IP UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
»NICOLAE TESTEMITANU”

Cu titlu de manuscris
C.Z.U.:618.2:618.177-089.888.11 (043.2)

DOBROVOLSKAIA ALIONA

PARTICULARITATILE EVOLUTIEI SI DE CONDUITA
A SARCINII OBTINUTE PRIN METODA
FERTILIZARII IN VITRO LA FEMEILE PESTE 35 DE ANI

321.15 - OBSTETRICA SI GINECOLOGIE

Rezumatul tezei de doctor in stiinte medicale

CHISINAU, 2024



Teza a fost elaborata la Departamentul de Obstetrica si Ginecologie a IP Universitatii de Stat
de Medicina si Farmacie ..Nicolae Testemitanu™ din Republica Moldova.

Conducitor stiintific: MOSIN Veaceslav, dr. hab. st. med., profesor universitar
Consultant stiintific: TODIRAS Mihail, dr. hab. st. med., conferentiar cercetator
Referenti oficiali: ROTARU Marin, dr. hab. st. med., profesor universitar, IMSP

Institutul Mamei si Copilului

ILIADI-TULBURE Corina, dr. st. med., conferentiar
universitar, I[P Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
..Nicolae Testemitanu™

Componenta Consiliului stiintific specializat:

Presedinte: DONDIUC lurie, dr. hab. st. med., profesor universitar
Secretar: CATRINICI Rodica, dr. st. med.. conferentiar universitar
Membrii: CERNETCHI Olga, dr. hab. st. med., profesor universitar

TAGADIUC Olga, dr. hab. st. med., profesor universitar
OPALCO Igor, dr. st. med., conferentiar cercetitor
BOLOGAN Ion, dr. st. med., conferentiar universitar

Sustinerea va avea loc la 27 martie, 2024, ora 14.00, biroul 205, in sedinta Consiliului
stiintific specializat D 321.15-23-133 din cadrul IP USMF ..Nicolae Testemitanu™ (bd. Stefancel Mare
si Sfant, 165, Chisindu, MD-2004).

Teza de doctor si rezumatul pot fi consultate la biblioteca IP USMF . Nicolae Testemitanu™
si pe pagina web a ANACEC www.anacec.md
Rezumatul a fost expediat la

Secretar stiintific al Consiliului stiintific
specializat, dr. st. med.. conf. univ.

2¢”"CATRINICI Rodica

Conducitor stiintific,

dr. hab. st. med., prof. univ. MOSIN Veaceslav

Consultant stiintific,

dr. hab. st. med., conf. cerc. TODIRAS Mihail

Autor DOBROVOLSKAIA Aliona

© Dobrovolskaia Aliona, 2024



CUPRINS

REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII ...........ccoccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 4

CONTINUTUL TEZEL ...........cooooiiiiniiiiiiiinteeei ettt et s st et st st st e

1. Evolutia si monitoringul sarcinii la femeile cu varsta de peste 35 de ani in conceptia
L0011 11 1100 2N 1 PP 7

2. Materiale si metode de CErCetare. .............c.oceuvviiieuineieiriinteiine ettt eveeeae e 11

3. Particularitatile anamnestico-clinice ale sarcinii la femeile cu varsta de peste 35 de ani
INCIUSE TN STUAIUL. ...ttt es et ene 12

3.1. Aspectele clinico-anamnestice ale gestantelor din cercetare................ocovevviiinininen... 12

3.2. Caracteristica antecedentelor extragenitale, ginecologice si obstetricale la etapa includerii
in studiu a gestantelor cu sarcina conceputa prin metoda FIV ..ot 13
4. Evolutia clinici a sarcinii concepute prin metoda FIV, la femei cu varsta peste 35 de 14

4.2. Complicatiile 1n sarcinile concepute prin metoda FIV si conduita la gestantele

CU VATSTA PESIE 35 d@ N1 .. .v ittt et 15
5. Evaluarea profilului imun si markerilor stresului oxidativ in sarcinile concepute prin
metoda FIV . 22
5.1. Citokinele si markerii imuni in sarcinile concepute prin metoda FIV la femeile cu varsta
PESLE 35 A8 AN vttt sttt e e sttt e eae s 22
5.2. Determinarea statusului oxidant si antioxidant in sdngele gestantelor peste 35 de ani cu
sarcinile concepute prin metoda FIV .......c..cccoiiiiiiiii e 22
5.3. Markerii oxidanti si antioxidanti determinati in lichidul amniotic la gestantele cu varsta
peste 35 de ani, 1n sarcinile concepute prin metoda FIV 22
SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE .......ccccoconiiiiiiiiintierine et 23
CONCLUZII GENERALLE ........ccooiiiiiitiiiintetiest ettt ettt sttt s aes e et e neasee 25
RECOMANDARI PRACTICE .........cooooeioeieeieeoeeeeees e sees s e eesasse s nesssss s 26
BIBLIOGRAFTE ...ttt ettt ettt et st ea et st es e st e n e snnenes 28
LISTA PUBLICATIILOR LA TEMA TEZEI .........c.cccooiiiiiniinnerieneencreineeie e seeecveeeens 31
ADNOTARE ...ttt ettt ettt st e bt st b et st es bt st ss b et s 32
ANNOTATION ..ottt sttt st st eb s e et ses b eae st et sebeatesebenesenten 34
AHHOTALHISL ..ottt ettt et et e b et b e st ebe b et es bt s n st sa e nennn 35
Foaia privind datele de tipar .... 37




REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei abordate. Sinatatea materna si eficienta varstei
reproductive se includ in determinantii succeselor in medicind, prognozelor echilibrului
demografic si proceselor socio-economice pentru fiecare stat, comunitate.

Prezenta teza de doctorat s-a axat pe evaluarea analizei particularitdtilor functiei
reproductive a femeilor in varsta avansata (peste 35 de ani), inclusiv asigurarea parcurgerii in
siguranta a perioadei de sarcina si a nasterii, si oferirea cuplurilor a celor mai bune sanse de a avea
copii sanatosi.

Tema cercetarii se incadreazd in obiectivele asigurdrii unei maternitati sigure,
promovate in Agenda 2030 a Obiectivelor de Dezvoltare Durabild (ODD), elaborate de
Organizatia Natiunilor Unite (ONU); Strategia globald pentru sanatatea femeilor, a copiilor si a
adolescentilor (2016-2030); Legea Republicii Moldova nr. 138 din 15.06.2012, privind sanatatea
reproducerii; si Strategia Nationald de Sanatate ,,Sanatatea 2030”, obiectivul general 2.2 [1, 2, 3].

Tranzitia demografica inceputd cu doua sute de ani in urma, a stat la baza unui proces
de crestere economica fara precedent in istorie, care a rezultat prin imbunatatirea simultand a
productivitatii si a nivelului de trai, contribuind, astfel, la dezvoltarea marilor aglomerari urbane
contemporane, a favorizat o diviziune a muncii mai avansata si, nu in ultimul rand, a contribuit la
schimbarea atitudinilor fata de familie/cuplu, inclusiv prin amanarea nasterii primului copil pentru
0 VArsta mai matura [4].

Principalii indicatori statistici ai natalitatii si fertilitatii au o tendintd de continua
reducere, cu exceptia varstei medii a mamei la nastere, pentru toate tarile Uniunii Europene,
situatie valabila 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 anul 2016).

Numarul mediu de fete care supravietuiesc pana la sfarsitul perioadei de reproducere,
nascute de aceeasi femeie, definit ca rata netd de reproducere, incepand cu anul 1994, in
Republica Moldova, luat ca nivel de referinta, este mai mic de unu, fiind in continua descrestere,
in anul 2020 atinge valoarea 0,858, fapt ce indica ca deja de 29 de ani se atesta o reproducere scazuta
a populatiei.

Este cert, ca imbatranirea populatiei si manifestarea fertilitatii este conditionatd de o
serie de factori sociali, economici, legislativi, educationali, sanitari, psihologici si culturali, care,
eficienta.

Prezenta cercetare tine cont de progresele atinse in domeniul conduitei medicale in
obstetricd si se axeaza pe un segment cu putine dovezi stiintifice, si anume, pe cel ce tine de
particularitatile evolutiei sarcinilor concepute prin metoda FIV, la femeile varsta carora este de
peste 35 de ani.



In acest context, problemele abordate in cercetare sunt importante prin faptul, ci
contribuie la extinderea cunostintelor referitoare la restabilirea capacititilor reproductive ale
cuplurilor, care se confrunta cu infertilitate, prin aplicarea metodei de fertilizare in vitro (FIV) si
oferirea femeilor cu varsta Inaintata a noilor garantii pentru o sarcina sigura finalizata cu nasterea
unui copil sanatos.

Descrierea situatiei in domeniu si identificarea problemei de cercetare. Este
recunoscut, ca complicatiile ce pot aparea in timpul sarcinii sunt mult mai frecvente in randul femeilor
cu varsta de 35 de ani si peste. Desi nu exista o definitie universald de "varsta avansata a gestantei",
totusi, un criteriu de baza il reprezinta varsta de 35 de ani, in general utilizat pentru a defini femeia
gravida ,,cu varsta avansata” [5].

Varsta avansati a mamei este asociatd cu rezultate adverse ale sarcinii, cum ar fi
disfunctia placentara, restrictia de crestere fetald, decesul perinatal, nasterea prematurd,
preeclampsia etc. [6].

in general, functia diferitor organe se deterioreaza odatd cu vérsta. Imbatranirea este
bine-cunoscuta ca o stare inflamatorie cronica si de grad scazut, dependenta de varstd, care apare
din cauza acumularii de celule imunitare si a productiei de citokine proinflamatorii [7].

Interleukina (IL)-1a, IL-1p, IL-6 si factorul de necroza tumorala-o (TNFa), prezinta in
mod clar o crestere dependenta de varsta a expresiei, care reflecta conceptul emergent de inflamare
(inflamatie + imbatranire). Cu toate acestea, actualmente nu sunt dovezi stiintific argumentate, ca
inflamatia apare in placenta mamei cu varstd inaintatd. Studiile recente au demonstrat, ca
majoritatea problemelor de dezvoltare la femeile cu varsta avansata, sunt de origine materna, dar
nu ovocitele ,,vechi”, iar un mediu uterin matern nefavorabil poate duce la disfunctie placentara
si complicatii ale sarcinii [8].

