane si medicale) efectuate, sarcini stagnate; evolutia sarcinilor precedente si a
complicatiilor aparute.

Anamneza ginecologica a gestantelor a cuprins enumerarea patologiilor ginecologice
preexistente.

Examenul obiectiv general a constat in aprecierea starii generale, tipului constitutional;
caracterul pilozitatii, de repartizare a tesutului adipos subcutanat; starea mucoaselor si
tegumentelor. La examinarea pacientelor, selectarea, stocarea si prelucrarea datelor pentru
prezentul studiu, au fost folosite metodele clinice: anamneza vitae, examenul obiectiv general,
anamneza obstetricald si ginecologica.
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Metodele paraclinice: examenul ecografic, prelevarea serului venos si lichidului amniotic
(amniocenteza din saptamana a 15-19-a a sarcinii); Metodele de investigatii paraclinice de rutina
(citologice, serologice, biochimice, imunochimice, bacteriologice etc.), recomandate la
planificarea sarcinii.

Examinarea ginecologica a fost orientata spre evaluarea starii organelor genitale externe,
vaginului, colului uterin si gradului de maturatie.

Pacientele au fost supuse unui examen ultrasonografic, care a oferit date despre
localizarea fatului si a placentei, starea contractila a uterului inaintea procedurii invazive de
amniocenteza. Examenul ultrasonografic a identificat cantitatea lichidului amniotic (oligoamnios
sau polihidramnios), a concretizat riscurile procedurii prenatale de diagnostic citogenetic.

Metodele de investigatii biochimice si imunochimice, special selectate pentru atingerea
scopului si obiectivelor tezei. Metode de prelucrare statistica a rezultatelor obtinute.

Testarea pentru anomalii genetice este recomandatd de catre medicul obstetrician-
ginecolog sau genetician, individual, in conformitate cu istoricul familial si consultul genetic.
Acordul bilateral semnat anticipat in trimestrul trei de sarcina (saptimanile a 15 - 19), vizeaza
aprecierea malformatiilor fetale prin metoda de amniocentezd. Detectarea anomaliilor
cromozomiale (sindromul Down sau trisomia 21), a maladiilor familiale, ereditare, transmise de
la parinti (precum talasemia, fibroza chistica, distrofia musculara) sau a altor afectiuni genetice
este posibila prin realizarea metodelor de diagnostic citogenetic.

Procedura de amniocenteza a fost efectuatd in conditii aseptice sub ghidaj ecografic
transabdomenal, cand prin intermediul unui transductor, s-a extras cu o seringa sterila o cantitate
de 20 ml lichid amniotic. La extragerea lichidului amniotic, imediat au fost apreciate obiectiv, -
culoarea, cantitatea, opacitatea, si densitatea lui.

Dupa centrifugare la 2000 tur/min timp de 5-7 min, supernatantul obtinut se transfera in
eprubete speciale criorezistente, dupd care, pentru pastrarea de lungd duratd a lichidului
amniotic, se depoziteaza la o temperatura de minus 80 grade Celsius in refrigerator.

In continuare, cu acordul (consimtamantul) si semnitura gestantei au fost prelevate probe
de sange, cate 3 ml din vena cubitala in 2 vacutainere, unul din care contine EDTA in calitate de
anticoagulant.

Dupa centrifugare la 2000 tur/min timp de 5-7 min, serul si plasma sangvind se
repartizeaza in cate 2 eprubete Ependorff (pentru serul pacientelor) si 2 eprubete (pentru plasma
sangvina). Eprubetele au fost refrigerate imediat si vor fi pastrate la temperatura de minus 80
grade Celsius. Ulterior,continutul lor va fi folosit pentru cercetdrile parametrilor biochimici si
imunologici.
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Determinarea citokinelor si chemokinelor in materialul biologic a fost efectuatd cu
folosirea kiturilor ,,Mini ELISA Development Kit ai firmei PeproTech, SUA”. Aceste Kituri
contin componentele de bazd necesare pentru determinarea cantitativi a citokinelor si
chemokinelor (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, SDF-1a, VEGF).

Determinarile au fost efectuate conform instructiunilor anexate la kituri, cu unele
modificari. Principiu. Termenul ELISA — "enzyme-linked immunosorbent assay"”, a fost introdus
in anul 1971 de Engvall si Perlmann, pentru descrierea unei metode de dozare immunologica a
concentratiilor antigenilor, bazata pe utilizarea enzimelor.

Metodele ELISA - sandwich sunt metode sensibile, care permit detectarea si dozarea
specifica a citokinelor si chemokinelor proteice solubile.

Metodele ELISA - sandwich pentru dozarea citokinelor, se bazeazd pe utilizarea
anticorpilor anticitokinici de inalta purificare (,,capture antibodies”), care sunt adsorbiti
necovalent (,,coated”) pe microplaci din plastic si servesc pentru capturarea specifica a
citokinelor solubile din esantionul de material biologic. Dupa inldturarea materialului neatasat,
citokinele fixate la microplacd sunt detectate cu ajutorul anticorpilor anticitokinici conjugati cu
biotina (,, detection antibodies”) si adivina sau streptavidind marcata enzimatic. Dupa adaugarea
substratului cromogenic, nivelul produsului colorat generat poate fi determinat prin
spectrofotometriere la un spectrofotometru cu microplaci sau rider ELISA.

Reagenti:

1. Solutia de legare (Binding Solution): 0,1 M Na,HPOs, se adjusteaza pH-ul la 9,0 sau 6,0 cu
0,1 M NaOH.

2. Solutie PBS: 80,0 g NaCl, 11,6 g Na2HPOQOg4, 2,0 g KH2POg4, 2,0 g KCI; se aduce volumul la 10
L; se ajusteaza pH-ul la 7,0-7,2.

3. Solutie PBS/Tween: 0,5 ml Tween-20 se dizolva in 1 L PBS.

4. Solutie tampon de blocare (Blocking Buffer): se pregateste 1% albumind serica de bovina
(BSA) in PBS. Tamponul de blocare se filtreaza pentru inlaturarea particulelor.

5. Solutie tampon de blocare/Tween (Blocking Buffer/Tween): 0,5 ml Tween-20 se dizolva in 1
L Blocking Buffer.

6. Solutia de substrat tetrametilbenzidind (TMB): se pregiteste solutia de lucru a TMB ex
tempore prin amestecarea volumelor egale de Reagent Substrat A si Reagent Substrat B (pentru
o plangetd cu 96 godeuri se prepara 12 ml de solutie de lucru de TMD prin amestecarea a 6 ml

Reagent Substrat A si 6 ml Reagent Substrat B).
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7. Reagent Substrat A TMB: se adauga 150 mg reactiv la 500 ml de 0,1 M acid citric anhidru in
H0 bidistilata; pH-ul se aduce la 4,35 cu NaOH. Se pregatesc aliquote de 100 ml si se pastreaza
la temperatura de minus 20°C.

8. Reagent Substrat B: se adaugd 10 ml sol.30% H20, la 90 ml de H2O bidistilata. Se
pistreazi la intuneric, la frigider la o temperatura de plus 4 °C.
Tehnica:
1. Fixarea anticorpilor de captare (capture antibody) pe suprafata godeurilor microplacii
ELISA: se dilueaza anticorpii de captare in Solutia de legare (Binding Solution) pana la
concentratia finald 1- 4 pg/ml. Apoi se toarna cate 100 ul de anticorpi diluati in godeurile
microplacii ELISA cu capacitate crescutd de fixare a proteinelor (high binding). Pentru
prevenirea evaporarii, micropldcile se acopera cu capac si apoi se incubeaza peste noapte la
temperatura de 4°C; blocarea (Blocking): microplacile se aduc la temperatura camerei, se
inlaturd solutia de anticorpi de captare si apoi, pentru a preveni legarea nespecificd a
anticorpilor, se toarnd cate 300 ul de tampon de blocare (Blocking Buffer) in fiecare godeu;
microplacile se acopera cu capac si se incubeaza la temperatura camerei pentru 1-2 ore; se spala
micropldcile de >3 ori cu PBS/Tween.
2. Aplicarea standardelor si a materialului biologic: se pregatesc dilutiile de lucru ale
standardelor (dizolvate in tampon de blocare);

a. se toarna cate 100 pl de fiecare dilutie de lucru ale standardelor si material biologic

(dizolvate in Tampon de blocare) in fiecare godeu;

b. microplacile se acopera cu capac si se incubeaza pentru 2-4 ore la temperatura camerei

sau peste noapte la temperatura de 4°C;

C. sespalda >4 cu PBS/Tween cu o pauza de 1 min intre spalari.
3. Aplicarea anticorpilor de detectare (Detection antibody):

a. se dilueaza anticorpii anticitokinici biotinilati de detectie (Detection antibody) in solutie

tampon de blocare/Tween pana la concentratia 0,5-2 pg/ml. Se toarna cate 100 pl anticorpi

de detectie diluati in fiecare godeu;

b. microplacile se acopera cu capac si se incubeaza 1 ora la temperatura camerei;

c. sespald >5 cu PBS/Tween cu o pauza de 1 min intre spalari.
4. Aplicarea Adivin-peroxidazei din hrean (Av-PH):

a. se dilueazd conjugatul Av-PH sau alt conjugat enzimatic pand la concentratia optima in

Tampon de blocare/Tween.

b. se toarna cate 100 ul anticorpi de conjugat in fiecare godeu;

c. microplacile se acopera cu capac si se incubeaza 30 min la temperatura camerei;
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d. se spala >7 cu PBS/Tween cu o pauza de 1-2 min.

5. Aplicarea substratului:

a. se toarna atent cate 100 pl substrat tetrametilbenzidind (TMB) pregatit ex tempore pe fundul
fiecarui godeu si se incubeaza la temperatura camerei pentru 5-30 min. Se evitd atingerea cu
varful pipetei de pereti si agitarea solutiei;

b. se masoara absorbanta fiecarui godeu utilizand cititorul pentru microplaci la 450 nm;

c. calcularea rezultatelor se efectueaza dupad curba de calibrare construita in baza dilutiilor
succesive ale solutiei standard de citokina.

Multe studii confirmd importanta stresului oxidativ si legatura cu complicatiile care pot fi
induse de sarcina si care pot influenta dezvoltarea fatului. Cele mai importante dintre motivele
aparitiei stresului oxidativ cu impact negativ sunt lipsa de nutritie si oxigenare a fatului in curs
de dezvoltare, fapt care provoaca hipoplazie si perturbarea functiei placentare [127, 128].

Din 60 de parametri determinati din ser si lichidul amniotic cu valori semnificative statistic
S-au rezumat urmatoarele investigatii ai markerilor antioxidanti ai stresului oxidativ:

semnificative statistic s-au rezumat urmatoarele investigatii:

Determinarea markerilor prooxidanti ai stresului oxidativ:
Hidroperoxizii lipidici (HPL timpurii (hexan), uc/ml)
Hidroperoxizii lipidici (HPL intermediari (hexan), uc/ml)
Hidroperoxizii lipidici (HPL tardivi (hexan), uc/ml)
Hidroperoxizii lipidici (HPL timpurii (izopropil)- uc/ml)
Hidroperoxizii lipidici (HPL intermediari (izopropil)- uc/ml)
Hidroperoxizii lipidici (HPL tardivi (izopropil)- uc/ml)
Produsilor proteici de oxidare avansatd (PPOA)
Dialdehida malonica (DAM uM/I)

Oxid nitric (NO uM/I)

10. Compusi de glicare avansata (AGE pg/L)

11. Albumina ischemica modificata (AIM)
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Determinarea markerilor antioxidanti:
1. Activitate antioxidanta totala hexan (AAT-hexan mM/s.L)
2. Activitate antioxidanta totald izopropanol (AAT-izopr. mM/s.L)
3. Peptide histidinice Carnozina pM/1
4. Catalaza uM/I
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Determinarea activitatii superoxiddismutazei (SOD u/c)
Gr Tiolice ale proteinelor
Tyoredoxina

Glutaredoxina

© o N o O

Determinarea activitatii y glutationreductazei. (y — GR nM/s.L)
10. Nivelului de Glutation S Transferaza (GST pM/min. L)
11. Activitatea glutation peroxidazei (GPO nM/s.L)

Toate datele au fost prelucrate statistic cu diferite teste, utilizand software statistic IBM®
SPSS® 22.0.0.0. in cadrul fiecarui lot inclus in studiu s-a efectuat analiza statistica descriptiva,
cu determinarea mediei, deviatiei standard, medianei, percentilei 25 si percentilei 75.

Pentru compararea sirurilor de valori intre loturi s-a folosit testul non-parametric Mann-
Whitney, deoarece distributia valorilor a fost asimetricd. Pentru evidentierea corelatiilor intre
valorile parametrilor studiati si aparitia complicatiilor in evolutia sarcinilor s-a utilizat metoda
Spearman.

Datele acumulate au fost analizate statistic, astfel efectuand sistematizarea rezultatelor,
formularea concluziilor si elaborarea recomandarilor practice.

Metodele investigatiilor sunt descrise in Anexa nr.3

2.4. Metoda prelucrarii statistice a rezultatelor

Prelucrarea rezultatelor studiului dat, erau efectuate in conformitate cu principii medicinii
bazate pe dovezi.

Prelucrarea statistica a inclus calculul indicatorilor statistici primari cu determinarea
diferentelor dintre doud loturi, cat si identificarea unei relatii dintre variabile, utilizand analiza
corelatiei parametrice si neparametrice, analiza discriminanta si cluster.

Prelucrare statistica primara, a inclus calculul mediei aritmetice (M), erori mediei
aritmetice (m), abatere standard (0), toate aceste pentru indicatori cantitativi.

Statisticile descriptive pentru datele continui au inclus estimarea indicatorilor tendintei
centrale (media sau mediana, ultima fiind folositd mai des din considerentele cd marea majoritate
din datele continui nu au fost distribuite normal) si indicatorilor de imprastiere (abaterea standard
sau abaterea intercvartila (Al)), pentru datele de rang sau nominale/dihotomice au fost prezentate
frecvente absolute si proportii. Astfel, a fost identificat coeficientul de corelatie Spearman, numit
coeficientul de corelatie a rangurilor, care se defineste ca coeficientul de corelatie Pearson pentru
aceste ranguri. Acest tip de coeficient de corelatie este recomandat atunci, cand se cerceteaza
existenta unei relatii de monotonie intre doud caracteristici.
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Rezultatele studiului au fost supuse unei analize matematice computerizate cu ajutorul
programelor Microsoft Access si Excel 2007. Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic cu
calcularea parametrilor seriei variative, mediei aritmetice (M), erorii medii (m) si a valorii

intervalului de fidelitate a mediei aritmetice. Relevanta statistica (P) in interiorul lotului si intre

diferite loturi s-a calculat dupa criteriul Student si Pearson ( ) cu o probabilitate mai mare de
95% (p<0,05) pentru variabilele cantitative cu o distributie normala.
Partea principala a prelucrarii statistice a fost efectuatd pe computer personal folosind o

statistica software-ul SPSS (Pachetul Statistic pentru Stiinte Sociale).

2.5. Concluzii la Capitolul 2

Metodologiile aplicate au permis argumentarea actualititii problemei, cu formularea
scopului si a obiectivelor de cercetare.

Studiul este realizat din punct de vedere metodologic complex, cu identificarea
criteriilor de includere si excludere a gestantelor in esantion si a spectrului biomarkerilor
determinati din serul sangvin si lichidul amniotic. Definitivarea esantionul de 222 de gestante cu
varsta de peste 35 de ani, sarcina obtinuta prin metoda FIV si sarcina conceputa natural, a permis
colectarea datelor comparabile si identificarea variatiilor caracteristice.

Metodele clinico-paraclinice utilizate in cercetare au oferit posibilitatea evaluarii
impactului factorilor de risc pentru concepere in virsta peste 35 de ani cat si corelarea
particularitatilor evolutiei sarcinii cu amplificarea markerilor imuni si ai stresului oxidativ,
determinati din serul matern si lichidul amniotic.

Utilizarea 1n cercetare a metodelor si instrumentelor statistice, argumentarea matematica
a indicatorilor obtinuti in trimestrul al doilea de sarcind, au permis obtinerea rezultatelor,

formularea concluziilor si elaborarea recomandarilor practice.
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3. PARTICULARITATILE ANAMNESTICO-CLINICE ALE SARCINII LA FEMEILE
CU VARSTA DE PESTE 35 DE ANI INCLUSE TN STUDIU

3.1.  Aspectele clinico-anamnestice ale gestantelor din cercetare

Tn contextul scopului stabilit in cercetare, s-a reusit identificarea particularititilor
anamnestice ale gravidelor din ambele loturi cu evaluarea riscurilor pentru sarcina.

A fost analizat profilul pe varste, mediul de resedinta, nivelul de educatie si statutul
ocupational al gestantelor (tabelul 3.1.).

Tabelul 3.1. Ponderea gestantelor incluse Tn loturi dupa mediul de resedinta, nivelul
de educatie si statutul ocupational

Criteriu/ Domiciliu Nivel educational Statut ocupational
lot
Mediul Mediul Studii Studii Angajata | Neangajati
urban rural superioare | generale
sau medii sau
nefinalizate
Gestantele 71,2% 28,8 % 78,6% 21,4% 40,9% 8,6%
lotul I (%)
Gestantele 56,8 % 43,2 % 70,6% 29,4% 40,6% 9,6%
lotul 11 (%)
Total 74 % 36 % 69,2% 39,8% 81,5% 18,5%

Urmare a analizei profilului de varsta al gestantelor incluse in studiu, luand in considerare
faptul, cd unul din criteriile de eligibilitate pentru femeile gravide a fost varsta de 35 de ani si
mai mult, s-au constatat urmatoarele:

Gestantele din ambele grupe incluse in studiu au fost cu varsta cuprinsa intre 35 - 52 de
ani, inclusiv. Valoarea medie a varstei gestantelor incluse in prezentul studiu a fost 45,1+2,3 de
ani, atat in cazul gestantelor cu sarcina conceputd prin metoda FIV, cat si in cazul celor, cu
sarcina conceputa natural.

Valoarea minima pentru intervalul de varsta 35-39 de ani s-a incadrat in 15,4 si 12,6 la
sutd. In intervalul de varsta 51 - 52 de ani au fost incluse 4 gestante, cota fiind de 1,8 la suta

(tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Ponderea gravidelor in loturile de studiu pe profilul varstei cu intervalul de 5 ani

Varsta cu intervalul de 5 lotul | lotul 11
ani abs. % abs. %
35-39 17 15,4 % 14 12,6 %
40 - 45 54 48,6 % 59 53,2 %
46 - 50 38 342 % 36 32,4 %
51-52 2 1,8 % 2 1,8 %
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Cea mai mare pondere a gravidelor incluse n cercetare pentru ambele loturi, s-a incadrat
in intervalul de varsta de 40-50 de ani si a constituit 82,9 + 4,15% pentru lotul I si 85,6 + 4,28%
pentru lotul I1.

Mediul de domiciliu este confirmat in mai multe studii, drept un factor important aplicat
in caracteristicile fertilitatii, accesului la asistentd medicald si atitudinilor traditionale fatd de

familie si sarcind (figura 3.1.).

80.0% 712%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0% 28.8%
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20.0%
10.0%

0.0%

@ Domiciliu urban

@ Domiciliu rural

Gestantele care au Gestantele care au
conceput prin metoda conceput
FIV obisnuit/natural

Figura 3.1. Repartizarea gestantelor din studiu conform mediului de domiciliu (%0)

In lotul 1, din 111 gestante, 79 au fost cu domiciliul din mediul urban si 32 de gestante cu
domiciliul in mediul rural. Tn lotul II, deasemenea, gestantele cu domiciliul in localitatile urbane
au fost in prevalenta, 63, fatd de cele 48 de gestante din mediu rural. In cohorta studiului,
gestantele cu varsta dupa 35 de ani, incluse atat in lotul in care sarcina a fost conceputa prin
metoda FIV, cat si in lotul gravidelor cu sarcina conceputd natural, gestantele domiciliate in
localitatile rurale sunt in minoritate, respectiv, 28,8 £ 1,4% (lotul I) si 43,2 +2,2% (lotul I1).

Situatia corelatd cu tendintele demografice inregistrate in ultimii ani in tard, cand
fertilitatea femeilor din mediul rural, care traditional era mai inalta, inregistreaza o tendintd de
reducere a fertilitatii. [161].

Rezultatele obtinute demonstreazd ca in 53,2 la sutd din cazuri, in studiu sunt incluse
gestantele cu sarcinile concepute pentru prima datd, fapt ce confirmd intentia cuplului de a
amana nasterea primului copil dupa varsta de 35 de ani. Aceasta statistica este mai major la

femeile cu domiciliu in localitatile urbane (tabelul 3.3.).
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Tabelul 3.3. Repartizarea in loturi a gravidelor dupi criteriile primipare si multipare, in
dependenta de domiciliu urban/rural

Total gravide Domiciliu/mediu urban Domiciliu/mediu rural
lotul 1 lotul 11 lotul I lotul 1l
Primipare (%) 118 (53,2+2,7%) | 49,242,46% | 26,3+1,31% | 9,3+0,47% | 15,2+0,76%
Multipare (%) 104 (46,8% 20,2+1,01% | 30,8+1,54% | 20,2+1,01% | 28,8+1,4%
12,34)

Analizand atitudinea gestantelor fatd de prima sarcina, se constata, ca amanarea nasterii
primului copil a contribuit la cresterea varstei femeii in sarcina si, respectiv, la reducerea
perioadei de reproducere a femeii. De mentionat, ca varsta la prima casatorie in lotul | s-a
incadrat in 25 de ani si mai mult pentru 58+2,9% din gravide, cu p>0,05, si in lotul Il-cu
51+2,55%.

Factorul educational a fost considerat in studiu foarte important pentru tema cercetata si
ca urmare, a fost analizat minutios pentru gestantele din ambele loturi.

Repartizarea femeilor in dependentd de nivelul de educatie, ponderea celor cu studii
superioare in categoria gravidelor cu sarcina obtinuta prin metoda reproducerii asistate uman,
prevaleaza studiile superioara, proportia fiind de 69,2+ 3,46% fata de 39,8+1,99 % cu studii
medii, complete si incomplete (tabelul 3.1.).

Astfel, constatdm, cd educatia influenteazd complexul de comportamente sociale, inclusiv
de reproducere si necesitda a fi inclusa in screeningul riscurilor pentru sarcinile la gravidele cu
varsta inaintata.

Aspectul ocupational un alt criteriu de analizd, care influenteazd amanarea nasteri
primului copil si respectiv plasarea femeii gravide in grupa de risc pentru sarcind, doar pe
criteriul varsta dupa 35 ani. In studiul dat la momentul conceperii sarcinii 81,5 la sutd din
gestante erau angajate.

Repartizarea acestora intre loturi practic este identica.

Astfel constatdm, cd in studiu, loturile au inclus gravidele comparabile dupa criteriile

socio-demografice, cu anumite deferente neesentiale, care nu pot fi cu impact asupra rezultatelor

analizate.

3.2. Caracteristica antecedentelor extragenitale, ginecologice si obstetricale la etapa
includerii n studiu a gestantelor cu sarcina conceputa prin metoda FIV
La etapa includerii in cercetare a gestantelor, nu au fost identificate stari patologice si de

acutizare a maladiilor asociate sarcinii. Atat examinarea clinica si colectarea anamnezei, privind
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maladiile extragenitale, cat si informatia preluata din Fisele individuale ale gravidelor, au permis

identificarea unui spectru de maladii asociate sarcinii (figura 3.2).
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Figura 3.2. Morbiditatea extragenitala la gestantele incluse n studiu (abs.)

Tn cercetare s-a constatat, ca gravidele cu varsta de peste 35 de ani, cu sarcina conceputa
prin metoda FIV pe motiv de infertilitate, in anamneza, mai frecvent inregistreaza maladii
inflamatorii (p<0,05), cum ar fi pielonefrita cronica, - la 13 gravide din lotul I (11,7+0,59 %),
spre deosebire de 7 gestante din lotul 11 (6,3+0,32%).

Pielonefrita cronica la gestante, din ambele loturi de cercetare a fost bilaterala, primara
(postinfectioasa, cauzata de germeni bacterieni), cu BCR stadiul |1 (K/DOQI, 2002), in remisiune
la etapa includerii in studiu.

Parametrii determinati si evaluati la gravidele cu pielonefritd cronica in anamneza, la
etapa participarii in cercetare, nu au inregistrat abateri de la limitele normei, pentru urocultura si
de la analiza generald a urinei. Perioada de la ultimele acutizari ale maladiei depdseste perioada
de 12 luni de pana la conceperea sarcinii. Un sir de aspecte, din perioada cercetdrii permit de a
constata la etapa recoltarii sangelui si lichidului amniotic si respectiv, la etapa determinarii
biomarkerilor prevazuti in metodologia cercetarii, cu riscuri evidente minimale pentru gestante.

Pentru categoria de gravide cu patologia extragenitald - pielonefrita cronicd in conduita,
au fost monitorizate potentialele riscuri: compresiunea uterului gravid asupra tractului urinar,
inclusiv, influenta hormonald (progesteronul scade peristaltismul tractului urinar), refluxul
vizico-ureteral si echilibrul acido-bazic.

Vene varicoase ale extremitatilor inferioare, inregistrate la 9 (8,1%) gestante din lotul I si
respectiv, la doua (1,8%) gravide din lotul 11 de studii. Ambele grupuri de gestante supuse unei
supravegheri suplimentare, din motivul, ca in sarcina, din cauza cresterii cantitdtii de progesteron

la mame si respectiv, dilatarii venelor, a existat pericolul de acutizare a maladiei.
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Tn procesul de cercetare, au fost supuse analizei problemele extragenitale metabolice,
fiind constatate asociate la sarcind: obezitatea constitutional-exogena in lotul I, gradele I si 11
(conform criteriilor de eligibilitate emise in metodele cercetarii). in lotul II, au fost incluse si 2
gestante, care au fost diagnosticate cu obezitate morbidd. Intr-un caz, indice masei corporale
(IMC) fiind de 41 kg/m* (ponderea 102 kg la iniltimea de 1,60 m) si in alt caz, la altd gestanti,
indicatorul a fost de 42 kg/m? (ponderea 102 kg, la indltimea de 1,56 m). In ambele cazuri,
circumferinta taliei era de peste 88 cm la etapa ludrii la evidenta cu sarcina.

La evaluarea gradului de modificare a Indicelui de masa corporala (IMC) in trimestrul
trei, fata de perioada includerii in studiu (trimestrul doi de sarcind), s-a constatat o tendinta de
majorare a masei corporale supra adaosul admisibil (tabelul 3.4.).

Tabelul 3.4. Dinamica IMC la gravidele din studiu in trimestrul III de sarcina fata de

trimestrul |
Grupa masei IMC* lotul 1 Lotul IT
corporale (kg/m?) Trim.I | Trim. III | Diferent Trim.I Trim.I1I Diferenta
a

Subponderala <18,49 3,6% 0 -3,6 1,8% 0,9% -0,9
Greutate normala 18,5 -2499 | 28,8% 22.5% -6,3 25,2% 21,6% -3,6
Supraponderala 25-29,99 31,6% 37,1% +5,5 37% 38,8% +1,8
Obezitate grad 1 30-34,99 23,4% 24.3% +0,9 24.3% 26,1% +1,8
Obezitate grad 2 35-39,99 12,6% 15,3% +2,7 10% 10,8% +0,8
Obezitate >40 0 0,9% +0,9 1,8% 1,8% 0
morbida

Nota:* Limitele IMC, conform Protocolului Clinic National, nr. 424 ,, Obezitatea la adult”, 2023

Rezultatele studiului au demonstrat, ca gestantele cu sarcina conceputa prin metoda FIV
au un risc mai mare de majorare a ponderei in timpul sarcinii, una din explicatii fiind medicatia
specifica reproducerii umane asistate medical. Astfel, un adaos ponderal majorat pe parcursul
evolutiei sarcinii s-a constatat la 14,7+0,74% din gravidele din lotul T si la 6,3£0,32% din
gravide cu sarcina conceputa natural in lotul 11.

Constatdrile nominalizate confirmd obligativitatea efectudrii screeningului activ
permanent al complicatiilor si comorbiditatilor la gestantele constatate cu obezitate, fiind un
enorm potential risC pentru generarea pe acest fundal a complicatiilor induse de sarcina.

In cercetare au fost evaluate antecedentele ginecologice, astfel cum utilizarea
contraceptivelor, patologii inflamatorie, tumorald, examenul citologic Babes-Papanicolau, boli
sexuale transmisibile (chlamiydia, sifilis, gonoree etc.), vaginoza bacteriand fard rezultate cu

impact semnificativ pentru evolutia sarciniilor din studiu.

75




A fost analizat istoricul menstruatiei: menarha, ritmul menstrual, durata si cantitatea
sangerarilor, prezenta sindromul premenstrual si/sau dismenoreea, sangerari anormale, amenoree
primarad sau secundara, dureri legate de ciclu, cat si numarul si caracterul finalizarii sarcinilor
anterioare, complicatii dupa nasteri sau avorturi.

Cea mai mare pondere 84-93 la sutd din gravide au comunicat despre aparitiea primei
menstruatii la 12-16 ani, ce corespunde perioadei obisnuite. Menarha tardiva (dupa 15 ani), n
lotul I, a fost la 10,8+0,54 la suta din gestante incluse in lotul I, si in 3,6+0,18% la gestantele cu
sarcina conceputd natural. Ponderea de raport 3 : 1 a cazurilor cu menarha tardiva este in favoare
sarcinilor ulterior dobindite prin FIV. Ovulatia neregulata in anamneza este un indiciu de risc
pentru infertilitatea femenind. Durata normald a menstruatiei (intre 3 si 7 zile) la gestantele din
lotul I s-a inregistrat in 88,3+4,42% de cazuri, la gestante din lotul Il - Tn 97,3+ 4,87% de cazuri.

S-a studiat intensitatea fluxului menstrual in anamneza (figura 3.3).

0
1388830 77.50% 94.60%
.00%
60.00%
40.00% 0
20.00% 15:30% 7 509 450%  0.90%
0.00% . d
Numarul de cazuri cu sarcina Numarul de cazuri cu sarcina
conceputd prin FIV conceputad Tn mod natural

@ Norma (3-7zile)  ®Polimenoree (>7zile) Oligomenoree (<3 zile)

Figura 3.3. Analiza comparativa a duratei menzisului la gestantele din studiu

In 86 la sutd dintre cazuri, fluxul menstrual este caracterizat ca normal, cu Tncadrarea in
media duratei menstruale. Polimenoreea in anamneza a fost caracteristica pentru 22 de gestante
(17 cazuri in lotul I de studiu si 5 cazuri in lotul II), durata menstruald fiind constatatd ca mai
mult de 7 zile. Oligomenoreea a fost atestata la 9 gestante, inclusiv 8 la gestante cu sarcina
conceputa prin metoda FIV. Dupa criteriul intensitdtii menstruale, singerdrile menstruale lunare
mai sporite s-au inregistrat la gestantele, care, ulterior, au necesitat fertilizareca asistata -
77,3+3,86% in raport cu gestantele, care au ramas Insdrcinate In mod natural - 22,7+1,14%.

Tn studiu a fost evaluat criteriul intervalului intre ciclurile menstruale si variatia lor. S-a
constatat, ca gestantele cu indicatii ulterioare pentru FIV, in 28,8+1,4% au avut interval
intermenstrual mai mare de 35 zile.

In lotul II de studii, proportia variatiei intervalului intermenstrual este aseminitoare cu

cel din lotul I, cea mai mare pondere fiind la intervalul normal intermenstrual, constituind 91 la
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suta. Cota gravidelor la care in anamneza s-a constata interval intermenstrual mai mare de 35 zile

a fost doar la 8 gestante ( 7.2 la sutd) si mai putin de 21 de zile in 1,8%.)

100.00%

80.00%

65.80%

60.00%

40.00%

28.80%
|

20.00% 7.20%

1.80%

0.00%
Lotul | Lotul 1l

i Intervalul intermenstrual sub 21 de zile
® Intervalul intermenstrual cu durata de la 21-35 de zile
u Intervalul intermenstrual -peste 35 de zile

Figura 3.4. Analiza intervalului intermenstrual la gestantele din studiu

Menstrele neregulate au fost in (64,2%) la femeile, care ulterior au necesitat ajutor
artificial in conceperea sarcinii in raport cu (35,7%) la femei, care ulterior au ramas Insarcinate
pe cale naturald, fara a apela la metoda de fertilizare in vitro.

In chestionare privind sindromul premenstrual gravidele au enumerate mai multe
simptome pre, post si intermenstruale: meteorism, glandele mamare dolore, dificultdti de
concentrare, cefalee si dureri de spate, probleme ale pielii sau acnee, oboseala, accese de plans,
iritabilitate, anxietate, tulburari de dispozitie.

Intervalul intermenstrual a fost cu variatia mai mare In anamneza ginecologicd la
gestantele care au conceput sarcina prin metoda FIV. Simptomatica premenstruald in cazurile
loturilor studiului poate fi functionala, care ulterior se restabilea.

La etapa includerii gravidelor in studiu majoritatea erau in termenul de gestatie 16 -18
saptamani, ponderea acestora in I lot de studiu era 94,6% si in lotul II — 93,7%, fapt ce a permis
de a deduce, ca loturile sunt statistic comparabile la capitolul etapelor evolutiei sarcinii.

Anamneza obstetricald complicata in antecedente din numarul multigestelor incluse in
studiu, a fost identifiatd la 85 de gravide, sau 81,7%. In lotul I - la 36 de multigeste din 42,
(85,7%) si 1n lotul II - la 49 de gestante din 62 de multigeste (79%). Astfel se atesta o pondere
mai mare a antecedentelor obstetricale Th randul multigestelor, care, ulterior, au dezvoltat

infertilitate (tabelul 3.5.).
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Tabelul 3.5. Antecedentele obstetricale la gestantele din studiu

lotul I ANTECEDENTE lotul 11
Cazuri % OBSTETRICALE Cazuri %
(abs.) (abs.)

22 19,8 Avort spontan 19 17,1
0 0 Multigeste >4 copii 4 3,6
1 0,9 Sarcini cu iminentd de intrerupere 3 2,7
0 0 Nasteri premature 4 3,6
1 0,9 Macrosomie fetala 11 9,9
3 2,7 Cicatrice pe uter 8 7,2
9 8,1 Infertilitate (istoric RUAM) 0 0

111 100 Sarcina dupa tratament pentru infertilitate 0 0

Anamneza obstetricala complicata in antecedente la gestantele din lotul 1 cu sarcinile
concepute prin FIV, este axata pe 9 cazuri cu istoric RUAM cu rezultat finalizat prin avorturi
spontane.

De mentionat, ca avorturile spontane au avut incidentd majorata in ambele loturi, avind
cea mai mare pondere, de 19,840,99% in lotul I si 17,1£0,86% 1in lotul II. Numarul de
macrosomii in antecedente, deasemenea, prezintd un risc matern si fetal major si in sarcinile

gestantelor incluse in studiu.

3.3. Concluzii la Capitolul 3

Rezultatele studiului in cauza demonstreaza, ca profilul pe varste a fertilitatii, mediul de
resedinta a gravidelor, nivelul de educatie si atitudinea fata de traditiile familiale sunt factorii cu
impact si potential de risc in anumite circumstante, fapt ce necesita realizarea de actiuni in
scopul eficientizarii masurilor de supraveghere si conduitd la etapa planificarii familiei,
conceperii si evolutia sarcinii in siguranta.

Rezultatele obtinute confirma, cad in 53,2+2,66 la sutd din cazuri 1n studiu sunt examinate
sarcinile concepute pentru prima data, fapt ce confirma amanarea nasterii primului copil dupa
varsta de 35 de ani, aceastd tendintd fiind mai mare in rdndul femeilor cu domiciliul in
localititile urbane. In cohorta studiului, gestantele cu varsta de dupa 35 de ani domiciliate in
localitatile rurale sunt in minoritate, respectiv 28,8 £ 1,4% (lotul I) si 43,2 + 2,2% (lotul II), fata
de cele cu domiciliu urban.

Tn cercetare s-a constatat faptul, ca att varsta la prima casatorie a gestantelor din lotul I -
35 de ani si peste 58+2,9 la sutd cu p>0,05, si din lotul Il - 514£2,55%, cat si atitudinea
gestantelor fata de prima sarcind contribuie la amanarea nasterii primului copil si, respectiv, la

cresterea varstei mamei in sarcind cu reducerea perioadei de reproducere a femeii.
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S-a constatat, cd educatia influenteazd complexul de comportamente sociale, inclusiv
reproducerea, si necesitd a fi inclusd in screeningul riscurilor pentru sarcinile la gravidele cu
varsta inaintatd. Ponderea femeilor cu studii superioare in categoria gravidelor cu sarcina
obtinutd prin metoda reproducerii asistate uman, predominad categoria gravideror cu studiile
superioare, proportia fiind de 69,2+ 3,46% fata de 39,8+1,99 % la studii medii si generale

Patologiile extragenitale asociate sarcinii, asa cum pielonefrita cronicad primara, vene
varicoase ale extremitatilor inferioare, obezitatea pentru gestantele cu varsta peste 35 de ani si pe
fundal de remisiune la etapa conceperii, raman in categoria de riscuri majore pentru complicatii
induse de sarcina.

Rezultatele studiului au demonstrat, ca gestantele cu sarcina conceputd prin metoda FIV
au un risc mai mare de majorare a ponderii in timpul sarcinii, una din explicatii fiind medicatia
specifica reproducerii umane asistate medical. Astfel, un adaos ponderal majorat pe parcursul
evolutiei sarcinii s-a constatat la 14,7+0,74% din gravidele din lotul T si la 6,3+£0,32% din
gravide cu sarcina conceputa natural in lotul I1.

Tulburarile menstruale la gravide incluse in lotul I de cercetare, au fost statistic
semnificativ mai frecvente decét in lotul 1l de studiu. S-a constatat ca gestantele cu indicatii
ulterioare pentru FIV in 28,8+1,4% au avut interval intermenstrual mai mare de 35 zile.

Anamneza obstetricald complicatd n antecedente din numarul multigestelor incluse in
studiu, a fost identificata la 85 gravide sau 81,7+4.09%, care au fost un substrat pentru generarea
complicatiilor in sarcina actuald si impun conduitd personalizatda pentru un monitoring oportun si

conduitd conforma particularitatilor evolutiei.

79



4. EVOLUTIA CLINICA A SARCINII CONCEPUTE PRIN METODA FIV LA FEMEI
CU VARSTA DE PESTE 35 DE ANI

4.1. Particularitatile evolutiei sarcinii concepute prin metda FIV la gravidele cu
varsta de peste 35 de ani

Initierea cercetarii a corespuns trimestrului doi de sarcina a gestantelor, saptamana 14-21.

In cercetare a fost monitorizata evolutia clinicd a sarcinilor pe toatd perioada gestatiei
pand la nastere, inclusiv cele 2 - 6 ore de lauzie, timpul, cdnd dupd supraveghere postnatala,
mama cu nou-nascutul au fost transferati in salon.

Rezultatele cercetarii constata, ca riscurile preconceptionale multifactoriale, descrise in
capitolul precedent, varsta medie la etapa conceperii pentru gestantele din ambele loturi, a fost
45,1+2,3 ani; una din trei gestante din lotul I si una din doua gestante din lotul 11, in anamneza
obstetricala au avut complicatii in antecedente; 53,6 % din toate gravidele din ambele loturi au
fost cu patologii extragenitale cat si gravidele la care s-au generat pe parcursul sarcinii
complicatii, ceea ce a determinat anumite particularitati ale evolutiei sarcinii.

Gravidele cu anamneza obstetricala agravata, (2 sau mai multe avorturi spontane in mod
repetat), cazuri de malformatii congenitale in anamneza si/sau aberatii cromozomiale, inclusiv,
decese, nu au fost incluse in studiu. Au fost supuse dublului si triplului test gravidele cu patologii
extragenitale cronice, gravidele in anamneza carora au fost identificate rude cu maladii
cromozomiale, inclusiv din partea sotului.

Patologiile extragenitale prezente in anamneza: pielonefritd cronica primarad, boala
varicoasa, HTA, obezitatea de gradul I, II si III, in toate sarcinile, la etapa includerii in studiu, au
fost fara impact patologic.

Sarcinile au fost supravegheate in corespundere cu standardele nationale. Gravidele au
fost supuse examenului clinic, inclusiv, prin monitorizarea masei corporale si talia; cat si
identificarea indicelui masei corporale (IMC) - calcularea greutatii corporale pentru o inalfime
corecta apreciata prin raportul masei corporale - exprimat in kilograme - la indltime, - exprimata
in metri la patrati.

O altd problema constatata, tine de majorarea ponderii gravidelor peste limita acceptata in
sarcind, manifestatd mai mult la gestantele cu sarcina conceputa prin metoda FIV.

Astfel, n trimestrul al trelea de sarcind, gravidele subponderale au acumulat in greutate,
fncadrandu-se in intervalul normal. O crestere cu aproape 15 la suta s-a inregistrat la gravidele

din categoria supraponderale si in randul gestantelor, care, la etapa conceperii, au fost
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diagnosticate cu obezitate, si care in 12,5 la sutd, au avut depasiri de adaos ponderal permis
(tabelul 4.1.).

Tabelul 4.1. Modificarea adaosului ponderal la gravidele incluse in studiu

Dinamica adaosului ponderal la gravidelor Total lotul | Total lotul 11
(abs) [ (%) (abs) | (%)
inainte de sarcini
Ponderea gravidelor, IMC se incadra in > 18,49 sau mai putin 4 3,6 2 1,8
— subponderala
Ponderea gravidelor, IMC se incadra in 32 28,8 28 25,2
18,5 — 24,99 (greutate normala)
Ponderea gravidelor, IMC se incadra 35 31,6 41 37
n 25-29,99 (supraponderald)
Ponderea gravidelor obeze, inclusiv: 40 36,03 38 34,2
IMC 30-34,99 kg/m2 Obezitate gradul 1 26 23,4 27 24,3
IMC 35-39,99 kg/m2 Obezitate gradul 2 14 12,6 11 10
IMC > 40 kg/m2 Obezitate morbida 0 0 2 1,8
Trimestrul III de sarcina

Ponderea gravidelor, IMC se incadra in > 18,49 sau mai putin 0 0 1 0,9
- subponderala pot fi luate n sarcing 73-18 kg
Ponderea gravidelor, IMC se incadra in 25 22,5 24 21,6
18,5 - 24,99 (greutate normala) - pot fi luate in sarcind 11-
16 kg
Ponderea gravidelor, IMC se incadra 41 37,1 43 38,8
n 25-29,99 (supraponderala) pot fi luate in sarcing 7-11 kg
Ponderea gravidelor obeze, (cu cresterea posibila in 45 40,5 43 38,7
nastere cu 5-9 kg), inclusiv:
IMC 30-34,9 kg/m2 Obezitate gradul 1 27 24,3 29 26,1
IMC 35-39,9 kg/m2 Obezitate gradul 2 17 15,3 12 10,8
IMC > 40 kg/m2 Obezitate grad 3 1 0,9 2 1,8

Nota: Limitele de norma conform PCN, nr. 424 Obezitate la adult

In acelasi timp, pe parcursul studiului, in evolutia sarcinilor s-a inregistrat 0 majorare mai
mare a masei corporale la gestantele din lotul I, cu 28+1,4%, decat in lotul 11, cu 17+0,85%, fapt
ce presupune, la randul sau, aparitia riscurilor suplimentare pentru siguranta sarcinii $i nasterii.

Ca urmare, se concluzioneaza, ca controlul greutdtii corporale, alimentatia controlata si
modul sandtos de viatd sunt factorii importanti, care necesitd o conduitd speciald, pentru ca
impactul acestora, poate fi reflectat in aparitia starilor patologice si complicatiilor induse de
sarcind, cu risc atat pentru gravida, cét si pentru fat.

Vigilenta cu care a fost monitorizatd complicatia instalatd prin diabet gestational, in
special, la gravidele cu masa ponderald majoratd, a fost maxima. La 24-28 de saptimani de
sarcind, toate gravidele au fost supuse testului oral de toleranta la glucoza si evaluarea profilului
si gradului de risc in conformitate cu ghidurile in vigoare.

In scopul supravegherii minutioase a evolutiei sarcinii, toate gravidele incluse in studiu

au fost supuse investigatiilor in functie de recomandarile ,,Standardul de supraveghere a
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gravidelor cu evolutie fiziologica a sarcinii in conditii de ambulator”, aprobat de Ministerul
Sanatatii cu utilizarea investigatiilor si manoperelor de evaluare clinicd concomitentd a starii
fatului.

Ecografia obligatorie la gestantele incluse in studiu a fost efectuatd conform standardelor
de supraveghere a gravidelor in conditii de ambulator. Gestantele au fost investigate in perioada
de la 11-13 saptamani de gestatie, ulterior, la termenul de la 18-21 saptamani.

Tn trimestrul al doilea de sarcind, in cadrul studiului, a fost preluat singele matern si
lichidul amniotic, pentru determinarea citokinelor si markerilor imuni, mediatorilor prooxidanti
si antioxidanti In ambele substraturi biologice, cu ulterioara lor analizd si corelare cu
particularitatile evolutiei sarcinii.

Analiza parametrilor de laborator in sarcinile incluse in studiu, au scos in evidentd un sir
de devieri de la limitele normei: analiza generala de sange in 25 cazuri, respectiv 22,5%,
proteinuria a fost identificata in 5 sarcini la gestantele din lotul I, respectiv, 5,4% si in 3 cazuri in
lotul II, 2,7%. Prezenta proteinuriei la 5 gravide din lotul I, s-a Tncadrat in preeclampsiile
nregistrate in studiu.

Pe fundal de maladii cronice extragenitale in 7,2% din gravide, au fost Tnregistrate devieri
la probele hepatice. Pe profilul de monitorizare renald parametri cu abateri s-au inregistrat in 5
cazuri la gestante din lotul T (4,5+0,23 %) si la 7 gestante din lotul 11 (6,3£0,32 %).

Evaluarea dezvoltarii fetilor a fost monitorizata prin ecografie in trimestrul al treilea de
sarcind, saptdmana a 32-a. Masurarea circumferintei capului si lungimea femurului au fost
comparate cu valorile standard. S-a verificat ritmul cardiac fetal, anexele fetale (placenta,
cordonul ombilical) si calitatea lichidului amniotic. De mentionat, cd in aceastd perioada a
evolutiei, la una din gravide din lotul I (varsta de 44 de ani, luatd la evidentad la 17 sdptamani, in
anamneza extragenitald - obezitate gradul II, evolutia sarcinii pana la nastere fara particularitati),
a fost suspectatd malformatia congenitalda cardiacd, diagnostic confirmat dupa nastere:
comunicarea atrio-ventriculard, nonductal dependentd si la o altd gravidd s-a inregistrat
malformatia congenitala hidrocefalie.

O altd problema, identificatd prin explorarea imagisticd prin ecografia la termenul de 32
de sdptamani de sarcina a scos in evidentd decolarea prematurd a placentei normal inserate si
moartea antenatald a fatului. Gestanta cu varsta de 48 de ani, multipara, prezentand mai multe
patologii extragenitale, cum ar fi obezitate gradul II, pielonefrita cronicd primara.

Tn cazul a patru sarcini incluse in studiu, la examenul prin ecografie, in trimestrul al
doilea de sarcina, au fost identificati feti macrosomi, in ambele loturi de studiu cate 2 complicatii
fetale descrise in pct. 4.2.
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Etapa de ingrijirea 1n nastere a fost efectuata de cétre personalul bine calificat, deoarece
aceastd etapa a fost cu risc inalt pentru mama si copil. In studiu au fost asistate de personal
calificat 222 de nasteri repartizate pe loturi: in lotul I au fost 12 sarcini gemelare in lotul 1l
deasemenea, au fost, 2 sarcini gemelare; copii nou nascuti vii in lotul I au fost 121 si in lotul 11 -
113. Tn 88,2% din nasteri ale gestantelor incluse in studiu, au fost cu prezentatie craniana la fat,
n 48,0% - sarcina finisdndu-se ,,per vias naturalis”, in 51,2% de cazuri, au fost indicatie pentru
operatie cezariana.

Pe parcursul sarcinii, gravidele au participat la instruiri sanitare, au fost consiliate si
familiarizate cu semnele complicatiilor, care pot genera pericol pentru viata si nastere prematura.

Deasemenea, gravidelor le-au fost administrate masuri profilactice (fier, acid folic).

4.2. Complicatiile in sarcinile concepute prin metoda FIV si conduita la gestantele
cu varsta de peste 35 de ani

Aceastd etapa a cercetdrii a corespuns cu analiza comparativd a evolutiei starilor
patologice declansate si ale complicatiilor induse in sarcinile concepute prin metoda FIV si
corelarea acestora cu manifestarea biomarkerilor determinati in sangele gestantelor si lichidul
amniotic Tn trimestrul al doilea de sarcina.

Monitorizarea a avut un caracter complex, pornind de la conceptul, ca complicatiile n
sarcind sunt stari cu implicarea a mai multor procese fiziologice cu impact vital critic.

Asa patologii, cum ar fi: viroze acute, problemele respiratorii tranzitorii, dereglarile
functionale ale tractului gastroduodenal, aspectele psiho-emotionale cu dereglarea somnului si
starile depresive, care s-au restabilit Tn timp scurt, nu au fost analizate in cercetare.

Investigatiile clinice si paraclince efectuate in timpul sarcinii, au permis de a identifica
potentialele probleme in sarcind la etapa precoce si de a intreprinde actiuni respective, inclusiv
ajustdri ale conduitei. S-a constatat, cd sarcinile monitorizate si controlate medical, cu o
conlucrare bund intre mama/cuplu si specialistii medicali, sunt cu sanse mai mari pentru
finalizarea sarcinii fara careva particularitati pentru mama si fat.

Categoriile de stari patologice si complicatiile induse de sarcina, inclusiv fetale, apreciate
drept semnificative pentru sarcina (tabelul 4.1.), au fost analizate multilateral.

Tabelul 4.2. Stiri patologice si complicatiile induse de sarcina inregistrate n cercetare

Stiri patologice si lotul | lotul 11
patologii induse de Abs. I Abs. % I
sarcina (interval Incredere %) (interval incredere %)
Nasterea prematurd 8 3,6% (11 1,7-6,7%) 3 1,4% (I1 0,4-3,6%)
HTA indusa de sarcina 16 | 6,9% (114,1-10,8%) | 11 5% (11 2,7-8,4%)
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Preeclampsie severa 5 2,3% (11 0,9-4,9%) 0 -

Diabet gestational 1 0,5% (11 0,0-3,1%) 0 -
Decolarea prematura a 4 1,8% (I 0,9-4,2%) 1 0,5% (11 0,0-2,1%)
placentei normal inserate

Ruperea  prematura a 4 1,8% (11 0,9-4,2%) 3 1,4% (11 0,4-3,6%)
membranelor amniotice

Hemoragii hipotone 2 0,9% (11 0,9-2,9%) 0 -
Pielonefrita cronica in 1 0,5% (IT 0,0-3,1%) 0 -
acutizare

Anemii 23 10,9% (11 8,9-15,2%) 19 8,3% (I15,6-12,8%)
Polihidramnios 4 1,8% (1T 0,9-4,2%) 8 3,6% (I11,7-6,7%)
Moarte antenatald a 2 0,9% (110,9-2,9%) 0 -

fatului*

Malformatii congenitale* 2 0,9% (110,9-2,9%) 0 -

Fit macrosom* 14 6,3% (I11,7-6,7%) 10 4,6% (11 2,3-7,9%)
Encefalopatia hipoxico- 1 0,5% (110,0-3,1%) 0 -
ischemica*

Icter neonatal* 3 1,4% (11 0,4-3,6%) 3 1,4% (11 0,4-3,6%)

Nota* In calcul s-au inclus si fetii gemelari (lotul | -123 de feti, lotul |1- 113 de feti)

In studiu s-au nregistrat complicatii materne induse de sarcina la gestantele din ambele

loturi. Au fost inregistrate 4 categorii de complicatii statistic semnificative induse de sarcind,

care au fost Tnregistrate in evolutia la 44 de sarcini. In lotul | au fost inregistrate patologii induse

in 30 de sarcini (68,2%) si in lotul Il — 14 sarcini (31,8%) (figura 4.1.).

Hipertensiune

Diabet gestational Nasterea prematura indusa de sarcina ~ Preeclampsie

16.0%
14.0%
12.0%
10.0%
8.0%
6.0%
4.0%
2.0%
0.0%

14.4%

45%

0.0%

HLotul I ®Lotul ll

Figura 4.1. Complicatiile materne in sarcini (%) la gestantele din loturile studiului

Preeclampsia este cea mai severa complicatie diagnosticata la gestantele din studiu

pentru care a fost necesitatea de o conduitd vigilenta.
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Din totalul de 222 de sarcini si nasteri monitorizate in cercetare, au fost nregistrate 5

preeclampsii (2,3 la sutd), care s-au declansat in perioada 34-37 sdptamani de gestatie, fiind

apreciate ca preeclampsii tardive.

Datele caracteristice evolutiei, particularitatilor declansarii si dezvoltérii preeclampsiilor

nregistrate n studiu sunt redate n tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Datele anamnestico-clinice si paraclinice la gestantele cu varsta peste 35 de ani,

sarcina cirora s-a complicat prin preeclampsie
Nr Sarcina | Sarcina | Sarcina | Sarcina | Sarcina
d/o 1 2 3 4 5
abs. abs. abs. abs. abs.
1. Date anamnestice
1.1. | Vérsta gestantei (ani) 43 44 45 47 47
1.2. | Domiciliu (rural, urban) urban urban urban rural urban
2. Date anamnestice extragenitale si obstetricale
2.1. | Pielonefrita - - - 1 -
2.2. | Obezitate gr. | - - 1 1 -
2.3. | IMC (kg/m?) 25 27 40 37 30
2.4. | Paritatea primipara | primipar | multiges | primipar | multiges
a ta a ta
2.5. | Complicatii in antecedente prin HTA - - + -
indusd de sarcind
3. Complicatii si stiri patologice induse de sarcina (abs.)
3.1. | HTA 1 1 1 1 1
3.2. | Edeme - 1 1 -
3.3. | Dezlipirea placentei 1 1 1 1 1
3.4. | Nasterea prematura 1 1 1 1
4. Particularitatile clinice
4.1. | Cefalee occipitala + + + + +
4.2. | Edeme ale membrelor si fetei - + - +
4.3. | Vedere cu sensibilitate la lumina + + + + +
4.4. | Dureri abdominale in epigastru si - + - + -
subcostal din dreapta
4.5. | Greata, vome - - - + +
5. Datele clinice si paraclinice la momentul stabilirii diagnosticului:
5.1. HTA primar depistata la intervalul de minimum 6h, cu limita cifrelor:
5.2. | Tensiune arterial sistolice [TAs], mm 145 145 150 150 155
Hg
5.3. | Presiunii diastolice [TAd], mm Hg 90 95 100 105 110
6. | Trombocitopenia, (T), T /mm3 148 130 146 120 144
7. | Proteinurie + + + + +
8. Metoda de tratament si nasterea
8.1. | Regim stationar S S S S S
8.2. | Nasterea (termenul de gestatie- 36 37 34 35 36
saptamani)
8.3. | Nasterea prin operatia Cezariana - + + - +

Urmare a monitorizarii si analizei evolutiei si conduitei sarcinilor care s-au complicat

prin preeclampsie, am constatat ca, toate complicatiile au avut loc la gestantele din lotul I,

criteriile de includere fiind sarcina conceputa prin metoda FIV si varsta de peste 35 de ani.
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Preeclampsia s-a nregistrat la gestantele cu vérsta in intervalul 43-45 de ani, cate un caz si 2
cazuri la varsta gestantelor de 47 de ani.

Domiciliu si asistenta prenatald la 4 gestante s-a realizat In muncipiu si o gestanta a fost
luatd la evidentd obstetricald si supraveghiatd pind la momentul spitalizarii cu suspectie la
preeclampsie 1n localitatile rurale.

Din anamneza in 2 sarcini din 5 au fost inregistrate maladii extragenitale complicate prin
obezitate de gradul I; iar in 3 cazuri, indicele masei corporale a fost mai mare de 35 kg/m?.

Intr-un caz, pielonefrita cronica primari asociatd cu obezitate de gradul I si in alta
sarcind, pacienta cu obezitate gr.l.

Din gestantele cu evolutia sarcinii complicatd prin preeclampsie au fost 3 primipare cu
varsta cuprinsa intre 43, 44 si1 47 de ani si 2 gestante multipare de 45 si47 de ani.

Statusul starii generale a gravidelor cu preeclampsie din lotul | de studiu la gestantele
peste 35 de ani, exprimat clinic cu cefalee occipitala, caracter episodic scurt si apasator, ,,precum
o banda ce strange capul”, care a fost inregistrata la toate gestante.

Edeme ale mainilor si a fetei au fost evidentiate in doua cazuri din grupul cu
preeclampsie; vedere cu sensibilitate la lumind, ca si cefaleea a fost un simptom comun pentru
toate gestantele.

Hpertensiunea indusa de sarcind, diagnosticatd la termenul de 22-24 de saptamani de
gestatie. Examenarea clinica si paraclinicd, a constatat HTA indusa de sarcina, primar depistata
cu ciclicitatea la intervalul de minimum 6 ore, in limita cifrelor TA sistolica 145-155 mm Hg si
diastolica 90 - 110 mm Hg.

In doua cazuri la gestantele cu preeclampsie, tensiunea arteriald sistolica a fost in limitele
145 mm Hg, iar cea diastolica de 90 si 95 mm Hg, in alte 2 cazuri tensiunea sistolica a fost in
valoare de 150 mm Hg si respectiv, tensiune diastolica de cca 100 si 105 mm Hg, iar intr-un caz,
tensiunea sistolica a fost identificatad in valoarea de 155 mm Hg si cea diastolica de 110 mm Hg.

Dureri abdominale preponderent in regiunea epigastrald si in sub rebordul costal din
dreapta a fost inregistrata in 2 cazuri, la gravidele cu varsta de 44 si 47 de ani. Tot 1n aceste
cazuri, s-au constat edeme de membre si a fetei, precum si episoade de greata si vome repetate.

Analizele paraclinice determinate la etapele corespunzitor complicatiilor induse de
sarcind, au identificat proteinurie nesemnificativd in prezenta unei excretii urinare in 300-350
mg Tn 24 ore, cu un raport de proteine si creatinind >3, precum si a trombocitopeniei
nesemnificative de la 130.000/ mm? la 148.000/ mm? in 4 cazuri si 120.000/ mm® la o gestanta

din lotul I.
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Nasterile premature au avut loc in 4 sarcinii din 5, care s-au complicat prin preeclampsie,
la termen de gestatie de 34, 35 si respectiv doud la 36 de saptamani de gestatie.

Toate preeclampsiile Inregistrate si monitorizate, au avut o conduita activa, care respectiv
nu au evaluat in complcatii vital critice, cum ar fi convulsii (Eclampsia), sindromul HELLP,
accidentul vascular cerebral (AVC) si afectiuni multiple ale organelor. Sarcinile finalizate prin
operatia cezariana, conform indicatiilor absolute.

Analizand parametri biomarkerilor determinati din serul sanguin si lichidului amniotic,
identificate in al doilea trimestru de sarcind la gestantele din acelasi lot care au evoluat in
preeclampsie (N=5), in comparatie cu sarcinile care au evoluat fara careva complicatii (N=10), s-
a constatat ca:

Interleukina 6 n trimestrul al doilea de sarcina creste statistic semnificativ cu 42%
(p<0,001) in serul matern (media n ser este de 1535 + 76,75 pg/mL in lotul cu preeclampsie
fatd de 1080,90 + 54,05 pg/mL in lotul fara preeclampsie) pentru sarcinile in care s-au declansat
preeclampsia pe parcursul evolutiei. lar in lichidul amniotic s-a constatat o micsorare
nesemnificativa cu 10,3% (media n lichidul amniotic a fost de 1232,80 + 61,64 pg/mL in lotul

fara preeclampsie si in lotul cu preeclampsie media fiind 1117,6 £+ 55,88 pg/mL) - figura 4.2.
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Figura 4.2. Variatiile IL-6 determinate din serul sanguin si lichidul amniotic in
sarcinile cu si fara preeclampsie din lotul |
Nota: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea
standard *p<0,05 este considerat semnificativ, **p<0,001 este considerat semnificativ

Citokinele proinflamatorii IL-8, determinate la gestantele sarcina cédrora a evaluat cu
complicatiile prin preeclampsie, in trimestrul al doilea de sarcina, s-au identificat cu valori

statistice semnificative figura 4.3.
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Figura 4.3. Variatiile IL-8 determinate din serul sanguin si lichidul amniotic n
sarcinile cu si fara preeclampsie din lotul |
Nota: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
* p<0,05 este considerat semnificativ, **p<0,001 este considerat semnificativ.

Concentratia serica a citokinelor IL-8, determinate din prelevatul sanguin al gestantelor
cu peste 35 de ani n lotul I de studiu, comparata cu cel prelevat de la sarcinile cu evolutie fara
particularitati inregistreaza: in ser sanguin (p = 0,66), o medie de 289,8 pg/mL * 14,48, in lotul I,
fata de 340,8 + 17,04 pg/mL.

IL-12, determinata in ser, a identificat o micsorare a valorilor citokinice in preeclampsie
n raport cu parametri determinati in sarcinile cu evolutie fara particularitati. Astfel media cu
eroare standard n serul sanguin a gestantelor din lotul I de studii a fost de 472,4 + 23,62 pg/mL
fata de 625,47 + 31,27 pg/mL (figura 4.4).

IL-12in — Lichid
PREECLAMPSIE amniotic

2500

2000
2 1500

1000

= 1=
Lotul I
200
Lotul control
Lotul I Lotul control

Figura 4.4. Variatiile IL-12 determinate din serul sanguin si lichidul amniotic in
sarcinile cu si fara preeclampsie din lotul |
Nota: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
* p<0,05 este considerat semnificativ, **p<0,001 este considerat semnificativ.

Valorile identificate in lichidul amniotic pentru IL-8, statistic semnificative pentru (P <

0,001), in lotul I si 0 medie de 2463,4 pg/mL + 123,17 cu minim de 1586 pg/mL si maximum de
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3,802 pg/mL, precum si pentru sarcinile cu evolutie fara particularitati la gestantele din lotul I,
media a fost de 1587 + 79,38 pg/mL.

Pentru IL-12 prelevata din lichidul amniotic in trimestrul al doilea de gestatie, valorile
maxime si medii au fost crescute precum in limitele de la 518 pg/mL pana la 1135 pg/mL,
respectiv 0 medie de 826,5 +42,18 pg/mL.

Citokina antiinflamatoare IL-10, identificatd in ser si in lichidul amniotic, asemanatoare
Interleukinelor — 8 si 12, a manifestat o crestere valorica semnificativd in lichidul amniotic

colectat in trimestrul al doilea de sarcina (figura 4.5)
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Figura 4.5. Variatiile IL-10 determinate din serul sanguin si lichidul amniotic in
sarcinile cu si fara preeclampsie din lotul |
Nota: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
* p<0,05 este considerat semnificativ, **p<0,001 este considerat semnificativ.

Valorile medii si erorile standard determinate in serul sanguin pentru citokina
antiinflamatoare la lotul I cu complicatia indusa de sarcina preeclampsia au fost de 403,6 £20,18
pg/mL in lotul I de studii si respectiv, 304,24 pg/mL +15,21 in lotul control, format din gestante
sarcina carora a fost conceputa prin metoda FIV si evaluata fara particularitati.

Alti factori care au avut un rol important in formarea procesului de angiogeneza
determinat, au fost: factorul vascular de crestere (VEGF), implicat in formarea vaselor de sange
in placentd si in facilitarea schimbului de gaze si substante nutritive intre mama/fat, si factor
stromal derivat celular (SDF-1a), nivelurile anormale ale caruia pot afecta procesul de
implantare placentara cu riscul de pierderea recurentd a sarcinii.

Manifestarile valorilor factorilor vasculari, prelevati in trimestrul al doilea de sarcina au
fost urmatoarele.

Valorile medii determinate in serul sanguin, atdt in cazul factorului SDF-1a, cat in

cazul VEGF nu au avut diferente statistice pentru sarcinile cu complicatii gestationale. Astfel,
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valorile medii si erorile standard determinate in serul sanguin la factorul derivat stromal celular a
fost de 478 +£23,9 pg/mL in lotul I de studii, in raport cu 638,1 £ 31,9 pg/mL si respectiv
valoarea medie a factorului vascular in serul sanguin din lotul I este 351,2 + 17,56 pg/mL fata de
323,4 £16,17 pg/mL.

insa n lichidul amniotic aceste valori au crescut semnificativ (~~p< 0,001) pentru
factorului SDF-1a in lotul I cu 0 medie de 958,2 + 47,91 pg/mL (valoarea minima de 651 pg/mL
si maximum de 1979 pg/mL), pe cdnd in sarcinile cu evolutie fira particularitati, media a
constitui 587,6 + 29,38 pg/mL. Pentru factorul vascular de crestere valorile Tn sarcinile cu
preeclampsie au fost in limita medie de 1801,2 pg/mL + 90,06 cu minimum de 1076 pg/mL si
maximum de 3873 pg/mL pentru (**P < 0,0001) fata de 1045,5 pg/mL + 52,28 identificata in

VEGF in
PREECLAMPSIE
K %

sarcinile evaluate fara particularitati (figura 4.6.)
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Figura 4.6. Variatiile ale SDF-1a si VEGF determinate din serul sanguin si lichidul
amniotic n sarcinile cu si fara preeclampsie din lotul I

Nota: Test t student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
* p<0,05 este considerat semnificativ, **p<0,001 este considerat semnificativ.

Corelatia interactiunii acestor factori cu diversi markeri, cat si procesele care se
desfasoara 1n timpul evolutiei sarcinii sunt esentiale pentru stabilirea si mentinerea cu succes a
sarcinii.

Evaluarea markerilor pro- si antioxidanti ai stresului oxidativ, sub aspectul rolului
pronostic pentru dezvoltarea complicatiilor prin preeclampsii la gravidele peste 35 de ani incluse

in lotul I (tabelul 4.4.)
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Tabelul 4.4. Profilul oxidant Tn serul sanguin la sarcinile cu complicatii prin preeclampsie si
sarcinile fara particularititi in evolutie

Nr Determinati in serul sanguin p
d/o Mediatorii prooxidanti Preeclampsia lotul Is

(N=5) (N=10)
1 2 3 4 5
1 HPL-hexan-timp uc/ml 15,94+0,79 15.67+0,78 0,56
2 HPL-hexan-intern uc/ml 4,09+0,20 4,99+0,25 0,17
3 HPL-hexan-tardiv uc/ml 1,30+0,06 2.43+0.12 0,66
4 HPL-izopr-timp uc/ml 53,28+2,67 46.32+2.32 0,38
5 HPL-izopr-interm uc/ml 21,40+1,07 19.02+0,95 0,67
6 HPL-izopr-tardiv uc/ml 4,20+0,21 4.13+0.21 0,80
7 PPOA 59,80+2,99 46.2+2.31 0,49
8 DAM puM/1 11,80+0,59 9.47+0.47 0,88
9 NO pM/1 78,43+3,92 75.63+3.78 0,37
10 | AGE pg/L 294,98+14,75 323.48+16,17 0,35
11 | AIM mM/L 0,35+0,02 0.26x0.01 0.74

Notd: In lotul |s sunt gestantele cu sarcina conceputd prin metoda FIV, fird complicatii in evolutie

Colonita 3. ,, Preeclampsia”, sunt gestantele cu sarcina conceputa prin metoda FIV

confruntate cu preeclampsie. Test ¢ student (ipotezd bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie +
eroarea standard.* p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

Analiz&nd rezultatele parametrilor prooxidanti determinati la gravidele din ambele loturi
de studiu, putem identifica nivelurile circulante ale HPL produsilor ale oxidarii peroxidice ale
lipidelor cu valoarea p de la (p = 0,17 pana la p = 0,56), DAM (Dialdehida malonica) cu p = 0,8,
Oxidul nitric (NO), compusi terminali de glicare avansata (AGE) si AIM - albumina ischemic
modificatd, precum si ai PPOA, care sunt practic identice conform valorilor medii in sarcinile
concepute prin FIV cu evolutia sarcinii prin preeclampsie in comparatie cu parametrii
determinati la gravidele, sarcina cdrora a fost conceputa prin FIV fard particularititi in evolutie
(lotul Is).

Determinarea in comparatie a markerilor prooxidanti din lichidul amniotic ale loturilor de
cercetare, confera urmatoare concluzie, tabelul 4.5.

Tabelul 4.5. Profilul oxidant Tn lichidul amniotic (LA) n sarcinile cu complicatii
prin preeclampsie si sarcinile fara particularititi in evolutie

Nr . .. . . Determinati in Lichidul amniotic (LA
d/o Mediatorii prooxidanti in trimestrul II de sarcina . P
Preeclampsia lotul Is
(N=5) (N=10)

1 2 3 4 5
1 HPL-hexan-timp uc/ml 15.67+0,78 15,67+0,79 0,16
2 HPL-hexan-intern uc/ml 3,17+0,16 5,12+0,26** 0,75
3 HPL-hexan-tardiv uc/ml 0,87+0.04 3,38+0,17** 0,46
4 HPL-izopr-timp uc/ml 50,3+2,5* 43,16+2,16 0,4
5 HPL-izopr-interm uc/ml 18,87+0,94 11,08+0,55 0,47
6 HPL-izopr-tardiv uc/ml 4,32+0,22* 2,76+0,14 0,43
7 PPOA 25,18+1,26 22,35+1,12 0,26

91



8 | DAM uM/l 0,43+0,02 1,620,08** 0,12
9 | NO uM/I 78,443,902 83,0344 2% 0,67
10 | AGE pg/L 129,28+6,4* 115,55%5,78 05
11 | AIM mM/L 0.24+0,012 0,260,013 0,19

Notd: In lotul Is sunt gestantele cu sarcina conceputd prin metoda FIV fard complicatii in evolufie.
Colonita 3. ,, Preeclampsia”, sunt gestantele cu sarcina conceputa prin metoda FIV confruntate cu
preeclampsie.: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.