Infertilitatea este o boala, care a fost clasatd de Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS)
pe locul cinci in topul patologiilor la nivel global. Estimérile sugereaza, ca aproximativ una din
sase persoane de varsta reproductiva din intreaga lume se confruntd cu infertilitate de-a lungul
vietii [9].

Conform informatiilor furnizate de Centrul National de Sanatate a Reproducerii si
Genetica Medicala (CNSRGM) din cadrul Institutului Mamei si Copilului (IMsiC), circa 20 la suta
din toate cuplurile de varsta reproductiva din Republica Moldova sufera de o forma sau alta de
infertilitate.

Problema infertilitatii conduce, inevitabil, la améanarea considerabild a varstei primei
graviditati si unica alternativa pentru aparitia sarcinii ramane tratamentul prin tehnologii de
reproducere asistata medical (TRAM). Pentru 2,5 la sutd din cupluri infertile, posibilitatea de a avea
osarcind, si ulterior un copil, este FIV.

Astfel, cercetarea este axatd pe segmentul prevenirii complicatiilor induse de sarcind in
scopul mentinerii sarcinilor concepute prin metoda FIV, la femeile varsta carora este de peste 35
de ani.

Pentru identificarea problemelor si metodelor de solutionare mentionate, a fost stabilit
urmatorul scop al cercetirii:



Identificarea particularitdtilor clinice in evolutia sarcinilor, concepute prin metoda FIV,
la gestantele cu varstd de peste 35 de ani si corelarea acestora cu valorile biomarkerilor imuni si
cei ai stresului oxidativ, determinati in al doilea trimestru de sarcina din singele matern si lichidul
amniotic.

Obiectivele cercetarii:
1. Analiza evolutiei clinice a sarcinilor concepute prin metoda FIV la gravidele cu varsta de
peste 35 de ani.
2. Interpretarea nivelului citokinelor determinate in singele 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 particularitatilor evolutiei sarcinilor concepute prin metoda FIV si corelarea lor cu
variatiile biomarkerilor determinati in trimestrul al doilea de sarcina.

Metodologia cercetirii. Cercetarea reprezinta studiul prospectiv de cohorta descriptiv
si predictiv, efectuat in perioada anilor 2011-2015 in cadrul Institutului Mamei si Copilului,
Centrului National de Sanatate a Reproducerii si Genetica Medicala.

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

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute. in premiera s-au studiat
atdt 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 antioxidanta totald 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 induséd de sarcina,
preeclampsie si nastere prematurd, in sarcinile obtinute prin metoda FIV la femeile cu varsta de
peste 35 de ani, anticipand evolutia clinica.

Semnificatia teoreticd si valoarea aplicativa a lucrarii. Rezultatele obtinute in
prezentul studiu invocd noi argumentari stiintifice referitor la posibilitatea identificarii timpurii a
riscurilor complicatiilor in sarcind, cum ar fi hipertensiunea indusa de sarcind, preeclampsia si
nastere prematura, prin analiza in trimestrul al doilea de sarcina ai markerilor imuni (pro- si
antiinflamatori), oxidantilor si antioxidantilor din lichidul amniotic si serul sanguin, fapt ce ar
anticipa declansarea complicatiilor in sarcina.

Valoarea aplicativa a cercetirii consta in largirea spectrului diagnosticului antenatal
precoce prin determinarea markerilor imuni, inclusiv citokinelor si stresului oxidativ, ca factori de
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prognostic pentru riscul declansérii complicatiilor in evolutia sarcinilor concepute prin FIV la
femeile cu varsta de peste 35 de ani.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele stiintifice expuse in lucrare au fost
comunicate si discutate in cadrul diverselor forumuri stiintifice nationale si internationale: Archives
of the Balkan Medical Union Supliment Nr. S3(48) / 2013 , pp. 58, ISSN 0041-6940 céat si in
Conferinta stiintificd anuald, cercetarea in biomedicina si sanatate, Analele Stiintifice ale USMF
,Nicolae Testemitanu”, 2013, nr. 5(14), pp. 86-ISSN 1857-1719. Teza a fost discutata, aprobata si
recomandata spre sustinere la sedinta Disciplinei de Obstetrica si Ginecologie a IP USMF ,,Nicolae
Testemitanu”, din 04.09.2023, proces-verbal nr. 2, si la sedinta Seminarului Stiintific de Profil
321.15 - Obstetrica si Ginecologie din 20.09.2023, proces-verbal nr. 8.

Publicatii 1a tema tezei. La subiectul tezei au fost publicate 10 lucrari stiintifice, n
reviste din Registrul National al revistelor de profil si doud teze in culegeri stiintifice in lucrarile
conferintelor stiintifice internationale si nationale. Au fost obtinute 2 certificate de inovator.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost implementate in
activitatea didactica si stiintificd a Departamentului de Obstetricd si Ginecologie a USMF
“Nicolae Testemitanu” si la IMSP IMsiC.

Sumarul compartimentelor tezei. Teza realizatd in limba romana este expusa pe 187
pagini, dintre care partea principala reprezinta 139 pagini. Teza consta din adnotari in limbile
romana, engleza si rusa, introducere si 5 capitole, dintre care: capitolul 1 prezinta reviul literaturii,
capitolul 2 — materialul si metodele de cercetare, capitolele 3, 4 si 5 — includ datele obtinute,
sinteza rezultatelor, concluzii, recomandari practice si bibliografie. Bibliografia include 163 de
titluri de referinte. Lucrarea contine 18 figuri, 29 tabele si 10 anexe.

Cuvinte-cheie: varsta reproductiva, infertilitate, fertilizare in vitro, FIV, diagnostic
antenatal, citokine, interleukine, markeri ai stresului oxidativ.

CONTINUTUL TEZEI

1. Evolutia si monitoringul sarcinii la femeile cu virsta de peste 35 de ani in
conceptia contemporani

Acest compartiment al cercetdrii este dedicat analizei surselor stiintifice care raporteaza
date despre particularitatile fertilitatii feminine si evolutia sarcinii la femeile cu varsta de peste 35 de
ani, precum si aspectele contemporane ale diagnosticului prenatal in sarcinile concepute prin metoda
FIV la gestantele cu varsta de peste 35 de ani.

De asemenea, a fost revizuitd literatura de specialitate referitor la rolul citokinelor in
raspunsul imun la gestantele cu varsta de peste 35 de ani si profilul stresului oxidativ in evolutia
sarcinii conceputd prin metoda FIV.

Conform statisticilor actuale, se inregistreaza o reducere a natalitatii la femeile cu vrsta
intre 15-24 de ani si 0 majorare a natalitatii la categoria de varstd 25-34 de ani. 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 [10].

Progresele tehnologice au confirmat, ca timpul fertil depinde de multi factori individuali,
iar ,,arta planificarii naturale” a familiei, consta, in abilitatea de a recunoaste inceputul si sfarsitul
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fazei fertile [11].

Este demonstrat, cd rezerva ovariand 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
hormonald, a diminuarii rezervei ovariene este reprezentata de augmentarea nivelului hormonului
foliculostimulant (FSH) si hormonului luteinizant (LH), iar cand concentratia acestora se
dubleaza, sansele pentru o fertilizare reusitd devin, deseori, nule. De asemenea, utilizarea
biomarkerilor, precum hormonul Antimullerian (AMH) si numarul foliculilor antrali (AFC), ofera
o informatie utild despre rezerva ovariana [12, 13].

Conform datelor din literatura de specialitate, procesul inflamator in evolutia sarcinilor
la gestante cu varsta de peste 35 de ani, ramane un mecanism primordial al complicatiilor pe
parcursul evolutiei sarcinii. Citokinele si chemokinele pro- si antiinflamatoare, markerii stresului
oxidativ, joaca un rol important in patogeneza complicatiilor evolutiei sarcinii asociate infectiei
si patologiilor fetale [14,15,16].

Studierea multitudinii factorilor, care influenteaza dezvoltarea complicatiilor la aceasta
categorie de gestante, a determinat caracterul complex al cercetarii prezente. Punctul de pornire
in cercetare este perceperea, ca femeia in cei 10-20 de ani de viata reproductiva nesolicitata, a
-acumulat” un sir de riscuri pentru viitoarea sarcind: maladii cronice persistente, posibilele infectii
cu transmitere sexuala (ITS) suportate, stilul de viata stresant, situatia ecologica precara, aderente
postoperatorii etc.

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 geneza maternd, fetala, placentara, de mediu, precum si frecventd asociere a
acestora, care la rindul sau influenteaza dezvoltarea fetala si evolutia fiziologica a sarcinii.

Astfel, punctul de reper in cercetare, a fost faptul ca evolutia sarcinii, indiferent de varsta
gestantei, este in directd interdependentd cu antecedentele personale fiziologice: menarha (ani),
caracterele ciclului menstrual, conditii de viata, de munca (noxe profesionale, 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, feti nascuti
morti, malformatii, starea actuald de sanatate a copilului/copiilor, evolutia perioadei de lauzie,
numarul de avorturi medicale sau spontane anterioare: sub 12 saptamani de gestatie sau/si 12-21
de saptamani + 6 zile, efectuate chirurgical sau medicamentos; avorturi cu complicatii; sarcini
ectopice etc.

Optiunile de testare se schimba rapid, odata cu tehnologia emergenta, si depind de multi
factori, inclusiv virsta pacientei, istoricul familial etc. in cercetare au fost studiate urmétoarele
tehnici actuale de diagnostic prenatal invaziv/non-invaziv: ecografia fetala, fetoscopia, diagnosticul
genetic preimplantational (PGD), biopsia de vilozitati coriale (CVS), cordocenteza [17].
Amniocenteza a fost procedura de recoltare a lichidul amniotic realizata in trimestrul al doilea de
sarcind, incepand cu saptdmana 15 de sarcina la gestantele incluse in studiu din ambele loturi,
pentru determinarea si interpretarea marker-ilor imuni si profilului stresului oxidativ.

Pentru fiecare gestantd sarcina, este o provocare din considerentul, ca sistemul imun
8



nativ al ei, trebuie nu doar sa tolereze fatul, ci si sd raspunda adecvat la unele patologii, care pot
apdrea in timpul sarcinii. Sistemul imunitar este suprimat, pentru a preveni atacul asupra fatului,
aceasta suprimare fiind explicatd de cresterea nivelului de hormoni in timpul sarcinii.