“p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

In urma analizei si sintezei markerilor prooxidanti din lichidul amniotic prelevat la

gestantele din lotul 1 cu complicatii prin preeclampsie si compararea lor cu parametrii

determinati in sarcinile fara particularitati, nu s-au identificat valori statistic semnificative intre

cele doud loturi. Astfel produsii ale oxidarii peroxidice ale lipidelor au avut valoarea statistica de

la (p = 0,16 pana la p = 0,75), DAM (Dialdehida malonicd) cu p = 0,12, Oxidul nitric (NO),

pentru p = 0,67, compusi terminali de glicare avansata cu valoare medie 129,28 pg/L +6,4 in

lotul Is, in comparatie cu 115,55 pg/L 5,78 pentru sarcinile fara particularitati.

A fost realizata o analizd comparativa a markerilor antioxidanti determinati in serul

sanguin la gestantele in trimestrul al doilea de sarcina la carea in evolutie s-au complicat prin

preeclampsie cu markerii determinati la gestantele cu sarcina care a evaluat fard particularitati
(tabelul 4.6.).

Tabelul 4.6. Profilul antioxidant Tn serul sanguin la sarcinile cu complicatii prin preeclampsie si
sarcinile fira particularitati in evolutie

Nr Determinati in serul sangvin p
d/o Mediatorii antioxidanti in trim_estrul II de sarcina
’ Preeclampsia lotul Is
(N=5) (N=10)

1 2 3 4 5
1 AAT-hexan mM/sl 0,13+0,04 0,25+ 0,16 0,5
2 AAT-izopr mM/sl 591 +1,72* 3,89+ 0,67 0,05
3 Peptide histidinice Carnozina uM/I 178,48 + 5,99 172,76+ 4,6 0,4
4 Catalaza pM/1 14,95 + 1,59 14,62+ 1,99 0,3
5 SOD u/c-ser 1252,9 + 60,84 ** 1188,19+ 88,89 0,001
6 Gr Tiolice ale prot 0,42 + 0,03 0,43+ 0,023 0,09
7 Tyoredoxina 0,55 + 0,04 0,62+ 0,06 0,3
8 Glutaredoxina 0,41 + 0,02 0,4+ 0,015 0,5
9 GR nM/s.L 643,8 + 131,08** 483,47+ 107,9 0,05
10 | GST puM/min. L 63,5 + 20,29 114,7+ 68,1** 0,3
11 | GPO nM/s.L 315,85+ 38,2 876,12+ 325,49** 0,7

Notd: In lotul I s sunt gestantele cu sarcina conceputd prin metoda FIV fard complicatii in evolutie.

Colonita 3. ,, Preeclampsia”, sunt gestantele cu sarcina conceputa prin metoda FIV confruntate cu
preeclampsie. Test t Student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

Constatam o amplificare mai mare la mediatorii antioxidanti AAT-izopropanol, Peptide

histidinice Carnozina, superoxiddismutaza (SOD) glutationuluireductaza (GR) fapt ce confirma

implicare pentru a mentine echilibrul pro-antixidanti deja in trimestrul al doilea de sarcind. GR
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cu 33 la suta majorare in serul gestantelor la care ulterior sa declansat complicatia cu un risc vital
major.

Se observa, ca si valoarea medie a markerilor antioxidanti determinati in lichidul
amniotic la aceste 5 gestante, cu evolutia sarcinii in preeclampsie au valori medii majorati a
antioxidantilor pe mai multe pozitii ( tabelul 4.7.)

Tabelul 4.7. Profilul antioxidant in lichidul amniotic (LA) la sarcinile cu complicatii prin
preeclampsie si sarcinile fara particularititi in evolutie

Nr Determinati in Lichidul amniotic (LA) Nr d/o
d/o Mediatorii antioxidanti in trim_estrul II de sarcini
; Preeclampsia lotul Is
(N=5) (N=10)
1 Aat-hexan mM/sl 1,06+ 0,05 0,61+ 0,03 0,8
2 AAT-izopr mM/sl 32,96+ 1,65%** 16,9+ 0,85 0,7
3 Peptide histidinice Carnozina uM/I 112,11 £ 5,6* 108,19+ 54 0,4
4 Catalaza uM/1 7,14 £ 0,36 6,47+ 0,32 0,6
5 SOD ul/c-ser 1264,51 + 63,22* 1143,78+ 57,19 0,9
6 Gr Tiolice ale prot 0,23 £0,01 022+ 0,01 0,2
7 Tyoredoxina 0,55 +0,02 0,49+ 0,02 0,1
8 Glutaredoxina 0,41 £0,02 0,52+ 0,03 0,6
9 GR nM/s.L 2985,71 £149,3* 2827,17+ 141,398 0,3
10 | GST pM/min. L 29,23 + 1,46 109,82+ 5,5* 0,1
11 | GPO nM/s.L 97,43 + 4,87 1030,4+ 51,52*** 0,1

Notd: In lotul I s sunt gestantele cu sarcina conceputd prin metoda FIV fard complicatii in evolutie.
Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
AAT-izopropanol, Peptide histidinice Carnozina, Catalaza SOD, GR determinati in

lichidul amniotic la gestantele in sarcina carora sa diagnosticat preeclampsia sau identificat cu
valori crescute fata de aceiasi markeri deteminati din lichidul amniotic la gestantele cu sarcina
fara particularitdti din lotul II de studiu.

Efectudnd analiza comparativa cu markerii asemanatori determinati la gestantele din
acelasi lot cu evolutia sarcinii fard particularitati, constatdim urmatoarele valori statistic
semnificative Tn serul sanguin al gestantelor cu complicatie de preeclampsie:

- citokina pro-inflamatorie IL-6 si citokina antinflamatorie IL-10 au o majorare
semnificativa;

- pro-oxidantii: sunt cu niveluri circulante majorate ale hidroperoxizii lipidici (HPL)
produsilor ale oxidarii peroxidice ale lipidelor;

- antioxidantii: amplificare mai mare la mediatorii ai activitatii antioxidante totale (AAT-
izopropanol), Peptide histidinice Carnozina, superoxiddismutaza (SOD) glutationuluireductaza
(GR), fapt ce poate sugera implicare mediatica si nestabilitate pentru stresul oxidativ, deja in

trimestrul al doilea de sarcina.
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Analiza comparativd cu markerii asemanatori determinati la gestantele din acelasi lot cu
evolutia sarcinii fird particularitati, constatdm, urmatoarele valori statistic semnificative in
lichidul amniotic (LA) al gestantelor cu complicatie de preeclampsie:

- Interleukinele (pro-inflamatoare) IL-8 si IL-12 identificate in trimestrul al doilea de
sarcind au valori statistic semnificative in lichidul amniotic la gestantele sarcina carora sa
complicat cu preeclampsie. Se inregistreaza si o amplificare semnificativa si a factorilor stromal
derivat celular (SDF-1a) si vascular de crestere (VEGF).

- pro-oxidantii in lichidul amniotic fara valori statistice semnificative;

- antioxidantii: AAT-izopropanol, Peptide histidinice Carnozina, Catalaza SOD, GR
determinati in lichidul amniotic la gestantele in sarcina carora sa diagnosticat preeclampsia sau
identificat cu valor crescute fata de aceiasi markeri deteminati din lichidul amniotic la gestantele
cu sarcina fara particularitati din acelasi lot de studiu.

HTA indusa de sarcina (HIS). La etapa monitorizarii particularitatilor evolutiei
sarcinilor concepute prin metoda FIV la femeile cu varsta peste 35 de ani incluse in studiu si
respectiv lotul II de control in care au fost incluse gravide sarcina carora a fost conceputad natural
deasemenea cu virsta peste 35 de ani, cele mai multiple complicatii cantitativ, induse de sarcina
au fost hipertensiunea gestationala (HTAQ), patologie, care transfera sarcina in categoria ,,risc
major”.

In lotul I de cercetare, s-au inregistrat 16 cazuri de (HTAQ) si in lotul II in 11 sarcini a
fost diagnosticata (HTAg). Analiza sarcinilor cu dezvoltarea complicatiei prin (HTAQ) 1n lotul |
al studiului a evidentiat urmatoarele: 64 la sutd din gravidele cu complicatia datd au fost in
intervalul de virsta 35-45 de ani si respectiv 36 la suta au fost in intervalul de virsta cu media de
47 ani.

Toate gravidele au fost luate la evidentd in asistenta medicald primard si medicul
obstetrician-ginecolog la termen, supravegherea gravidelor a fost dubla conform locului de trai
(4 gestante domiciliate in localitatile rurale si 12 in municipii) si in cadrul institutiilor medicale
unde a fost realizata fertilizarea in vitro. Supravegherea si monitoringul antenatal sa incadrat in
criteriile de exigentd pentru identificarea si prevenirea riscurilor pe parcursul sarcinii. In evolutia
la 3 sarcini din lotul I cu (HTAQ) au fost HTA preexistenta sarcinii in limitele gr.I-1l NYHA.

In acuzele gravidelor ca primele simptome deranjante au aparut cefalee sever,
somnolenta, ameteala. Valorile tensiunii arteriale in toate cazurile erau 140-160 mmHg /90-110
mmHg clasificind patologia in 3 cazuri usoara si altele evolutie severd. De mentionat, ca 5
HTA(g) in suprapunere cu proteinuri si alte stari patologice au declansat preeclampsia, analiza
carora este prezentatd in subcapitolul urmator.
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Toate pacientele au fost la o monitorizare de alertd. Din 16 sarcini 1n care s-a declansat
HTA(g) nasterea prin inducerea travaliului/operatie cezariand in 13 sarcini ale gestantelor din
lotul I de studiu si in 3 nasterea per vias naturalis.

Valorile interleukinilor IL-6 si IL-8 proinflamatorii, identificate in serul sangvin la
gestantele cu varsta de peste 35 de ani cu sarcina conceputd prin metoda FIV, in evolutia

sarcinilor cdrora s-a identificat hipertensiunea arteriald indusd de sarcind, este prezentatd in

figura 4.7.
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Figura 4.7. Variatiile ale 1L-6 si IL-8 determinate in serul si lichidul amniotic in
sarcinile complicate prin HIS

Notda: Test t student (ipoteza bilateralg). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

Gestantele la care a fost inregistrata in evolutia sarcinii HTA indusa de sarcina, nivelurile
medii de interleukine proinflamatorii, IL-6, au fost moderat mai mari in ser sangvin matern in
valoarea de 1889,43+94,47 pg/ml si in lotul II, valorile medii si eroarea standard 1436,6+71,83
pg/ml cu (p<0,05). Tn lichidul amniotic IL-6 are o valoare medie de 976,07 pg/ml+48,80 in lotul
I de studiu, si 855,8 pg/ml +42,79 pentru (*p< 0,05),

Analizand datele citokinei proinflamatorii IL-8, remarcam o valoare medie scazuta in
lotul I si o crestere cantitativa In lotul II de studii 386,79+43,3 pg/ml, fata de 422,4 pg/ml +107,9
in lotul 11. Spre deosebire de lichidul amniotic prelevat in sarcinile concepute prin metoda FIV,
n grupul cu complicatii prin HTAg, valorile 1L-10, IL-12 sunt crescute (figura 4.8.).
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Figura 4.8. Variatiile ale 1L-10 si 1L-12 determinate in serul si lichidul amniotic in
sarcinile complicate prin HIS
Notda: Test t student (ipoteza bilateralg). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

Este identificatd o majorare a valorilor IL-12 proinflamatorii determinati in serul
sangvin, cu valorile medii si eroarea standard in lotul I de studiu de 719,5+35,98 pg/ml, in
comparatie cu 696,9+34,85 pg/ml in lotul II de studii cu (p < 0,5). Totoadd, in lichidul amniotic,
se constata diferente semnificative intre loturi ale valorilor medii (**p<0,05) cu cresterea
cantitativa in lotul I de studiu, valoarea medie de 976,07+48,80 pg/ml si 855,8+42,8.

Valorile factorului SDF-1a, din serul sangvin, practic nu este diferit de cel din lotul Il de
studiu (figura 4.9.).

Analiznd valorile factorului SDF-1a cu valorile medii si eroarea standard in lotul I de
studiu de 696,9+34,85 pg/ml In comparatie cu 719,5£35,97 pg/ml in lotul Il se conmstata o
micsorare a factoruli SDF-1a atat in lichidul amniotic, cdt si in serul sangvin.

Mediatorii prooxidanti identificati in serul sangvin a loturilor gestantelor cu sarcina
obtinuta prin metoda FIV in evolutia cu HIS statistic semnificative in ser au fost cresterea
valorilor HPL izopropil intermediar 19,66 +0,98 uc/ml si 3,38 0,17 uc/ml in lotul Il de studiu,
valoarea PPOA de 52,35 +2,62 puM/I in lotul I comparativ cu 19,93 £0,99 uM/I in al I1-lea lot cu
HTAg, precum si valorii medii DAM 10,00 uM/l +1,5 in lotul I de studii si 9,75 +0,48 puM/I.

Spre deosebire de lichidul amniotic, in care markerii prooxidanti au avut valoarea
crescutd in lotul I de studii pentru HPL izopropil timpuriu 44,18 +2,2 uc/ml si 38,8 £1,94 uc/ml
in lotul Il, HPL izopropil intermediar 11,66 + 0,58 uc/ml in lotul | de studii comparativ cu 9,4
+0,47 uc/ml in al Il-lea lot, precum si a valorilor medii HPL izopropil tardiv 3,18 £0,16 uc/ml in

lotul T comparativ cu 2,59 £0,13 uc/ml. Amplificare majorata sa inregistrat pentru PPOA 26,2
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1,31 pg/L si 9,4 £0,47 pg/L in lotul Il si AGE cu valorile medii de 129,95+6,5ug/L in
comparatie cu datele din lotul II 115,55 £5,78 pg/L.

Analiza datelor determinate din serul sangvin a markerilor antioxidanti in evolutia
sarcinilor peste 35 de ani cu HTA indusa de sarcind a identificat cresterea urmatorilor marcheri:

valoarea media a superoxid dismutazei fiind de 1258,7 £ 62,9 u/c in lotul I in comparatie cu

1091,03 + 54,6 u/c in lotul 1T de studiu, precum si valorie GR a inregistrat 714,52 + 32,7 nM/s.L

VEGF in HTAg

$1297,60 £+ 14,8 nM/s.L 1n al II-lea lot de studiu.
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Figura 4.9. Variatiile ale SDF-1a si VEGF determinate in serul si lichidul amniotic in
sarcinile complicate prin HIS

Notda: Test t student (ipoteza bilateralg). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

Totodata a fost identificata in ser micsorarea in lotul I din trimestrul al doilea de gestatie
a valorilor GPO 722,08 £ 36,10 nM/s.L in comparatie cu 3178,89 + 158,94 nM/s.L in Itul 11
de gestatie.

Indicatorii antioxidanti determinati in lichidul amniotic au identificat o crestere a
valorilor antioxidanti HPL izopropil timpuriu 44,18 2.2 uc/ml in lotul I si 38,8 £1,9 uc/ml in
lotul Il, cét si ale HPL izopropil intermediarl11,66 +0,58 uc/ml la 9,4 +£0,47 uc/ml, HPL izopropil
tardiv 3,18 uc/ml £0, 16 si 2,59 £0,16 uc/ml in lotul II.

Totodata cresterea in lichidul amniotic a valorilor medii din loul Il de gestante cu sarcina
conceputa fiziologic si cu HTAg pentru GR 54 = 2,7 nM/s.L si1 324,84 + 16,4 nM/s.L.

Nasterea prematurd. Riscul de travaliu prematur, este in directd dependentd de prezenta
factorilor de risc si a factorilor de predictie. In loturile de studii in evolutia sarcinilor s-a
inregistrat 11 nasteri premature, inclusiv 8 in lotul I si 3 1n categoria gestantelor incluse in lotul
II. Etiologia nasterilor a fost presupusad drept o comasare a mai multor factori cu impact asupra
maturitatii, respectiv pot fi placentari, uterini, materni si nu s-au exclus si factorii fetali.
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Din 8 nasteri premature la gestantele din categoria sarcinilor concepute prin metoda FIV,
o nastere s-a clasificat in ,,moderata”, fiind declansata in perioada de 33-34 saptamini si 7 nasteri
premature aproape de termen. Clinic, gestantele s-au adresat cu acuzele la schimbarea
caracterului elimindrilor vaginale, durere in regiunea lombara si in 2 cazuri au fost contractii
uterine frecvente si neregulate in mediu 6 pe ora.

La 1inregistrarea semnelor de iminentd de nastere prematurd, toate paciente au fost
spitalizate cu asistenta corespunzatoare. Algoritmul conduitei iminentei de nastere prematura si
travaliului prematur a fost eficient. In 6 nasteri din 8 a fost inregistrati ruperea prematurd a
membranelor amniotice (RPMA).

Frecventa contractiilor documentata. Au fost efectuata ultrasonografia transvaginala,
pentru determinarea lungimii colului uterin, efectuarea testelor biochimice de predictie, testul
cervicovaginal pentru determinarea fibronectinei fetale; Nasterea se va finisa per vias naturalis.
careva date pentru retard de dezvoltare intrauterina. Indicele ponderal = masa la nastere (g)/talia
(cm3)) sau incadrat in 2,2-2,8 Scorul APGAR fiind in intervalul 7-8.

Concentratiile markerilor la gestantele sarcina carora s-a complicat prin nasterea
prematurd determind o amplificare semnificativd in lichidul amniotic fatd de valorilr medii
obtinuti in ser (tabelul 4.8.).

Toti parametrii markerilor imuni in lichidul amniotic s-au determinat cu valori majorati
fatd de parametii determinati in ser (colonitele 5 si 6). Cea mai expimatd majorare a concentratiei
in lichidul amniotic s-a inregistrat la chemochina IL-8 si factorul VEGF pratic de 4 ori, cu u
valori semnificativ statistice (p <0.05).

Tabelul 4.8. Profilul imun Tn serul sanguin si lichidul amniotic la gestantele cu complicatii
prin nastere prematura

Nr Mediatori In serul gestantelor cu nasteri In lichidul amniotic cu nasteri
d/o . X premature premature
imuni
valoarea lotul Ic lotul Ilc lotul Ic lotul llc
(Nr=8) (Nr=3) (Nr=8) (Nr=3)
1 2 3 4 5 6

1 IL-6 pg/ml 993,8+49,69 781,6+39,08 1034,5+51,73 910+45,5
2 IL-8 pg/ml 371,6+£18,58 342,3+£17,11 1815,3+90,77 1488,6+74,43
3 IL-10 pg/ml 415,9+20,8 442,3+22,12 725,1+36,26 714,6+35,73
4 IL-12 pg/ml 647,3£32,4 515,6+25,78 1020,3+£51,02 784,6+39,23
5 SDF-1a pg/ml 386,8+19,34 291,3+14,57 764,4+38,22 656,6+32,83
6 VEGF pg/ml 345,6+17,28 340£17,01 1387,3+69,37 1078,3+53,92

Notd: Inlotul T ¢ si lotul Ilc sunt gestantele cu sarcina conceputa prin metoda FIV

complicate in evolutie cu nasterea prematura.

Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
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Chemochina IL-8 fiind mediatorul, care contribuie la receptivitatea endometrului in
prezenta embrionului, In cazul sarcinilor, care in evolutie sau complicat cu nasteri premature,
permit a explica amplificarea lor majorata in lichidul amniotic consecinta inter-relatiei acestora,
inclusiv este oportuna ipoteza logica, ca IL-8, dat fiind faptul, stimuleaza secretia de progesteron
din linia de celule trofoblaste, 1n situatia data, 1si exercitd rolul prin deletie marita cu scopul de a
mentine sarcina. Acest fapt si rezultatele obtinute permit de a sugera, ca majorarea chemochinei
IL-8 in lichidul amniotic este characteristica pentru gestantele cu risc de aparitie a travaliului
prematur.

Concentratiile crescute de VEGF 1n ambele loturi pentru sarcinile cu nasteri premature in
evolutie: 345,6+17,28 (ser-lotul I) si 1387,3+69,37 (LA-lotul I), 340+17,01 (ser-lotul II) si
respectiv 1078,3+53,92(LA- lotul II) sugereaza angiogeneza si tendinta de inflamatie la mijlocul
trimestrului, pot fi predictive pentru nasterea prematura.

Constatam ca la gestantele in evolutia sarcinii s-a finalizat cu NP inclusiv o moarte
antenatald, amplificarea makerilor antioxifanti a fost mai esentiala decit pentru prooxidanti, fapt
ce permite de a constata ca implicarea markerilor antioxidanti si in al doilea trimestru de sarcina,
cand s-a recoltat materialul biologic in studiu, este deja cu un aspect prognostic. Mentionam ca
majoritatea antioxidantilor au o amplificare mai mare in lichidul amniotic, AAT izopropanol,
valoarea medie fiind Tn LA 22 mM/sl si 5 mM/sl in ser la lotul I si aceeasi tendinta observam si
in lotul I, cind valoarea medie a AAT izopropanol este practic de 2 ori mai mare in LA fata de
ser ( 16,5 fata de 7,9).

Aceeasi situatie constatam la parametrii valorilor medii GR, AGE si GPO, la toti markerii
nominalizati, amplificarea lor in LA din trimestru al doilea era cu mult mai mare fata de ser.
Pentru GR diferenta este in lotul I de 5 ori mai mare si in lotul II practc de 4 ori mai mare.

Mentiondm ca la analiza comparativa a markerilor la gestantele din ambele lotulri intre
cele obtinute din LA si ser categoria celor care sarcinile au evaluat fara particularitati practic in
toate cazurile markerii pro si antioxidanti erau mai exprimati in serul mater, dec/t in LA. Astfel
putem deduce ca sarcinile, evolutia carora include complicatii care vor aparea peste 3-4 sap de
sarcind ulterior, markerii imuni si antioxidantii sunt predictivi deja in trimestrul al doilea de
sarcind pentru sarcini complicate ulterior.

Diabet zaharat gestational (DZQ) In categoria de complicatii inregistrate in sarcinile
monitorizate in studii la gestantele din lotul I a fost un caz de Diabet gestational (DZG), in care
s-a reusit o conduitd eficienta de la momentul stabilirii diagnosticului si sarcina a evaluat in

termeni cu nasterea prin inducerea travaliului/operatie cezariand copilului sanatos.
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Complicatia DZG a fost stabilitd in trimestrul al trelea de sarcind prin: glicemia bazala -
6,5 mmol/L si glicemia la doua ore dupa 75 mg de glucoza oral - 10,0 mmol/L, hemoglobina
glicozilata - Hb Alc 9,5% . Gravida prezinta acuze la poliurie, polidipsie.

Gestanta la momentul conceperii si respectiv includerii n studiu a avut mai muti factori
de risc pentru a fi declansat DZG. In primul rind virsta de 45 ani. Pacienta face obezitate
constitutional-exogenad, alimentara gr. Il depistata antenatal. IMC la prima vizitd la medic pe
motiv de sarcini atinge -38 kg/m*

Pacienta a fost inclusd in determinarea markerilor imuni s$i mediatorilor ai stresului
oxidativ la etapa initierii studiului. Evident, oxidarea glucozei, peroxidarea lipidelor caracteristie
modificdrilor metabolice n patologie practic sunt o sursd pentru producerea radicalilor liberi si
cresterea riscului.

Masurarea DAM 1n serul sangvin a gravidelor cu DZG este statistic semnificativ mai
mare, iar statutul antioxidant (activitatea enzimelor superoxid dismutaza — SOD, glutation
peroxidaza — GPX, glutation-S-transferaza — GST si catalaza — CAT) este statistic semnificativ
mai mic.

Riscurile asociate cu varsta maternd inaintatd, au fost si in studiul nostru considerare ca
posibile, in contextul sanatatii individuale si al factorilor de sarcina existenti. In studiu Tn 222 de
nasteri sau nascut 234 copii vii (99 la sutd).

In 205 nasteri evaluarea nou-nascutilor a confirmat corespunderea termenului de gestati de 37-42
saptamini, cu un scor Apgar > 7 puncte In primul minut de viatd si care nu au necesitat
resuscitare.
In 14 sarcini din studiu au fost fnregistrate 15 complicatii fetale analiza cirora a constatat
urmatoarele.

Complicatiile fetale. Au fost un compartiment mai putin studiat in cercetare, doar in
interactiune cu evolutia si conduita sarciniilor. Totodata, importanta sanatatii fatului si nasterea
unui copil sanatos a fost un scop in sine pentru studiu integrat. Astfel, n sarcinile analizate, din
totalul de 222 de sarcini, inclusiv 14 gemelare, (12 in lotul I si 2 in lotul IT), in I lot - la 123 de
feti, (inclusiv, 2 decese antenatal) si la 113 feti in lotul Il au fost inregistrate 15 diverse
complicatii fetale.

In sarcinile monitorizate si evaluate din lotul I in studii la cele 111 nasteri in care s-au
inclus gravidele cu virsta peste 35 de ani, sarcina cdrora a fost conceputa prin metoda FIV s-au
ndscut 121 copii vii In 2 cazuri sa inregistrat moarte antenatala (2 la sutd) si 13 complicatii fetale

(10,6+0,5%).
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In sarcinile din lotul II sau inregistrat 111 nasteri, inclusiv 9 patologii fetale la 8 nou-

nascuti si in lotul Il s-au Tnregistrat 113 nou-nascuti, inclusiv 8 patologii fetale (tabelul 4.9.)

Tabelul 4.9. Complicatiile fetale Tnregistrate n sarcinile din studiu

Nr | Complicatii fetale Tntegistrati din sarcinile Tntegistrati din sarcinile
d/o Tnregistrate incluse in lotul | de studiu incluse in lotul Il de studiu
Nr Nr nou Nr Nr nou
patologiilor | nascutilor* patologiilor | nascutilor*
1 Moarte antenatala a 2 2 0 0
fatului
2 | Malformatii 1 Indicat inr.1 1 1
congenitale
3 Fat macrosom 2 2 2 2
4 | Encefalopatia 1 Indicatinr.3 0 0
hipoxico-ischemica
5 Icter neonatal 3 3 3 3
Total: 9 7 6 8

Notda : * In cazul patologiei conomitente nr nou-ndascutului se indicd la patologia de baza

Moarte antenatala a fatului. Moartea antenatala a fatului, considerate esec in evolutia
sarcinii s-au inregistrat in 2 cazuri din sarcinile incluse in studiu, constituind 0,940,05 la suta.

Ambele cazuri de moarte antenatala a fatului in uter au fost inregistrate in lotul I.

Factori cauzali in mortalitatile antenatale sunt diversi si pot include prezenta infectiilor
intrauterine, malformatilor congenitale, patologiei placentei, anomaliilor cordonului ombilical si
a starilor hipertensive. Respectiv aceasta categorie de complicatii in sarcind impune monitorizare
strictd a gravidelor.

In studiul dat, intr-un caz gestanta in virsta 42 ani, sarcina conceputi prin metoda FIV,
mutipara, in anamneza obstetricald un copil nascut la 28 de ani, urmat de avort spontan in a doua
sarcind si actuala. Din patologiile extragenitale pacienta suferd de pielonefritd cronica primara,
Obezitate gr I-II. Decesul fatului intrauterin, a survenit la 31 saptdmani de sarcina, Diagnosticul
a fost confirmat dupd nastere. Malformatia congenitald hidrocefalie obstructiva, cu blocaj pe
traiectul circulatiei lichidiene Biventriculara (ambele orificii Monro blocate). Dezvoltata
intrauterind a malformatiei nominalizate in cazul sar putea fi presupus ca a avit riscuri de a
contracta boala 1n uter si de a dezvolta anomalii cerebrala datd. Dar evident careva corelari
directe este imposibil de dedus

Alt caz de moarte antenatala a fatului la 32 saptadmini s-a Tnregistrat la gestanta de 48 ani,
multipard cu mai multe patologii extragenitale, astfel cum Obezitate gr.Il, Pielonefritd cronica
primard. Anamneza obstetricald agravatd prin intreruperea voluntard a 2 sarcinii pind la

conceperea prin reproducere umana asisteatd medical. Conform evaludrii examenului echografic
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la 32 saptdmini a identificat decolarea prematura a placentei normal inserate. Nasterea prin
operatie cezreana.

Analiza markerilor imuni si ai stresului oxidativ la al doilea trimestru de sarcina nu
aidentificat careva amplificari inlichidul amniotice pentru a putea corela cu complicatia
inregistrata.

Malformatii congenitale (MC) Evident, ca dezvoltarea embrionard si fetala este
influentata de multipli factori si dat fiind faptul sarcinile monitorizate in studiul nostru sunt din
categoria de risc pe criteriul varste gravidelor la etapa conceperii sarcinii peste 35 de ani,
posibilitatea acestor complicatiei este recunoscutd. O serie de multipli factori numiti teratogeni
pot influenta dezvoltarea tesuturilor si organelor avind ca rezultat malformatii congenitale la
nou-ndscut. Cea mai criticd perioadd pentru dezvoltarea malformatiilor congenitale este intre
zilele 13 s1 60 a sarcinii, cind se formeaza organele principale.

In studiul nostru au fost inregistrate malformatii congenitale la 2 nou-niscuti ambii in
sarcinile incluse in lotul I.

O gravida cu varsta de 44 ani luata la evdenta la 17 saptdmini, in anamneza extragenitala
obezitate gr II, evolutia sarcinii pind la nastere fara particularitati, diagnosticata prenatal la
ecografia realizatd la termenul de 32 saptamini. Nasterea cu travaliu indus prin operatie
cezareand in termen de 39 saptamini. La fat a fost identificatd cianoza neonatalda, culoarea
mucoasei, trunchi roza. Scor Apgar 6 puncte la 5 minute de la nastere. La a 3 zi dupd nastere a
fost stabilit MCC Comunicarea atrio-ventriculara, nonductal dependenta.

Al doilea caz inregistrat de complicatii fetale cu Malformatia congenitala hidrocefalie
obstructiva a fost si cazul de moarte antenatald a fatului la 31 sdptdmini de sarcina, incluzind in
statistic de moartea perinatala.

Tn conduita cazului dat au fost apreciate indicatii pentru nastere prin operatia cezareana.
Examinarea dupa nastere a nou-ndscutului mort si placentei a fost apreciat timpul de la decesul
fetal pind la nastere in limita de 8 ore. Patologia fetala a fost malformatia congenitald
hidrocefalie.

Fat macrosom. Aceasta problema obstetricald are impact reciproc pentru morbiditatea si
mortalitatea materno-fetala din aceste considerente acestor sarcini si nasteri se acorda o atentie
speciala.

In studiu au fost 24 copii nascuti macrosomi din 221 niscuti vii, respectiv 14 feti
macrosomi la gestantele din lotul I si 10 feti macrosomi nascuti la gestantele din lotul I1, in toate

cazurile pe fundal de maladii extragenitale, inclusiv metabolice, cu masa corporald
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supraponderala si obezitate, intr-un caz diabet zaharat tip 2 insulino-neindependent in
antecedente si HTA indusd de sarcina la 4 gestante.

Prezinta particularitati semnificative in nasterea fetilor macrosomi dou cazuri, cand a fost
asociatd hemoragie uterind hipotonica (o pierdere de aproximativ 700 ml de sange in primele 24
de ore dupa nastere), nasterea a fost indusa prin operatia cezariana.

Si1n a doua sarcind cu nasterea unui fat macrosom, gravida a conceput sarcina la 44 ani
prin metoda FIV, in anamneza extragenitala constatim HTA dr I NYHA si DZ tip II insulino-
neindependent. Pe parcursul primelor doua trimestre de sarcind careva stari patologice sau
patologii gestationale nu sau inregistrat. In ultimul trimestru de sarcina a fost diagnosticata HTA
indusa de sarcind, evoluatd in preeclampsie si nastere prematurd. Sarcina rezolvata prin operatie
cezareand a fatului macrosom.

Nou-nascutului a fost diagnosticata encefalopatia hipoxico-ischemica moderata cu debut
precoce, au fost identificate semne detresei fetale exprimate prin bradicardie fetala (clasificarea
Sarnat). Scor Apgar 5 puncte la a 10-ea minuta de la nastere cu confirmarea acidozei metabolice
determinate din singele neonatal, colectat precoce.

Nasterile la gestantele din lotul II in ambele cazuri, in care sau nascuti feti macrosomi au
fost pe cale vaginale, nu s-a complicat cu alte anomalii ale activitatii travaliului, nu au fost
inregistrate traumatisme a cailor moi de nastere Scor Apgar 7 puncte la 10 minute de la nastere.

Icter neonatal s-a inregistrat la 6 nou-nascuti in ambele loturi cite 3 cazuri (2,7 la suta ).
In lotul T au fost identificati 3 nou-nascuti, inclusiv in 2 cazuri icterul s-a identificat in primele 24
de ore de la nastere si in 1 caz sa constatat la a 2 zi de la nastere. In lotul IT nou-niscutii cu icter
neonatal sau diagnosticat la a 2 zi de la nastere. Toti nou-nascutii la care sa stabilit diagnosticul
Icter neonatal in lotul I sunt din categoria sarcinilor cu nasteri premature. Clasificarea graduala a
icterului dupa scorul Kramer a fost in limita stadiului I - I11, respectiv ictericitatea s-a inregistrat
in regiunea fetei, gitului, la nivelul ombilicului si In 2 cazuri raspindirea ictericitatii a fost
corespunzitor stadiului III - pind la nivelul genunchilor. In toate 6 stiri morbide prin Icter
neonatal medicii neonatologi au clasificat drept evolutie fiziologica, pe motiv ca au lipsit semne
clinice de alertd hepatosplenomegalie, valorile bilirubinei, s.a.

Corelarea particularitatilor evolutiei sarcicinilor incluse in lotul I de studiu cu biomarkerii
determinati din serul sanguin si lichidul amniotic in trimestrul al doilea de sarcina a permis

deducerae anumitor concluzii.
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4.3. Concluzii la Capitolul 4

Rezultatele cercetdrii cu referire la riscurile pentru evolutia In sigurantd a sarcinii, cele
pre-conceptionale multifactoriale: varsta medie pentru gestantele din ambele loturi 45,1+2,3 de
ani, situatia, cand una din trei gestante 1n anamneza obstetricald au avut complicatii in
antecedente, asocierea in sarcini a patologiilor extragenitale in 53,6 & 2,68 la sutd, cat si aparitia
noilor factori determinanti precum adaosul ponderal in sarcina, infectii virale, s.a. predispun
organismului matern pentru generarea complicatiilor gestationale.

La gestantele din lotul I cu sarcina conceputd prin metoda FIV, evolutia clinicd este
asemdnatoare evolutiei In sarcinile concepute natural, tindnd cont, cd in ambele loturi varsta
gravidelor la concepere a depasit 35 de ani. In acelasi timp incidenta complicatiilor a fost mai
mare la sarcinile concepute prin FIV, HTA indusa de sarcina, cota lor in lotul I fiind de
14+0,7% fata 9+8,1% in lotul II, preeclampsia, care in lotul I sa declansat la 5 gestante in lotul
Il nu s-a inregistrat si Nasteri premature proprtia pe loturi fiind de 7,2+0,36% si 2,7+0,14%.