Estrogenul, progesteronul, hormonii produsi in timpul sarcinii ajutd la stimularea sau
suprimarea sistemului imunitar al femeii, la reducerea inflamatiei in evolutia sarcinii pentru a
proteja fatul impotriva atacului imunitar. Astfel, recunoasterea imunologica a sarcinii initiaza o
serie de schimbdri, care, in cele din urma, au ca rezultat o atitudine imunologica toleranta fata de
fat. Mai multi actori ai sistemului imunitar, cum ar fi celulele T reglatoare, celulele Natural Killer
(NK) si citokinele, contribuie la crearea unui mediu favorabil pentru fit, iar multe dintre aceste
modificari functionale sunt orchestrate si controlate de progesteron.

Mai multe mecanisme protective functioneaza in timpul gestatiei pentru a corecta
efectele nocive ale imunitatii anti-fetale si pentru a sustine un rezultat fiziologic al sarcinii. Studiul
este bazat pe constientizarea, ca esecul oricarui pas dintre cei mentionati mai sus, poate conduce
la o serie de complicatii ale sarcinii, inclusiv avort spontan, preeclampsie, restrictie de crestere
fetala (RCF), placenta accreta si nastere prematura.

Datele din literatura de specialitate sugereaza, ca citokinele deciduale nu joaca rolul
doar 1n imunosupresie, ci si in alte mecanisme de stabilire a sarcinii, inclusiv in reglarea invaziei
trofoblastice si remodelarea arterelor spiralate. Aceasta revizuire se concentreaza, spre exemplu,
pe rolul potential al citokinelor derivate din decidua in etiologia avortului spontan inexplicabil
[18].

Este cunoscut faptul, cd citokinele de origine materna actioneaza asupra dezvoltarii
placentare. Totodata, expresia antigenului pe placenta determina modelul de citokine materne.
Sarcina cu evolutie fiziologica se caracterizeaza prin activitate periferica scazuta a celulor NK, iar
activitatea crescutd a NK pare sa joace un rol important in declansarea avorturilor spontane cu
etiologie necunoscuta [19].

O alta functie a citokinelor de care s-a tinut cont in cercetare este asigurarea de catre ele
a 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 crescute semnificativ la pacientele aflate in travaliu,
in comparatie cu pacientele care nu sunt in travaliu [20].

Un interes stiintific prezinta faptul, ca un dezechilibru intre cele 2 tipuri de citokine cu
un raport al Thl / Th2 dezechilibrat, se asociaza cu esecul recurent de reproducere si poate
beneficia de tratamente, care moduleaza acest raport cu ameliorarea prognosticului reproductiv
[21].

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 saii VEGFR-1
(Flt-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 legata de succesul
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gestational [22].

Desi amploarea rolului sdu in dezvoltarea placentara nu este pe deplin inteleasa, VEGF
este exprimat pe scard larga de catre celulele endoteliale, citotrofoblasti si macrofagele materne si
fetale. In prezenta cercetare s-a evaluat deletia VEGF in coraport cu vérsta femeilor siin
complicatii induse de sarcind la gestantele cu sarcina conceputa prin FIV.

Cercetdrile axate pe evaluarea stresului oxidativ la femeile gravide si fat, au scos in
evidentd un sir de particularitati fiziologice. Mai multe studii au examinat influenta stresului
oxidativ 1n sarcina si complicatiile asociate, atat pentru fat, cat si pentru mame. Trezeste interes
faptul, ca la etapele incipiente ale dezvoltarii placentare, o concentratie relativ scazuta de oxigen
protejeaza embrionii timpurii de stresul oxidativ. Cu toate acestea, odata ce dezvoltarea placentara
este completa, nivelul sdu de oxigen creste de aproape trei ori comparativ cu cel din etapele
initiale, cu scopul de a asigura un aport adecvat de oxigen la fat. Este important sa se mentind un
nivel de oxigen bine controlat in fiecare perioadad 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 oxidativ.

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 atit prin activitatea enzimelor antioxidante superoxid
dismutaza, catalaza si peroxiredoxine, cit si prin concentratiile de glutation si vitaminele C si E.
Recent, ROS insuficient reglementat a fost recunoscut drept un contribuitor major la tulburarile
de sarcina [23].

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, fard a se destabiliza ele insele [24]. Intensificarea agresiunilor oxidative
si micsorarea eficacitatii mecanismelor antioxidante de a reduce stresul oxidativ, se poate solda
cu complicatii multiple ale sarcinii, poate genera aparitia asa - numitelor ,,boli ale speciilor reactive
ale oxigenului in neonatologie” [25].

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 studiati literatura stiintifica privind unele patologii, precum hipertensiunea indusa
de sarcina (HIS), preeclampsia (PE) si nastere prematura (NP), care au influentd initiald asupra
dezvoltarii fatului, si respectiv, asupra complicatiilor materne, coreldnd cu declansarea stresului
oxidativ [26, 27, 28]. in literaturd este stabilita inregistrarea dezvoltirii afectiunilor mentionate
mai sus Tn mod spontan in multe sarcini la gestante, inclusiv la cele cu varsta de peste 35 de ani,
fara nici o suspiciune prealabila [29, 30].

Aspectele enumerate mai sus ale particularitatilor evolutiei sarcinii au fost considerate
de o importanta majora pentru cercetare, deoarece o intelegere mai profunda a mecanismelor, care
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guverneaza stresul oxidativ, atat in placentd, cat si in endoteliul vascular matern, ar putea oferi noi
oportunitati pentru dezvoltarea unor abordari terapeutice inovatoare pentru a putea preantdmpina
complicatiile induse de sarcina.

2. Materiale si metode de cercetare

In corespundere cu scopul si obiectivele propuse spre realizare, studiul dat a fost efectuat
la Departamentul de Obstetrica si Ginecologie a IP USMF , Nicolae Testemitanu”, in IMSP
IMsiC, in Centul de Sanatate a Reproducerii si Genetica Medicala.

Pentru a atinge obiectivele cercetérii, s-a realizat studiul prospectiv de cohorta, conform
urmatoarelor etape:

- prima etapa — chestionarea gravidelor printr-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 generald la momentul chestionarii. Chestionarul a fost aprobat de catre Comitetul de Etica
Medicala al USMF ,Nicolae Testemitanu”, din data de 20.06.2011;

- etapd a doua — formarea esantionului reprezentativ de studiu cu ajutorul
chestionarului si instrumentelor de colectare a datelor, inclusiv obtinerea acordurilor informate
pentru participare in studiu si pentru utilizarea datelor personale cu cifrarea lor ulterioara. La finele
acestei etape au fost selectate 222 de paciente, cédrora le-a fost efectuata prelevarea serului sanguin
si lichidului amniotic (prin amniocenteza), cu determinarea ulterioara in laborator a 28 de markeri
(6 markeri imuni si 22 de markeri ai stresului oxidativ), la fiecare gestanta, atat in lichidul amniotic,
cat si in serul sanguin.

Cele 222 de gravide au fost incluse in studiu, incepand cu trimestrul al doilea de sarcina
(14-20 saptamani), si au fost consultate in Sectia Sanatatea Reproducerii si Genetica Medicala din
IMSP IMsiC pe parcursul anilor 2011-2013. Pacientele incluse in studiul au fost repartizate in 2
loturi: 111 gestante cu sarcina obtinutd prin metoda FIV si 111 gestante cu sarcina conceputa in
mod natural. Concomitent, au fost monitorizate gravidele in aspectul evolutiei clinice a sarcinii,
fiind analizate Fisele individuale ale gravidelor si rezultatele investigatiilor realizate conform
standardelor de supraveghere antenatald. S-a organizat evaluarea starii de sanatate a gravidelor
prin libera comunicare la etapa trimestrului al doiela de sarcina si in perioada de lauzie, cu
includerea informatiei acumulate in baza de date a cercetarii;

- etapa a treia — a inclus 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. Determinarea
citokinelor si chemokinelor in materialul biologic a fost efectuata cu folosirea kiturilor ,,Mini
ELISA Development Kit”. Aceste kituri contin componentele de baza necesare pentru
determinarea cantitativa a citokinelor si chemokinelor (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, SDF-10, VEGF).
Din 60 de parametri determinati din ser si lichidul amniotic cu valori semnificative statistic s-au
rezumat urmatoarele investigatii ai markerilor prooxidanti ai stresului oxidativ:

1. Hidroperoxizii lipidici (HPL timpurii (hexan), uc/ml).

2. Hidroperoxizii lipidici (HPL intermediari (hexan), uc/ml).
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10.
11.

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 pM/1).

Oxid nitric (NO pM/1).

Compusi de glicare avansata (AGE pg/L).

Albumina ischemica modificata (AIM)

Cat si antioxidantilor:

1.

R e A ol i

—_
e

11.

Toate datele au fost prelucrate statistic cu diferite teste, utilizind software statistic
IBM® SPSS® 22.0.0.0. in cadrul fiecirui 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 asimetrica. Pentru evidentierea corelatiilor intre

valorile parametrilor studiati si aparitia complicatiilor in evolutia sarcinilor s-a utilizat metoda

Spearman.

Datele acumulate au fost analizate statistic, efectuind astfel, sistematizarea rezultatelor,

Activitate antioxidanta totald hexan (AAT-hexan mM/s.L).
Activitate antioxidanta totald izopropil (AAT-izopr. mM/s.L).
Peptide histidinice Carnozina pM/1.

Catalaza uM/1.

Determinarea activitatii superoxiddismutazei (SOD u/c).

Gr Tiolice ale proteinelor.

Tyoredoxina.

Glutaredoxina.

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

formularea concluziilor si elaborarea recomandarilor practice.

3. Particularititile anamnestico-clinice ale sarcinii la femeile cu varsta de peste 35

de ani incluse in studiu
3.1. Aspectele clinico-anamnestice ale gestantelor din cercetare

in contextul scopului stabilit in cercetare, s-a reusit identificarea particularititilor
anamnestice ale gravidelor din ambele loturi cu impactul lor pentru riscurile in sarcind. A fost
analizat profilul pe varste, mediul de resedinta, nivelul de educatie si statutul ocupational al

gestantelor.

Valoarea minima si maxima a varstei la femeile insarcinate din ambele loturi s-a dovedit
a fi identica, respectiv 35 de ani si 52 de ani. In cohorta studiului sunt incluse gestantele cu vérsta
de peste 35 de ani, incluse atat in lotul in care sarcina a fost conceputd prin metoda FIV, cét si in
lotul gravidelor cu sarcina conceputd natural. Cele domiciliate in localitdtile rurale sunt in
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minoritate, respectiv, 28,8 + 1,4% (lotul 1) si 43,2 £ 2,2% (lotul II). Rezultatele obtinute
demonstreaza, cd in 53,2 la sutd din cazuri, in studiu sunt incluse gestantele cu sarcinile concepute
pentru prima data, fapt ce confirma intentia cuplurilor de a aména nasterea primului copil dupa
varsta de 35 de ani. Aceasta statisticd este mai pronuntata printre femeile cu domiciliu stabilit in
localitatile urbane.

Varstd la prima casatorie s-a incadrat in 25 de ani $i mai mult: in lotul I pentru 58+2,9%
din gravide si in lotul II pentru 51+2,55 la suta din gravide.

Repartizarea femeilor in dependentd de nivelul de educatie a identificat o pondere mai
mare a celor, cu studii superioare in categoria gravidelor cu sarcina obtinutd prin metoda FIV,
cota fiind de 69,243,5% fatd de 39,8+1,9% pentru categoria cu studii medii, complete si
incomplete.

Aspectul ocupational, un alt criteriu de analiza, care influenteazd amaénarea nasterii
primului copil, si respectiv, plasarea femeii gravide 1n grupa de risc pentru sarcina, in loturile din
studiu ocupa 81,5 la suta din totalul gestantelor.

3.2. Caracteristica antecedentelor extragenitale, ginecologice si obstetricale la etapa
includerii in studiu a gestantelor cu sarcina conceputa prin metoda FIV

Rezultatele obtinute denotd, ca gravidele cu varsta de peste 35 de ani, cu sarcina
conceputd 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 II (6,3+0,32%).

Boala varicoasa, ca potential risc, s-a inregistrat 1a 9 (8,1%) gestante din lotul I si,
respectiv, la doud (1,8%) gravide din lotul al doilea de studiu. Ambele grupuri de gestante supuse
unei supravegheri suplimentare, din motivul, ca in sarcina, din cauza cresterii cantitatii de
progesteron la mame (preparate administrate conform protocolului FIV), si respectiv, dilatarii
venelor, a existat pericolul de acutizare a maladiei.

Rezultatele studiului au demonstrat, ca gestantele cu sarcina conceputa prin metoda FIV au
un risc mai mare de crestere 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 I si la 6,3+0,32% din gravidele
cu sarcina conceputd natural, incluse in cercetare 1n lotul IL

in cercetare au fost evaluate antecedentele ginecologice (patologii inflamatorii,
tumorale, examenul citologic Babes-Papanicolau, ITS - (chlamidioza, sifilis, gonoree etc.),
vaginoza bacteriana si impactul lor pentru evolutia sarcinilor incluse in studiu.

A fost analizat istoricul menstruatiei (intervalului intermenstrual, durata, debutul de
menarha). Ca urmare, ponderea de raport 3 : 1 a cazurilor cu menarha tardiva este inregistrata in
categoria sarcinilor ulterior concepute prin FIV. Ovulatia neregulatd in anamneza este un indiciu
de risc pentru infertilitatea feminina. Polimenoreea in anamneza a fost caracteristica pentru 22 de
gestante (17 cazuri in lotul I de studiu si 5 cazuri in lotul II), durata menstruala fiind constatata de
peste 7 zile. S-a constatat cd gestantele cu indicatii ulterioare pentru FIV in 28,8+1,4% au avut
interval intermenstrual mai mare de 35 de zile.

in studiu, in ambele loturi au fost incluse atat gravidele primipare, cit si multigeste. in
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lotul I de studiu, unde au fost incluse gravidele sarcina carora a fost conceputa prin FIV, cota
sarcinilor primipare a fost de 46,8 la sutd, respectiv, multipare find in 53,2 la sutd, si 1n lotul II, cu
sarcina conceputa natural, primipare au fost 36,6 la suta si, respectiv, multipare 63,4 la suta.

Anamneza obstetricald complicata in antecedente din numarul multigestelor incluse in
studiu, a fost identificatd la 85 de gravide, sau 81,7+4,1%. in lotul T - la 36 multigeste din totalul
de 42 (85,7+2,6%) si in lotul II - 1a 49 de gestante din 62 de multigeste total (79+3,9%). Astfel, se
atestd o pondere mai mare a antecedentelor obstetricale in randul multigestelor, care, ulterior, au
dezvoltat infertilitate.

Anamneza obstetricala complicatd in antecedente la gestantele din lotul 1 cu sarcinile
concepute prin FIV, este axatd pe 9 cazuri cu istoric de tehnologii de reproducere asistatd medical
(TRAM) cu rezultat finalizat prin avorturi spontane. De mentionat, cd avorturile spontane au avut
incidentd majoratd in ambele loturi, avand cea mai mare pondere, de 19,8+0,9%, in lotul I si
17,1+0,86% 1in lotul 1L

Numarul de macrosomii in antecedente, de asemenea, prezintd un risc matern si fetal
major si in sarcinile gestantelor incluse in studiu.

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 metoda FIV la gravidele cu varsta
de peste 35 de ani

in cercetare a fost monitorizata evolutia clinica a sarcinilor pe perioada gestatiei si pana la
nastere, inclusiv, cele 2-6 ore de lauzie. Rezultatele cercetarii constata prezenta riscurilor
preconceptionale multifactoriale, descrise in capitolul precedent - varsta medie la etapa conceperii
pentru gestantele din ambele loturi a fost 45,1+2,3 de ani. Una din trei gestante din lotul I si una din
doua gestante din lotul II, in anamneza obstetricald, au avut complicatii in antecedente. Patologiile
extragenitale inregistrate la 53,6+2,7 la suta din toate gravidele, au generat pe parcursul evolutiei
sarcinilor riscuri pentru complicatii.

Referitor la indicele masei corporale (IMC), s-a constatat, ca pe parcursul evolutiei
sarcinilor, 0 majorare a masei corporale la gestantele din lotul I, cu 28+1,4%, decat in lotul II
(17+0,85%), fapt ce presupune, la randul sau, aparitia riscurilor suplimentare pentru siguranta
sarcinii si nagterii.

Rezultatele referitoare la indicii hematologici si urinari la gestante, in trimestrul al doilea
de sarcind au scos in evidentd un sir de devieri de la limitele normei: in analiza generala de sange
in 25 cazuri, respectiv 22,5+1,1%, proteinuria a fost identificata in 5 sarcini la gestantele din lotul
I, respectiv, 5,4+0,3% si in 3 cazuri in lotul II, 2,7+0,1%. Prezenta proteinuriei la 5 gravide din
lotul I, a corespuns sarcinilor care au generat complicatii prin HIS, preeclampsie. Datele obtinute,
la fel, au scos in evidenta, ca la 7,2+0,3% din gravidele cu maladii cronice extragenitale, au fost
inregistrate devieri ai parametrilor de la norma la probele hepatice. Pe profilul de monitorizare
renald, parametri cu abateri s-au inregistrat in 5 cazuri la gestantele din lotul I (4,5+0,2%) si la 7
gestante din lotul II (6,3+0,3%).

Rezultatele ecografice fetale ale gestantelor din trimestrul al treilea de sarcind au
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constatat, ca la una din gravide din lotul I cu obezitate de gradul II a fost suspectatd malformatia
congenitala cardiacd a fatului, diagnostic confirmat dupa nastere — comunicarea atrio-ventriculara,
non-ductal dependentd. O alta problema, identificatd prin explorarea imagistica prin ecografia la
termenul de 32 de saptdmani de sarcind, a scos 1n evidenta dezlipirea prematura a placentei normal
inserate si moartea antenatala a fatului la gestanta cu varsta de 48 de ani, multigesta, in prezenta
mai multor patologii extragenitale, cum ar fi obezitatea de gradul II, pielonefrita cronica.

Din sarcini gemelare in cercetare s-au niscut 28 de copii vii. in lotul I au fost 12 sarcini
gemelare (10,8% de sarcini), iar in lotul I au fost doar 2 sarcini gemelare (1,8%).

Astfel, copii nou-nascuti in lotul I au fost 123 si in lotul 2 — 115. Din toate nasterile, In
ambele loturi, 88,2% cazuri au fost cu prezentatie craniana la fat, in celelalte cazuri - prezentatie
pelviana. in 48,0% de cazuri sarcina s-a rezolvat per vias naturalis, in 51,2% de cazuri a fost
indicata operatia cezariana.

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

Categoriile de stari patologice si complicatiile induse de sarcind, inclusiv cele fetale,
apreciate drept semnificative, au fost analizate multilateral, iar rezultatele sunt prezentate in
tabelul 1.

Tabelul 1. Stiri patologice si complicatii induse de sarcina

Lotul I Lotul IT

Nr. de 1i Nr. de 1

cazuri (interval incredere %) cazuri |(interval de incredere %)
Nasterea prematura 8 3,6% (11 1,7-6,7%) 3 1,4% (11 0,4-3,6%)
Hipertensiunea indusa de 16 6,9% (114,1-10,8%) 11 5% (11 2,7-8,4%)
sarcind
Preeclampsie severa 5 2,3% (11 0,9-4,9%) 0 -
Diabet gestational 1 0,5% (110,0-3,1%) 0 -
Dezlipirea prematura de 4 1,8% (11 0,9-4,2%) 1 0,5% (11 0,0-2,1%)
placenta normal
inserata
Ruperea prematuri a 4 1,8% (11 0,9-4,2%) 3 1,4% (11 0,4-3,6%)
membranelor amniotice
Hemoragii hipotone 2 0,9% (110,9-2,9%) 0 -
Pielonefrita cronica in 1 0,5% (110,0-3,1%) 0 -
acutizare
Anemii 23 10,9% (11 8,9-15,2%) 19 8,3% (11 5,6-12,8%)
Polihidramnios 4 1,8% (110,9-4,2%) 8 3,6% (I1 1,7-6,7%)
Moarte antenatala a 2 0,9% (110,9-2,9%) 0 -
fatului*
Malformatii 2 0,9% (110,9-2,9%) 0 -
congenitale*
Fat macrosom* 14 6,3% (11 1,7-6,7%) 10 4,6% (112,3-7,9%)
Encefalopatie hipoxico- 1 0,5% (110,0-3,1%) 0 -
ischemica*
Icter neonatal* 3 1,4% (11 0,4-3,6%) 3 1,4% (110,4-3,6%)

Notii : I —interval de incredere/confidentd
* Jn calcul s-au inclus nr. de copii nascuti, inclusiv gemeni (Lotul I -123, Lotul II- 113)
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Datele prezentate denota ca s-au inregistrat complicatii materne n sarcinile la gestantele
din ambele loturi. Au fost inregistrate 4 categorii de complicatii statistic semnificative, care au
fost Inregistrate in evolutia la 44 de sarcini. in lotul I au fost Tnregistrate patologii induse n 30 de
sarcini (68,2%) si in lotul I — 1n 14 sarcini (31,8%) figura 2.