Tn cercetrare s-a constatat, ca Interleukina 6, in al doilea trimestru de sarcind, are o
amplificare prognostica p<0,001 in serul gestantelor pentru sarcinile in care s-au declansat
preeclampsia tardiva si HTA indusa de sarcina.

n lichidul amniotic valori cu amplificare semnificativa (**p < 0,001) sau inregistrat
pentru factorului SDF-1a in lotul I cu o medie de 958,2 + 47,91 pg/mL si pentru Factorul
Vascular de Crestere valorile au fost in media de 1801,2 pg/mL £ 90,06 cu (**p < 0,0001).

La gestantele cu sarcina complicatd prin preeclampsie au fost identificate majorarea
valorilor proinflamatori IL-12 in serul sangvin si lichidul amniotic, cu date semnificativ
statistice (**p< 0,05), respexctiv majorarea concentratiei in lotul | de studiu.

Antioxidantii Tn serul gestantelor cu complicatii prin HTA indusa de sarcind si
preeclampsii au avut amplificare cu 33 la sutd majorare pentru Glutationuluireductaza (GR),
mediatorii ai activitatii antioxidante totale (AAT-izopropanol), Peptide histidinice Carnozina,
superoxiddismutaza (SOD), fapt ce poate sugera implicare mediatica si nestabilitate pentru
stresul oxidativ, deja in al doilea trimestru de sarcina.

Concentratiile markerilor determinati in cercetare, la gestantele sarcina carora s-a
complicat prin nasterea prematurd, determina o amplificare semnificativa in lichidul amniotic
fata de valorile medii obtinuti in ser. Chemochina IL-8 si factorul VEGF au demonstrat o
amplificare de 4 ori imai mare n lichidul amniotic la gestantele din ambele loturi cu valori
semnificativ statistice (p<0,05). Chemochina IL-8 fiind mediatorul, care contribuie Ila
receptivitatea endometrului in prezenta embrionului, in cazul sarcinilor, care in evolutie sau
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complicat cu nasteri premature, permit a explica amplificarea lor majoratd in lichidul amniotic
drept consecinta inter-relatiei acestora, inclusiv este oportuna ipoteza logica, ca IL-8, dat fiind
faptul, stimuleaza secretia de progesteron din linia de celule trofoblaste, in situatia data, isi
exercita rolul prin deletie marita cu scopul de a mentine sarcina. Acest fapt si rezultatele obtinute
permit de a sugera, cd majorarea chemochinei IL-8 in lichidul amniotic este characteristica
pentru gestantele cu risc de aparitie a travaliului prematur. Concentratiile crescute de VEGF 1n
ambele loturi pentru sarcinile cu nasteri premature in evolutie sugereaza angiogeneza si tendinta
de inflamatie la mijlocul trimestrului, pot fi predictive pentru nasterea prematura.

Sarcinile incluse in studiu in numar de 222, inclusiv 14 geminare sau 6,3 +0,32% (12 in
lotul I si 2 in lotul II) sau finalizat cu nasterea a 246 nou-nascuti (in I lot — 123 feti, inclusiv 2
deces antenatale si 113 feti in lotul 1) sau inregistrat 15 diverse complicatii fetale, inclusiv 2

finalizate cu deces antenatal.
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5. EVALUAREA PROFILULUI IMUN SI MARKERILOR STRESULUI OXIDATIV IN
SARCINILE CONCEPUTE PRIN METODA FIV

5.1. Citokinele si markerii imuni in sarcinile concepute prin metoda FIV la femeile cu

virsta de peste 35 de ani

Determinarea in cercetare a citokinelor IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 si a markerilor imuni
VEGF, SDF - 1a, a avut drept temei rolul lor in organismul uman, inclusiv implicarea timpurie
in coordonarea raspunsului imun in stérile patologice si In procesele de adaptare.

Echilibrul imunologic eficient permite interactiunea ,mama-fat”, necesara pentru
siguranta in sarcind si joacd un rol vital important in evolutia gestationala.

In cercetare, s-a tinut cont, ci citokinele participd in realizarea raspunsurilor imune, in
special la inceputul sarcinii in pofida faptului ca existd incd multe necunoscute asupra aportului
lor in fiziopatologia placentei si dezvoltarea fetala, care inca sunt teme pentru cercetari
stiintifice.

Actuala cercetare si-a pus scop de a constata existenta caracterului prognostic pentru
complicatii in sarcind, prin analiza raspunsului imun matern si fetal in trimestrul al doilea de
sarcind la nivelul biomarkerilor determinati in serul sanguin si lichidul amniotic, la gestantele cu
varsta peste 35 de ani, sarcinile concepute prin metoda FIV.

In literatura stiintifica se indicd, ca nivelurile crescute de IL-6 si IL-8 in tesutul decidual
indica o stare proinflamatoare imbunatatita la interfata feto-materna, care ar putea fi ddundtoare
embrionului implantat si poate compromite sarcina. Constatarile indicd faptul, ca atat nivelurile
insuficiente, cat si cele excesive de IL-6/IL-8 perturba reteaua inflamatorie la interfata feto-
materni, ceea ce poate compromite sarcina. In plus, diferentele in profilul de expresie al IL-6 si
IL-8 1in tesuturile reproductive sustin ipoteza cd unele complicatii pot avea un fundal
etiopatogenetic substantial diferit [163].

Tn cercetare la evaluarea markerilor imuni s-a tinut cont de caracteristicele lor cunoscute: la
pacientii supusi FIV, se sugereaza ca IL-8 este un predictor al potentialului de dezvoltare
embrionara in evaluarea pre-transfer a embrionilor. Ratele de sarcina si de implantare, precum si
numarul de nascuti vii per FIV, sau injectie intracitoplasmaticd de sperma, au fost mai mari,
atunci, cand mediul conditionat pre-transfer continea IL-8 [110].

Multe rapoarte au caracterizat efectele IL-12 asupra celulelor T si NK, in special legate de
capacitatea sa de a promova productia de IFN-y in timpul infectiei si inflamatiei (Trinchieri,

2003). Aceste studii au ajutat la stabilirea principiului ca capacitatea inndscutd a celulelor
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dendritice de a recunoaste agentii patogeni a condus la producerea de IL-12, care au furnizat
semnale instructive critice pentru a sustine raspunsurile Thl.

In procesul studierii privind functiile arhetipale ca factor de supresie imunitar a fost IL-10,
citokina antiinflamatorie, cu functiile sale cunoscute ca protector vascular si modulator al
stresului si autofagiei reticulului endoplasmatic (RE) in contextul rezultatelor normale si adverse
ale sarcinii.

Tn cercetare au fost determinate la toate gestantele SDF-1-a si VEGF. Ipoteza migratiei
celulelor imune in organism spre proces patologic a servit motiv pentru a determina markerii
imuni SDF-1-a (chemochina stromala derivata din factorul 1, varianta alfa), implicata in sistemul
imun, si VEGF implicat in dezvoltarea endoteliala vasculara.

Analiza comparativa a markerilor determinati in trimestrul al doilea de sarcina in serul
matern si lichidul amniotic la gestantele din ambele loturi fara complicatii in evolutia sarcinii,

respectiv in lotul 1s (incluse 81 de gestante) si din lotul 115 (incluse 97 de gestante), tabelul 5.1.

Tabelul 5.1. Analiza comparativi a markerilor imuni determinati din serul sanguin, Tn sarcinile
cu evolutia fara particularitati

Mediatori Parametrii markerilor imuni determinati din p
imuni serul sangvin
Concentratia valorilor medii pg / ml (interval)
lotul Is lotul Ils
(N;=81) (N2=97)

1 2 3 4
IL-6 993,85+54,691 863,39+43,17 0,87
IL-8 367,96+18,391 366,94+18,35 0,88
IL-10 346,77+17,341 292,42+14,62 0,33
IL-12 680,12+34,011 616,87+30,84 0,86
SDF-1a 603,41+30,17] 667,79+33,39 0,33
VEGF 399,68+19,98 468,48+23,42 0,31

Nota: lotul Is, lotul lls— incluse gestantele fara complicatii grave in evolutia sarcinii.
Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie * eroarea standard.

Constatam, ca rezultatele citokinelor obtinute din serul sanguin de la gravidele din ambele
loturi evidentiaza o diferentd, care in fiecare caz aparte poate fi ipotetic explicata.

in coloanele 2 si 3 din tabela, fiind devizate sarcinile corespunzator loturilor de studiu,
pentru markerii obtinuti a fost calculata valoarea medie si indicata eroarea standard.

Constatam 1in lotul Is de studii markerii imuni cu valoarea medie mai mare la IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12 fata de cei determinati la gestantele din lotul .

In acelasi timp, nu observiam diferente statistic semnificative intre loturi. Se inregistreazi
valori mai mici ai biomarkerilor SDF-1a (cu 9 la sutd) si factorul vascular de crestere - VEGF cu

(14,7 la suta) in sarcinile care au avut evolutia fara patologii din lotul Is.
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Astfel SDF-1a in lotul Is este de 603,41+30,17pg/ml fatd de 667,79+30,39pg/ml
determinat in lotul 1ls. Markerul VEGF in lotul Is cu valoarea medie de 399,68+19,98pg/ml si in
lotul Ils de 468,48+23,42 pg/ml.

In tabelul 5.2, sunt inclusi parametri obtinuti ai markerilor imuni din lichidul amniotic
colectat in trimestrul al doile de sarcind, conform standardului de screening atat pentru sarcinile

concepute prin metoda FIV, cét si pentru cele concepute natural incluse Tn studiu.

Tabelul 5.2. Analiza comparativi a markerilor imuni determinati din lichidul amniotic in sarcinile
cu evolutie fara particularitati

Nr Mediatori Parametrii markerilor imuni determinati din p
d/o imuni lichidul amniotic
Concentratia medie pg/ml (interval)
lotul Is lotul 11s
(N1=81) (N2=97)

1 2 3 4 5
1 IL-6 961,83 +48,05] 963,84 + 48,19 0,86
2 IL-8 1496,91 + 74,851 1492,16 £ 74,61 0,86
3 IL-10 555,62 + 27,781 546,39 + 27,32 0,65
4 IL-12 907,10 + 45,361 846,44 + 42,32 0,33
5 SDF-1la 685,50 + 34,281 626,82 + 31,34 0,33
6 VEGF 1244,59 + 62,231*** 1042,48 + 52,12 0,0001

Notda: Lotul I, Lotul lls— incluse gestante, fara complicatii grave in evolutia sarcinii.
Test t student (ipotezd bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie  eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ, ***p< 0,0001 este
considerat extrem de semnificativ
Constatam, ca markerii citokinici determinati in lichidul amniotic in lotul Is de studiu la

sarcinile concepute prin FIV, inregistreaza valori medii mai mari ai variatiilor IL-8, IL-10, IL-12,
SDF-1a si VEGF.

Valorile statistic semnificative ale markerilor determinati in lichidul amniotic au fost
pentru VEGF (p=0,0001). Astfel, VEGF cu valoarea medie in lotul Is este de
1244,59+62,23pg/ml, atunci cand in lotul Ils este mai diminuat, fiind de 1042,48+52,12pg/ml,
(reducerea cu 16,2 la sutd). Aceste situatii pentru sarcinile concepute prin metoda FIV, pot fi
explicate prin ipoteza influentei progesteronului administrat implicat, conform protocolului de
mentinere a sarcinilor concepute prin metoda FIV, poate avea si impact asupra markerilor imuni.

Studiu a avut ca scop, cercetarea evolutiei sarcinii anume la gestantele cu o varsta
Tnaintata. Ca urmare, citokinele obtinute au fost comparate la toate gestantele devizate dupa
interval de varstd In doud perioade cu deferenta de 10 ani - 7 ani, inclusiv fard complicatii in
evolutia sarcinii.

Astfel, intervalului de virsta 35-45 de ani (varsta medie 41 ani), au corespuns si au fost

incluse 60 gravide din lotul Is si 61 gravide din lotul IIs. Cealalta perioada de varsta a inclus 46-
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52 de ani (varsta medie 48 de ani), respectiv au corespuns 21 gravide din lotul Is si 36 din lotul

Ils de studiu (tabelul 5.3).

Tabelul 5.3. Analiza comparativa a citokinelor si markerilor imuni

determinati din serul sanguin Tn sarcinile cu evolutia fara particularitati la gestante in

intervalele de varsta 35-45 de ani si 46-52 de ani

Mediatori Determinati in ser matern p Determinati in ser matern p
imuni Intervalul de varsta 35-45 de Intervalul de varsta 46 -52 de
ani Concentratia medie pg/ml ani
Concentratia medie pg/ml
lotul Is lotul 11 lotul Is lotul 115
(N=60) (N=61) (N=21) (N=36)
1 2 3 4 5 6 7
IL-6 1082,31+54,22 875,84+43,79 | <0,0001 | 1088,94+54,45 909,94+45,5 <0,0001
**k*k **k*
IL-8 354,81+17,74 356,35+17,81 | 0,86 401,56+20,08 382,86+19,14 0,33
IL-10 319,85+15,99* 285,84+14,29 | 0,01 420,39+21,02** 300,11+15,01 <0,001
IL-12 667,32+33,37* 573,13+28,66 | 0,01 736,06+36,08 684,46+34,23 0,86
SDF-1a 586,64+29,33* 693,03+£34,65 | 0,01 670,72+33,54 627,83+£31,39 0,12
VEGF 368,46+18,42** 496,34+24,82 | 0,001 500,61+25,03 444,63+22,23 0,02

Nota: lotul Is si lotul 1ls— incluse gestante, pe intervale de vdrstd 35-45 de ani si 46-52 de ani, fara
complicatii grave in evolutia sarcinii. Test t student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate ca
medie * eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ, ***p< 0,0001 este
considerat extrem de semnificativ

Analizdnd datele din tabelul 5.3., constatam, prezenta diferentei parametrilor markerilor
imuni in dependenta de virsta de gestatie. Astfel, toti markerii imuni determinati din serul
sangvin la gestantele din lotul Is sunt cu valori medii mai majorati in intervalul de virsta 46-52 de
ani, fata de intervalul 35-45 ani.

In acelasi timp in categoria cu vérsta medie 48 de ani parametrii determinati la gestantele
din lotul Is, sarcina carora a fost conceputa prin metoda FIV sunt mai inalti fata de parametru ai
citokinelor la gestantele din lotul Ils cu sarcina conceputa natural.

Tn lotul 115 de studii, constatam ca markerii IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 sunt in crestere pentru
categoria cu varsta medie 48 de ani si doar SDF-1a si VEGF, ambii fiind factorii vasculari sunt
n reducere.

Astfel, inregistram o diferentd a variatiilor parametrilor obtinuti la markerii SDF-1a si
VEGEF intre loturile Is si Il s de studiu, in dependenta de intervalele de virsta (diferenta 10-7 ani).

Daca la gravidele din lotul I s, markerii SDF-1a si VEGF se majoreaza odata cu varsta dupa
cum urmeaza: 586,64+29,33pg/ml si 368,46+18,42pg/ml (virsta 35-45 ani), pentru categoria cu
varsta medie 48 de ani, avem - 670,72+33,54 si 500,61£25,03pg/ml, atunci la gravidele din lotul
Ils de studiu atesta o reducere a valorilor medii odatd cu varsta: 693,03+£34,65 si 496,34+24,82

(cu varsta medie 41 de ani), 627,83431,39pg/ml si 444,63+22,23pg/ml (varsta medie 48 de ani).

109



Am obtinut o valoare semnificativa statistic la VEGF, parametrii mai mari in comparatie la
gestantele din lotul 115 cu varsta medie 48 de ani, fata de lotul Is.

In categoria de virstai 46-52 ani (media 48 ani) toti parametrii ai markerilor imuni
determinati in serul sangvin la gestantele din lotul Is sunt cu valori medii mai mari decét la
gestantele cu sarcinile obtinute natural.

In tabelul 5.4., au fost inclusi parametrii determinati ai citokinelor din LA recoltate de la

gestantele din ambele loturi incluse in studiu.

Tabelul 5.4 Analiza comparativi a citokinelor si markerilor imuni determinati din lichidul
amniotic (LA) Tn sarcinile cu evolutie fira particularitati, la gestantele Tn intervalele de varsta
35-45 de ani si 46-52 de ani

Mediat Determinati in LA, p Determinati in LA, P
ori Intervalul de virsta 35-45 Intervalul de virsti 46-52 de
imuni de ani Concentratia medie ani
pa/ml Concentratia medie pg / ml
lotul Is lotul Ils lotul Is lotul 1ls
(N=60) (N=61) (N=21) (N=36)

1 2 3 4 5 6 7
IL-6 1483,29+74,16* | 954,16+47,71 <0,0001 | 995,60+49,78 940,06+47,0 0,33
IL-8 |683,16+34,16 316,58+15,83 0,86 1564,72+78,24 1507,43+75,37 0,86
IL-10 | 180,79+9,04 544,10+27,21 0,01 546,06+27,30 545,49+24,42 0,33
IL-12 | 165,86+8,29 841,69+42,08 0,01 923,22+46,16 853,97+28,95 <0,001

SDF-1a | 134,98+6,75 629,24+31,46 0,01 720,94+36,04 620,31+13,26 0,12
VEGF [987,68+49,38 1020,81+51,04 0,001 1257,89+62,89 1077,14+38,95 <0,001

Nota: lotul Is si lotul lls— incluse gestante, fara complicatii grave in evolutia sarcinii pe intervale de
varsta 35-45 de ani si 46-52 de ani. Test t student (ipotezd bilaterald). Datele sunt reprezentate ca
medie * eroarea standard.* p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat
semnificativ, ***p< 0,0001 este considerat extrem de semnificativ

Pentru comparatie, gestantele au fost devizate in 2 categorii de varsta 35-45 si 46-52 de
ani. Toate sarcinile, parametrii carora au fost analizati, au decurs cu evolutie fara particularitati
in 81 cazuri pentru gestantele din lotul I si 97 cazuri la gestantele incluse in studiu in lotul I s si
cu patologii induse 1n sarcina la in 30 sarcini din lotul Is si respectiv 14 sarcini din lotul IIs
analiza carora a fost fasuta aparte.

La gestante din lotul Is, odata cu varsta observam o tendinta de a se majora valoarea medie
a citokinelor: IL-8, IL-10, IL-12, SDF-1a si VEGF cu exceptia IL-6, care este mai jos in
diapazonul de varsta 46-52 de ani.

Lotul I1s al gravidelor, in comparatie cu cele doua intervale de varsta analizate in tabel, au
valori medii majorate pentru toti markerii imuni in intervalul de virsta 46-52 ani, cu exceptia la
SDF-1a, care a ramas practic la aceeasi valoare cum si pentru perioada de varsta 35-45 ani.

Comparind valorile medii obtinute intre loturile Is si IIs doar pentru gestantele cu varsta in

intervalul 35-45 de ani, observam, ca in sarcinile concepute prin metoda FIV se identifica
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valoare medie mai mare pentru IL-6, IL-8 si parametrii mai josi la IL-10, IL-12 SDF-1a si
VEGF.

Pentru categoria de varsta 46-52 de ani, valoarea medie a citokinelor in lotul I s, se
identifica mai majorata fata de cea determinatd pentru toti markerii determinati.

Analiza comparativa a markerelor imuni determinati in trimestrul al doilea de sarcina din
serul sangvin si lichidul amniotic, la femeile fard complicatii grave in evolutia sarcinii in ambele

loturi este prezentata in tabelul 5.5.

Tabelul 5.5. Analiza comparativi a citokinelor si markerilor imuni determinati din serul
sanguin si lichidul amniotic la gestantele din lotul |

Nr Determinati in ser Determinati in lichidul p
d/o Marke sangvin amniotic (LA)
rii Concentn/z,tiiz medie Concentrc/z,tiiz medie
; ; pg/m pg/m
imunl lotul Is lotul I (N=81)
(N=81)

1 2 3 4 5
1 IL-6 1093,85+38,27 961,83+32,402 0,79
2 IL-8 367,96+22,59 1496,91+76,647 0,71
3 IL-10 346,77+19,34 555,62+24,172 0,69
4 IL-12 680,12+57,40 907,1+23,779 0,51
5 SDF-1a 603,41+£29,62 685,5+11,146 0,45
6 VEGF 399,68+24,04 1244,59+67,141 0,71

Notd: lotul Is_sunt incluse gestantele din lotul I fara complicatii in evolutia sarcinii
Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.* p < 0,05 este considerat semnificativ,
**p < 0,001 este considerat semnificativ, ***p< 0,0001 este considerat extrem de semnificativ

Astfel observam, ca markerii imuni IL-8, 1I-10, IL-12, SDF-1a si VEGF au valori medii
mai Tnalte in lichidul amniotic decit in serul sangvin pentru categoria de gestante cu sarcina
conceputa prin FIV si evolutia decursa fara particularitati cu imapct grav pentru sanatatea
materna si fetala. Merita de remarcat, ca la unii markeri cum este IL-8 si VEGF cresterea

valorilor medii este de 3 - 4 ori.

5.2. Determinarea statusului oxidant si antioxidant in singele gestantelor cu varsta
de peste 35 de ani cu sarcinile concepute prin metoda FIV

Stresul oxidativ (SO) dezvoltat pe fundalul dezechilibrului intre productia si acumularea
speciilor reactive de oxigen (SRO) in celule si tesuturi, este dependent de eficienta sistemului
antioxidant, care la randul sau este responsabil de detoxificarea acestor produse reactive.

Tn studiu au fost determinati si evaluati variatia pro-oxidantilor si antioxidantilor

determinati din ser sanguin si lichidul amniotic in trimestrul al doilea de sarcina.
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S-a tinut cont de faptul, ca pro-oxidantii sunt cu rol determinant in evolutia unor procese
atét fiziologice, precum sarcina, cat si patfiziologice, cum ar fi inflamatia, disfunctia endoteliala,
ateroscleroza, s.a.

Pentru sarcina asigurarea unui echilibru intre pro- si antioxidanti este important pe tot
parcursul acesteia, de la implantarea placentei, etapa embriogenezei si ulterior pe parcusrul
evolutiei.

Tn pofida constientizirii, ci studiile pe subiectii umani oferid rezultate nu deplin
concludente, totusi este important cunoasterea rolului markerilor pro- si antioxidanti in evolutia
SO.

In subcapitolul dat, sunt analizati markeri ai SO determinati la toate gravidele, sarcinile
carora au evaluat fara complicatii, atat la cele concepute prin metoda FIV, cit si pe cale naturala.
Au fost analizati parametrii @ 11 markeri din categoria sistemului pro-oxidant pe 3 categorii:
radicali liberi, derivatii de oxigen non-radicalici si substante thiol-reactive precum si 11
modulatori antioxidanti din categoriile: enzimatici (de exemplu, superoxiddismutaza (SOD),
Catalaza (CAT) si glutationului peroxidaza GP, s.a.) si neenzimatici (de exemplu, glutation,
peptide histidinice - carnozina, s.a.), toate fiind antioxidanti endogeni.

Segmentul dat s-a axat si pe diferenta intre intervalele de varsta 35-45 de ani si 46-52 de
ani, pentru a identifica tendinta de modificare a markerilor SO.

Astfel pro-oxidantii determinati din serul sanguin, au avut variatii statistic
nesemnificative, cat la gestante cu sarcina conceputd prin metoda FIV (lotul Is), atat si la
gestantele cu sarcina conceputa natural (lotul Ils), tabelul 5.6.

Tabelul 5.6. Mediatorii prooxidanti determinati din serul sanguin in sarcinile fara
particularititi in evolutie

tl;llg Mediatorii prooxidanti (Iﬁtllzjlglf) Eclifzu=I9I7I; p
1 2 3 4 5
1 HPL timpurii (hexan), uc/ml 17,2 £ 0,86 17,33 +£0,87 0,1
2 HPL intermediari (hexan), uc/ml 481 +0,24 490 +0,23 0,3
3 HPL tardivi (hexan), uc/ml 1,93 +0,09 1,98 £0,01 0,1
4 HPL timpurii (izopropil)- uc/ml 40,87 +2,03 41,02 + 2,06 0,99
5 HPL intermediari (izopropil)- uc/ml 16,73 £ 0,89 16,75 + 0,83 0,86
6 HPL tardivi (izopropil)- uc/ml 3,44 + 0,21 3,39+0,17 0,42
7 PPOA 41,99 +2,68 39,61 +1,85 0,35
8 DAM uM/1 9,0+0,44 8,97 + 0,49 0,85
9 NO puM/1 73,56 + 3,67 73,36 + 3,66 0,12
10 | AGE pg/L compusi de glicare 345,47 + 17,27 411,65 + 20,58 0,09

avansata
11 | AIM 0,36 +0,01 0,39 +0,01 01

Nota: lotul Issi lotul Il s sunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii
Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie * eroarea standard.
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*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

Constatam ca nivelurile circulante ale HPL si DAM (produse ale oxidarii peroxidice ale
lipidelor), Oxidul nitric (NO), compusi terminali de glicare avansata (AGE) si AIM- albumina
ischemic modificata, sunt practic identice in ambele loturi.

Acelasi tablou, fara valori statistic semnificative, pentru markerii antioxidanti, S-au

obtinut la gestantele din ambele loturi cu evolutia sarcinilor fara particularitati (tabelul 5.7.).

Tabelul 5.7. Mediatorii antioxidanti determinati din serul sanguin in sarcinile fara
particularititi in evolutie

Nr Mediatorii lotul Is lotul s p
d/o antioxidanti (n=81) (n=97)
1 2 3 4 5
1 AAT-hexan mM/sl 0,51 +0,09 0,51+ 0,09 0,7
2 AAT-izopr mM/sl 6,01 £ 0,39 5,84 £0,43 0,4
3 Peptide histidinice 164,53 £ 2,27 158,59 + 1,86 0,35
Carnozina uM/I -ser

4 Catalaza pM/1 -ser 15,75+0,71 14,59 £ 0,99 0,4
5 SOD u/c-ser 1121,30 + 24,81 (10%) 1003,31 + 25,42 0,05
6 Gr Tiolice ale prot 0,48 £ 0,02 0,57 £ 0,026 0,8
7 Tyoredoxina 0,56 £ 0,01 0,53 £ 0,008 0,6
8 Glutaredoxina 0,43+0,01 0,42 + 0,006 0,24
9 GR nM/s.L y 690,09 + 118,22 808,15 + 99,97 0,2
10 | GST puM/min. L 218,91 + 42,28 226,10 + 46,15 0,45
11 | GPO nM/s.L 1451,77 + 180,89 1489,70 + 226,30 0,12

Nota: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
“p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
lotul Issi lotul Il s sunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii

Mediatorii ~ AAT-izopropanol,  dipeptida  histidinica ~ Carnozina,  Catalaza,
superoxiddismutaza (SOD), Tyoredoxina si Glutaredoxina in lotul Is la femeile cu sarcina
conceputa prin metoda FIV sunt mai majorati fata de markerii determinati din serul sangvin la
gravidele concepute natural lotul lls.

Cunoscut, ca Glutaredoxinele si Catalaza protejeaza impotriva stresului oxidativ prin

catalizarea reducerii disulfurilor amestecate de proteine, fiind enzime pentru sinteza carora este
necesitate de suficient O2 ca ulterior s asigure rolul fundamental in protectia antioxidanta.

In analiza la compartimentul dat observim, ci superoxiddismutaza (SOD) are
amplificatia mai mare fatd de media obtinuta in lotul Ils, aproape de 10 la suta.

Ce tine de variatia a glutationului reductaza (GR), care de fapt este o tripeptidd cu rol

antioxidant are o amplificatie mai redusa in cazul gestantelor cu sarcina conceputa in FIV, astfel
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n lotul Is am obtinut parametrii 690,09 + 118,22 atunci in lotul IIs mediatorul atinge media de
808,15 + 99,97, atingand diferenta de 15% fata de lotul Ils.

Dat fiind faptul, ca in loturile studiului au fost incluse gravide cu un spectru de varsta de

la 35 de ani pana la 52 de ani inclusiv, analizate au fost rezultatele obtinute a markerelor imuni si

ai stresului oxidativ pro- si antioxidant in cele 2 intervale de varsta 35 - 45 de ani si respectiv 46

- 52 de ani, tabelul 5.8.

Tabelul 5.8. Analiza comparativa a mediatorilor prooxidanti determinati din serul sanguin,
in sarcinile cu evolutia fara particularititi, la gestantele in intervalele de varsta
35-45 de ani si 46-52 de ani

Nr Mediatori prooxidanti Determinati in ser sanguin | Determinati in ser sanguin
d/o Intervalul de varsti 35-45 Intervalul de varsta 46 -
ani (concentratia medie) 52ani
pg/ml (concentratia medie) pg/ml
lotul Is lotul Ils lotul Is lotul 11s
(N1=60) (N2=61) (N1=21) (N2=36)
1 HPL timpurii (hexan), uc/ml 17,35+0,87 18,69+0,93 17,29+0,86 | 18,76+0,94
2 HPL intermediari (hexan), uc/ml 4,92+0,25 5,30+0,28 4,71+0,24 5,30+0,29
3 HPL tardivi (hexan), uc/ml 1,99+0,09 1,79+0,09 1,74+0,09 1,79+0,09
4 HPL timpurii (izopropil)- uc/ml 40,76+2,39 30,41+1,51 39,56+1,98 | 33,16%1,66
> :'CF/)r';“'”termEd'a“ (izopropil)- 16,62+41,05 | 12,26+061 | 16,15+0,81 | 13,53+0,68
6 HPL tardivi (izopropil)- uc/ml 3,37+0,24 2,4610,20 3,30+0,17 2,63+0,13
7 PPOA 49,2612,46 42,9912 15 47,10£2,54 45,71%2,29
8 | DAM uM/I 9,95+0,51 12,08+0,94 9,34+0,49 11,63+0,58
9 | NOuM/l 73,28+3,66 66,34+3,32 72,66+3,63 | 66,04+3,30
10| ACE ngll compuside glicare | 348 434174 | 412,05+19,65 | 340,38+17,00 | 438,15:21.9

Nota: lotul Issi lotul Il s sunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii
Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea Standard.

“p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

Analizdnd parametrii obtinuti la gravidele sarcina carora a fost conceputa prin metoda
FIV, respectiv incusi in lotul Is, constatam, cd toti mediatorii cu functii prooxidante sunt mai
redusi decat Tn lotul 1ls, care au conceput sarcina natural.

Comparénd valorile de amplificare a mediatorilor prooxidanti determinati la gestantele
sarcina cdrora a fost conceputd prin metoda FIV cu gestantele din lotul II s cu sarcina conceputa
natural Tn intervalele de virsta 15-35 de ani si respectiv 36-52 de ani constatam, ca hidroperoxizii
lipidici hexan (HPL) timpurii si intermediari, produsele de peroxidare lipidica sunt cu valori
medii mai mici n cazul sarcinii concepute prin metoda FIV in ambele categorii de varsta

analizate.
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Mediatorii HPL izopropil (timpurii, intermediari si tardivi) prezintda o amplificare mai
mare Tn serul gestantelor din lotul Is fata de gestantele din lotul II s, atat in intervalul de varsta de
35-45 de ani, cat si la 46-52 de ani.

Practic, toate proportiile mediatorilor prooxidanti determinati in serul sanguin la
gestantele din lotul Is fata de cele din lotul IIs la intervalele de varsta 35-52 de ani si respectiv
intervalul de varsta 36-52 de ani sunt echivalente. Analiza markerilor antioxidanti determinati
din serul sanguin n aceleasi criterii comparative a varstelor cu diferenta de 10-8 ani este redata
n tabelul 5.9.

Tabelul 5.9. Analiza comparativa a mediatorilor antioxidanti determinati din serul sanguin,
in sarcinile cu evolutia fara particularitati, la gestantele in intervalele de varsta 35-45 de ani si

46-52 de ani
Nr Mediatori Determinati in ser matern Determinati in ser matern
d/ antioxidanti Intervalul de varsta 35-45 ani Intervalul de varsta 46 -52ani
lotul Is lotul Ils lotul Is lotul 11s
(N=60) (N=61) (N=21) (N=36)
1 2 3 4 5 6

1 AAT (hexan) mM/I 0,52 +0,02 0,46 £ 0,02 0,56 + 0,02 0,49 £ 0,02

2 AAT (izopropanol) 5,94 £ 0,29 7,84 £ 0,39 6,18 £0,3 7,85+ 0,39
mM/l mM/lI mM/I

3 Peptide histidinice 160,59 £ 8,02 158,95 £7,94 160,67 £ 8,04 152,70 £ 7,64
Carnozina uM/I

4 Catalaza uM/1 15,69 + 0,78 14,63 +0,73 16,78 + 0,84 1451 +0,71

5 SOD ulc 1058,78 + 52,94 | 983,52 +49,18 | 1073,11 £53,77 | 1011,56 + 54,01

6 y-GPT u/l 36,64 + 1,83 46,62 £ 2,33 38,68 +1,91 60,44 + 3,02

7 Grupe Tiolice ale 0,48 £0,02 0,62 £ 0,03 0,51 +£0,02 0,56 £ 0,05
proteinelor uM/I

8 Tyoredoxina 0,57+ 0,03 0,54+0,02 0,52 £ 0,02 0,53 +£0,03

9 Glutaredoxina 0,44 + 0,02 0,42 +0,02 0,45 + 0,01 0,43 +£0,02

10 | GRnM/s.L 633 + 31,65 800,05 + 40 865,88 + 43,29 999,44 + 49,97

11 | GST uM/min. L 226,10 + 11,3 69,57 + 3,48 112,07 £ 5,6 71,69 + 3,58

12 | GPO nM/s.L 1489,70 £74,48 | 2288,02 £ 114,4 | 1437,43 + 71,85 | 2710,49 + 135,52

Nota: lotul Issi lotul 1l s sunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii.
Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.

“p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ

Mediatorii antioxidanti determinati din serul sanguin in trimestrul al doilea de sarcina la
gestantele din ambele loturi constata o tendinta de majorare odata cu inaintarea in varsta.

Astfel, in sarcinile concepute prin metoda FIV, gravidele cu varsta in intervalul 46-52 de
ani inregistreazd majorarea mediatorilor antioxidanti fatd de cei determinati la gestantele in
perioada de varstd 35-45 de ani la urmatorii parametri: glutation reductaza (GR) de la 633
nM/s.L £31,65 in categoria de virsta 35-45 de ani se majoreaza pina la 865,88 nM/s.L + 43,29.

Superoxid dismutaza (SOD) pentru gestantele din lotul Is la intervalul de virsta medie 41
ani se inregistreaza cu parametrii 1058,78 + 52,94 u/c si la varsta medie de 48 ani deja avem o

tendintd de majorare cu 1,6% amplificare a mediatorilor - valoarea medie fiind de 1073,11 +
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53,77. Pentru gestantele din lotul lls inregistraim o majorare cu inaintarea in varsta, fiind n
crestere cu +8,4%; de la 983,52 + 49,18 (varsta medie de 41 ani) la 1011,56 + 54,01 (varsta
medie de 48 de ani).

Pentru y-GPT, valoarea medie practic identica in ambele loturi de la 36,64 + 4,32 u/l (0
crestere cu +17 la sutd) la 38,68 £ 1,91 u/l in varsta mai inaintata.

Ambii mediatori ai activitatii antioxidante totale AAT (hexan) si (izopropanol) sunt mai
majorati in serul sanguin la femeile gravide, atat in lotul Is cat si in lotul 11s, odata cu inaintarea
in varsta.

Astfel, AAT (hexan) 0,52 £+ 0,02 mM/1 si respectiv 0,56 + 0,02 mM/I in a doua categorie
de varsta, AAT(izopropanol) 5,94 + 0,29 mM/I si respectiv 6,18 + 0,3 mM/I.

Este de mentionat, ca toti mediatori ai activitatii antioxidante totale hexan si izopropanol
in serul colectat de la femeile gravide, sarcina carora a fost conceputa natural, se mentin in
aceeasi valoare medie in ambele categorii de véarsta incluse in studiu, cu mici devieri
neansemnate, ca exemplu AAT (hexan) la gravidele din lotul Ils Tn intervalul unde varsta medie
este de 41 ani; parametrii inregestreaza o valoare medie de 0,46 + 0,02 mM/I si respectiv in
intervalul de varsta unde media este 48 de ani cu AAT (hexan) de 0,49 + 0,03 mM/I.

Constatam, ca sunt markeri, care odata cu varsta isi reduc valorile medii in sarcinile, care
au fost concepute prin metoda FIV, atunci cand tot acesti markeri in sarcinile concepute natural
cu inaintarea in varsta au tendintd de a se majora. Glutation peroxidaza (GPO) in lotul Is unde
varsta medie este de 41 ani inregistreazd parametrii 1489,70 £74,48 nM/s.L si respectiv in
intervalul cu virsta medie de 48 ani deja este o reducere cu 3,6+0,18% fiind de 1437,43 + 71,85
nM/s.L, atunci cind in lotul Ils inregistram cifre mai mari aproape cu 80 la sutd pentru GPO -
2288,02 + 114,4nM/s.L si 2710,49 + 135,52 nM/s.L.

5.3. MarKkerii oxidanti si antioxidanti determinati in lichidul amniotic la gestantele cu
varsta de peste 35 de ani, Tn sarcinile concepute prin metoda FIV

Lichidul amniotic fiind complet steril, joaca un rol important pentru siguranta fatului si
evolutia sarcinii. Tn studiu a fost recoltat prin amniocenteza, procedura minim-invaziva, in
trimestrul al doilea de sarcina pentru a obtine informatia in scopul diagnosticului prenatal.

Este cunoscut, ca sarcina este susceptibild la stres oxidativ si apararea antioxidanta In
timpul sarcinii poate fi modificatd ca consecintd a cresterii nivelului de stres oxidativ. Cercetarea
data si-a pus ca scop de a evalua prezenta dovezilor privind calitatea echilibrului sistemului

oxidativ-antioxidant exprimat n lichidul amniotic Tn trimestrul al doilea de gestatie.
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A fost analizat profilul oxidant si antioxidant in lichidul amniotic, la gestantele din ambele
loturi ale esantionului, sarcina carora a evaluat fara particularitati.

Pentru investigatiile realizate in lichidul amniotic corespunzator celor efectuate in serul
sanguin colectat de la toate gestantele incluse in studiu, au fost determinati 11 mediatori cu

caracteristici prooxidanti si 11 mediatori ai sistemului antioxidant. Tn tabelul 5.10., sunt

comparati parametrii markerilor obtinuti de la gravidele din ambele loturi.

Tabelul 5.10. Mediatorii oxidanti determinati din lichidul amniotic Tn sarcinile fara
particularitati in evolutie

(lj\}g Mediatorii prooxidanti I((I)\;tgéii k()r:lilg;l)s P
1 2 3 4 5
1 HPL timpurii (hexan), uc/ml 15,71 £ 0,79 16,32 £0,82 0,49
2 HPL intermediari(hexan), uc/ml 4,68 0,23 5,17 £ 0,26 0,08
3 HPL tardivi (hexan), uc/ml 1,75+ 0,09 1,81 £ 0,09 0,35
4 HPL timpurii (izopropil)- uc/ml 38,01 +1,88 29,22 + 1,46 0,78
5 HPL intermediari (izopropil)- uc/ml 10,88 £ 0,54 8,86 £ 0,44 0,99
6 HPL tardivi (izopropil)- uc/ml 3,02+£0,15 2,39+£0,12
7 PPOA 24,30 + 1,22 29,37 + 1,47 0,18
8 DAM pM/1 5,47 £ 0,27 10,22 + 0,51 0,24
9 NO pM/1 77,97 + 3,89 79,59 + 3,98 0,24
10 | AGE pg/L compusi de glicare avansata 107,67% 5,38 97,53 4,88 0,68

Notd: Test t student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
“p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
lotul Issi lotul 1l s _sunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii

Constatam, ca in lichidul amniotic asemandtor mediatorilor prooxidanti determinati in
in studiu: timpurii, intermediari si tardivi, cu valori medii mai mici in cazul sarcinilor concepute
prin metoda FIV.

Valori medii ai markerilor prooxidanti obtinuti mai joase in lotul Is pentru Dialdehida
malonica (DAM) 5,47 uM/l £ 0,27 (lotul Is) fatda de 10,22 uM/l = 0,51 (lotul Ils), respectiv
diferenta valorilor medii in loturi este de 47%. Alti markeri ai sistemului prooxidant inclusi in
studiu, cum sunt produsii proteici de oxidare avansata (PPOA) si oxidul nitric (NO) sunt de
asemenea cu valori medii mai reduse in lotul Is fatd de lotul IIs de studiu, dar in limita
neansemnata.

Mediatorii prooxidanti HPL timpurii (izopropil), HPL intermediari (izopropil) si HPL
tardivi (izopropil) denotd o amplificare mai mare la gravidele din lotul Is de studiu fatd de cele
din lotul 1ls. Aceeasi variatie constatam si in cazul compusilor de glicare avansata (AGE) in lotul

Is am obtinut 107,67 £ 5,38 pg/L si in lotul 115 97,53 + 4,88 ng/L.
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Valorile caracteristice sistemului antioxidant, determinate din lichidul amniotic la
gravidele din studiu sunt expuse in tabelul 5.11.

Tabelul 5.11. Mediatorii antioxidanti determinati in lichidul amniotic, in sarcinile fara
particularititi in evolutie

g}g Mediatorii antioxidanti (Iﬁ?ilglls) I(?\](gzls;;i P
1 2 3 4 5
1 | AAT-hexan mM/sl 0,76 £ 0,04 0,45 +£0,02 0,08
2 | AAT-izopr mM/sl 18,90 + 0,95* 8,58 £0,43 0,05
3 | Peptide histidinice 124,52 + 6,23 0,26
Cal?nozina uM/I 123,34 26,21
4 | Catalaza pM/1 8,59 +0,43 12,56 £ 0,64 0,54
5 | SODulc 1010,23 +50,5* 670,47 + 33,5 0,02
6 | y-GPT u/l 146,10 £ 7,3* 99,83 +4,99 0,05
7 | GrTiolice ale prot uM/I 0,312 £ 0,02 0,43+£0,02 0,10
8 | Tyoredexina uM/I 0,56 £ 0,03 0,54 £0,03 0,97
9 Glutaredoxina uM/1 0,48 + 0,02 0,47 £ 0,02 0,67
10 | GR nM/s.L 1605,03 + 80,25 2025,19 + 101,25* 0,04
11 | GST uM/min. L 129,43 £ 6,47* 37,85 +1,89 0,05
12 | GPO nM/s.L 1807,17 + 90,35 2655,47 + 132,77* 0,05

Nota: Test t student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
“p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
lotul Issi lotul 1l s_sunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii

Variatia markerilor antioxidanti determinati in lotul Is si respectiv celor din lotul Ils
identifica amplificarea activitatii a Superoxid desmutazei (SOD) cu peste 50% diferenta, de
asemenea gama-glutamil transpeptidaza (y-GGT), inregistrat in lotul Is - 146,10 = 7,3 u/l si
respectiv in lotul 1ls - 99,83 £ 4,99 u/l atinge o valoarea statisticd semnificativa (p 0,003). Este
cunoscut, ca y-GGT este o proteind localizatd in membrana citoplasmatica cu rol important in
metabolismul mediatorilor inflamatiei.

Activitatea antioxidanta totala exprimata prin markerul AAT-hexan si AAT-izopropanol
sunt deasemenea cu valori medii mai mari in lotul Is fata de lotul Ils fard a atinge indici
semnificativi statistici.

Practic de 3 ori constatim majorarea n lichidul amniotic la gestantele din lotul Is, a
valorilor medii pentru glutation s-transferaza (GST) — enzima, care reprezintd un raspuns
antioxidant pentru unii metaboliti toxici generati in organism, cum ar fi peroxid-, carbonil- s.a.

O valoare mai joasd in lotul I fatd de lotul lls s-a obtinut pentru Catalaza, grupe tiolice
ale proteinelor si cel mai semnificativ cu 20 la suta pentru glutation reductaza (GR).

Tn cercetare o atentie speciald s-a acordat analizei variatiei valorilor mediatorilor pro- si

antioxidanti odata cu inaintarea in varsta a gestantelor, tabelul 5.12.
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Tabelul 5.12. Analiza comparativi a mediatorilor oxidanti determinati din lichidul amniotic
(LA), in sarcinile cu evolutia fara particularitati, la gestantele in intervalele de varsta 35-45 de ani

si 46-52 de ani

Nr | Mediatori oxidanti Determinati in LA Determinati in LA
d/o Intervalul de varsta Intervalul de varsta
35-45 de ani 46 -52 de ani
Concentratia medie pg/ml Concentratia medie pg/ml
lotul I lotul 11 lotul Is lotul 11
(N;=60) (N,=61) (N;=21) (N2=36)
! :'CF;hlt'mp“”' (hexan), | 15774078 | 1645082 | 15.860.76 | 16,04+0.8
2 HPL intermediari
(hexan), uc/ml 4,80+0,24 5,08+0,25 | 4,54%0,26 5,22+0,26
3 Ecshltard"” (hexan), 168+0,84 | 1,16+0,06 | 166081 | 0,98+0,05
4 HPL timpurii
(izopropil)- uc/ml 37,12+#1,86 | 28,96+1,45 | 36,66+1,76 | 29,54+147
5 | HPL intermediari 10,00+055 | 878044 | 10274051 | 8,87+044
(izopropil)- uc/ml
6 | HPL tardivi 3,01%0,315 | 2424044 | 297+015 | 2,300,12
(izopropil)- uc/ml
7 PPOA 24,20+1,20 29,75+1,48 28,26+1,41 28,84+1,44
8 DAM uM/1 5,74+0,29 9,64+0,48 6,26+0,31 11,27+0,56
9 NO uM/1 76,99£3,85 80,69+4,03 78,29+3,91 78,16+3,91
10 | AGE pg/L compuside | 14013,541 | 97,6244,89 | 108,044540 | 97,43+4.87
glicare avansata

Nota: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
lotul Issi lotul 1l s _sunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii

Din tabelul 5.12., constatam, ca in cazul prooxidantilor determinati in trimestrul al doilea
de sarcind la gestantele din ambele loturi, nu am identificat diferente si amplificari cu
semnificatie statisticd comparand markerii obtinuti intre loturi si pentru categoria de varsta mai
inaintata.

Analiza comparativa a mediatorilor sistemului antioxidant repartizat deasemenea in 2
categorii de varsta pe ambele loturi a fost redata in tabelul 5.13.

Tabelul 5.13. Analiza comparativa a mediatorilor antioxidanti determinati din lichidul
amniotic, in sarcinile cu evolutia fira particularititi, la gestantele Tn intervalele de varsta 35-45 de
ani si 46-52 de ani

N Mediatori Determinati in LA Determinati in LA
antioxidanti Intervalul de virsta 35-45 ani Intervalul de virsta 46 -52ani
Concentratia medie pg/ml Concentratia medie pg/ml
lotul I lotul 11 lotul I lotul 11
(N;=60) (N,=61) (N;=21) (N,=36)
1| AAt-hexan 0,78+0,04 0,44+0,06 0,77+0,04 0,47+0,06
mM/sl
2 myg;zopr 18,47+0,92 8,58+0,42 18,24 +0,91 8,63+0,51
3 Peptide 129,12+6,46 122,21+2,50 130,00+6,05 124,93+3,01
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histidinice

Carnozina pM/I
4 | Catalaza uM/l 8512043 12714042 9.05£045 12.33%0.35
5 | SOD ulc 1016,07£50.18 | 6553512963 | 989874949 | 702,11+3510
6 | y-GPT ull 148.62+7 43 99,0325 15 128714644 | 101802501
7 Gr Tiolice ale

ot a1 0,3120,02 0,45+0,04 0,310,02 0,38+0,02
8 R’f/rledex'”a 0,56+0,03 0,54+0,01 0,56+0,03 0,54+0,03
o Sﬁ}f‘redox'”a 0,48+0,01 0,48+0,02 0,4740,02 0,4420,02
10 | GR nM/s.L 144.96+7.25 | 8165314383 | 1018,80£9504 | 1570.82+78.54
11 | GST uM/min. L | 109,055.45 31.7246,94 48.7822.43 48 474242
12 | GPO nMJs.L 1710.89£8554 | 286934243840 | 1710,90285,55 | 2295 23+114.76

Nota: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
lotul Issi lotul 11ssunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii

Constatam o diferenta a valorilor medii ale markerilor determinati la gestantele din lotul
Is fata de lotul 1ls, ca exemplu: superoxiddismutaza SOD (in categoria de varsta 35 - 45 de ani)
cu o diferenta de + 50 la sutd a valorii in lichidul amniotic, respectiv valorile medii in lotul Is
sunt de 1016,07 £+ 50,18 u/c si 655,35 £ 29,63 u/c in sarcinile concepute natural.

Aceeasi variatie constatam si la mediatorul gama-glutamiltranspeptidaza (y-GGT) pentru
ambele loturi din studiu. O diferentd in categoria de varsta 35-45 de ani se identifica la
mediatorul antioxidant glutation s-transferaza (GST) in lotul Is valorile medii ating 109,05 +
5,45 uM/min. L si in lotul Ils - 31,72 + 6,94, pe cand in categoria de varsta 46-52 de ani sunt
practic la acelasi nivel: lotul Is - 48,78+2,43 si in lotul Ils - 48,47+ 2,42 uM/min. L.

Glutation peroxidaza (GPO) in lotul Is, in ambele categorii de intervale de varsta nu
difera valorile medii, in acelasi timp in comparatie cu valorile obtinute la gestantele din lotul IIs
sunt semnificativ mai reduse (cu -16% ).

Analiza comparativa a mediatorilor sistemului oxidant determinati din serul sanguin si

lichidul amniotic pentru ambele loturi a constatat urmatoarea situatie (tabelul 5.14).

Tabelul 5.14. Analiza comparativi a mediatorilor oxidanti determinati din serul sanguin si lichidul
amniotic, la gestantele din lotul |

Nr d/o lotul I, p
Mediatorii prooxidanti SER (LA)
(N=81) (N=81)
1 2 3 4 5
1 HI?L timpurii (hexan) 17.20 + 0,36 15,71 +0.79 <0,001
(diene conjugate), uc/ml
2 HPL intermediari (hexan) 4,83+ 0,24 4,68 +0.23 0,613
(triene conjugate), uc/ml
3 HPL tardivi (hexan) 1,93 £ 0,09 1,75+0,08 0,370
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(baze Shiff), uc/ml

4 HPL timpurii (izopropil) <0,001
(diene conjugate), uc/ml 40,87 +2,03 38,01+ 1,88

5 HPL intermediari (izopropil) 16.73 + 0.84 10.88 + 054 <0,001
(triene conjugate), uc/ml o T

6 HPL tardivi (izopropil) 0,006
(baze Shiff) uc/mi 3,44 £0,17 3,02+0,15

7 PPOA 4200+2,1 24,30 + 1,22 <0,001

8 DAM puM/1 9,00 +0,44 5,47 £ 0,27 0,130

9 NO puM/1 73,56 + 3,68 77,97 + 3,89 <0,001

10 AGE png/L compusi de glicare 0,353
Avansata 347,75+ 17,39 107,67 + 5,38

11 S-nitrozotioli uM/L 0,96 + 0,04 0,69 + 0,03 0,702

Nota: Test t student (ipoteza bilaterala). Datele sunt reprezentate ca medie + eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
lotul Is_sunt incluse gestantele farda complicatii in evolutia sarcinii

Analiza mediatorilor prooxidanti determinati in serul sanguin matern in comparatie cu cei
determinati in lichidul amniotic, Tn trimestrul al doilea sarcina conceputa prin metoda FIV,
identifica 5 wvalori statistic semnificative din 11 mediatori: hidroperozixi lipidici (hexan)
timpuriu, Hidroperozixi lipidici izopropil timpuriu, si intermediar, Produsul modificarilor
oxidative ale proteinelor (PPOA) si Oxidul nitric (NO).

Media valorilor pentru compusii de glicare avansata AGE in ser este in concentratie de 3
ori mai mari decat in lichidul amniotic.

Analiza mediatorilor sistemului antioxidant determinati in serul sanguin si lichidul
amniotic la gestantele sarcinile carora au fost concepute prin metoda FIV sunt relatate in tabelul
5.15.

Tabelul 5.15. Analiza comparativi a mediatorilor antioxidanti determinati in serul sanguin si

lichidul amniotic, la gestantele din lotul |

Nr | Mediatorii antioxidanti lotul I p
d/o Tn serul sanguin n lichidul amniotic
(N=81) (N=81)

1 2 3 4 5

1 AAt-hexan mM/sl 0,48+0,02 6,01+0,3 <0,001
2 AAT-izopropanol mM/s| 6,01+0,3 18,90+0,95 0,038
3 Peptlde_ histidinice 161,74+8,00 124,5246,23 0,013

Carnozina pM/I

4 Catalaza pM/1 16,15+0,81 8,60+0,43 0,072
5 SOD u/c 1084,35+54,22 1010,23+£50,51 0,25
6 y-GPT u/l 35,87+1,79 146,10%7,3 0,013
7 Gr Tiolice ale prot uM/I 0,49+0,02 0,31+0,01 <0,001
8 Tyoredexina pM/I 0,56+0,02 0,56+0,02 0,68
9 Glutaredoxina uM/1 0,44+0,01 0,48+0,01 0,138
10 | GR nM/s.L 690,10+34,5 1605,03+80,25 0,83
11 | GST puM/min. L 218,91+10,95 129,43+6,47 <0,001
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| 12 [ GPO nM/s.L | 1451,78+72,6 | 1807,17+90,36 | <0,001 |
Test t student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie * eroarea standard.
*p < 0,05 este considerat semnificativ, **p < 0,001 este considerat semnificativ
lotul Is_sunt incluse gestantele fara complicatii in evolutia sarcinii

Identificam valori semnificativ statistice pentru o categorie de antioxidanti: glutation s-
transferaza (GST) p < 0,001, activitatii antioxidante totale in fazele hexanice (AAT-hexan) p <
0,001, la grupele tiolice ale proteinei la p <0,001; la glutation peroxidaza (GPO) - p <0,001;

Amplificarea antioxidantilor in lichidul amniotic la sarcinile concepute prin metoda FIV,
la gestantele cu varsta peste 35 de ani: AAT-izopropanol de 3 ori (in lichidul amniotic 6,01
mM/sl £0,3 vs 18,90 £0,95 mM/sl;) Gama-glutamiltranspeptidaza (y-GPT) in ser 35,87 u/l
+1,79 si in lichid amniotic146,10 u/l £7,3; Glutationreductaza (GR) n ser 690,10 £34,5 nM/s.L
st in lichidul amniotic 1605,03+80,25, majorarea valorilor medii in lichidul amniotic este practic

de 3 ori.

5.4. Concluzii la Capitolul 5

Analiza comparativa, a profilului imun determinat la gestantele in trimestrul al doilea de
sarcind indiferent de modul conceperii: prin FIV sau natural, care pe parcursul evolutiei nu au
inregistrat complicatii induse de sarcind cu impact asupra sandtdtii materne si fetale, au
determinat o tendintd de majorare a concentratiei citokinelor si a altor markeri imuni odatd cu
inaintarea in varsta a gestantei.

Merita de remarcat, ca la markerii: IL-8 si VEGF variatia valorilor este statistic
semnificatva, caracteristic pentru gestantele din ambele loturi, ce reflectd modularea imuna
continua in circumstantele date in concordanta cu scopul mentinerii sarcinii.

Practic tot profilul al oxidantilor determinat in trimestrul al doilea de sarcind in serul
sanguin si lichidul amniotic la gestantele cu evolutia sarcinii fara particularitdti, nu au evedentiat
diferente semnificative prognostice.

In acelasi timp, odati cu inaintarea in vérsti a gestantelor, mediatorii antioxidanti
determinati la gestantele din ambele loturi au inregistrat majorarea concentratiilor de amplificare
n serul sanguin, si in lichidul amniotic, ca exemplu: ambii mediatori ai activitatii antioxidante
totale AAT (hexan) si (izopropanol) au o tendintd de majorare in limita de 5%, glutation
reductaza (GR) o majorare cu 37+1,85%, superoxid dismutaza (SOD) cu 1,6+0,08% si pentru y-
GPT s-a inregistrat o amplificare majorata cu 17+0,85%, fapt ce confirma, cd varsta inaintatd a
gestantelor predispune pentru aparitia noilor riscuri cu implicarea stresului oxidativ, generarea

starilor patfiziologice induse de sarcina, care determina amplificarea antioxidantilor.
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Rezultatele cercetarii au constatat majorarea valorilor medii a antioxidantilor de 3 ori la
gestante incluse n lotul Is fata de lotul Ils pentru glutation s-transferaza (GST) — enzima care
reprezintd un raspuns antioxidant pentru unii metabolici toxici generati in organism, cum ar fi
peroxid-, carbonil-, cat si pentru markerii AAT-izopropanol de 3 ori sau 6,01 £0,3 mM/sl in serul
snguin vs lichidul amniotic 18,90 £0,95 mM/sl, Gama-glutamiltranspeptidaza (y-GPT) in ser
35,87 +£1,79 u/l si in lichid amniotic146,10 +7,3 u/l; Glutationreductaza (GR) n ser 690,10 +34,5
nM/s.L si in lichidul amniotic 1605,03+80,25 nM/s.L.

Explicatia majorarii valorilor medii a antioxidantilor in lichidul amniotic, rezulta din
ipoteza mobilizarii organismului pentru mentinerea echilibrului stresului oxidativ usor declansat
in sarcinile vulnerabile pe motiv de varsta mamei la etapa conceperii si antecedente prin

infertilitate.

123



SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

Studiile recente arata, ca rata medie de fertilitate in Uniunea Europeana (UE) a atins 1,53,
fapt, ce nu asigura inlocuirea simpla a populatiei [5]. Biroul National de Statistica al Republicii
Moldova (RM) deasemenea inregistreaza o reducere a natalitatii. Astfel in dinamica anilor 2015
- 2022 reducerea numarului de nasteri este cu 33,5 la sutd, in acelasi timp, prognoza demografica
pentru perioada pana in anul 2035 constata, ca si in continuare, efectivul numeric al nasterilor va
fi foarte mic pentru a recupera declinul populatiei.

Reducerea femeilor de varstd fertila si amanarea casatoriilor si nasterilor pentru varste
mai inaintate, determina (RTF)*, care in RM este sub nivelul necesar pentru reproducerea
populatiei.

Numadrul mediu de fete nascute de o femeie si care supravietuiesc pana la sfarsitul
perioadei de reproducere la nivelul dat de fertilitate si mortalitate din anul de referinta (rata neta
de reproducere) in Republica Moldova, incepand cu anul 1994, este mai mica de unu, fiind in
continua descrestere (in anul 2020 - 0,858), fapt ce indicd cd deja de 29 de ani, avem o
reproducere scazuta a populatiei. Este cert, ca imbatranirea populatiei si fertilitatea sub-inlocuire
este conditionata de o serie de factori sociali, economici, legislativi, educationali, sanitari,
reproductiva si maternitatea eficienta.

Cercetarea datd, a tinut cont de progresele atinse in domeniul conduitei medicale n
obstetrica si s-a axat pe un segment cu putine dovezi stiintifice, si anume, pe particularitatile
evolutiei sarcinilor concepute prin metoda FIV, la femeile varsta carora este de peste 35 de ani.

Identificarea problemei privind varsta avansata in sarcind conceputa prin metoda FIV a fost
congtientizata pe parcursul practicii medicale realizate in cadrul Centrul National de Sanatate a
Reproducerii si Geneticd Medicald (CNSRGM) din cadrul Institutului Mamei si Copilului (IMC)
Centrului National de Reproducere, studierii literaturii stiintifice si tematicele discutate la
forumurile profesionale.

Desi nu existd o definifie universala de "varsta avansatd a gestantei”, totusi, un reper

comun il reprezinta cel de 35 de ani, in general utilizat pentru a defini femeia gravida ,matura”

[14].

Nota : *De mentionat, ,,indicatorul conjunctural al fertilitatii” (RTF), care reprezinta numarul
mediu de copii pe care i-ar naste o femeie in cursul vietii sale fertile, in conditiile fertilitatii anului
respectiv.
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Sarcina dupa 35 de ani este din start consideratd cu riscuri obstetricale imprevizibile.

In medicina clinic3, varsta avansatd a mamei este asociatd cu rezultate adverse ale sarcinii,
cum ar fi disfunctia placentara, restrictia cresterii fetale, moartea perinatala, nasterea prematura
si un sir de complicatii induse in sarcina, inclusiv preeclampsia [17].

Un sir de cercetari stiintifice confirm, ca placenta materna imbatranitd prezentd o
acumulare redusd de celule imune in comparatie cu placenta tanara, fapt care genereaza
particularitati fiziologice si patofiziologice cu impact asupra evolutiei sarcinii la aceasta categorii
de femei.

Imbitranirea, este cunoscuti si ca o stare inflamatorie cronica de grad scizut, care apare
din cauza acumularii celulelor imune, inclusiv a citokinelor proinflamatoare [18]. Interleukina
(IL)-1a, IL-1B, IL-6 si factorul de necroza tumoral - a (TNFa), prezinta in mod clar o crestere
dependenta de varstd a expresiei, care reflectd conceptul emergent de inflamare (inflamatie +
imbatranire). Cu toate acestea, NU S-a dovedit, stiintific, dacd inflamatia apare in placenta mamei
cu varsta inaintata [19].

Problema infertilitatii este actuald si preocupa domeniul medical din intreaga lume.

Infertilitatea este o boala ce a fost clasatd de Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS) pe
locul cinci in topul dezabilitatilor la nivel global. Estimarile sugereaza ca aproximativ una din
sase persoane de varsta reproductiva din intreaga lume se confrunta cu infertilitate de-a lungul
vietii [6] .

In acest context, problemele abordate in cercetare sunt importante prin faptul, ci
contribui la extinderea cunostintelor referitoare la restabilirea capacitatilor reproductive ale
cuplurilor, care se confruntd cu infertilitate, prin aplicarea metodei de concepere FIV si
majorarea RTF, prin oferirea femeilor cu varsta inaintata a noilor garantii pentru o sarcina sigura
finalizata cu nasterea unui copil sandtos.

Un alt aspect al cercetarii a fost identificarea corelarii intre varsta gestantelor si implicarea
sistemului imun in sarcind. Este cert, cd imbatranirea, este cunoscutd si ca o stare inflamatorie
cronicd de grad scazut, care apare din cauza acumularii celulelor imune, inclusiv a citokinelor
proinflamatoare [18]. Interleukina (IL)-lo, IL-1B, IL-6 si factorul de necroza tumoral - a
(TNFa), prezinta in mod clar o crestere dependenta de varsta a expresiei, care reflecta conceptul
emergent de inflamare (inflamatie + imbatranire). Cu toate acestea, nu s-a dovedit, stiintific, daca
inflamatia apare in placenta mamei cu varsta inaintata [19].

Gestantele incluse in lotul | s-au confruntat cu problemele infertilitatii. Problema
infertilitatii cuplurilor este actuald si preocupd specialistii din domeniul medical din intreaga
lume.
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Conform informatiilor furnizate de Centrul National de Séndtate a Reproducerii si
Genetica Medicald (CNSRGM) din cadrul Institutului Mamei si Copilului (IMC) circa 20% din
toate cuplurile de varstd reproductiva din Republica Moldova, suferd de o forma sau alta de
infertilitate.

Problema infertilitdtii conduce, inevitabil, la amanarea considerabild a varstei primei
graviditati si la utilizarea metodelor contemporane de tratament, din care face parte si
reproducerea umana asistatd medical (RUAM). Pentru 2,5 la sutd din cupluri infertile, unica
posibilitate de a avea o sarcind si ulterior un copil este fertilizarea in vitro (FIV).

In Republica Moldova, tratamentul infertilitatii prin FIV se realizeazi deja peste 25 de ani,
in acelasi timp este un segment cu putine date statistice si reglementari la nivel national.

Astfel, identificarea problemei de cercetare, s-a bazat si pe importanta mentinerii sarcinii
concepute ca urmare a tratamentului infertilitatii, prin metod FIV, la femeile varsta cdrora este
peste 35 de ani, utilizdnd interpretarea biomarkerilor imuni si ai profilului stresului oxidativ,
drept indicatori clinici prognostici, privind declansarea unor procese patofiziologice cu risc
major pentru complicatii obstetricale grave in sarcina.

Pentru a atinge cele mentionate, a fost trasat urmatorul scop al cercetarii: Identificarea
particularitatilor clinice in evolutia sarcinilor, concepute prin metoda FIV, la gestantele cu varsta
peste 35 de ani si corelarea acestora cu valorile biomarkerilor imuni si ai stresului oxidativ,
determinati in al doilea trimestru de sarcina din sangele matern si lichidul amniotic.

Scopul nominalizat s-a atins prin realizarea urmatoarelor obiective: Analiza evolutiei clinice a
sarcinilor obtinute prin metoda FIV la gravidele cu varsta peste 35 de ani; Interpretarea nivelului
citokinelor determinati in sdngele matern si lichidul amniotic la sarcinile concepute prin metoda
FIV a gravidelor cu varsta mai mare de 35 de ani; Determinarea si interpretarea nivelului
biomarkerilor ai stresului oxidativ in sarcinile concepute prin metoda FIV la gestantele cu varsta
peste 35 de ani; Particularitatile evolutiei sarcinilor la femeile cu varsta de peste 35 de ani
concepute prin metoda FIV si corelarea lor cu valorile biomarkerilor determinati.

Ca urmare in I Capitol al cercetarii sunt Inregistrate rezultatele obtinute si analizate ce tin
de evolutia si monitoringul sarcinii la femeile peste 35 de ani in conceptia contemporana

Aspectul particularitdtilor fertilitatii feminine dupa vérsta de 35 de ani sunt teme de
cercetarea pentru diverse domenii. Pentru ca tendinta catre ,,maternitate in varsta”, schimbarile in
dinamica fertilitatii In Republica Moldova sunt similare cu cele ale tarilor din Europa Centrala si
de Est.

Conform statisticilor actuale inregistram o reducere a natalitatii la varstele 15-24 ani si o
majorare la categorie de varsta 25-34 de ani. Scaderea fertilitatii la femei, incepe deja in jurul
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varstei de 25-30 de ani, iar varsta medie la ultima nastere este de 40-41ani [30]. Progresele
tehnologice au confirmat, ca timpul fertil depinde de multi factori individuali, iar ,arta
planificarii naturale” a familiei, constd, in abilitatea de a recunoaste inceputul si sfarsitul fazei
fertile [32].

Este demonstrat, cd rezerva ovariana, se consuma din momentul in care s-au constituit
ovarele in viata intrauterind, dar mai accelerat atrezia foliculara are loc, dupd 35 de ani. Expresia
hormonala, a diminuarii rezervei ovariene este reprezentata de augmentarea nivelului hormonilor
FSH si LH, iar cand concentratia acestor hormoni se dubleaza, sansele pentru o fertilizare reusita
devin deseori nule. De asemenea, utilizarea biomarkerilor AMH (hormonul Antimullerian) si
AFC (numarul foliculilor antrali), ofera o informatie utila despre rezerva ovariana. [42, 43].

Astfel, femeile cu varsta peste 35 de ani, inaintea initierii unui tratament prin tehnicile de
reproducere umana asistatd, necesitd examinarea, privind rezerva ovariana. Informatia temeinica
obtinuta, privind rezerva ovariand, ofera medicului, posibilitatea de a elabora un plan de
tratament al infertilitatii personalizat.

Pana la moment, nu existd teste directe, care ar confirma in vivo, calitatea ovocitara,
decat pana nu este evaluatd in cadrul unei proceduri FIV, cum se comporta ovocitele si ritmul lor
de dezvoltare dupa fertilizare, iar calitatea lor slabd, in primul rand, se va reflecta intr-o
capacitate scazuta de a se fertiliza [45, 46].

Conform datelor existente in literaturd, procesul inflamator in evolutia sarcinilor la
gestante peste 35 de ani, ramane un mecanism primordial al complicatiilor evolutiei sarcinii.
Citokinele si chemokinele pro- si antiinflamatoare, markerii stresului oxidativ, joacd un rol de
frunte in patogeneza complicatiilor evolutiei sarcinii asociate infectiei si a leziunilor fetale [44,
45, 46].

Evaluarea personalizatd a riscurilor si elaborarea prognosticului de durata, ne permite sa
adoptam strategii de monitorizare si interventii medicale eficiente in functie de nevoile si
particularitatile fiecarei paciente. Identificarea si gestionarea precoce a riscurilor in perioada
terapeutice adecvate pentru a minimiza complicatiile potentiale si a fortifica rezultatele pozitive
ale sarcinii.

Un compartiment important in cercetare a fost documentarea cu evolutia sarcinii la
gravidele cu varsta de peste 35 de ani si impactul antecedentelor extragenitale, ginecologice si
obstetricale In geneza complicatiilor in sarcina.

Acest compartiment a inclus o sinteza a datelor din literatura de specialitate cu referire la
studierea conceptelor contemporane in evolutia si monitoringul prenatal al sarcinii obtinute prin
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FIV la femeile de varsta reproductivd avansata, care au confirmat complexitatea subiectului de
cercetare, referit la impactului determinant al complicatiilor asupra particularititii evolutiei
sarcinii.

Studierea conceptelor contemporane in evolutia sarcinilor obtinute prin metoda FIV la
femeile de varsta reproductivd avansatd, precum si multitudinea factorilor ce influenteaza
dezvoltarea complicatiilor la aceastd categorie de gravide, au determinat caracterul
interdisciplinar al cercetarii prezente. Punctul de pornire in cercetare este perceperea, ca femeia
in cei 10-20 de ani de viatd reproductivd nesolicitatd, a ,,acumulat” un sir de riscuri pentru
viitoarea sarcind: maladii cronice persistente, posibilele boli venerice suportate in trecut, stilul de
viata stresant, situatia ecologica precara, aderente postoperatorii, accidente suportate, s.a.

Un sir de cercetatorii preocupati de impactul patologiilor extragenitale, antecedentelor
ginecologice si obstetricale pentru caracterul si riscurile evolutiei sarcinii relateaza prezenta unui
sir de factori de genezd maternd, fetala, placentara, de mediu, precum si frecventa asociere ai
acestora, care influenteaza dezvoltarea fetald si evolutia fiziologica a sarcinii.