Din totalul de 222 de sarcini, inclusiv 14 gemelare si nasteri monitorizate, au fost
inregistrate 5 preeclampsii (2,3%), care s-au declansat in perioada 34-36 de saptdmani de gestatie.
La toate gestantele, s-a dezvoltat HIS anterior preeclampsiei, fiind diagnosticata la termenul de
22-24 saptamani de gestatie.

Nasterile premature au avut loc in 4 cazuri complicate prin preeclampsie, la termenul de
gestatie de 34-36 saptimani de gestatie. Intr-un caz de preeclampsie sarcina a fost finalizati la
termen. Cauza tuturor nasterilor premature s-a dovedit a fi placenta abruptio.

16.0% 14.4%
14.0%
12.0%
10.0%
8.0% 7.2%
6.0%
4.0%
2.0% 0.9% 0.0%
0.0% —
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Diabei gestational Nasterea Hipertensiunea Preeclampsie
prematura indusa de sarcina

2.7%

mLotul (%) ®Lotul Il (%)

Figura 2. Complicatiile materne in sarcini (%) la gestantele din loturile studiului

Sarcinile au fost finalizate Tn 2 cazuri - prin nasterea per vias naturalis, In alte 3 cazuri - cu
indicatie pentru operatia cezariana.

Preeclampsia. Analizind parametrii biomarkerilor determinati din serul sanguin si din
lichidul amniotic, identificati in al doilea trimestru de sarcina la gestantele din acelasi lot, care au
evoluat 1n preeclampsie (N=5), In comparatie cu sarcinile, care au evoluat fara careva complicatii
din acelasi lot (N=10), s-a constatat ca:

IL-6 in trimestrul al doilea de sarcind creste statistic semnificativ, cu 42% (p<0,001), in
serul matern (media in ser este de 1535 + 76,75 pg/mL inlotul cu preeclampsie fata de 1080,90
+ 54,05 pg/mL in lotul fara preeclampsie), pentru sarcinile in care s-au declansat preeclampsia.
Iar in lichidul amniotic s-a constatat o micsorare nesemnificativa, cu 10,3% (media in lichidul
amniotic a fost de 1232,80 + 61,64 pg/mL), in lotul fara preeclampsie, in lotul cu preeclampsie
media fiind de 1117,6 + 55,88 pg/mL, figura 3.
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Figura 3. Variatiile IL-6 determinate in serul
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Nivelul IL-8 in serul sanguin si lichidul amniotic lotul I in sarcinile cu si fara preeclampsie este
prezentat 1n figura 4.

- Figura 4. Variatiile IL-8 determinate in serul
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Rezultatele prezentate denota, ca in lichidul amniotic nivelul IL-8 este de 2463,4 + 123,17
pg/mL in sarcinile cu preeclampsie, fiind statistic semnificativ mai mare (p < 0,001), fatd de
sarcinile fara preeclampsie, unde nivelul este de 1587 + 79,38 pg/mL.
Nivelul IL-10 in lichidul amniotic la gestantele cu preeclampsie a fost statistic
semnificativ mai mare (p <0,05). Aceeasi diferentd, dar nesemnificativa statistic, a nivelului IL-10
se atesta si in serul sanguin (figura 5).
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Alti factori care au avut un rol important in formarea procesului de angiogeneza determinat,
au fost: factorul vascular endotelial de crestere (VEGF), implicat in formarea vaselor de sange in
placenta si in facilitarea schimbului de gaze si substante nutritive intre mama/fat, si factorul stromal
derivat celular (SDF-1a), nivelurile anormale ale caruia pot afecta procesul de implantare placentara cu
riscul de pierderea recurenta a sarcinii.

Analiza nivelului prooxidantilor si antioxidantilor in ser la gestantele cu si fara preeclampsie
denota, ca in cazul evolutiei sarcinilor cu preeclampsie a fost depistat un nivel crescut a hidroperoxizilor
lipidici (HPL) ca marker prooxidant fata de sarcinile fara preeclampsie, pe cand in lichidul amniotic
aceste diferente nu sunt statistic semnificative. Nivelurile antioxidantilor: activitatea antioxidanta
totala (AAT-izopropil), peptide histidinice Carnozina, superoxiddismutaza (SOD), glutationreductaza
(GR) au fost statistic semnificativ mai ridicate, (p<0,05) atat in serul sanguin, cét si in lichidul
amniotic In cazul sarcinilor cu preeclampsie (tabelul 2).

Tabelul 2. Profilul antioxidant in serul sanguin la sarcinile cu complicatii prin preeclampsie si
sarcinile fira particularitati in evolutie

Determinati in serul sangvin P
Mediatorii in trimestrul II de sarcina
antioxidanti Preeclampsia Fara preeclampsie
(N=5) (N=10)

AAT-hexan mM/sl 0,13 +£0,04 0,25+0,16 0,5
AAT-izopr mM/sl 591 +£1,72* 3,89+ 0,67 0,05
Peptide histidinice 178,48 £5,99 172,76+ 4,6 0.4
Carnozina pM/1
Catalaza pM/1 14,95 £1,59 14,62+ 1,99 0,3
SOD u/c-ser 1252,9 + 60,84 ** 1188,19+ 88,89 0,001
Gr Tiolice ale prot 0,42 +£0,03 0,43+0,023 0,09
Tyoredoxina 0,55 +£0,04 0,62+ 0,06 0,3
Glutaredoxina 0,41 +£0,02 0,4+0,015 0,5
GR nM/s.L 643,8 + 131,08%* 483,47+ 1079 0,05
GST pM/min. L 63,5 £20,29 1147+ 68,1%* 0,3
GPO nM/s.L 315,85 +£38,2 876,12+ 325,49%** 0,7

Notdi: “p<0,05 este considerat semnificativ, * p<0,001 este considerat foarte semnificativ

p< 0,001 este considerat extrem de semnificativ
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Hipertensiunea indusi de sarcini. in lotul sarcinilor cu FIV s-au inregistrat 16 cazuri
de HIS, iar in lotul sarcinilor concepute natural - 11 cazuri. Analiza acestor cazuri a evidentiat, ca
la 64% din gravide cu complicatia data intervalul de varsta a fost cuprins intre 35-45 de ani si in
36% de cazuri varsta medie a fost 47 de ani.

in acuzele gravidelor, ca primele simptome clinice au aparut cefalea severd, somnolenta,
vertijurile. Valorile tensiunii arteriale, in toate cazurile, erau 140-160 mmHg / 90-110 mmHg,
clasificand patologia in 3 cazuri ca usoara si in altele - cu evolutie severa. Toate pacientele au fost
monitorizate. Din 16 sarcini la care s-a declansat HIS, nasterea a fost prin operatie cezariand - in
13 sarcini in lotul I de studiu si In 3 cazuri nasterea a fost per vias naturalis.

Valorile interleukinelor IL-6 si IL-8, identificate in serul sanguin si lichidul amniotic la
gestantele cu sarcina conceputd prin metoda FIV si cea conceputa natural, in evolutia carora s-a
identificat HIS, sunt prezentate in figura 6.

ﬂ IL-6 in HTAg IL-8 in HTAg
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Figura 6. Variatiile ale IL-6 si IL-8 determinate in serul si lichid amniotic in sarcinile
complicate prin HIS
Test t student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie + abaterea standard (SD).

*P < 0,05 este considerat semnificativ, **P < 0,001 este considerat foarte semnificativ
*P < 0,001 este considerat extrem de semnificativ.

Rezultatele prezentate denota un nivel crescut semnificativ statistic (p<0,05) al IL-6 in
lichidul amniotic in lotul I, comparativ cu lotul II, fard diferente statistic semnificative in serul
sanguin. [L-8, la fel, prezintd diferenta semnificativ statistica in lichidul amniotic, fiind mai mare
in lotul I, fatd de lotul cu sarcina conceputa natural, pe cand in serul sanguin se atestd un nivel
scazut al IL-8 in lotul cu FIV, fata de lotul II.

Nivelul IL-12 in serul sanguin a gestantelor din lotul L, fiind de 719,54+35,98 pg/ml, nu
difera statistic semnificativ fatd de nivelul acestuia in lotul II (696,9+34,85 pg/ml).
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Figura 7. Variatiile ale IL-10 si IL-12 determinate in serul sanguin si lichidul amniotic in
sarcinile complicate prin HIS
Nota: Test t student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate ca medie + abaterea standard

(SD). " P < 0,05 este considerat semnificativ, * "P < 0,001 este considerat foarte semnificativ
***P < 0,001 este considerat extrem de semnificativ.

Totodata, in lichidul amniotic, s-au constatat diferente semnificative (p<0,05) intre
nivelurile IL-12 din lotul I si lotul I (976,07+48,80 pg/ml si 855,8+42,8 pg/ml), figura 7.

IL-10 prezinta aceleasi diferente ca si IL-12, fiind statistic nesemnificative in ser si statistic
semnificative in lichidul amniotic.

Analiza nivelului antioxidantilor din serul sanguin in evolutia sarcinilor la femeile cu
varsta de peste 35 de ani cu HIS, a scos in evidenta urmatoarele tendinte: valoarea medie a SOD
este statistic semnificativ mai mare in lotul I (1258,7 £ 62,9 u/c), in comparatie cu lotul I1 (1091,03
+ 54,6 u/c) (p<0,05), precum si nivelul GR a fost mai mare in lotul I (714,52 + 32,7) nM/s.L fata
de lotul IT (297,60 + 14,8 nM/s.L) (p<0,01).