In cercetare, au fost analizate complicatiile inregistrate in sarcini cu cea mai mare incidenta
pe fundal de patologii extragenitale suportate si alti factori de risc, cum sunt: sarcina
extrauterind, nasterile premature, obezitatea, fait macrosom, diabetul gestational, hipertensiunea
in sarcina, preeclampsia, defectele placentei, hemoragia antepartum s.a. Femeile primipare si
multigeste in sarcina conceputa la varsta peste 35 de ani, deasemenea au fost un subiect de
analiza cu referinta la impactul pentru riscurile in evolutie.

Astfel, punctul de reper, in cercetare, a fost faptul ca evolutia sarcinii indiferent de varsta
gestantei este in directa interdependenta de antecedentele personale fiziologice: menarha (ani),
caracterele ciclului menstrual, conditii de viata, de munca (noxe, efort deosebit, adictii etc.),
antecedente heredocolaterale (istoricul familial), antecedentele personale,
patologice, antecedente obstetricale si ginecologice: numar de nasteri anterioare, durata,
patologia sarcinilor anterioare, date despre travaliu, nastere, greutatea fiecarui copil la nastere
(scorul Apgar, ndscuti morti, malformati, starea actuala de sdnatate a copilului/copiilor, evolutia
perioadei de lauzie, numar de avorturi anterioare: spontane sub 14 saptamani sau/si 14-23
saptamani + 6z, efectuate chirurgical sau medicamentos, avorturi cu complicatii, sarcini ectopice,
s.a.

Pornind de la faptul, ca tema reproducerii umane asistate medical este din categoria
serviciilor medicale noi, in acest segment sunt multe intrebari vizand eficienta interventiei, care

stau la baza cercetarilor stiintifice. Astfel, aspectele contemporane ale diagnosticului prenatal in
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sarcinile concepute prin metoda FIV, la gestantele peste 35 de ani este un segment cu o atentie
mare.

Diagnosticului prenatal s-a acordat in cercetare o importanta deosebita, care de fapt sta la
baza elaborarii unui management adecvat in planificarea familiala atat la etapa de concepere, cat
si pe tot parcursul evolutiei sarcinii asociat cu consilierea si profilaxia complicatiilor.

Tngrijirile pre-conceptionale cuprind un set de interventii, care permit de a identifica
riscurile biomedicale, comportamentale si psihosociale.

Optiunile de testare se schimba rapid, odata cu tehnologia emergenta si depind de multi
factori, inclusiv varsta pacientei, istoricul familial si preferintele. Tehnici curente de diagnostic
prenatal invaziv/noninvaziv au fost analizate in cercetare astfel, cum: ecografia fetala
(2D/3D/4D), fetoscopia, diagnosticul genetic preimplantational (PGD), biopsia de vilozitati
coriale (CVS - chorionic villus sampling), cordocenteza [91]. Amniocenteza - procedura de
recoltare a lichidul amniotic realizat in trimestrul al doilea de sarcina, incepand cu sdptdmana 15
de sarcina, procedura aplicata in studiul dat, pentru determinarea markerilor imuni si profilului
stresului oxidativ. Treptat, diagnosticul prenatal, se transfera in ,.terapia in utero”.

In cercetare gravidele au fost incadrate in conduita preconceptionald corespunzitoare
prevederilor Ghidului A National de Perinatologie (capitolul III) si Suplimentul la Ghidul C
National de Perinatologie “Protocoale de ingrijire §i tratament in obstetrica si neonatologie” , in
care femeile cu varsta peste 35 de ani, sunt incluse in nivelul IV de evidenta, conform riscurilor.

Specificul diagnosticului prenatal pentru sarcinile concepute prin metoda FIV au inclus:
excluderea infectiei urogenitale, controlul endocrinologic, analize hormonale (FSH, LH, TSH,
prolactind, testosteron, dehidroepiandrosteron sulfat), excluderea factorilor autoimuni,
ultrasonografie pelvina, histerosalpingografia la indicatii, controlul andrologic si analiza
citogenetica privind anomaliile cromozomiale.

Estimarile ratelor tuturor anomaliilor citogenetice semnificative clinic la nascutii vii la
intervale de varstd materna de 1 an, variind de la 15 la 49 de ani, au fost descrise in lucrarea E.
B. Hook, ,,Rates of chromosome abnormalities at different maternal ages”. Sindromul Down
rezultd din cea mai raspandita anomalie citogeneticd semnificativa clinic, dar ratele tulburarilor
asociate cu alte anomalii citogenetice de asemenea, cresc cu varsta materna si contribuie
semnificativ la rata generala la vérstele mai Inaintate. Rata estimatd a tuturor anomaliilor
citogenetice semnificative clinic creste de la aproximativ 2 la 1000 (1 la 500) la cele mai mici
varste materne la aproximativ si 53,7 la 1000 (1 la 20) la 45 de ani [96].

Implantarea embrionilor prin metoda ,,in vitro”, presupune o sarcind multipld, ceea ce
contribuie la aparifia unui risc major, in cazurile cand varsta femeii este de peste 35 de ani si
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cand starea fizica a gestantei este cu patologii In antecedente. Aceste situatii pot favoriza aparitia
defectelor genetice la feti si, ulterior pot conduce la o nastere dificila cu multiple complicatii.

Respectiv, un diagnostic sigur, inofensiv si calitativ prenatal este succesul nasterii in
sigurantd pentru mama si fat.

O componenta importanta si voluminoasa a cercetdrii au fost analizele de laborator privind
determinarea biomarkerilor imuni si ai statusului oxidantilor si antioxidantilor in materialul
biologic colectat din serul sangvin si lichidul amiotic recoltat prin amniocenteza in trimestrul al
doilea de sarcina.

Pentru fiecare gestanta, sarcina, este o provocare din considerentul, ca sistemul imun nativ
al ei, trebuie nu doar sa tolereze fatul, ci si sd raspunda adecvat la unele patologii, care pot aparea
n timpul sarcinii. Sistemul imunitar este suprimat, pentru a preveni atacul asupra fatului, aceasta
suprimare poate fi cauzata de cresterea nivelului de hormoni in timpul sarcinii.

Estrogenul, progesteronul, hormoni produsi in timpul sarcinii ajuta la stimularea sau
suprimarea sistemului imunitar al femeii, ajuta la reducerea inflamatiei in evolutia sarcinii pentru
a proteja fatul impotriva atacului imunitar. Astfel, recunoasterea imunologica a sarcinii initiaza o
serie de schimbari, care in cele din urma au ca rezultat o atitudine imunologica toleranta fata de
fat. Mai multi actori ai sistemului imunitar, astfel de celule T reglatoare, celule NK (celule
Natural Killer) si citokine contribuie la crearea unui mediu favorabil pentru fat, iar multe dintre
aceste modificari functionale sunt orchestrate si controlate de progesterone.

Mai multe mecanisme protective, functioneaza in timpul gestatiei pentru a corecta
efectele nocive ale imunitatii anti-fetale si pentru a sustine un rezultat sandtos al sarcinii.
Constientizdm, ca esecul oricaruia dintre acesti pasi, poate duce la o serie de complicatii ale
sarcinii, inclusiv avort spontan, preeclampsie, restrictie de crestere fetala, placenta accreta si
nastere prematura.

Cercetarea a inclus evaluarea citokinelor, proteine mici multifunctionale descrise in
primul rand prin actiunile lor imunomodulatoare. Interfata materno-fetald este consideratd a fi
imunodeprimata, pentru a permite dezvoltarea unitatii fetale placentare semi-alogene. Cu toate
acestea, profilurile de citokine ale deciduei si diferitelor tipuri de celule deciduale sugereaza ca
situatia in vivo ar putea fi mai complexa. Datele sugereaza ca citokinele deciduale nu joaca doar
roluri in imunosupresie, ci si in alte aspecte ale stabilirii sarcinii, inclusiv reglarea invaziei
trofoblastilor si remodelarea arterei spiralate. Aceasta revizuire se concentreaza pe rolul potential
al citokinelor derivate din decidua Tn etiologia avortului spontan inexplicabil [102].

E stiut, ca citokinele de origine materna actioneaza asupra dezvoltarii placentare. Pe de
alta parte, expresia antigenului pe placenta determind modelul de citokine materne. Sarcina
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umand normala se caracterizeaza prin activitate periferica scazuta a celule Natural Killer (NK),
iar activitatea crescutd a NK pare si joace un rol in avorturile spontane cu etiologie necunoscuta.
[103].

O alta_functiei a citokinelor de care s-a tinut cont in cercetare este asigurarea sistemului
endocrin imunologic cu capacitatea de a dezvolta reactia la pericolul de inflamatie.

Unele cercetari, au inregistrat niveluri masurabile ale citokinelor inflamatorii IL-1 alfa,
IL-1 beta, IL-6 si TNF - alfa prezente in vagin in timpul sarcinii si al travaliului. Nivelurile
vaginale de IL-1 beta si IL-6 s-au dovedit a fi semnificativ crescute la pacientele aflate in
travaliu in comparatie cu pacientele care nu sunt in travaliu [104].

Stimtific prezintd interes faptul, cd un dezechilibru intre cele 2 tipuri de citokine cu un
raport al Thl / Th2 dezechilibrat, se asociaza cu esec recurent de reproducere si poate beneficia
de tratamente, care moduleazd acest raport cu ameliorarea prognosticului reproductiv [107].
Raportul echilibrat al citokinelor pro- si antiinflamatorii, este esential pentru reglarea sistemului
inflamator matern pe tot parcursul sarcinii.

Exprimarea factorului de crestere endotelial vascular (VEGF), receptorii sdi VEGFR-1
(FIt-1) si VEGFR-2 (KDR) si factorul de crestere a placentei (PIGF) au roluri importante in
promovarea angiogenezei placentare normale. Tulburdrile vasculare pot modifica functia
placentara si pot compromite dezvoltarea fatului. Angiogeneza este strans legatd de succesul
gestational [120].

Desi amploarea rolului sau in dezvoltarea placentara nu este pe deplin inteleasd, VEGF
este exprimat pe scard largd de catre celulele endoteliale si de catre citotrofoblasti si,
macrofagele materne si fetale. Tn actuala cercetare, s-a evaluat deletia VEGF in co-raport cu
varsta femeilor si in complicatie cu complicatiile induse de sarcind la gestantele cu sarcina
conceputa prin FIV.

In timpul sarcinii, stresul oxidativ are un rol important in dezvoltarea embrionului,
implantarea, dezvoltarea si functia placentard, dezvoltarea fetald si nastere.

Cercetdrile axate pe evaluarea stresului oxidativ la femei gravide si fat, au scos in
evidentd un sir de particularitati fiziologice. Spre exemplu, sarcina in sine este considerata sursa
stresului oxidativ mai accentuat, in timp ce placenta, este sursd directd de radicali liberi ai
oxigenului.

Mai multe studii au examinat influenta stresului oxidativ in sarcind si complicatiile
asociate cat pentru fat si mame. Interesant este ca in stadiile incipiente ale dezvoltarii placentare,
o concentratie relativ scdzutd de oxigen protejeazd embrionii timpurii de stresul oxidativ. Cu
toate acestea, odatd ce dezvoltarea placentara este completa, nivelul sdu de oxigen a crescut de
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aproape trei ori comparativ cu cel din stadiile initiale pentru a asigura un aport adecvat de oxigen
la fat. Este important sd se mentind un nivel de oxigen bine controlat, in fiecare perioada a
sarcinii. Activitatea antioxidanta este, de asemenea, importanta pentru mentinerea nivelului stabil
de oxigen in placentd. O epuizare a capacitdtii antioxidante printr-o abundentd scazuta de
antioxidanti enzimatici sau neenzimatici, face celulele vulnerabile la stresul oxidative [121].

Speciile reactive de oxigen (ROS), cum ar fi radicalii superoxid, radicalii hidroxil,
radicalii alcoxid, precum si intermediarii neradicali peroxidul de hidrogen, ozonul si oxigenul
singlet, sunt produse secundare ale metabolismului energetic aerob. Concentratia acestor radicali
este mentinutd la niveluri fiziologice prin activitatea enzimelor antioxidante superoxid
dismutaza, catalaza si peroxiredoxine, precum si prin concentratiile de glutation si vitaminele C
si E. Recent, ROS insuficient reglementat a fost recunoscut ca un contribuitor major la
tulburarile de sarcina [125].

In mod normal, organismul dispune de mecanisme antioxidante, care limiteazi acest
proces. Antioxidantii sunt molecule prezente in celule, care impiedica aceste reactii, donand un
electron radicalilor liberi, fara a se destabiliza ele insele [128].

Intensificarea agresiunilor oxidative si micsorarea eficacitatii mecanismelor antioxidante
de a reduce stresul oxidativ, se poate solda cu complicatii multiple ale sarcinii si la fat, poate
genera aparitia asa - numitelor ,,boli ale speciilor reactive ale oxigenului in neonatologie” [129].

Ca urmare, in mai multe cercetari stiintifice este identificat, ca sarcinile patologice sunt
asociate cu un nivel sporit de stres oxidativ, in care radicalii liberi sunt supraprodusi si se
genereaza un deficit in apararea antioxidanta.

A fost studiata literatura stiintifica privind unele patologii precum hipertensiunea indusa
de sarcind (HTA), preeclampsia (PE) si nasterea prematura (NP), care au efecte initiale asupra
copilului in curs de dezvoltare, respectiv, si a mamei In timpul sarcinii, pentru aspectul
conexiunii intre declansarea lor si stresul oxidativ. [130, 131, 132]. In literatura este stabilita
inregistrarea dezvoltarii afectiunilor mentionate mai sus in mod spontan in multe sarcini la
gestante, inclusiv la cele cu varsta de peste 35 de ani, fara nici o suspiciune prealabila [134, 135].

Sarcina poate induce hipertensiune la femeile cu stare normotensiva, sau poate agrava o
hipertensiune deja existenta. Aparitia hipertensiunii in ultimul trimestru de sarcind ramane o
problema obstetricald nesolutionatd, mai ales in asocierea cu preeclampsia.

Aspectele enumerate ale particularitatilor evolutiei sarcinii au fost considerate de o
importantd majord pentru cercetarea data. Deoarece o intelegere mai profunda a mecanismelor

care guverneaza stresul oxidativ atat in placentd, cat si in endoteliul vascular matern, este posibil
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sa ofere noi oportunitdti pentru dezvoltarea unor abordari terapeutice inovatoare pentru a
preintampina complicatiile induse de sarcina.
Cele nominalizate au fost reusite datorita studierea literaturii de specialitate, cadrului

reglementativ si cunoasterii experientei in domeniu.

Metodele statistice sau bazat pe datele primare colectate, depersonalizate, generalizate si
sistematizate in baza de date, supuse analizei statistice cantitative cu calcularea frecventelor,
valorilor medii, devierilor standard, identificarea medianelor si intervalului interquartile, scorului
sumar, coeficientului Pearson x2 si statisticii Student t. S-a efectuat analiza calitativa liniard a
rezultatelor obtinute, cu aplicarea metodei analitice descriptive. La necesitate, rezultatele
cantitative au fost completate cu descrierea aspectelor calitative.

Analiza si sinteza rezultatelor obtinute a cuprins studierea opiniei expertilor nationali si
de peste hotarele tarii cu privire la siguranta sarcinilor concepute prin metodele reproducerii
umane asistate medical, preponderent prin metoda FIV si particularitatile evolutiei sarcinilor la
gestantele cu varsta de peste 35 de ani.

Sinteza tuturor datelor obtinute si analiza acestor corespunzator metodelor aprobate
pentru realizarea cercetarii dat a permis obtine urmatoarele recoltate si concluzii.

Evolutia sarcinilor concepute la femeile cu varsta de peste 35 de ani este determinata de
riscurile multifactoriale, cum ar fi infertilitatea, istoricul starilor patologice si maladiilor
suportate in antecedente, un sir de alte caracteristici social-economice, care au tangentd cu
accesul la serviciile medicale si perceperea de catre ambii parteneri ai cuplului a importantei
comportamentului si conduitei orientate la siguranta in sarcina si la nastere.

Maladiile preexistente si antecedentele obstetricale au un potential mare pentru a se
acutiza si, la rAndul sau, sd produca un impact negativ asupra dezvoltarii si evolutiei sarcinii.

Citokinele si chemokinele pro si antiinflamatoare joaca un rol important in patogeneza
complicatiilor asociate infectiei si a leziunilor fetale. Markerii stresului oxidativ, antioxidantii
non-enzimatici exogeni si endogeni au calitati mesagere privind intensificarea agresiunilor
oxidative, fiind un semn al declansarii starilor patologice si complicatilor induse de sarcina.

Utilizarea n cercetare a metodelor si instrumentelor pentru evaluarea multilaterala a sarcinii,
inregistrarea parametrilori clinici si realizarea investigatiilor de laborator (determinarea
citokinelor si markerilor ai stresului oxidativ) recolatati din serul sangvin si lichidul amniotic al
gestantelor, prin amniocenteza in trimestrul al doilea de sarcina, au permis obtinerea bazei
impundtoare de indicatori.

Prelucrarea datelor obtinute statistic, a permis realizarea analizei comparative si

identificarea diferentelor evolutive intre loturi, cdt si corelarea acestora cu parametrii imuni
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determinati 1n studiu, astfel fiind determinate calitdtile predictive ale citokinelor si markerilor
antioxidanti pentru complicatiile 1n sarcinile concepute prin metoda FIV la gravidele cu varsta
de peste 35 de ani.

Rezultatele studiului in cauza demonstreaza, ca profilul pe varste a fertilitatii, mediul de
resedinta a gravidelor, nivelul de educatie si atitudinea fata de traditiile familiale sunt factorii cu
impact si potential de risc in anumite circumstante, fapt ce necesitd realizarea de actiuni in
scopul eficientizdrii masurilor de supraveghere si conduitd la etapa planificarii familiei,
conceperii si evolutia sarcinii in siguranta.

Rezultatele obtinute confirmad, ca in 53,2+2,66 la sutd din cazuri in studiu sunt examinate
sarcinile concepute pentru prima data, fapt ce confirma aménarea nasterii primului copil dupa
varsta de 35 de ani, aceastd tendintd fiind mai mare in randul femeilor cu domiciliul in
localititile urbane. In cohorta studiului, gestantele cu vérsta de dupa 35 de ani domiciliate in
localitatile rurale sunt in minoritate, respectiv 28,8 + 1,4% (lotul I) si 43,2 + 2,2% (lotul II), fata
de cele cu domiciliu urban.

Tn cercetare s-a constatat faptul, ci atat varsta la prima casatorie a gestantelor din lotul | -
35 de ani si peste 58+2,9 la suta cu p>0,05, si din lotul Il - 51+2,55%, cat si atitudinea
gestantelor fatd de prima sarcind contribuie la amanarea nasterii primului copil si, respectiv, la
cresterea varstei mamei in sarcina cu reducerea perioadei de reproducere a femeii.

S-a constatat, cd educatia influenteazd complexul de comportamente sociale, inclusiv
reproducerea, si necesitd a fi inclusd in screeningul riscurilor pentru sarcinile la gravidele cu
varsta Tnaintatd. Ponderea femeilor cu studii superioare in categoria gravidelor cu sarcina
obtinutd prin metoda reproducerii asistate uman, predomind categoria gravidelor cu studiile
superioare, proportia fiind de 69,2+ 3,46% fatd de 39,8+1,99 % la studii medii si generale

Patologiile extragenitale asociate sarcinii, asa cum pielonefrita cronica primara, vene
varicoase ale extremitatilor inferioare, obezitatea pentru gestantele cu vérsta peste 35 de ani si pe
fundal de remisiune la etapa conceperii, raman in categoria de riscuri majore pentru complicatii
induse de sarcina.

Rezultatele studiului au demonstrat, cd gestantele cu sarcina conceputa prin metoda FIV
au un risc mai mare de majorare a ponderii in timpul sarcinii, una din explicatii fiind medicatia
specificd reproducerii umane asistate medical. Astfel, un adaos ponderal majorat pe parcursul
evolutiei sarcinii s-a constatat la 14,7+0,74% din gravidele din lotul T si la 6,3+0,32% din

gravide cu sarcina conceputa natural in lotul I1.
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Tulburarile menstruale la gravide incluse in lotul I de cercetare, au fost statistic
semnificativ mai frecvente decat in lotul 1l de studiu. S-a constatat ca gestantele cu indicatii
ulterioare pentru FIV in 28,8+1,4% au avut interval intermenstrual mai mare de 35 zile.

Anamneza obstetricald complicata in antecedente din numarul multigestelor incluse in
studiu, a fost identificata la 85 gravide sau 81,7+4.09%, care au fost un substrat pentru generarea
complicatiilor in sarcina actuala si impun conduitd personalizatd pentru un monitoring oportun si
conduitd conforma particularitatilor evolutiei.

Rezultatele cercetarii cu referire la riscurile pentru evolutia in sigurantd a sarcinii, cele
pre-conceptionale multifactoriale: varsta medie pentru gestantele din ambele loturi 45,1+2,3 de
ani, situatia, cand una din trei gestante in anamneza obstetricald au avut complicatii in
antecedente, asocierea In sarcini a patologiilor extragenitale in 53,6 + 2,68 la sutd, cat si aparitia
noilor factori determinanti cum adaosul ponderal in sarcind, infectii virale, s.a. predispun
organismului matern pentru generarea complicatiilor gestationale.

La gestantele din lotul I cu sarcina conceputa prin metoda FIV, evolutia clinica este
asemdnatoare evolutiei in sarcinile concepute natural, tindnd cont, cd in ambele loturi varsta
gravidelor la concepere a depasit 35 de ani. In acelasi timp incidenta complicatiilor a fost mai
mare la sarcinile concepute prin FIV, HTA indusa de sarcina, cota lor in lotul I fiind de
14%0,7% fata 9+8,1% in lotul II, preeclampsia, care in lotul I sa declansat la 5 gestante in lotul
Il nu s-a inregistrat si Nasteri premature proportia pe loturi fiind de 7,2+0,36% si 2,7+0,14%.

Tn cercetare s-a constatat, ca Interleukina 6 in Trimestrul al doilea de sarcind are o
amplificare prognostica p<0,001 in serul gestantelor pentru sarcinile in care s-au declansat
preeclampsia tardiva si HTA indusa de sarcina.

In lichidul amniotic valori cu amplificare semnificativa (**P < 0,001) sau inregistrat
pentru factorului SDF-1a in lotul T cu o medie de 958,2 = 47,91 pg/mL si pentru Factorul
Vascular de Crestere valorile au fost in media de 1801,2 pg/mL + 90,06 cu (**P < 0,001).

La gestantele cu sarcina complicatd prin preeclampsie au fost identificate majorarea
valorilor proinflamatori IL-12 in serul sangvin si lichidul amniotic, cu date semnificativ
statistice (**p< 0,05), respectiv majorarea concentratiei in lotul 1 de studiu.

Antioxidantii Tn serul gestantelor cu complicatii prin HTA indusa de sarcina si
preeclampsii au avut amplificare cu 33 la suta majorare pentru glutation reductaza (GR),
mediatorii ai activitatii antioxidante totale (AAT-izopropanol), Peptide histidinice Carnozina,
superoxiddismutaza (SOD), fapt ce poate sugera implicare mediatica si nestabilitate pentru

stresul oxidativ, deja in trimestrul al doilea de sarcina.
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Concentratiile markerilor determinati in cercetare, la gestantele sarcina carora s-a
complicat prin nasterea prematura, determina o amplificare semnificativa in lichidul amniotic
fata de valorile medii obtinuti in ser. Chemochina IL-8 si factorul VEGF au demonstrat o
amplificare de 4 ori mai mare in lichidul amniotic la gestantele din ambele loturi cu valori
semnificativ statistice (p<0,05). Chemochina IL-8 fiind mediatorul, care contribuie Ila
receptivitatea endometrului in prezenta embrionului, in cazul sarcinilor, care in evolutie sau
complicat cu nasteri premature, permit a explica amplificarea lor majorata in lichidul amniotic
drept consecinta inter-relatiei acestora, inclusiv este oportuna ipoteza logica, ca I1L-8, dat fiind
faptul, stimuleaza secretia de progesteron din linia de celule trofoblaste, in situatia data, isi
exercita rolul prin deletie maritd cu scopul de a mentine sarcina. Acest fapt si rezultatele obtinute
permit de a sugera, cd majorarea chemochinei IL-8 in lichidul amniotic este caracteristica pentru
gestantele cu risc de aparitie a travaliului prematur. Concentratiile crescute de VEGF in ambele
loturi pentru sarcinile cu nasteri premature in evolutie sugereazd angiogeneza si tendinta de
inflamatie la mijlocul trimestrului, pot fi predictive pentru nasterea prematura.

Analiza comparativa, a profilului imun determinat la gestantele in trimestrul al doilea de
sarcind indiferent de modul conceperii: prin FIV sau natural si cele care pe parcursul evolutiei nu
au determinat o tendintd de majorare a concentratiei citokinelor si altor markeri imuni odaté cu
inaintarea in varstd, vadit caracteristic pentru varsta medie de 48 ani, fatd de grupa inclusa in
limita medie de 41 ani. Merita de remarcat, ca la unii markeri cum este IL-8 si VEGF cresterea
valorilor medii este de 3 - 4 ori, fapt ce reflectd modularea imuna continua in circumstantele
date, in concordantd cu scopul mentinerii sarcinii, caracteristic pentru ambele loturi.

Mediatorilor antioxidanti determinati la gestantele din ambele loturi au inregistrat
majorarea concentratiilor de amplificare in serul sangvin, dar si in lichidul amniotic odata cu
Tnaintarea in varsta, ca exemplu: Ambii mediatori ai activitatii antioxidante totale AAT (hexan)
si (izopropanol) au o tendintd de majorare in limita de 5%, Glutation reductaza (GR) o majorare
cu 37+1,85%, Superoxid dismutaza (SOD) cu 1,6+0,08% si pentru gGTP sa inregistrat o
amplificare majoratd cu 17+0,85%, fapt ce confirma, ca varsta Tnaintata a gestantelor predispune
pentru aparitia noilor riscuri cu implicarea stresului oxidativ, generarea starilor patfiziologice
induse de sarcina, care determina majorarea concentratiei antioxidantilor.

Rezultatele cercetarii confirmd, cd majorarea in lichidul amniotic a valorilor medii a
antioxidantilor practic de 3 ori mai mult la gestantelor incluse in lotul Is fata de lotul IIs exprima
mobilizarea organismului pentru mentinerea echilibrului stresului oxidativ usor declansat in
sarcinile vulnerabile pe motiv de varsta mamei la etapa conceperii si antecedente prin
infertilitate.
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Sinteza tuturor datelor obtinute corespunzator obiectivelor trasate in cercetare a permis

argumentarea stiintificd a diferentelor constatate intre sarcinile concepute prin metoda FIV si
natural la gestantele cu varsta de peste 35 de ani, riscurilor pentru evolutia acestor sarcini i
posibilitatile aplicarii markerilor imuni determinati in cercetare din serul sangvin si lichudul
amniotic pentru complicatiile nregistrate: HTA indusd de sarcina, preeclampsia si nasterea
prematura.
In asa mod, cercetarea a atins un nivel de originalitate prin imbinarea analizei a doud aspecte cu
risc semnificativ pentru sarcind: varsta inaintatd a gestantei si sarcina conceputd prin metoda
FIV. Evolutia sarcinilor la aceastd categorie de gestante (lotul I) au fost supuse analizei
comparative cu evolutia sarcinii la gestantele peste 35 de ani sarcina cdrora a fost conceputa
natural. Concomitent in cercetare au fost recoltati si determinati de la ambele categorii de
gestante, din sange si din lichidul amniotic 6 markeri imuni, inclusiv citokine astfel creand o
baza de 2664 parametri ai markerilor imuni si 22 mediatori ai stresului oxidativ, (baza de date de
9768 valori ai oxidantilor si antioxidantilor) prezenti sarcinile din studiu in trimestrul al de
gestatie. Analiza corelarii acestor markeri cu evolutia clinicd a sarcinilor a permis obtinerea
concluziilor cu caracter inovator pentru domeniu. ldentificarea majorarii concentratiei pentru
unii biomarkeri Tn sarcinile la care peste 18-20 saptamani de gestatie sau declansat evenimente
clinice ale HTA 1n sarcind, preeclampsiei si nasterilor premature, permit a face concluzii privind
caracterul lor prognostic anticipat complicatiilor nominalizate. Posibilitatea tehnologica si
metodologicd implementarii pe scara largd a determindrii si analizarii manifestdri valorilor
citokinelor in sangele gestantelor corespunzator caracteristicilor din cercetare rezolva problema
identificarii precoce a sarcinilor cu risc major pentru complicatii obstetricale directe In sarcina.

Experienta obtinutd ca rezultat al cercetarii a fost propusa pentru implementare ulterioara.
Cu scopul de implementare a instrumentelor aplicate si considerare a argumentatiei stiintifice au
fost elaborate doua brevete de inovatie si doud acte de implementare, elaborat algoritmul de triaj
al gestantelor pentru riscul complicatiilor in sarcina concepute prin metoda FIV.

Algoritmul elaborat, In cadrul cercetdrii oferd un nou mecanism pentru a identifica
gestantele, care au o predispunere mare pentru a dezvolta in evolutia sarcinilor complicatii prin

HTA indusa de sarcind, preeclampsia si nasterea prematura.
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CONCLUZII GENERALE

1. In evolutia sarcinilor concepute prin metoda fertilizarii in vitro (FIV) la femeile cu
varsta de peste 35 de ani, manifestarea starilor hipertensive induse de sarcina, preeclampsiei si
nasterilor premature, este anticipatd prin dezechilibrul statusului imun si augmentarea stresului

oxidativ, incepand cu al doilea trimestru de sarcina.

2. Rezultatele obtinute in cazul hipertensiunii induse de sarcina si preeclampsiei, declansate
clinic la finele trimestrului trei in sarcinile concepute prin metoda FIV la gestantele cu varsta de
peste 35 de ani, denota o crestere semnificativa a nivelului citokinelor (p<0,001): IL-6, si IL-12
in serul sanguin si IL-8 si IL-12 in lichidul amniotic; in cazul nasterilor premature, amplificarea
statistic semnificativd atat a citokinelor (p<0,05): IL-8 si IL-12, céat si a factorului vascular
endotelial de crestere (VEGF) in lichidul amniotic, pot indica la un status proinflamator

exprimat, incepand cu trimestrul al doilea de sarcina.

3. Evolutia sarcinilor concepute prin FIV, la femeile cu varsta de peste 35 de ani,
complicate prin hipertensiunea indusa de sarcind, preeclampsie si nastere prematura este insotita
de cresterea nivelului antioxidantilor in lichidul amniotic in al doilea trimestru de sarcina
(saptamanile 14-20 de gestatie), cu semnificatie statistica (p<0,05), pentru: activitate
antioxidanta totala (AAT) in faza hexanica, gama-glutamil transpeptidaza (y- GPT), glutation s-
transferaza (GST), si glutation peroxidaza (GPO), ceea ce confirmd implicarea timpurie a

sistemului antioxidant, comparativ cu manifestarile clinice.

4. Rezultatele cercetarii nu au identificat diferente concludente in variatia biomarkerilor
imuni si ai stresului oxidativ, atat in serul sanguin, cat si in lichidul amniotic, pentru sarcinile
concepute prin metoda FIV si cele concepute pe cale naturald, in situatia in care antecedentele

medicale nu au prezentat riscuri semnificative.

5. Problema stiintificd s-a rezumat la aprecierea rolului statusului imun si al stresului
oxidativ In mecanismele patogenetice de dezvoltare a complicatiilor in evolutia sarcinii obtinute

prin metoda FIV la femeile cu varsta de peste 35 de ani.
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RECOMANDARI PRACTICE

1.  Femeile cu varsta de peste 35 de ani, sarcina carora a fost conceputd prin metoda FIV,
urmeaza sd fie supravegheate conform unui program individualizat, in functie de riscurile
antenatale identificate, asociat cu determinarea in serul sanguin si in lichidul amniotic, in al
doilea trimestru de sarcind, biomarkerii imuni si antioxidantii, cu vigilentd la complicatiile in
sarcina prin hipertensiune indusa de sarcind, preeclampsie si nastere prematura.

2. Identificarea amplificarii in serul sanguin atat a IL-6, IL-12 si in lichidul amniotic a IL-8,
IL-12, VEGF, cat si a antioxidantilor: activitate antioxidantd totald (AAT) in faza hexanica,
gama-glutamil transpeptidaza (y-GPT), glutation s-transferaza (GST) si glutation peroxidaza
(GPO) in trimestrul al doilea (saptamanile 14-20 de gestatie), pot fi considerate prognostice
pentru evolutia sarcinii cu complicatii prin HIS, preeclampsie si nastere prematurd la gestantele
cu varsta de peste 35 de ani.

3. Datele obtinute in studiu privind rolul modificarilor statusului imun si stresului oxidativ in
dezvoltarea complicatiilor sarcinilor concepute prin FIV, vor fi incluse in curriculum universitar
si de educatie continua.

4, In supravegherea antenatald a gestantelor cu varsta de peste 35 de ani si sarcind conceputi
prin FIV se recomanda realizarea triajului gravidelor in trimestrul al doilea de sarcina conform

algoritmului elaborat (anexa 4).
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ANEXE

Anexa 1. Chestionarul privind datele anamnestice prezentate de femeile gravide la etapa

includerii n studiu
1. COD- Nr.3

1.Vérsta femeii 2. Mediu 3. Profesia 4. Starea familiara 5. Statut
socio-economic
1. 1. Urban 1. nu lucreazal | 1. Casatoritadela ____ani | 1. bun [
2. 3540 [ 2. Rural [] | 2. studenta O (] 2. mediu [
3. peste40 [ 3. muncitoare [ 2. Celibatara [ 3. defavorizat
4. functionara [J O

6. Dezvoltarea fizica

1.Dezvoltare normala [
2. Retinere in dezvoltare [

7.Antecedente familiare

Nu

Infertilitate [
Miom uterin [

SoarLNE

Tumori mamare [
Tumori ovariene []
Sarcina extrauterina

8. Antecedente patologice
extragenitale

Nu [
Amigdalita cronica []
Reumatism [
HTA [
Patologie pulmonara
Patologie gastrointestinala [

S~ E

8. Antecedente patologice extragenitale

9. Debut vietii sex.

7. Patologie cardiaca [

8. Patologie renala, Pielonefrital
9. Diabet [

10. Tiroidita [

11. Tireotoxicoza

12.
13.
14.
15.
16.
17.