Indicatorii prooxidanti determinati in lichidul amniotic au prezentat un nivel mai ridicat
de HPL izopropil timpuriu 1n lotul I (44,18 2,2 uc/ml) comparativ cu lotul II (38,8+1,9 uc/ml),
la fel ca si indicatorii HPL izopropil intermediar (11,66 +0,58 uc/ml si 9,4 0,47 uc/ml respectiv)
si HPL izopropil tardiv (3,18 uc/ml +0, 16 si 2,59 +0,16 uc/ml respectiv).

Nasterea prematurd. Analizand NP ca si complicatie maternd, au fost constatate 8
nasteri premature la gestantele din lotul I, o nastere fiind declansata in perioada de 33-34
saptamani, si 7 nasteri premature aproape de termen. in 6 nasteri din 8 a fost inregistrata ruperea
prematurd a membranelor amniotice (RPMA). Nasterile s-au finalizat per vias naturalis. Masa nou-
nascutilor s-a incadrat, in medie, intre 2200-2800 g, scorul Apgar fiind 7-8 puncte.

Variatiile markerilor imuni in serul sanguin si in lichidul amniotic la gestantele, sarcina
carora s-a complicat prin nasterea prematurd, sunt prezentate in tabelul 3.
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Tabelul 3. Profilul imun in serul sanguin si lichidul amniotic la gestantele cu complicatia
prin nastere prematura

L. In serul gestantelor cu nasteri In lichidul amniotic cu nasteri
Mediatori
imuni premature premature
valoarea Lotul Ic Lotul IIc Lotul Ic Lotul Ilc
(Nr=8) (Nr=3) (Nr=8) (Nr=3)
2 3 4 5 6
IL-6 pg/ml 993,8+49,7 781,6+39,1 1034,5+51,7 910+45,5
IL-8 pg/ml 371,6+18,6 342,3+17,1 1815,3+90,7 1488,6+74,4*
IL-10 pg/ml 415,9+20,8 44234221 725,1+36,2 714,6+35,7
IL-12 pg/ml 647,3+32,4 515,6+25,8 1020,3£51,0 784,6+39,2
SDF-1a pg/ml 386,8+19,3 291,3+14,6 764,4+38,2 656,6+32,8
VEGF pg/ml 345,6+17,3 340+£17,0 1387,3+69,3* 1078,3+£53,9

Notd: In lotul I ¢ si lotul Il sunt gestantele cu sarcina conceputd prin metoda FIV confruntate
in evolutie cu nasterea prematurd. Test t student (ipoteza bilaterald). Datele sunt reprezentate
ca medie * abaterea standard (SD). * P < 0,05 este considerat semnificativ

in lichidul amniotic s-a inregistrat o valoare statistic semnificativ mirita de 4 ori a nivelului
IL-8 si a factorului VEGF la gestantele din lotul I, comparativ cu cele din lotul II (p<0.05).

Amplificare 1n lichidul amniotic a chemochinei IL-8 ca mediator, care contribuie la
receptivitatea endometrului in prezenta embrionului, pentru sarcinile complicate prin NP. Astfel,
ipoteza logicd, ca IL-8, 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, ca 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 NP in evolutie: de
345,6£17,28 (in serul sanguin in lotul I) si de 1387,3+£69,37 (in lichidul amniotic in lotul I), 340+17,01
(in serul sanguin in lotul II) si, respectiv, de 1078,3+53,92 (in lichidul amniotic in lotul II) sugereaza
despre mecanisme de angiogeneza si tendinta proinflamatorie la mijloc de trimestru si pot fi markeri
predictivi pentru NP.

Se constatd cd la gestantele, la care evolutia sarcinii s-a finalizat cu NP, inclusiv, cu deces
antenatal, amplificarea makerilor antioxidanti a fost mai esentiald decit pentru prooxidanti, fapt ce
permite de a deduce, ca implicarea markerilor antioxidanti si in al doilea trimestru de sarcina, cand s-
a recoltat materialul biologic 1n studiu, deja erau implicati in patogenia complicatiilor.

Datele obtinute denotd majorarea nivelului antioxidantilor in lichidul amniotic si serul
sanguin la gestantele cu NP. Valoare medie a AAT izopropil a fost de 22 mM/s.L 1n lichidul amniotic
si 5 mM/s.Lin serul sanguin in lotul I, pe cind in lotul II valoarea medie a AAT-i a fost 16,5 mM/s.L in
lichidul amniotic si 7,9 mM/s.L in serul sanguin. Nivelurile GR, AGE si GPO, la fel, au fost mai
ridicate in lichidul amniotic, fatd de ser, la toate gestantele din loturile I si II.
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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 varsta de peste 35 de ani

S-a constatat, cd markerii imuni IL-8, IL-10, IL-12, SDF-1a si VEGF au valori medii
mai Tnalte 1n lichidul amniotic, decat in serul sanguin, pentru categoria de gestante cu sarcina
conceputd prin FIV, si in cazurile, cand evolutia lor a decurs fara particularitati, care ar fi avut
impact grav pentru sanatatea materna si fetala. Meritd de remarcat, ca la unii markeri, cum sunt
IL-8 si VEGEF, cresterea valorilor medii in lichidul amniotic fatd de parametrii determinati in ser
este de 3 - 4 ori. Astfel, pentru lotul I, VEGF in lichidul amniotic a avut valoarea medie de 1244,59+
62,23 pg/ml, iar in lotul II a fost doar de 1042,48+52,12 pg/ml (p=0,0001).

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

La acest subcapitol al studiului au fost analizati markerii stresului oxidativ determinati la
toate gravidele sarcinile carora au evaluat fard complicatii grave, care au fost recoltati in trimestrul
al doilea de sarcind din serul matern, a cate 11 markeri ai sistemului prooxidant (din 3 categorii:
radicali liberi, derivatii de oxigen non-radicali si substante tiol-reactive) si 11 modulatori
antioxidanti din categoriile: enzimatici (de exemplu, superoxiddismutaza (SOD), Catalaza (CAT)
si glutation peroxidaza GP, etc.) si neenzimatici (glutation, peptide histidinice — carnozina),
molecule, toate fiind antioxidanti endogeni.

Se constata, ca odata cu varsta gestantelor, nivelul markerilor din serul sanguin si lichidul
amniotic, 1n sarcinile care au fost concepute prin metoda FIV, s-a redus, pe cand tot acesti markeri,
in sarcinile concepute natural, cu inaintarea in varstd, au avut tendintd de a se majora. Glutation
peroxidaza (GPO) in lotul I unde varsta medie este de 41 de ani inregistreazd parametrii de
1489,70 £74,48 nM/s.L si, respectiv, in intervalul cu varsta medie de 48 de ani deja este o reducere
cu 3,6+0,18% fiind de 1437,43 + 71,85 nM/s.L; atunci cand 1n lotul II se inregistreaza cifre mai
mari, aproape cu 80 la sutd, pentru GPO - de 2288,02 + 114,4 nM/s.L pentru categoria de gestante
cu vérsta medie de 41 de ani si, respectiv, de 2710,49 + 135,52 nM/s.L pentru categoria cu varsta
medie de 48 de ani.

5.3. Markerii oxidanti si antioxidanti determinati in lichidul amniotic la
gestantele cu varsta de peste 35 de ani, sarcinile concepute prin metoda FIV

Au fost analizate datele privind calitatea echilibrului sistemului oxidativ-antioxidant in
lichidul amniotic la trimestrul al doilea de gestatie cu corelarea acestora cu particularitatile
evolutiei si nasterii. Rezultatele au fost confirmate cu ajutorul analizei de regresie. Valorile medii
pentru compusii de glicare avansata (AGE) au fost de 3 ori mai mari decét in lichidul amniotic. De
asemenea, o tendinta de majorare a fost identificatd pentru produsii ai modificarilor oxidative ale
proteinelor (PPOA) si dialdehida malonica (DAM).

Activitatea antioxidantd totald exprimata prin markerul AAT-hexan si AAT-izopropil
prezintd valori mai ridicate in lotul I, fata de lotul II, totodatd fiind nesemnificativ statistic. De
remarcat, ca se atestd o majorare de 3 ori a nivelului Glutation-S-transferazei (GST) — enzima,
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care reprezintd un raspuns antioxidant pentru unii metaboliti toxici generati in organism, cum
ar fi hidroperoxizi lipidici in lichidul amniotic recoltat de la gestantele incluse n lotul I, fata de
lotul II.

Diferente statistic semnificative ale antioxidantilor s-au inregistrat intre nivelurile
antioxidantilor din lichidul amniotic recoltat de la gestantele din lotul I, comparativ cu lotul II,
pentru Glutation S-transferaza (GST), p <0,001, activitatii antioxidante totale in faza hexanica
(AAT-hexan) p<0,001, sila Glutation peroxidaza (GPO)- p <0,001.

SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE
Rezultatele cercetarii au atins scopul scontat, fiind identificate coreldri intre variatia

biomarkerilor imuni, citokinelor si markerilor statusului antioxidant la etape anticipate manifestarilor
clinice ale complicatiilor inregistrate, atat in serul sanguin al gestantelor, cat si in substratul biologic
recoltat din lichidul amniotic. Aceste concluzii se incadreaza in actualitatea problemelor ce tin de
siguranta nasterilor si importanta aplicdrii unui diagnostic precoce a proceselor patofiziologice
declansate in sarcind, care, la randul sdu, se contureaza in hipertensiunea indusd de sarcina,
preeclampsia si nasteri premature.

Totodata, rezultatele obtinute in cercetare incurajeaza atat cuplurile, care se confrunta
cu infertilitatea si alte probleme ce tin de sanatatea organelor de reproducere, cat si femeile cu
varsta de peste 35 de ani, pentru a obtine o sansa de a concepe si de a mentine o evolutie echilibrata
asarcinii, in pofida riscurilor pre-existente.

Combinarea monitorizarii evolutiei clinice a sarcinilor concepute prin metoda FIV la
gestantele cu varsta de peste 35 de ani cu determinarea si analiza comparativa a expresiei
markerilor imuni si celor ai profilului oxidant si antioxidant in serul sanguin si lichidul amniotic in
trimestrul al doilea de sarcina, ofera concluzii bazate pe dovezi privind importanta lor prognostica
pentru complicatiile in sarcina.