Neuropsihice [
Colecistita []
Pancreatita [J
Varice [J
Litiaza [J

Hipoterioza biliara [

1. sub 15 ani [J
2. 16-18 ani [
3.19-22 ani [
4. 23-29 ani [
5. 30-35 ani [

10. Maladii ginecologice si infectioase (dupa 16 ani)

11.Functia Menstruala

1. Null 1. sub 15 ani [ a. Menarha b. Durata
2. Anomalii de dezvoltare 2. 16-18 ani [
uterine [ 3.19-22 ani [ 1. 1lani 1. 1-2zile
3. Hipoplazia uter [ 4, 23-29 ani [ 2. 12-14ani 1 O
4. Endometrioza [ 5. 30-35 ani [ 3. 15-16 ani [ 2. 3-41zile
5. Polichistozi [ 4. +16ani [ g
6. Endocervicozi [ 3. 5-61zile
7. Lues U U
4. +7 zile
U
12. Interval 13. Singeriri 14. Intensitatea durerii menstruale
1. 20-25 zile [ 1. Moderatel’ 1. Nedureroasel
2. 26-30 zile [ 2. Hipomenoreel 2. Dureroasel]
3. 31-34 zile [ 3. Hipermenoreel
4. +34zile 4. Oligomenoreel]
5. neregulatel’] 5. Polimenoreel’
15.Functia reproductiva
1. Numarul de sarcini 0O |1 (|2 |3 |4 |5 1|6 |7 |8 ]9 10+
2. Numarul de nagteri la termen 0|1 12 |3 [4 |5 |6 |7 |8 |9 10+
3. Numarul de nasteri premature 0 |1 ]2 |3 |4 |56 |7 1819 10+
4. Nr. De avorturi spontane 0|1 12 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 10+
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5. Nr. De avorturi medicale o |1 [2 ]3[4 5|6 ]7 [8 ]9 |10+
16. FIV
6. Extragenitale 0 |1 ]2 |3 |4 |5 1]6 |7 1819 10+
7. Hiperstimularea ovariana 0 |1 ]2 |3 |4 |5 1]6 |7 1819 10+
8. Numadrul de sarcini 0 |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 (819 10+
9. Numarul de nasteri la termen 0|1 12 |3 |4 |5 1|6 |7 |89 10+
10. Numarul de nasteri premature 0|1 12 |3 |4 |5 1|6 |7 |89 10+
11. Nr. De avorturi spontane 0 |1 ]2 |3 |4 |5 |6 |7 1819 10+
12. Nr. De avorturi medicale 0 |1 ]2 |3 |4 |5 |6 |7 1819 10+
13. rata
17. Examen clinic general
1 2 3 4 5 6
Inaltimea cm 140- | 150- | 160- | 170- | 180- | 190+
149 159 169 179 189
Greutatea 1 2 3 4 5 6 7 8 9
kg 40-49 | 50-59 | 60-69 | 70-79 | 80-89 | 90-99 | 100- | 110- | 120+
109 119

Polizitate 1. Tip feminin 2. Tip masculin

Tip constitutional | 1. Normostenic 2. Hiperstenic 3. Astenic

Presiunea arteriali 1. Normala / 2.HTA / 3. Hipotensiune

Obezitate lgradl /2.Grll, /3.Gr. lll, /4.Gr. 1V, [/ 5 Nu

Patologie cardiovasculara 1.da / 2.nu

Tiroida 1. Hipotiroide / 2. Hipertiroide / 3. Nu

Patol. hepatobiliara

1. Colecistita / 2. Litiaza / 3. Alta, / 4.Nu

Glande mamare

1. Normale /2. Mastopatie hiperplastici / 3. Hipoplazie

158




Anexa 2. Metodologia de realizare a investigatiilor de laborator in cercetare

Dozarea dialdehidei malonice Se opereaza conform procedeului descris de Atasayar S.
Principiul metodei se bazeaza pe determinarea spectrofoto-metricd a complexului trimetinic
format in rezultatul interactiunii dialdehidei malonice cu acidul tiobarbituric.

Reactivi si utilaj necesar:

Reagent de lucru: Tntr-un pahar gradat se toarni si se amesteca in raportul 1:1:1 (vol/vol/vol) sol.
acid tiobarbituric 0,375%, sol. acid tricloracetic 15% si sol. acid clorhidric 0,25 M.

Tehnica de lucru

Intr-o eprubeta de centrifugare se toarni 50 pl material biologic (ser sau omogenat) si 1,5 ml
reagent de lucru.

Se amesteca bine si se fierbe 30 min la baia cu apa, se raceste imediat intr-o baie cu gheata.

Se centrifugheaza timp de 5 min la 3000 turatii/min.

Se masoara absorbanta la 532 nm.

Calculul se efectueaza dupa urmatoarea formula:

A, -10°-3155ml

DAM (umol/l) = 156105 0,05ml - x =A, -198,7
unde: Apr — absorbtia probei.
1,55 ml — volumul total.
0,05 ml — volumul probei de cercetat.
X — concentratia de proteine, g/l.

1,56-10° mol-cm™

coeficientul molar de absorbtiec al DAM.
Determinarea produsilor proteici de oxidare avansata (PPOA). Se opereaza conform
procedeului de determinare a produsilor proteici de oxidare avansatd in materialul biologic (in
eritrocite si serul sangvin, homogenat tisular) descris de Hong Yan Li et al. cu modificari
Tagadiuc Olga, Gudumac Valentin.

Principiul metodei:

Se bazeaza pe diluarea probei cu PBS, prelucrarea cu o sol. de acid acetic, iar citirea rezultatelor
se efectueaza la riderul spectrototometric la 340 nm in microplacile cu 96 godeuri.

Reactivi:

Tampon fosfat salin 0,1 M, pH 7,4 (PBS). Sol. acid acetic 10%. Sol. 1,16 M KI.

Sol. standard cloramina-T, 0,1 mM/I.

Tehnica de lucru: In godeurile microplicii cu 96 godeuri se toarna cate 200 pl ser sangvin diluat

1:5 (50 pl ser se amesteca cu 200 pl PBS), apoi se adauga 20 pl sol 10% acid acetic.
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Se agita si se masoara imediat absorbanta la 340 nm fata de proba blanc constituita din 200 pl
PBS, 10 pl sol 1,16 M K1J si 20 ul sol.10% acid acetic.
Calculul: se efectueaza dupa curba de calibrare construitd in baza dilutiilor succesive a sol.
standard cloramina-T (0-100 umol/l) si se exprima in pmol/l echivalente de cloramina-T.
Dozarea albuminei ischemic-modificate

Se opereazd conform procedeului Gudumac V., Tagadiuc Olga. Metodd de determinare a
capacitatii albuminei ischemic modificate de legare a cobaltului nr.6476 din 05.12.2010.
Principiul metodei se bazeazi pe proprietatea albuminelor de a lega ionii de Co?*, ce determina
diminuarea intensitatii coloratiei solutiei, care se masoara fotometric la 492 nm.

Reactivi:

1.Solutie 0,5 mmol CoCly.

2.Solutie 0,05M tampon HEPES pH 7.4.

3. Solutie 2,5 mmol ditiotrietol (DTT) in tampon 0,1M HEPES pH 7.4.

4. Solutie standard 1,0 mmol CoCls.

Tehnica de lucru. Determinarea se efectueaza in plansete cu 96 godeuri conform tabelului de mai

jos.
] Proba de Proba Proba de Proba
Nr. Ingredientele
cercetat martor control blanc
1 Ser sangvin 50 wl 50 ul - -
2 Solutie 0,5 mmol CoCl; 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
3 Solutie fiziologica - - 50 ul 50 ul

Se agitd 5 min la temperatura camerei

4 Solutie 20 mmol DTT in 0,05 M | 50 ul - 50 ul -
tampon HEPES pH 7,4

5 Solutie fiziologica - 50 ul - 50 ul

Se agitd 2 min la temperatura camerei. Se masoara absorbanta (A) a probei de experientd, a

probei martor si a probei de martor fata de proba blanc la 492 nm

Calculul se efectueaza conform formulei:

Capacitatea de legare a Co (mmol/l) = 0,8215¢[ Ac-(Aex-Awm)],

unde: Ac — absorbanta probei de control.
Aex. — absorbtia probei experimentale.
Awm — absorbanta probei martor.
0,8215 — coeficientul de calculare (nmol/l) care se determina in baza dilutiilor

succesive ale solutiei standard de CoClz

Dozarea metabolitilor oxidului nitric in materialul biologic
160




Se efectueaza conform procedeului descris de Merensckas B. A. [94] cu modificari [3].
Principiul metodei consta in deproteinizarea materialului biologic, reducerea nitratilor in nitriti,
prelucrarea supernatantului obtinut cu reactivul Griss §i masurarea absorbantei produsului
reactiei cu determinarea ulterioard a concentratiei nitritului pe baza curbei de calibrare.

Reactivi:
. Sol. 20% ZnSOx.
. Sol. 2% sulfanilamida.

. Sol. 0,1 g naftilendiamina 1n 2,5% acid ortofosforic (H3PO4).

1
2
3
4. Reactiv Griess: se amesteca reactivii nr. 2 sinr. 3 n raport 1:1 (ex tempore).
5. Sol.VCI3 0,8% in 1M HCI: 200 mg VCI3 se dizolva in 25 ml 1M HCI.

6. Solutie standard stock 10 mmol nitrit de sodiu (NaNO2).

Tehnica de lucru.

1. In godeurile microplicii cu 96 godeuri cu fundul rotund se toarni consecutiv:
0,01 ml sol. 20% ZnSO4;

0,1 ml material biologic (ser sangvin, homogenat tisular);

= se amesteca viguros la seicher-termostat 10 min;
= se centrifugheaza 20 min la 2000 tur/min.

2. Supernatantul obtinut (0,05 ml) se transfera in godeurile microplacii cu 96 godeuri cu
fundul plat pentru fotometrie. Apoi se toarna consecutiv:
= 0,05 mlsol.0,8 % VCI3;
= 0,05 ml reagent Griess.

3. Se incubeaza 10 min la seicher-termostat (la temperatura camerei, 700 tur/min).

4. Absorbanta probei de cercetat se masoara la 540 nm fata de proba blanc, care se monteaza
in mod analogic ca si proba de cercetat, dar materialul biologic se substituie cu 0,5 ml H.O
distilata.

Continutul de nitriti in bioproba se determina conform curbei de etalonare, construita in baza
dilutiilor succesive ale solutiei standard stock de nitrit de sodiu de 10 mmol/L
Determinarea activitatii antioxidante totale (AAT) in cazul nostru a fost efectuata conform
procedeului descris de Szabo M. R. [Szabo M.R. Determination for antioxidant activity
spectrophotometric assay. In: Chem. Pap., 2007, vol.61,N.3, p. 214-216.] modificat Gudumac
Valentin, Nastas lon, Sardari Veronica. Procedeu de dozare a antioxidante totale in materialul
biologic. // Certificat de inovator nr. 4050 din 25.11.2003.].
Principiul metodei se bazeaza pe descresterea absorbantei solutiei de 2,2"-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) datorita neutralizarii acestuia sub actiunea antioxidantilor din proba de cercetat.
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Reactivi:

1. Amestec hexan-izopropanol (1:1).

2. Amestec hexan-izopropanol (1:2).
3. Solutie 0,004% de 2,2"-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

Tehnica de lucru.

1.

La proba de material biologic — ser sangvin (0,1 ml), omogenat tisular10% (0,1 ml), se
adaugd 3 ml de amestec hexan-izopropanol (1:1).

Se agita viguros la un vortex 2-3 min.

Se centrifugheaza 10 min la 3000 tur/min.

Se transfera supernatantul in altd eprubetd, iar la sediment se adauga 4 ml de amestec
hexan-izopropanol (1:2) si se amesteca viguros la un vortex 2-3 min.

Se centrifugheaza 10 min la 3000 tur/min..

Supernatantul obtinut se transfera in eprubete cu primul supernatant si se amesteca.

Se pipeteaza in cuva spectrofotometrica 0,05 ml de supernatant transparent si se adauga
0,95 ml de solutie 0,004% de 2,2"-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

Se masoara descresterea absorbantei solutiei (Ao - A1) timp de 10 minute la 517 nm fata

de solutia de hexan.

Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare construitd in baza dilugiilor succesive ale solutiei
standard de DPPH.

Dozarea separata a activitatii antioxidantilor hidrofobi polari si nepolari s-a efectuat conform

procedeului descris de Szabo M. Rmodificat [Gudumac Valentin, Nastas lon, Sardari Veronica.

Procedeu de dozare a antioxidante totale Tn materialul biologic. Certificat de inovator nr. 4050
din 25.11.2003.

Principiul metodei se bazeaza pe descresterea absorbantei solutiei de 2,2"-difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH) datorita neutralizarii acestuia sub actiunea antioxidantilor din proba de cercetat.

Reactivi:

Amestec hexan-izopropanol (1:1).

Amestec hexan-izopropanol (1:2).

HCI 0,05 M.

NaCl praf.

Solutie 0,004% de 2,2"-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

Tehnica de lucru.

1.

La materialul biologic — ser sangvin (0,1 ml), omogenat tisular (0,1 ml), tesut osos (20

mg) se adaugd 3 ml de amestec hexan-izopropanol (1:1) si se agita viguros la un vortex
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2-3 min.

2. Se centrifugheazd 10 min la 3000 tur/min.

3. Supernatantul se transferd in altd eprubetd, iar la sediment se adaugd incd 4 ml de
amestec hexan-izopropanol (1:2) si se amesteca viguros.

4.  Se centrifugheaza 10 min la 3000 tur/min..

5. Supernatantul se transferd in eprubeta cu supernatantul precedent si in ea se adauga 2 ml
s0l.0,05 M HCI.

6. Se amestecd la un vortex 2-3 min si se agteapta pana la separarea fazelor.

7.  Faza hexanica (superioard), ce confine substantele lipidice nepolare, se transfera in alta
eprubeta.

8. La faza izopropanolica, ce contine substantele lipidice polare, se adauga 1 g praf de
NaCl. Se amesteca viguros si se asteapta sa se sedimenteze cristalele de NaCl.

9. In 2 cuve spectrofotometrice se pipeteazia cate 0,05 ml de extract hexanic si
izopropanolic al materialului biologic, se adauga 0,95 ml sol. 0,004% de 2,2"-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH).

10. Se masoara descresterea absorbantei solutiei (Ao - A1) timp de 10 minute la 517 nm fata
de solutia de hexan.

Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare construitd in baza dilugiilor succesive ale solutiei
standard de DPPH.
Determinarea activitatii superoxiddismutazei (SOD)

Se efectueaza conform procedeului Martiommua b.H., Jlorunos A.C., TkaueB B.JI.
,Onpeoenenue cynepokcuOOUCMymasHol aKmueHOCMuU 6 Mmamepudane NYHKYUOHHOU Ouoncuu
neuenu npu ee xporuueckom nopasicenuu.” In: Jla6. demo, 1991, N.7, ¢.16-19. [119] modificat
[Tagadiuc Olga, Andronache Lilia, Stirba Olga, Gudumac Valentin. Determinarea tioredoxin
reductazei. // Certificat de inovator nr. 5176 din 12.11.2012 [18].

Principiul metodei. constd in inhibitia reducerii sarii de tetrazolium nitroblue (NBT) in
sistemul ce contine fenazinmetasulfat si NADH sub actiunea SOD. In urma reducerii NBT se
formeaza nitroformazan, care are o coloratie albastra, intensitatea careia este proportionalda
cantitatii de NBT redus. Gradul de inhibitie a acestui proces depinde de activitatea enzimei.

Reactivi §i utilaj necesar:

. Solutie-tampon 0,1 M fosfat, pH 7,8.
. Solutie-tampon 5 mmol Tris-HCI, pH 7,4.
. Mediu de incubare: 0,033 mmol EDTA, 0,41 mmol tetrazolium nitroblue (NBT), 0,01 mmol
fenazinmetasulfat (FMS) in solutie-tampon fosfat 0,1 M cu pH 7,8.
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Solutie 0,8 mmol NADH?> in solutie-tampon 0,1 M fosfat, pH 7,8.
Alcool etilic 96°.

Cloroform.

KH2POq cristalic.

Solutie 0,9% NaCL

Spectrofotometru (rider) pentru microplaci, termostat, frigider, pipete automate.

Tehnica de Iucru. Este necesara prelucrarea preliminard a materialului biologic pentru

sedimentarea compusilor, care impiedica determinarea activitatii SOD.

a) Prelucrarea preliminara a serului sangvin.

1.

2
3
4.
5

Intr-o eprubeti Eppendorf se toarna 0,1 ml ser sanguin.

Se adauga 0,045 ml amestec etanol:cloroform 2:1 si 30 mg KH2PO4 cristalic.

Se amestecd minutios la vortex la rotatii moderate in decurs de 2-3 min.

Se centrifugheaza 5 min la 5000 tur/min (4°C).

Supernatantul rezultat, care se utilizeaza ulterior pentru determinarea activitatii enzimei,

trebuie sa fie transparent si incolor.

b) Prelucrarea preliminara a eritrocitelor.

1.
2.

3.

Eritrocitele sunt spalate cu solutie 0,9% NaCl prin centrifugari repetate.
Apoi, intr-o eprubeta Eppendorf se toarna 0,1 ml eritrocite, anterior hemolizate si
diluate de 10 ori cu solutie-tampon 5 mmol Tris-HCI (pH 7,4).

Se adauga 0,04 ml amestec etanol:cloroform 5:3.

Prelucrarea ulterioara este similara celei descrise pentru serul sangvin.

Determinarea se efectueaza in microplacile cu 96 godeuri:

1.

2
3
4.
5
6
7

Se masoara 0,01 ml supernatant incolor si transparent.

Se adauga 0,2 ml mediu de incubare.

Se masoara absorbanta initiala - Ao la 540 nm.

Se adauga 0,025 ml sol. 0,8 mmol NADHo.

Se incubeaza timp de 5 min la 37°C in seicherul-termostat la 700 tur/min.

Dupa expirarea timpului de incubare se inregistreaza A1 la 540 nm.

Se determind diferenta intre valorile A inregistrate la prima si la cea de-a doua masurare
(AAexp= A1- Ao).

Proba martor se prelucreaza in mod similar, insd ea nu contine materialul biologic, deci

este lipsita de enzima si in amestec nu are loc inhibitia procesului de reducere a NBT.
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9. Activitatea enzimei se exprima in unititi conventionale. In calitate de unitate a activitatii
SOD se considera cantitatea de enzima necesard pentru inhibitia cu 50% a reactiei de
reducere a NBT.

Calcularea activitatii enzimei se efectueaza dupa formula:

100
A=(100—A'Z‘prj/5o

artor
unde: AAexp — variatia A a probei de cercetat timp de 5 min.
AAnmartor — variatia A a probei martor timp de 5 min.

Activitatea enzimei se raporteaza la ml de ser, la g de proteind sau la 1 g de hemoglobina.

Determinarea activitatii catalazei s-a efectuat conform procedeului descris de [Koponrok M.A.,
Wsanoga JI.W., Maiioposa U.I"., Tokapes B.E. Memoo onpeodenenuss axmuenocmu kamanazor. In:
JIa6op. [emo, 1988, N.1, ¢.16-19.] modificat.
Principiul metodei Determinarea activitatii catalazei este bazatd pe proprietatea enzimei de a
cataliza reactia de scindare a moleculei de H20> la H20 si O2. Peroxidul de hidrogen formeaza cu
molibdatul de amoniu un compus de culoare galbend. In procesul reactiei pe misura
descompunerii H20> are loc decolorarea amestecului. Gradul decolorarii intr-o anumita perioada
de timp coreleaza cu activitatea enzimei si poate fi estimata spectrofotometric.

Reactivi si utilaj necesar:

1. Solutie de 0,03% H20o.
2. Solutie de 4% molibdat de amoniu.
3. Spectrofotometru (rider) pentru microplaci, termostat, frigider, pipete automate.

Tehnica de lucru. Determinarea se efectueaza in microplacile cu 96 godeuri.

1.  Se masoara 0,01 ml material de cercetat (ser diluat de 10 ori sau omogenat tisular diluat
de 100 ori).

2. Seadauga 0,18 ml sol. 0,03% H20Ox.
Tn probele martor in loc de H20> se adaugi aceiasi cantitate de apa distilata.

4.  Paralel se pregatesc 3 probe paralele de referintd, care contin numai H2O si apa
distilata.

5.  Probele se incubeaza 10 min la 37°C.

6. Apoi se adaugd 0,10 ml solutie de 4% molibdat de amoniu, se agitd si se masoara
absorbanta A la 410 nm.

7.  Se calculeaza diferenta intre absorbanta probei de referinta si celei experimentale.
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Calcularea activitatii enzimatice [umol pe s la 1 g de tesut (umol/s-g) sau in umol pe sla 1 |

ser (umol/s-1)] se efectueaza dupa formula:

E=(Ac-Apr.)XVpr.x1600,
unde: Ac- absorbanta probei de control.
Apr- absorbanta probei experimentale.
Vpr- volumul probei.
Coeficientul molar de absorbtie H20.X =22,2x10° mMcm?

Aprecierea sistemului tiol-disulfidic, Dozarea glutationului total:

Se opereazd conform procedeului descris de Akerboom T. P. and Sies H. in modificatia

noastra.

Principiul metodei de determinare a glutationului total in materialul biologic (serul sangvin,

homogenat tisular) se bazeaza pe formarea compusului colorat dintre glutationul redus si DTNB

in mediul de reactie ce contine NADPH, DTNB si glutationreductaza.

Reactivi si utilaj necesar:

1.

Tesutul cercetat (ficat, rinichi, splind etc.) se omogenizeaza cu 5% acid
sulfosalicilic in raport 1:5; 200 mg tesut se omogenizeaza cu 1 ml 5% acid
sulfosalicilic racit pana la +4°C, apoi se centrifu-gheaza 5 min la 5000 tur/min.
Supernatantul obtinut se transfera in eprubete Eppindorf si se pastreaza la (-40)°C
n congelator.

Inainte de determinare, supernatantul se dilueazi de 100 ori cu 0,1 M K-fosfat +
ImM EDTA (pH 7,5) dupa urmatoarea schema:
a) 20 ul supernatant + 180 ul 0,1 M K-fosfat-dilutia 1:10, se amesteca bine.
b) 20 pl dilutie 1:10 + 180 ul 0,1 M K-fosfat-dilutia 1:100.

Reagent de reciclare. Se pregateste ex tempore in modul urmator: la 20 ml 0,1 M
K-fosfat + 1 mM EDTA (pH 7,5) se adauga 6 mg NADPH diluat in 0,5 ml 1% Na
HCO3, 2 mg DTNB diluat in 1,0 ml DMSO si 50 ul preparat GR (0,64 U/ml).

Tehnica de lucru: Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare care se construeste in baza

dilutiilor succesive ale solutiei standard stock 10 mM G-SH, conform Tabelului 2.1. Tn godeurile

microplacii cu 96 godeuri se toarnd 50 pl supernatant diluat de 100 ori si 150 pl reagent de

reciclare, se agita 15 s, apoi se masoara absorbanta initiala (A1) la 405 nm. Peste 5 min se

masoara Az si se calculeaza AA = Ar-As.

Tabelul 2.1 Pregatirea dilutiilor de lucru ale solutiiei standard din stoc.

Sol.stand. stock, 10 | H20 dist., Sol. 5% acid Concentratia in Concentratia,
mM/I, mi ml sulfosalicilic, proba, pM/ml
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ml pM
1. 0,050 0,950 4 50,0 200
2. 0,100 0,900 4 100,0 400
3. 0,200 0,800 4 200,0 800
4. 0,300 0,700 4 300,0 1200
5. 0,500 0,500 4 500,0 2000
6. 0,700 0,300 4 700,0 2800

in godeurile plicii cu 96 godeuri se toarna cate 50 ul din fiecare dilutie si 150 pl reagent de
reciclare, se agitd 15 s si se masoara A initiala la 405 nm si apoi A2 dupa 5 min.

Determinarea activitatii glutationperoxidazei, se efectueaza conform procedeului descris
Comhair S.A. et al. Materialul biologic (0,02 ml ser sangvin sau omogenat tisular), se amesteca
cu reagentul de lucru 0,160 ml (0,1 M K—fosfat, 2 mM EDTA cu pH 7,5, 10 mM NaN3 si | mM
NADPH), se amesteca apoi se suplimenteazd 0,02 ml H202 sol. 2,5 mM. Se agitda 15 s si se
masoara absorbanta A0 la 340 nm. Peste 3 min se masoara Al. Se calculeazdi AA min.
Activitatea enzimei se calculeaza, reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-ului (la
37°C i 340 nm ¢ = 6,22 umol.cm-1) si se exprima in nmol de NADP-H, format timp de 1 s la 1
g de tesut (nmol/s-g) sau la 1 | de ser (nmol/s-1).

Determinarea activitatii glutationreductazei, se efectueazd conform metodei enzimatice de
dozare a GR n materialul biologic descrisa de Kymunckuit B.1., et al modificatd [Gudumac
Valentin, Tagadiuc Olga, Andronache Lilia, Stirba Olga, Sardari Veronica, Pantea Valeriana.
Determinarea glutation reductazei in eritrocite si ser sangvin. [Certificat de inovator nr. 5172 din
06.11.2012.]. Materialul biologic (0,02 ml ser sangvin, omogenat tisular), se amesteca cu 0,1 ml
mediu de incubare [0,05 M K—fosfat, 1 mmol EDTA (pH 7,5), 0,1 mmol NADPH]. Se agita 15 s
si se lasa 5 min la 37°C. Se toarnd 0,1 ml sol. 2 mM glutation oxidat (G-S-S-G). Se masoara
absorbanta A0 la 340 nm. Peste 3 min se masoara Al si se calculeazda AA min. Activitatea
enzimei se calculeaza, reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-ului (la 37°C si 340
nm ¢ = 6,22 umol.cm-1) si se exprima in nmol de NADP-H, format timp de 1 s la 1 g de tesut
(nmol/s-g) sau la 1 I de ser (nmol/s-1).

Determinarea activitatii glutaredoxinei. Se opereaza conform procedeului de determinare
spectrofotometrica a activitatii glutaredoxinei (GR) 1n materialul biologic (omogenat tisular)
descris de Holmgren, A. and Aslund, F. [26] modificat[137] [Tagadiuc Olga, Andronache Lilia,
Stirba Olga, Gudumac Valentin. Determinarea tioredoxin reductazei. [Certificat de inovator nr.
5176 din 12.11.2012.].

Reactivi si utilaj necesar: Tntr-un pahar gradat se toarna consecutiv:
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50 ml 0,1 M tris-HCI (pH 8,0) + 0,2 mM EDTA; 0,5 ml 10% BSA; 0,5 ml NADPH (17 mg se
dizolva in 1 ml 1% NaHCO3); 0,5 ml 0,1 M G-SH

Aceasta cantitate este suficienta pentru cel putin 300 determinari.

Tehnica de lucru La 160 pl amestec de incubare se adauga 10 pul GR (0,6 mg/ml) si apoi 10 ul
0,07 M HED (hidroxietil disulfid) [110 mg la 10 ml H2O distilatd]; dupa 3 min. de preincubare
se adauga 20 ul proba de cercetat. Se agitd 15 s si se masoara absorbanta Ao la 340 nm; dupa 3
min. se masoard Ai; dupd 3 min. se masoard Ay; se calculeazd AA min. Calculul se efectueaza

dupa formula:

Vi
Glutaredoxina =

™M >b

Vp
(U/l)

unde: AA — devierea absorbantei pe min; Vt — volumul total, L; Vp — volumul probei de
cercetat. Y — coeficient molar de extinctie 6,22 Mcm™,

Determinarea nivelului de S-nitrozotioli Tn materialul biologic

Se opereaza conform procedeului de determinare a nivelului de S-nitrozotioli Tn materialul
biologic (in eritrocite si serul sangvin, homogenat tisular descris de Haggani A. S. si coaut.
[Haggani A. S., Skyz K. D., Birnboim H. C. The role of a formaldehyde dehydrogenase-
glutathione pathway in protein S-nitrosation in mammalian cells. Nitric Oxide, 2003, vol.9,N.3,
p.17-18] cu modificari [Gudumac Valentin, Tagadiuc Olga, Andronache Lilia, Stirba Olga,
Pantea Valeriana. Procedeu de dozare a nivelului de S-nitrozotioli in materialul biologic. //
Certificat de inovator nr. 5165 din 31.10.2012.].

Reactivi: Sol. 0,1 mM amonium sulfamate; Sol. 1,1 mM HgClz; Sol. 0,05 g/l
diaminonaphtalen; in 0,62 M HCI ; Amestec de reagenti: se amesteca reagentii 2 si 3 in raport
1:4; Sol. 2,8 M NaOH; Sol standard de S-nitrozotioli: se pregatesc dilutiile consecutive ale sol.
de la 0,15 pana la 10,0 umol/l G-SH in 1 M HCI (cate 50 pl); se incubeaza 2 ore cu 50 pl
NaNO2(10 pumol/l) la intuneric la t° camerei si apoi se adauga 50 ul sol. 0,1 mmol amonium-
sulfamate.

Tehnica de lucru. Se folosesc microplacile negre cu 96 godeuri pentru determindrile
fluorescentei. In fiecare godeu se toarni cate 100 pl plasma sangvina diluati in prealabil (1:1) si
apoi se adauga 50 pl sol. 0,1 amonium-sulfamate.

Dupa 10 min. de incubare intr-un loc Tntunecos la t°® camerei se toarnd 50 ul amestec de reagenti.
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Se amesteca si se tine 10 min. la t° camerei, dupa ce se stopeaza reactia cu 20 ul sol. 2,8 M
NaOH. Probele se amesteca si se masoara intensitatea fluorescentei la 360 nm (excitare) si 450
nm (emisie). Calculul se efecueaza dupa curba de calibrare construita in baza dilutiilor succesive

ale sol. standard de S-nitrozotioli.
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Anexa 3. Baza de date a parametrilor biomarkerilor determinati in cercetare

Tabelul 1. Baza de date a parametrilor Interleukinei 6 determinate in serul sangvin si
lichidul amniotic (pg/ml) la gestantele incluse Tn studiu

Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina
gestantei conceputa natural conceputa FIV gestantei conceputa natural conceputa FIV
in lot ser lichid ser lichid in lot ser lichid ser lichid
sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic

1 509 1048 2672 1442 57 832 737 763 769
2 548 1256 826 1197 58 925 749 1086 924
3 483 986 1573 787 59 458 984 1007 1014
4 436 1364 1212 881 60 623 955 879 677
5 824 985 908 1030 61 832 737 1452 865
6 798 754 1305 1108 62 425 1120 648 754
7 624 657 1215 1860 63 642 954 785 840
8 458 984 1291 1000 64 523 865 2036 1030
9 623 955 855 1325 65 894 951 667 984
10 832 737 593 672 66 951 745 1087 581
11 425 1120 770 1157 67 718 1228 1131 1087
12 642 954 782 1215 68 925 816 1277 747
13 523 865 569 1325 69 458 984 1214 942
14 1239 909 1050 1308 70 623 955 1207 850
15 863 640 1257 1090 71 832 737 541 1102
16 943 1860 1228 1161 72 425 1120 657 942
17 514 756 2172 1269 73 642 954 2276 1373
18 1215 1860 1968 1336 74 863 640 653 765
19 2913 579 1379 859 75 943 1860 756 534
20 840 843 1188 978 76 514 756 1034 737
21 832 737 1305 1108 77 1215 1860 865 1131
22 1222 630 1215 1860 78 2913 579 927 953
23 1277 656 1291 1000 79 1727 1046 2886 1325
24 1239 909 1215 956 80 846 845 776 867
25 863 640 2046 1280 81 1492 679 729 1112
26 943 1860 713 1392 82 984 845 2047 864
27 785 675 1261 814 83 723 1152 987 970
28 1026 722 1191 898 84 894 951 1514 1311
29 1027 1109 1986 873 85 984 845 1235 890
30 925 749 1846 658 86 1014 980 1685 765
31 458 984 920 795 87 795 716 684 750
32 623 955 2193 641 88 2291 1135 562 830
33 832 737 814 1107 89 1234 988 846 845
34 425 1120 1041 688 90 894 951 1727 1046
35 642 954 2782 814 91 951 745 846 845
36 523 865 1057 756 92 718 1228 846 845
37 1239 909 1889 687 93 925 816 1727 1046
38 863 640 2046 1280 94 843 1216 846 845
39 943 1860 1042 871 95 856 1127 1492 679
40 514 756 890 789 96 916 798 1387 858
41 1215 1860 760 1215 97 509 1048 1268 954
42 2913 579 856 1354 98 548 1256 624 657
43 840 843 908 1289 99 483 986 1222 630
44 746 931 909 1251 100 436 1364 1277 656
45 951 801 988 1453 101 824 985 1239 909
46 597 1007 817 1244 102 798 754 863 640
47 832 737 817 806 103 2913 579 943 1860
48 925 749 491 845 104 1305 672 785 675
49 458 984 1222 630 105 1070 847 1026 722
50 623 955 1277 656 106 1268 954 1027 1109
51 832 737 1003 770 107 1423 820 925 749
52 425 1120 2949 760 108 1492 679 1181 1344
53 642 954 1148 943 109 1387 858 1093 1379
54 523 865 2268 651 110 1339 770 2291 1135
55 1239 909 879 677 111 652 710 1234 988
56 597 1007 1185 623

Notda: lotul 1 ainclus - 111 gestante, lotul Il —a inclus -111 gestante
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Tabelul 2 Baza de date a parametrilor Interleukinei 8 determinate in serul sangvin si
lichidul amniotic (pg/ml) la gestantele incluse Tn studiu

Nr lotul 1, sarcina lotul I, sarcina Nr lotul 1, sarcina lotul I, sarcina
gestantei conceputa natural conceputa FIV gestantei conceputa natural conceputa FIV
in lot ser lichid ser lichid inlot ser lichid ser lichid
sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic

1 337 2871 343 1973 57 272 1057 220 620
2 321 2653 294 1071 58 462 947 270 1228
3 362 1364 286 1700 59 756 1954 377 780
4 462 1951 426 1179 60 598 954 401 826
5 265 946 313 1405 61 272 1057 1365 1355
6 535 895 264 1061 62 220 1135 384 892
7 654 1354 471 2887 63 310 854 268 1245
8 756 1954 418 1451 64 268 968 252 1297
9 598 954 213 2464 65 315 1574 278 841
10 272 1057 377 1284 66 384 487 404 942
11 220 1135 253 991 67 298 1387 274 959
12 310 854 354 254 68 471 951 468 2590
13 268 968 269 894 69 756 1954 354 1075
14 303 2462 265 1586 70 598 954 533 1140
15 411 780 224 3556 71 272 1057 739 1310
16 310 2241 221 3802 72 220 1135 196 1078
17 328 1415 293 1770 73 310 854 234 2205
18 310 2241 446 1603 74 411 780 364 735
19 325 728 454 1137 75 310 2241 241 836
20 280 1832 272 893 76 328 1415 462 1061
21 272 1057 264 1061 77 310 2241 212 1071
22 441 2546 471 2887 78 325 728 318 1525
23 239 1520 418 1451 79 369 2467 322 2795
24 303 2462 314 1169 80 284 896 593 927
25 411 780 304 2507 81 306 1117 303 2893
26 310 2241 301 2749 82 265 2654 287 3590
27 579 2985 273 1809 83 227 2625 204 3033
28 272 955 479 2885 84 315 1574 386 1998
29 437 2010 345 1264 85 265 2654 354 1268
30 462 947 269 960 86 267 3524 265 985
31 756 1954 584 1256 87 328 1415 215 1650
32 598 954 580 2735 88 316 2770 264 985
33 272 1057 260 1306 89 310 2241 284 896
34 220 1135 270 1094 90 315 1574 369 2467
35 310 854 345 741 91 384 487 284 896
36 268 968 266 1919 92 298 1387 284 896
37 303 2462 314 1169 93 471 951 369 2467
38 411 780 304 2507 94 365 676 284 896
39 310 2241 359 890 95 256 1306 306 1117
40 328 1415 370 1535 96 384 1535 1491 1361
41 310 2241 253 991 97 337 2871 384 898
42 325 728 215 2464 98 321 2653 654 1354
43 280 1832 313 1405 99 362 1364 441 2546
44 206 1749 276 2227 100 462 1951 239 1520
45 306 2677 412 1399 101 265 946 303 2462
46 329 2928 662 1732 102 535 895 411 780
47 272 1057 190 1283 103 325 728 310 2241
48 462 947 221 965 104 349 1261 579 2985
49 756 1954 441 2546 105 238 1537 272 955
50 598 954 239 1520 106 384 898 437 2010
51 272 1057 306 744 107 343 1870 462 947
52 220 1135 208 2125 108 306 1117 275 1410
53 310 854 462 2010 109 1491 1361 381 1920
54 268 968 665 1031 110 265 2714 316 2770
55 303 2462 401 826 111 311 846 310 2241
56 329 2928 234 2169