Concomitent, in cercetare s-a aplicat o abordare sistemica cu includerea unui spectru
larg de factori cu impact pentru evolutia sarcinii, cum ar fi cu demografici (varsta la casdtorie, la
prima sarcind, tendintele de améanare a nasterii primului copil cu reducerea potentialului
fertilitatii), sociali (mediul de resedintd, statutul ocupational, nivelul educational si atitudinea fata
de prima sarcind). O categorie importantd o detin factorii medicali, inclusiv antecedentele
extragenitale, ginecologice si obstetricale, parametrii fizici, clinici si paraclinici la etapa
conceperii si pe parcursul evolutiei sarcinii.

in cercetare a fost monitorizata si realizatd analiza comparativa a evolutiei sarcinilor la
femeile cu varsta avansatd, inclusiv, cu diferentierea aspectelor cercetate pentru gestantele incluse
in intervalul de varsta cu media de 41 de ani si a celor incadrate in intervalul de varsta cu media
de 48 de ani; cu conceperea sarcinii prin metoda FIV si natural; intre gestantele, care au inregistrat
pe parcursul evolutiei sarcinii complicatii prin hipertensiunea indusa de sarcind, preeclampsie si
nasteri premature si gestantele sarcinile carora au evaluat fard particularitati.

Rezultatele cercetarii constata, ca una din trei gestante din lotul I si una din doua gestante
in lotul II in anamneza obstetricald au avut complicatii. Cu patologii extragenitale in cercetare au

fost 53,6 + 2,7% gestante, care si au determinat aparitia pe parcursul evolutiei sarcinii a unui sir
23



de stari patologice si complicatii n sarcina. A fost confirmat faptul, ca patologiile concomitente,
fie si in remisiune completa la etapa de concepere a sarcinii, riman un factor favorizant major
pentru agravarea diferitor particularitati morbide cu impact matern si fetal.

De mentionat, ca incidenta complicatiilor a fost mai mare la sarcinile concepute prin
FIV pentru HIS, cota lor 1n lotul I fiind de 14% fatd de 9% in lotul II; preeclampsia, care 1n lotul
I s-a declansat la 5 gestante, in lotul II nu s-a Inregistrat; nasteri premature, proportia pe loturi
fiind de 7,2% si respectiv 2,7%.

Rezultate obtinute fundamenteaza implicarea biomarkerilor profilului imun IL-6, IL-8
si IL-12 in prognosticul timpuriu al complicatiilor prin HIS, preeclampsie si nasteri premature la
sarcinile concepute prin metoda FIV la gestantele cu varsta de peste 35 de ani.

Astfel, citokina IL-6, in trimestrul al doilea de sarcina, are o amplificare prognostica
p<0,001 1n serul gestantelor pentru sarcinile in care s-au declansat HIS si preeclampsia. Rata de
detectare si concentratia medie a IL-12, cu date semnificativ statistice (**p< 0,05) atét in serul
sanguin, cat si in lichidul amniotic in sarcinile, la care ulterior s-au declansat preeclampsii,
sugereazi implicarea acestei citokine in raspunsul imun sporit caracteristic acestei complicatii. in
studiul ,,Plasma IL-12 is elevated in patients with preeclampsia”, privind raspunsul la IL-12, se
constatd cd, lantul IL-12Rp2 contine resturi de tirozind in domeniul sdu citoplasmatic si este
consideratd componenta de semnalizare a receptorului. De asemenea, in multe rapoarte se contin
caracteristici ale efectelor IL-12 asupra celulelor T si NK, in special cele legate de capacitatea sa
de a promova productia de IFN-y in timpul infectiei si inflamatiei [31]. Aceste studii au ajutat la
stabilirea principiului, ca capacitatea inndscuta a celulelor dendritice de a recunoaste agentii
patogeni a condus la producerea de IL-12, care a furnizat semnale instructive critice pentru a
sustine raspunsurile Thl.

La gestantele din ambele loturi, sarcina cdrora s-a complicat prin nasterea prematura, in
lichidul amniotic s-au determinat semnificativ statistic concentratiile medii pentru chemochina IL-
8 si factorul VEGF (p<0,001) fata de valorile medii obtinute in ser. Chemochina IL-8, mediatorul
care contribuie la receptivitatea endometrului in prezenta embrionului in sarcini care s-au
complicat cu nasteri premature, permit a explica amplificarea lor majorata in lichidul amniotic
drept consecinta a interrelatiei acestora.

Este oportuna ipoteza logica, ca IL-8 stimuleaza secretia de progesteron din linia de
celulele trofoblastilor, exercitindu-si astfel rolul de a mentine sarcina prin deletie maritd. Acest
fapt si rezultatele obtinute permit de a sugera, ca 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, sugereaza angiogeneza si
tendinta de inflamatie la mijlocul trimestrului si pot fi considerate predictive pentru complicatia
mentionata.

Analiza comparativd a particularitatilor clinice din perioada evolutiei sarcinii si
corelarea acestora cu variatia markerilor oxidanti si antioxidanti determinati in ser si in lichidul
amniotic in trimestrul II de sarcina, identifica valori statistic semnificative p <0,001 pentru o
categorie de antioxidanti in lichidul amniotic: AAT- in fazele hexanica (activitate antioxidanta
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totald), gama-glutamiltranspeptidaza (y-GPT), glutation S-transferaza (GST), grupele tiolice ale
proteinei si glutation peroxidaza (GPO).

Stiintific este demonstrat rolul mediatorilor imuni si ai stresului oxidativ cu caracteristici
de prezicere, din trimestrul doi de gestatie, a riscului complicatiilor in sarcind, fapt ce permite
elaborarea unei conduite timpurii orientate spre previnirea evolutiei cu impact vital pentru
sdndtatea materna si fetala.

Ipoteza cercetarii consta in faptul, ca sarcinile obtinute prin FIV la gestantele cu varsta
de peste 35 de ani si care sunt in categoria de risc, necesitd o monitorizare asociatd cu variatia
biomarkerilor imuni, citokinelor si stresului oxidativ determinati din ser si lichidul amniotic, in
trimestrul doi de sarcina ca valoare predictiva a posibilelor complicatii prin HIS, preeclampsie si
NP.

Analiza comparativa a gradului de amplificare a citokinelor pro- si antiinflamatoare,
precum si variatia biomarkerilor ai stresului oxidativ determinati in serul matern si lichidul
amniotic la etapa trimestrului doi in sarcinile concepute prin metoda FIV si cele concepute natural
la femeile cu varsta de peste 35 de ani, ofera material statistico-stiintific bazat pe dovezi pentru
cercetarile ulterioare.

Pentru patologiile induse de sarcina - HIS, preeclampsia si nasterea prematura, s-au
identificat markerii determinati din serul sanguin si lichidul amniotic, care au fost inclusi in
algoritmul de conduita elaborat in cercetare. Triajul sarcinilor cu risc anticipat declansarii clinice,
ofera timp pentru echipa medicald si gestantd de a identifica si aplica o conduitd conforma
riscurilor, cu masuri de prevenire corespunzatoare.

CONCLUZII GENERALE

1. Inevolutia sarcinilor concepute prin metoda fertilizirii in vitro (FIV) la femeile cu vérsta 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 1n lichidul amniotic; in cazul nasterilor premature, amplificarea statistic
semnificativa atat a citokinelor (p<0,05): IL-8 si IL-12, cat 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 indusd de sarcind, preeclampsie si nastere prematurd este insotitd de cresterea
nivelului antioxidantilor in lichidul amniotic in al doilea trimestru de sarcind (sdptamanile 14-20
de gestatie), cu semnificatie statistica (p<0,05), pentru: activitate antioxidanta totald (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.

RECOMANDARI PRACTICE

1. Femeile cu varsta de peste 35 de ani, sarcina carora a fost conceputa prin metoda FIV, urmeaza
sd fie supravegheate conform unui program individualizat, in functie de riscurile identificate,
asociat cu includerea determinarii markerilor imuni in serul sanguin si lichidul amniotic in al
doilea trimestru de sarcind, orientat la prevenirea complicatiilor prin hipertensiune arteriala indusa
de sarcind, preeclampsie si nastere prematura.

2. Amplificarea in serul sanguin atat a IL-6, IL-12 si in lichidul amniotic a IL-8, IL-12, VEGF,
cat si a antioxidantilor: activitate antioxidanta totala (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 prematura 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 antenatala a gestantelor cu varsta de peste 35 de ani si sarcind conceputa prin
FIV se recomanda realizarea triajului gravidelor in trimestrul al doilea de sarcina conform
algoritmului elaborat dupa cum urmeaza:
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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 de hipertensiune indusa de sarcini, preeclampsie si
nastere prematuri

ETAPAI
Identificarea gravidelor cu virsta de peste 35 de ani, sarcina conceputa prin FIV, cu
prezenta in anamneza a riscurilor extragenitale, obstetricale si ginecologice
pentru sarcina

ETAPAII
Determinarea in saptamanile 14-20 ale trimestrului doi de sarcina:
+ in serul sanguin*: IL-6, I1-12
* in lichidul amniotic**: TL-8, IL-12, VEGF, AAT-hexan, y-GPT. GST siGPO

ETAPAIII
Gestantele cu titrul biomarkerilor majorati se includ in categoria cu risc sporit
pentru declansarea complicatiilor prin hipertensiunea indusa de sarcina,
preeclampsie sinastere prematura;
Supravegherea graviditafii este continuatad cu monitorizarea clinica si ai
parametrilor de laborator, conform programelor elaborate individual, inclusiv:
stabilirea 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 sinastere prematura

Nota:

*Markerii determinati din sdngele matern: **Markerii determinati din lichidul amniotic:
IL-6 Interleukina 6; IL-8 Interleukina §;

IL-12 Interleukina 12; 1L-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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surse. In total, teza contine 187 pagini text de baza, 29 tabele, 18 figuri, 10 anexe. Rezultatele
obtinute sunt publicate in 13 lucrdri stiintifice.

Cuvinte — cheie: varsta reproductiva, infertilitate, fertilizare in vitro, FIV, diagnostic antenatal,
citokine, interleukine, markeri ai stresului oxidativ.

Domeniul de studiu: Medicina.

Scopul cercetirii: Identificarea particularitatilor clinice in evolutia sarcinilor concepute prin
metoda FIV la gestantele cu varsta peste 35 de ani, corelate cu valorile biomarkerilor imuni si ai
stresului oxidativ determinati in al II-lea trimestru de sarcinad 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 sdngele
matern si lichidul amniotic, in trimestrul al doilea de sarcind; Analiza biomarkerilor stresului
oxidativ prelevati din serul sanguin si lichidul amniotic, in trimestrul al doiela, 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 sarcina,
preeclampsia si nasterea prematura, anticipand 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 si lichidul amniotic, in trimestrul al
doilea de sarcind 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 data completeaza cunostintele clinice privind particularitatile
evolutiei sarcinii concepute prin metoda FIV la gestantele cu vérsta 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 sarcina, precum:
hipertensiunea, preeclampsia si nasterile premature.

Valoarea aplicativi a lucririi: 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 cercetdrii au fost inregistrate doua
inovatii, implementarea cérora este confirmata prin patru acte in cadrul IMSP IMC si USMF
Nicolae Testemitanu. Pentru supravegherea antenatala a gestantelor cu sarcina conceputd prin
fertilizare in vitro si varsta peste 35 de ani se recomanda ,,Algoritmul de triaj a gestantelor, cu

vdrsta de peste 35 de ani §i metoda de concepere - FIV, privind riscul complicatiilor prin
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hipertensiunea indusd de sarcind, preeclampsia si nasterea prematurd”’, care va permite aplicarea
timpurie a unei tactici preventive individuale.

Rezultatele cercetirii au fost publicate In mass-media de specialitate, expuse In prezentdri 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 YEARSOLD
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 13 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 determined

in 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 conceived

naturally, 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
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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 - IVF, 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.

AHHOTALIUSA

JloGpoBonbckasi AjieHa

OCOBEHHOCTH TEYEHUSA U BEJIEHUE BEPEMEHHOCTH, 3AYATOI METOJI0OM

9KCTPAKOPIIOPAJIBHOI'O OIIVIOJOTBOPEHUS Y ) KEHIHUMHCTAPLIE 35 JIET
Jluccepranus Ha COMCKaHUE y4EHOM CTENEeHH KaHIuaTa MeIUIUHCKUX Hayk, Kummnay, 2024

CrtpykTypa quccepranuu: Beesenue, TeKCT 1uccepTalyu: IATh TIaB, 3aKJIFOYEHHUE U BBIBOJBI,
pexomeHnanuu; oubnuorpadus — 163 ucrounuka. Beero nucceprauus copepxut 187 crpanun
OCHOBHOro Tekcra, 29 Ttabmui, 18 duryp, 10 npunoxennii [lonydeHHbie pe3ynbTaThl
oIyOnMKOBaHbI B 13 Hay4HBIX CTaThAX.
KiroueBble  cioBa:  penpomyKTHUBHBI — BO3pacT, Oeclulofue,  3KCTPAKOPHOpaIbHOE
ortofgorBopenue (OKO), aHTeHaTangbHas JUArHOCTHKA, IUTOKMHBI U MapKepbl OKCUAAHTHI U
AQHTHOKCHIAHTBI, OKUCIIUTEIIBHBII CTpecC.
O06anacTb 00yyeHusi: MeauiyHa.
Lesnb nceienoBanns: BeisBieHue KOppesiini 0COOCHHOCTEH TeUeHHUs OepeMEHHOCTH C
napameTpamu GHOMapKepoB KIMMYHHOT'O TIPO(HIISI MOKCHIATUBHOTO CTPECCa ONPE/ISIICHHBIX BO
[I-om TpuMecTpe B KpOBU M OKOJIOIUIOAHBIX BOJAX Yy JKEHILUH CTapIie 35 JIeT 3a4aTbIX METOIOM
3KO.
3anayuu uccje0BaHUA: AHATN3 KIMHUYECKOH BOJIIOLMN OEPEMEHHOCTH, Y )KCHIIUH CTaplie
35 ner, 3auateix MeronoM DKO; MHTepnpeTanus ypoBHSA HUTOKHHOB, ONpPEENSeMbIX B KPOBU
MaTepH M OKOJIOIIOHBIX BOZIAaX, BO BTOPOM TpHUMeCTpe OEpeMEHHOCTH; AHAIN3 NapaMeTpoB
OHOMapKepOB OKHCIMTEIBHOTO CTPecca B CBIBOPOTKE KPOBU M OKOJIOILUIOAHBIX BOJAX,
oIpeieIEHHBIX BO BTOPOM TpUMeCTpe y OepeMeHHBIX cTapie 35 siet 3a4arsix MerogoM DKO;
OcobeHHocTH pa3BuTHs OepeMeHHOCTeH 3a4aThix MeTooM DKO 1 ux Koppesiuys ¢ BapHaIisIMH
OHOMAapKEPOB OMPENEIIEHHBIX BO BTOPOM TPHMECTPE OEPEMEHHOCTH.
HoBu3Ha M Hay4yHas OpPUIHMHAJIBHOCTBL Ppa0oTbl: lccrnenoBaHue IEMOHCTPUPYET pPOJb
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HMMYHHOTO CTaTyca W OKHCIUTEIHFHOTO CTpecca B MATOrEHETHYECKHX MEXaHW3MaxX pPa3BHTHS
OCJIOKHEHHH, TAKUX KaK: THIEPTOHMYECKas O0NIe3Hb, MPEIKIaMIICHSI U TPEKAECBPEMEHHBIE POBI
B DKO-0epeMeHHOCTH Y KESHIIUH cTapiie 35 JIeT 10 KIMHUIECKNX POSBICHNS OCIOKHEHHH.
IMonyyennnle Hay4dHble pe3yabTarbl: s skeHmuH crapme 35 Jser, npu Oecruioauw,
JKCTpakopropaisHoe ormoaoTBoperus (OKO) sensercs 3peKTHBHBIM MeTOOM JieueHus. [1o
pe3yabTaTaM CpaBHUTEIBHOI'O aHAIM3a MKy TeUCHHEM OepeMEHHOCTH, IIPH 3a4aTHe METOIOM
OKO u ecrecTBeHHBIM IyTeM He OBUIM BBISBICHBI yOSAWTENbHBIC Pa3iM4Ms B YCIOBHSIX
HEOTATOMEHHOr0 aHaMHe3a. [loka3aHa B3anMOCBSI3b BapHAIlU HIMMYHHOT'O CTaTyca, IINTOKHHOB
1 MapKepoB OKCHATUBHOIO CTpecca ONpeIeNIEHHBIX B CBIBOPOTKE KPOBH M OKOJIOTLTOHBIX BOJAX
BO BTOPOM TpHMecCTpe y OepeMeHHbIX cTapmie 35 Jer, 3a4aTbix meromoM — OKO, ¢ takumu
OCJIOKHEHHH KaK: TeCTaIl[OHHas TUITEPTEeH3MS, TIPEIKIAMIICHS ¥ TIPEXKIeBPEMEHHBIE POJIBL.
Teopernyeckasi 3HAYNMOCTh: J[aHHOE WCCIIEIOBaHHME MOIMONHIET KIMHWYECKHE 3HAHMS 00
0COOEHHOCTSIX TeUEeHUs OepeMeHHOCTH, 3auaToil MerogoMm DKO, y 6epeMeHHBIX crapiue 35 Jer.
Bbio  mokazaHO, YTO W3MEHEHWs] MMMYHHBIX MapKepoB (IIMTOKMHOB) W aHTHOKCHIAHTOB
OKHCITUTEEHOTO CTpecca, HCCIEJOBAHHBIX B CBIBOPOTKM KPOBHM M OKOJOIUIOTHBIX BOAAX,
KOPPEIUPYIOT C OCIIOKHEHUSIMH OEpPEeMEHHOCTH, TAKMMH KaK: THIIEPTOHHS, IPEIKIAMIICHS U
MIpeXXIeBPEMEHHBIE POBIL.

[pukiagnas HeHHOCTHh cTaThM: PacimpeHne CrieKTpa aHTeHATATBHOW JMAarHOCTHKU 32 CUET
MIPUBJICUYEHUS] IMMYHHBIX MapKEpOB, [IUTOKUHOB, MIPEACTABIAIONINX MPOrHOCTUYECKUI HHTEpeC
IIPU OCIOKHEHUSIX B OCpeMEHHOCTH y eHIMH crapire 35 ner 3auatne DKO. PesynbraThl
HCCIIEIOBaHMUS IIPEIOCTABIISAIOT apXUB ONPE/EICHHBIX JIA00paTOPHBIX MOKa3aTesel OMoMapKepoB
13 MaTEpPHHCKONH KPOBU M OKOJOILIOAHBIX BOA MpH 3auatun MeTonoM DKO.

BHenpenne HaydHbIX pe3yabTaroB: Ilo pesympraTaM ucciiefoBaHMI 3aperHCTPUPOBAaHBI JBE
WHHOBAIIMY, W YeThIPe MPOTOKOJIA BHEApEHUs B ycioBusix WHcruryra Marepu u Pe6€nka u
I'YM® ,,Hukonae Tecremuniany”. B anTeHaTaabHOM repuoie HaOMoAeHHH 32 OepeMEeHHbBIMU, C
3ayatueM DKO sKCTpakopnopajabHOrO OIUIOJOTBOPEHUS, U crapuie 35 JieT, peKOMEHIyeTcs,
UCHOJIL30BATD: AN20pUmm mpuaxica nO PUCKY OCIOHCHEHUL 6 OepeMeHHOCHU C MEemoOoM
sauamuss OKO, y owcenwun cmapwie 35 jiem, 4YTO TO3BOJNUT BBIABIAT HAa PAaHHEM JTare
0GepeMEeHHOCTh KOTOpasi OTHOCHTCS K I'PYIIIE BHICOKOTO PUCKA T10 Pa3BUTHIO OCIOKHEHHUS TaKHX
KaK FHIIEPTEH3Hs, TeCTO3 U MPEKIEBPEMEHHBIE POJIBL.

Pe3ysbTaThl HecIeq0BaHUi ONyOJIMKOBAaHBI B HAYYHBIX CTAThIX, 03BYYEHBI B JOKIaJaX Ha
KOHI'peccax U HaydHbIX (opymax.
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