Notda: lotul 1 ainclus - 111 gestante, lotul Il — a inclus -111 gestante
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Tabela nr.3. Baza de date a parametrilor Interleukinei 10 determinate in serul sangvin si

lichidul amniotic (pg/ml) la gestantele incluse Tn studiu

Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina
gestantei conceputa natural conceputa FIV gestantei conceputa natural conceputa FIV
in lot ser lichid ser lichid in lot ser lichid ser lichid
sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic

1 318 458 261 273 57 207 540 266 450
2 362 464 334 308 58 360 399 424 596
3 281 625 206 469 59 331 564 478 456
4 332 516 306 509 60 321 358 285 499
5 221 485 246 642 61 207 540 458 265
6 236 671 265 1481 62 321 689 268 562
7 254 421 579 788 63 223 734 350 642
8 331 564 229 383 64 215 712 236 621
9 321 358 269 505 65 211 498 523 485
10 207 540 239 738 66 252 518 168 357
11 321 689 166 600 67 178 538 317 375
12 223 734 384 682 68 345 366 1115 463
13 215 712 297 549 69 331 564 255 513
14 574 360 219 690 70 321 358 323 626
15 399 537 292 673 71 207 540 330 269
16 227 559 887 2218 72 321 689 234 493
17 214 367 328 459 73 223 734 333 876
18 227 559 292 431 74 399 537 268 514
19 219 360 288 510 75 227 559 384 435
20 214 646 460 490 76 214 367 347 420
21 207 540 265 1481 77 227 559 366 406
22 179 589 579 788 78 219 360 447 710
23 335 588 229 383 79 191 530 269 752
24 574 360 301 672 80 364 369 391 492
25 399 537 407 704 81 376 245 251 528
26 227 559 333 657 82 645 1684 590 704
27 223 524 516 498 83 267 649 315 576
28 202 567 531 1451 84 211 498 377 1060
29 234 800 542 398 85 645 1684 375 482
30 360 399 318 861 86 716 1890 225 365
31 331 564 684 528 87 214 367 233 509
32 321 358 227 619 88 231 512 362 415
33 207 540 313 513 89 227 559 364 369
34 321 689 700 398 90 211 498 191 530
35 223 734 221 449 91 252 518 364 369
36 215 712 1096 483 92 178 538 364 369
37 574 360 301 672 93 345 366 191 530
38 399 537 507 704 94 268 417 364 369
39 227 559 693 563 95 340 513 376 245
40 214 367 458 703 96 476 706 340 328
41 227 559 182 624 97 318 458 479 395
42 219 360 269 524 98 362 464 254 421
43 214 646 246 614 99 281 625 179 589
44 293 892 250 789 100 332 516 335 588
45 235 590 582 810 101 221 485 574 360
46 193 557 272 333 102 236 671 399 537
47 207 540 347 685 103 219 360 227 559
48 360 399 267 612 104 336 352 223 524
49 331 564 179 589 105 630 827 202 567
50 321 358 335 588 106 479 395 234 800
51 207 540 204 662 107 293 419 360 399
52 321 689 404 368 108 376 245 264 464
53 223 734 740 728 109 340 328 223 480
54 215 712 306 725 110 388 756 231 512
55 574 360 285 499 111 412 512 227 559
56 193 557 284 470

Notda: lotul 1 ainclus - 111 gestante, lotul Il — a inclus -111 gestante
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Tabelul 4. Baza de date a parametrilor Interleukinei 12 determinate in serul sangvin si

lichidul amniotic (pg/ml) la gestantele incluse Tn studiu

Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina
gestantei conceputa natural conceputa FIV gestantei conceputa natural conceputa FIV
in lot ser lichid ser lichid in lot ser lichid ser lichid
sangvin aniotic sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic

1 925 790 493 503 57 412 854 1949 401
2 1231 750 372 518 58 2202 776 199 796
3 841 690 369 888 59 458 689 1964 1134
4 865 920 411 885 60 562 925 364 484
5 425 755 659 1136 61 412 854 468 787
6 486 524 332 717 62 654 711 598 895
7 521 751 312 982 63 568 655 458 827
8 458 689 922 756 64 562 652 76 1173
9 562 925 393 739 65 364 844 825 1009
10 412 854 484 1294 66 389 841 370 714
11 654 711 549 1192 67 584 1286 413 893
12 568 655 368 1135 68 2103 752 2056 825
13 562 652 397 984 69 458 689 1138 920
14 350 898 673 1298 70 562 925 683 890
15 351 835 324 918 71 412 854 1532 662
16 416 956 420 2790 72 654 711 216 894
17 351 835 389 913 73 568 655 576 1283
18 416 956 556 895 74 351 835 482 874
19 471 706 357 823 75 416 956 851 961
20 260 923 499 784 76 351 835 502 886
21 412 854 332 717 77 416 956 261 854
22 325 1081 312 982 78 471 706 300 1366
23 459 1018 922 756 79 327 825 405 1319
24 350 898 1463 1144 80 512 568 431 1001
25 351 835 601 1104 81 260 606 310 801
26 416 956 255 937 82 598 1356 943 733
27 1585 969 331 1078 83 636 1075 292 1182
28 1416 1009 788 1247 84 364 844 278 831
29 552 1188 851 1045 85 598 1356 357 1168
30 2202 776 792 1124 86 737 2028 418 658
31 458 689 924 986 87 351 835 549 1195
32 562 925 879 967 88 1364 826 572 840
33 412 854 819 981 89 416 956 512 568
34 654 711 411 891 90 364 844 327 825
35 568 655 367 848 91 389 841 512 568
36 562 652 710 844 92 584 1286 512 568
37 350 898 1463 1144 93 2103 752 327 825
38 351 835 601 1104 94 620 1126 512 568
39 416 956 1853 952 95 819 981 260 606
40 351 835 312 1198 96 312 1198 498 706
41 416 956 549 1192 97 925 790 498 684
42 471 706 393 739 98 1231 750 521 751
43 260 923 659 1136 99 841 690 325 1081
44 233 930 971 1137 100 865 920 459 1018
45 353 974 1401 1417 101 425 755 350 898
46 252 1009 540 521 102 486 524 351 835
47 412 854 570 663 103 471 706 416 956
48 2202 776 751 764 104 1208 712 1585 969
49 458 689 325 1081 105 1679 1184 1416 1009
50 562 925 459 1018 106 498 684 552 1188
51 412 854 2098 898 107 455 819 2202 776
52 654 711 1121 860 108 260 606 423 936
53 568 655 418 1164 109 498 706 491 757
54 562 652 1654 1428 110 554 1023 1364 826
55 350 898 364 484 111 713 954 416 956
56 252 1009 1863 1057

Notda: lotul 1 ainclus - 111 gestante, lotul Il — a inclus -111 gestante
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Tabelul 5. Baza de date a parametrilor Factorului stromal derivat celular (SDF)
determinat in serul sangvin si lichidul amniotic (pg/ml) la gestantele incluse in studiu

Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina
gestantei conceputa natural conceputa FIV gestantei conceputa natural conceputa FIV
in lot ser lichid ser lichid in lot ser lichid ser lichid
sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic

1 534 567 474 527 57 485 541 420 656
2 1214 810 489 615 58 762 714 440 633
3 858 615 524 628 59 524 598 414 854
4 1114 592 577 661 60 851 552 1592 661
5 743 658 656 816 61 524 598 1254 654
6 489 933 339 575 62 388 584 427 694
7 569 634 462 731 63 1114 592 468 795
8 616 658 463 599 64 851 552 373 942
9 387 748 343 517 65 1227 625 446 775
10 610 653 633 866 66 851 552 589 687
11 851 552 314 772 67 1227 625 498 610
12 1227 625 394 627 68 404 603 1190 668
13 599 739 472 548 69 1114 592 636 731
14 534 567 449 795 70 346 732 733 699
15 1214 810 401 651 71 475 612 1108 520
16 1227 625 361 1979 72 851 552 420 722
17 860 584 486 667 73 1227 625 468 1042
18 755 498 695 699 74 404 603 512 698
19 405 516 551 630 75 851 552 487 841
20 798 612 480 764 76 524 598 481 740
21 668 626 339 745 77 388 584 364 662
22 642 632 462 731 78 1114 592 433 752
23 534 695 463 599 79 346 732 526 828
24 952 549 615 719 80 257 320 998 681
25 220 521 671 681 81 320 851 535 653
26 280 568 475 628 82 851 494 412 814
27 356 488 384 716 83 374 881 397 609
28 268 524 424 1170 84 320 625 1107 877
29 394 367 675 719 85 257 1568 346 732
30 569 634 794 698 86 320 1527 475 612
31 368 720 655 754 87 851 552 303 77
32 532 765 786 711 88 494 667 451 793
33 851 552 474 680 89 1227 625 524 598
34 1227 625 382 666 90 860 584 851 552
35 851 552 546 697 91 755 498 524 598
36 1227 625 527 610 92 405 516 524 598
37 404 603 615 719 93 798 612 851 552
38 851 552 671 681 94 458 516 524 598
39 524 598 481 757 95 474 680 388 584
40 388 584 622 750 96 622 750 1114 592
41 1114 592 314 772 97 668 626 485 541
42 346 732 343 517 98 642 632 356 488
43 475 612 656 816 99 534 695 616 658
44 451 793 369 874 100 952 549 387 748
45 392 767 730 857 101 220 521 610 653
46 583 684 260 498 102 280 568 851 552
47 485 541 316 781 103 404 603 1227 625
48 762 714 214 596 104 320 1527 599 739
49 524 598 616 658 105 369 709 534 567
50 851 552 387 748 106 485 541 1214 810
51 524 598 626 828 107 762 714 858 615
52 388 584 355 641 108 388 584 610 653
53 1114 592 505 798 109 1114 592 1114 592
54 485 541 529 851 110 392 767 743 658
55 320 1527 1592 661 111 583 684 489 933
56 369 709 378 755

Notda: lotul 1 ainclus - 111 gestante, lotul Il — a inclus -111 gestante
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Tabelul 6. Baza de date a parametrilor Factorului de crestere endotelial vascular (VEGF)
determinat in serul sangvin si lichidul amniotic (pg/ml) la gestantele incluse in studiu

Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina Nr lotul 11, sarcina lotul I, sarcina
gestantei conceputa natural conceputa FIV gestantei conceputa natural conceputa FIV
in lot ser lichid ser lichid in lot ser lichid ser lichid
sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic sangvin amniotic

1 313 790 319 1151 57 368 1215 341 1432
2 476 1043 321 874 58 432 926 248 1041
3 524 763 283 1379 59 297 876 384 1347
4 1480 827 359 1052 60 510 870 377 2561
5 334 1122 329 1439 61 297 876 365 954
6 312 1073 250 30 62 349 1127 284 1382
7 371 948 305 992 63 1480 827 269 1245
8 484 1344 465 1382 64 510 870 297 1296
9 263 1409 256 903 65 380 1058 356 1280
10 343 1150 845 1318 66 510 870 459 870
11 510 870 281 1733 67 380 1058 366 1106
12 380 1058 284 1384 68 395 869 599 1149
13 676 2104 367 1456 69 1480 827 260 1355
14 313 790 289 1503 70 263 1247 274 1030
15 476 1043 294 1394 71 329 956 748 1010
16 380 1058 279 3873 72 510 870 230 1248
17 258 940 371 1160 73 380 1058 264 1439
18 341 980 523 1076 74 395 869 268 946
19 281 1248 360 949 75 510 870 354 1241
20 588 724 346 1262 76 297 876 263 1031
21 459 1093 350 896 77 349 1127 230 1069
22 384 1264 305 1238 78 1480 827 439 4234
23 482 920 465 1382 79 263 1247 235 1258
24 268 849 507 1177 80 1527 276 455 903
25 312 864 300 1131 81 552 510 383 825
26 394 1035 346 1238 82 667 428 616 758
27 367 1264 339 2400 83 314 1336 247 910
28 388 981 410 2942 84 380 1058 378 4322
29 384 1235 378 1264 85 274 2345 263 1247
30 371 948 395 1145 86 276 3207 329 956
31 168 964 586 982 87 510 870 275 1610
32 235 1256 545 1261 88 428 1177 345 1852
33 510 870 341 974 89 380 1058 297 876
34 380 1058 256 944 90 258 940 510 870
35 510 870 345 962 91 341 980 297 876
36 380 1058 290 1115 92 281 1248 297 876
37 395 869 507 1177 93 588 724 510 870
38 510 870 300 1131 94 518 1241 297 876
39 297 876 378 1234 95 341 974 349 1127
40 349 1127 381 1376 96 381 1376 1480 827
41 1480 827 281 1733 97 459 1093 368 1215
42 263 1247 256 903 98 384 1264 367 1264
43 329 956 329 1439 99 482 920 484 1344
44 345 1852 358 1489 100 268 849 263 1409
45 269 1123 414 1397 101 312 864 343 1150
46 278 915 317 1017 102 394 1035 510 870
47 368 1215 191 2395 103 395 869 380 1058
48 432 926 374 1457 104 276 3207 676 2104
49 297 876 484 1344 105 291 1446 313 790
50 510 870 263 1409 106 368 1215 476 1043
51 297 876 383 1142 107 432 926 524 763
52 349 1127 286 950 108 349 1127 343 1150
53 1480 827 500 1248 109 1480 827 1480 827
54 368 1215 585 1939 110 269 1123 334 1122
55 276 3207 377 2561 111 278 915 312 1073
56 291 1446 273 1291

Notda: lotul 1 ainclus - 111 gestante, lotul Il — a inclus -111 gestante
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Anexa 4. Algoritmul de triaj al gestantelor cu varsta de peste 35 de ani, sarcini conceputa
prin metoda FIV, pentru riscul complicatiilor prin HIS, preeclampsie si nastere prematura

ETAPA |

Identificarea gravidelor cu varsta de peste 35 de ani, sarcina conceputa prin FIV, cu
prezenta in anamneza a riscurilor extragenitale, obstetricale si ginecologice pentru
sarcina

ETAPA I
Determinarea in siptimanile 14-20 ale trimestrului doi de sarcina:
- in serul sanguin*: IL-6, IL 12;
- in lichidul amniotic**: IL-8, IL-12, VEGF, AAT hexan, y-GPT , GST si GPO;

ETAPA 111

a) Gestantele cu titrul biomarkerilor majorati se includ in categoria cu risc
sporit pentru declansarea complicatiilor prin hipertensiunea indusa de
sarcina, preeclampsie si nastere prematura.

b) Supravegherea graviditatii este continuata cu monitorizarea clinica si ai
parametrilor de laborator, conform programelor elaborate individual,
inclusiv:

- stabiloirea vizitelor antenatale suplimentare celor existente in scopul
detectarii precoce a starilor hipertensive in sarcina;

- consilierea, informarea privind semnele de risc pentru complicatiile prin
HIS, preeclampsie si nastere prematura;

Nota:

*Markerii determinati din sdngele matern: **Markerii determinati din lichidul amniotic:

IL-6 Interleukina 6; IL-8 Interleukina 8;

IL-12  Interleukina 12; IL-12 Interleukina 12;
VEGF Factor vascular de crestere;
AAT hexan Activitate antioxidanta totala;
v-GPT Gama-glutamiltranspeptidaza;
GST Glutation S-transferaza;
GPO Glutation peroxidaza;
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Anexa 7. Actul de implementare Nr. 522

MINISTERUL SANATATH MHHHCTEPCTBO
AL - JAPABOOXPAHEHHA
REPUBLICII MOLDOVA PECIYBJIHKH MOJI10BA

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA MYBJAHYHOE MEJHKO-CAHHTAPHOE

INSTITUTUL YUYPEXKAEHHE
MAMEISI COPILULUI HHCTHTYT MATEPH H PEGEHKA
(IMSP IN5IC) (NMCY HMuP)
str.Burebista, 93 yn. BypeSucra, 92
MD-2062, mun.Chisinau MD-2062, svie'c Kamayy
Tel+ 373 22 32.56461; Tel+373 22 52-36-61,
wwsnama-copdulmd - e-mail: mamsicop@gmail com www, wenna-copilulmd - e-mail:
mamscopdgml com
APROB

Director IMSP IMsiC
WWL med..conf.univ,
7 / Sergiu GLADUN

ACT DE IMPLEMENTARE nr. 522
1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,APLICAREA MODELELOR
PREDICTIVE IN EVOLUTIA SARCINEI OBTINUTE PRIN METODA
FERTILIZARIT IN VITRO LA FEMEI PESTE 35 DE ANI IN BAZA
CITOKINELOR S$I STRESULUI OXIDATIV IN PERIOADA TRIMESTRULUI II
DE GESTATIE”
2. Autori: DOBROVOLSKAIA Aliona, medic. doctoranda, MOSIN Veaceslav
dr.hab.st.med.. profiuniv., TODIRAS Mihail dr.hab.st.med.. conf.univ.
J.  Numiirul inovatiei: Nr. 522 din 09 Tunie 2023.
4. Unde si cind a fost implementata: rezultatcle studivlui au fost implimentate la
Departamentul Pediatrie [P USMF ""Nicolae Testemitanu'’ si in IMSP Institutul Mamei si
Copilului, in perioada 2017-2023 aa.
5. Eficacitatea implementirii: Rezultatele contribuie la perfectionarea securititii sarcinii
avind in dispozifie metoda monitorizirii §i evaludrii marcherilor predictivi ai citochinelor
determinati din singe si lichidul amniotic la femeile in virsta dupi 35 ani si corelarea lor cu
parametrii diagnostici antenatali in vigilenta pentru complicatiile cu impact major asupra
evolutiei sarcinii in siguranta cum ar fi hipertensiunea si edemele induse de sarcina.
6. Rezultatul implementarii: Metoda propusa in inovatia data a fost aplicatd pe 222 femei
insdrcinate cu varsta cuprinsd intre 35 - 50 ani §i sarcina gestationald de 15-19 saptamaéni.
Rezultatele folosirii metodei ofera posibilitate noud de supraveghere mai largd a evolutici
sarcinii cu corelarea datelor clinice, anamnestici, diganostice prevazute de screening inclusiv
evaluarea marcherilor imuni determinati de stresul oxidativ fiind pronostice anticipate
aparitiei clinice si declansiiri unor procese fiziologice greu reversibile..

“09" POty | 4;

Secretar stiintific
dr. st. med., conf.univ. 7 Tatiana CARAUS
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Anexa 8. Actul de implementare Nr. 109

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE
”"NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

Pag.1/1

Institutul National de Cercetare in Medicina si Sanatate

Stamslav GROPPA
2023

ACTUL nr.109
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico-practic si/stiintifico-didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,,APLICAREA MODELELOR
PREDICTIVE iN EVOLUTIA SARCINII OBTINUTE PRIN METODA FERTILIZARII
IN VITRO LA FEMEI PESTE 35 DE ANI iN BAZA CITOKINELOR SI STRESULUI
OXIDATIV iN PERIOADA TRIMESTRULUI II DE GESTATIE”

2. Autori: DOBROVOLSKAIA Aliona, medic, asistent universitar, doctoranda, MOSIN
Veaceslav dr.hab.st.med., prof.univ., TODIRAS Mihail dr.hab.st.med., conf.univ.

3. Numairul inovatiei: Nr. 6079 din 09 Iunie 2023

4. Unde si cand a fost implementata: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatrie IP USMF ,Nicolae Testemitanu’® si IMSP Institutul Mamei si
Copilului, in perioada 2017-2023 aa.

5. Eficacitatea implementirii: Rezultatele contribuie la perfectionarea securitatii sarcinii
avand in dispozitie metoda monitorizarii si evaludrii marcherilor predictivi ai citokinelor
determinati din sange si lichidul amniotic la femeile in virsta peste 35 ani si corelarea lor cu
parametrii diagnostici antenatali in vigilenta pentru complicatiile cu impact major asupra
evolutiei sarcinii in sigurantd cum ar fi hipertensiunea si edemele induse de sarcina.

6. Rezultatul implementirii: Metoda propusa in inovatia datd a fost aplicatd pe 222 femei
insdrcinate cu varsta cuprinsd intre 35 - 50 ani §i sarcina gestationala de 15-19 sdptamani.
Rezultatele folosirii metodei ofera posibilitate noud de supraveghere mai largd a evolutiei
sarcinii cu corelarea datelor clinice, anamnestici, diganostice prevdzute de screening inclusiv
evaluarea marcherilor imuni determinati de stresul oxidativ fiind pronostice anticipate aparitiei
clinice si declansari unor procese fiziologice greu reversibile.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

Sef Departament, Departamentul Cercetare, =

dr. hab. st. med., conf. univ. Elena RAEVSCHI
Sef Departament Didactic i Management Acadéy{

dr. st. med., conf. univ. Silvia STRATULAT

Director IMSP Institutul Mamei si Copilului é yd
dr. st. med., conf. univ. % = Sergiu GLADUN
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Anexa 9. Actul de implementare Nr. 523

MINISTERUL SANATATII MHHHCTEPCTBO
AL : 3IPABOOXPAHEHHSA
REPUBLICII MOLDOVA PECMNYBJIHKH MOJI10BA

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA NYBIHYHOE MEAHKO-CAHHTAPHOE

INSTITUTUL YYPEXKJAEHHE
MAMEI $I COPILULUI HHCTHTYT MATEPH H PEBEHKA
{IMSP IM5iC) (MMCY HMuP)
str.8urebists, 93 ya. Bypebucra, 93
MD-2062, mun.Chigindu MD-2062, seyre'r Knasoy
Tel.+ 373 22 52-36-61, Tel+ 373 22 52-36-61,
wwwmend-copilul o] c-mail: mamsicopiamiel com wwwimama-copilulmd  e-mail:
APROB

Director IMSP IMsiC
Wmcd.;onf.univ.
£ / Sergiu GLADUN

”» » H 0

‘o)

ACT DE IMPLEMENTARE nr. 523

1. Denumirea ofertei pentru implementare: LJINCLUDEREA MARKERILOR
ANTIOXIDANTI AI STRESULUI OXIDATIV IN ALGORITMUL PREVENIRII
NASTERII PREMATURE IN SARCINA LA FEMEI PESTE 35 DE ANT"

2. Autori: DOBROVOLSKAIA Aliona, mcdic, doctoranda, MOSIN Veaceslay
dr.hab.st.med., profuniv.. TODIRAS Mihail dr.hab.st.med., conf.univ.

3. Numirul inovatiei: Nr. 523 din 09 Iunie 2023.

4. Unde si cind a fost implementatid: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatric [P USMF ''Nicolae Testemitanu’’ i in IMSP Institutul Mamei si
Copilului, in perioada 2017-2023 aa.

5. Eficacitatea implementiirii: In serul gestantelor cu virsta peste 35 de ani, prelevat in
trimestrului II de sarcind distributia peptidei histidinice carnozina uM/1 este aceeasi intre
categoriile de FIV (semnificatia statisticd p=0,015). Distributia peptide histidinice carnozina
uM/1 determinati in lichidul amniotic, este aceeasi intre categoriile de grupe care au obtinut
sarcina prin metoda fertilizarii in vitro §i grupa gestantelor cu sarcina obfinutd desinestititor.
(Semnificatia statistici p<0,0001). Rolul fiziologic al camozinei prezintd interes statistic.
Structural fiind formatd din aminoacizi ([beta]-alanil i L-histidina) si impreuna cu analogii
lor metilafi (anserina si balenina) fac parte din clasa dipeptidelor care contin histidina (HCD,
histidine-containing dipeptides).

6. Rezultatul implementiirii: Metoda propusi in inovatia data a fost aplicatd pe 222 femei
insdrcinate cu virsta cuprinsd intre 35 - 50 ani si sarcina gestationald de 15-19 siptimani.
Rezultatele folosirii metodei oferd posibilitate noudi de supraveghere mai larga a evolutici
sarcinii cu corclarca datelor clinice, anamnestici, diganostice previizute de screening inclusiv
evaluarea marcherilor imuni determinafi de stresul oxidativ fiind pronostice anticipate
aparifiei clinice §i declangiiri unor procese fiziologice greu reversibile.

Secretar stiintific
dr. t. med., conf.univ. Tatiana CARAUS
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Anexa 10. Actul de implementare Nr. 110

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE
”NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

Pag.1/1

Institutul National de Cercetare in Medicina si Sanatate

T L LT N
Prarecty . "1\ activitate de cercetare,

gl st. med.
7 tanislav GROPPA
2023

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico-practic si/stiintifico-didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,INCLUDEREA MARKERILOR
ANTIOXIDANTI Al STRESULUI OXIDATIV iIN ALGORITMUL PREVENIRII
NASTERII PREMATURE N SARCINA LA FEMEI PESTE 35 DE ANI”

2. Autori: DOBROVOLSKAIA Aliona, medic, doctoranda, MOSIN Veaceslay
dr.hab.st.med., prof.univ., TODIRAS Mihail dr.hab.st.med., conf.univ.

3. Numairul inovatiei: Nr. 6080 din 09 Iunie 2023

4. Unde si cind a fost implementati: rezultatele studiului au fost implimentate la
Departamentul Pediatrie IP USMF ,Nicolae Testemifanu’ §i IMSP Institutul Mamei si
Copilului, in perioada 2012-2014 aa.

5. Eficacitatea implementirii: In serul gestantelor cu virsta peste 35 de ani, prelevat in
trimestrului Il de sarcind distributia peptidei histidinice carnozina pM/l este aceeasi intre
categoriile de FIV (semnificatia statisticd p=0,015). Distributia peptide histidinice carnozina
uM/1 determinata in lichidul amniotic, este aceeasi intre categoriile de grupe care au obtinut
sarcina prin metoda fertilizarii in vitro §i grupa gestantelor cu sarcina obtinutd desinestatitor.
(Semnificatia statisticd p<0,0001). Rolul fiziologic al carnozinei prezintd interes statistic.
Structural fiind formata din aminoacizi ([beta]-alanil §i L-histidind) §i impreuna cu analogii lor
metilati (anserina si balenina) fac parte din clasa dipeptidelor care contin histidina (HCD,
histidine-containing dipeptides).

6. Rezultatul implementirii: Metoda propusa in inovatia data a fost aplicatd pe 222 femei
insdrcinate cu vérsta cuprinsd intre 35 - 50 ani §i sarcina gestationald de 15-19 saptamani.
Rezultatele folosirii metodei oferd posibilitate noud de supraveghere mai largd a evolutiei
sarcinii cu corelarea datelor clinice, anamnestici, diganostice previzute de screening inclusiv
evaluarea marcherilor imuni determinati de stresul oxidativ fiind pronostice anticipate aparitiei
clinice si declangari unor procese fiziologice greu reversibile.

Prezenta inovaie este implementatd conform descrierii in cerere.

Sef departament, Departamentul Cercetare,

dr. hab. st. med., conf. univ. Elena RAEVSCHI
Sef Departament Didactic §i Management Ac‘ac}e/mic
conf. univ., dr. st. med. % o{ ilvia STRATULAT
Director IMSP Institutul Mamei si Copilului M
dr. st. med., conf. univ. % / Sergiu GLADUN
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Declaratia privind asumarea raspunderii
Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat sunt

rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza sa

suport consecintele in conformitate cu legislatia n vigoare.

Dobrovolskaia Aliona

Semnatura:

Data:
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CV-ul AUTORULUI

Europass
Curriculum Vitae

Informatia Personald
Nume/ Prenume

DOBROVOLSKAIA Aliona

Activitati si
responsabilitati

Addresa Republica Moldova, Constantin VVarnav 8, Chisinau 2024
Telefon +373 69587738
E-mail aliona.dobrovolskaia@usmf.md
INationalitatea MDA
Data nasterii 05.03.1983
Gender feminin
2014 - curent
Asistent Universitar
Catedra Fiziologia omului si Biofizica USMF ,Nicolae Testemitanu” bd.
Data Stefan cel Mare si Sfant, 165,
mun. Chisindu, MD-2004
Ocupatii/Serviciu /Activitate didactica Invatamant universitar superior
2019 - curent
Adresa

Medic obstetrician-ginecolog, categoria superioara

Spitalul Polivalent Novamed

str. Tudor Strisca 30

IAsistentd medicald specializatd de ambulator si spitaliceasca in domeniu
obstetrica si ginecologie

2009 -2018

Medic obstetrician-ginecolog Sectia genetica medicala

IMSP IMC Centrul Sanatatea Reproducerii si Genetica umana
Sanatatea Reproducerii,

Chisindu,str. Burebista 83

|Asistentd medicald specializatd de ambulator in domeniu obstetrica si
ginecologie si genetica umana

2005-2007

Consultant in Departamentul Planificarii Familiei, Centrul National de
Management in Sanatate

Str. A. Cosmescu,3

IActivitdti de cercetare si elaborarea politicilor in domeniul planificarii
familiei
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INSTRUIREA

Tipul calificarii obtinute
Data

Principale
subiecte/calificarea

ocupationald

Denumirea si tipul
organizatiei de instruire

Specializarea Tn psihopedagogie. Invatamant superior

2022-2023

[Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu"
Doctoranda, specializare obstetrica-ginecologie

forma de invatamant la zi, studii postuniversitare

2009-2012
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu"
Licenta de medic, specializare obstetrician-ginecolog

2005-2009
Medic rezident
[Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu"

Calificarea de medic

1999-2005

Studentd, facultatea de Medicina generala Universitatea de Stat de
Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu"

Master in management

2006-2008

Doctrine politice; Etice politice; Sociologia politica.

|Academia de Administrare Publica pe langa Presedintele Republicii
Moldova, str. laloveni, 100

INSTRUIREA CONTINUA
Data

Tipul calificarii

18/05/2022 Specializare in ecografia obstetrica si ginecologie
29/11/2016 Curs primar de ecografie in obstetrica si ginecologie
10/09/2014 Colposcopia. Diagnosticul precoce a leziunilor organelor
genitale

21/10/2013 Ginecologia endocrinologica

18/05/2016 Psihopedagogia. Invatimintul superior

15/01/2018 Patologia extragenitald si sarcina

14/01/2013 Cuplul steril

17/06/2021Certificate of english language level nr. LS 843/21 B2
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CERTIFICATE

Data

Tipul calificarii obtinute
Principale
subiecte/calificarea

ocupationala

Denumirea si tipul
organizatiei de instruire

1999-2005

ATTESTATION of Medical degree MD

par I’ Agence universitaire de la Francophonie

“Un cursus francophones de Medicine dans le cadre des filieres
universitaires du systeme educatif de la Republique de Moldova
soutenu par I’ Agence universitaire de la Francophonie”
[Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu",
14/10/2011

Certificate of participation at the prenatal medicine 4th conference
Practical guidelines on prenatal medicine management

Health Ministry from Republic of Moldova Association of Perinatal
Medicine Association of obstetricians and gynecologists

12.11.2011

Certificate International Workshop on Prenatal Screening, Budapest,
Hungary

International consensus and practical guidelines on the gynecologic and
obstetric management of female patients with hereditary aberrations
EACCME

European Accreditation Council for Continuing Medical Edication
B-R-A-H-M-S Forum

03.03.2011

Certificate in TEACH VIP workshop on alcohol and injury prevention
The role of strategy in alcohol and injury prevention

WHO European Centre for Environment and Health, Rome

24.09-24.10.2010

Certificate of participation in training seminar on the topic “Actualities in
reproductive gynecology”

principles of strategic-clinical reproductive gynecology

Reproductive Health Association

6-11.06.2010

Certificate of Completion the Advanced Trainers Workshop for the
National Reproductive Health Trainers in the Republic of Moldova
principles of strategically activities in National Reproductive Health
Ministry of Health of Moldova UNFPA

22.09.2009

Training of Trainers Programme ENPI Management-Republic of
Moldova GTZ

Imbunititirea expertizei si competentei agentiilor guvernamentale
responsabile, precum si a organizatii societdtilor civile de a pregati si
implementa programe finantate de UE.

Institut flr européische politik

2009
Certificate in Communications in Crises situations
Taxa, Miscdri strategice politice. Ministerul Sanatatii, mun Chisinau,

Republica Moldova
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2008

Certificat pentru Curs de Formare in domeniul Sanatatii

Strategia internationald in domeniul sdnatatii

Centrul National de Cercetare in cadrul cooperarii internationale dintre
Centrul National de Cercetare si Ministerul Afacerilor Externe (Fondul
Egiptean de Cooperare Tehnica

2008

Certificate inter-agency training programme on Building Effective Youth
Investment Programs: Issues for Project Design, Turin(Italy)

Training programme on Building Effective Youth Investment Programs
World Bank, WHO, the Council of Europe and GTZ

2002

Certificates of attendance in actively participated and contributed to the
success of the International Congress of Medical Sciences held

on 9-12 May 2002 at the Medical University in Sofia, Bulgaria.
Medical Sciences

IAsociatia studentilor la medicina din Bulgaria

[Universitatea de Medicind din Bulgaria ,,Consiliul Elevilor”

2001 (3 luni)

Ramura Francofona

Stiinta medicala

[Universitatea Medicald din Bulgaria

Limba materna

RO

Alte limbi

ENG, RU, FR Vorbit scris si comunicativ

Competente si abilitati
sociale

» Comunicare si informare de sinteza : dezvoltata initial in timpul
voluntariatului in universitate liceu si in contextul activitatii profesionale
» Spirit de echipa : dezvoltat In timpul participarii la mai multe mese
rotunde si forumuri in universitate si in contextul activitatii profesionale;
» Adaptabilitate la contexte multiculturale si generatii: dezvoltat in
contextul activitatii profesionale in calitate de participantd la numeroase
traininguri internationale;

» Abordare empatica, pozitiva: dezvoltata in principal din cauza mai
multor scoli din timpul formadrii initiale;

» Abordare integrata a egalitatii de sanse: in special cele specifice
egalitdtii intre femei si barbati si a grupurilor dezavantajate , dezvoltate
in timpul doctoranturei de masterat Tn management public.

Competente si aptitudini
organizatorice

» Perceptia anticipare si previziune: dezvoltata prin studiu individual
» Scrierea si elaborarea de proiecte

» Stabilirea, coordonarea si monitorizarea echipelor de lucru

» Analiza si evaluarea Strategiei de Management

Aptitudini si competente
informatice

\Windows; Microsoft Office (Word, Excel, Power Point, Publisher)

Permis de conducere

B
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