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RESUMO

CALDERARO, Ana Claudia Travassos Paixdo, M.Sc., Universidade Vila Velha-ES,
junho de 2022. ANALISE DO PERFIL CLINICO E CARACTERIZACAO DE
FATORES DE RISCO GESTACIONAL: IMPACTO NA SAUDE MATERNA E FETAL
EM USUARIAS DO SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS) DO MUNICIPIO DE
GUARAPARI (ES). Orientadora: Bianca Prandi Campagnaro. Co-orentadora: Rafaela
Aires.

A gestacdo é uma fase caracterizada por alteracdes fisiologicas importantes, com
objetivo de proporcionar o desenvolvimento embrionario adequado e um ambiente
fetal saudavel, que garanta um nascimento a termo e sem complicacbes. S&o
necessarias modula¢des no sistema imunoldgico e na regulacdo de ROS materno e
fetal garantindo uma relacdo harmoniosa. Evidenciamos que alteracbes nestes
sistemas interferem no curso da gestacdo e caracteristicas maternas e neonatais
corroboram para desfechos gestacionais. O objetivo desta pesquisa foi analisar o perfil
clinico das gestantes atendidas no Sistema Unico de Salde e identificar os fatores de
risco materno e fetal que influenciam nos resultados obstétricos. Analisamos
biomarcadores de estresse oxidativo (AOPP e TBARS) e a resposta imunoldgica
através das células T reguladoras CD3, CD4 e FoxP3* materno e fetal. Nossos
resultados demonstraram que caracteristicas clinicas e demograficas podem
influenciar diretamente nos desfechos. Observamos uma diferenca significativa (p
<0,05) em relacdo a idade materna e tipo de parto, visto que a idade materna foi maior
no parto cesarea (3116, anos), quando comparada ao parto vaginal (24+6, anos). As
andlises de marcadores de estresse oxidativo materno demonstraram relacédo direta
entre AOPP e comorbidades na gestacédo, p=0,0300, foi possivel observar também
que o mesmo biomarcador influenciou no apgar de 1’'(p<0,05; r =-0,67) e 5 (p<0,05;
r =-0,51) minuto de vida do recém-nascido. As células T reguladoras FoxP3*, estavam
mais elevadas nas gestantes hipertensas, p=0,0014. Os RNs cujas maes
apresentaram complicacbes exibiram porcentagem < de células T- reguladoras
(2,44+1,14) comparados aos RNs de maes sem complicagdes (5,99+4,7) mesmo
resultado encontrado em valores de AOPP para RNs de maes com (0,643%0,20) e
sem (0,45310,13) complicacdes, p<0,05. Concluimos que a identificagdo precoce de
alteracdes no sistema imunologico e biomarcadores de estrese oxidativo podera
garantir acdes que reflitam no melhor progndstico e qualidade de vida dos recém-
nascidos, prevenindo complicacdes futuras.

Palavras-chave: estresse oxidativo, células T reguladoras, gravidez, recém-nascido.



ABSTRACT

CALDERARO, Ana Claudia Travassos Paixao, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES,
june de 2022. ANALYSIS OF THE CLINICAL PROFILE AND CHARACTERIZATION
OF GESTATIONAL RISK FACTORS: IMPACT ON MATERNAL AND FETAL
HEALTH IN USERS OF THE UNIFIED HEALTH SYSTEM (SUS) OF THE
MUNICIPALITY OF GUARAPARI (ES). Advisor: Bianca Prandi Campagnaro. Co-
advisor: Rafaela Aires.

Pregnancy is a phase characterized by important physiological changes, with the
objective of providing adequate embryonic development and a healthy fetal
environment, which guarantees a full-term and uncomplicated birth. Modulations in the
immune system and in the regulation of maternal and fetal ROS are necessary,
ensuring a harmonious relationship. We evidencethat alterations in these systems
interfere in the course of pregnancy and maternal and neonatal characteristics
corroborate for gestational outcomes. The aim of this research was to analyze the
clinical profile of pregnant women assisted in the Unified Health System and to identify
maternal and fetal risk factors that influence obstetric outcomes. We analyzed
oxidative stress biomarkers (AOPP and TBARS) and immune response through
mother and fetal CD3, CD4 and FoxP3+ regulatory T cells. Our results showed that
clinical and demographic characteristics can directly influence outcomes. We observed
a significant difference (p <0.05) in relation to maternal age and type of delivery, since
maternal age was higher in cesarean delivery (31+6 years) when compared to vaginal
delivery (2416, years). The analyses of markers of maternal oxidative stress showed
a direct relationship between AOPP and comorbidities during pregnancy, p=0.0300, it
was also possible to observe that the same biomarker influenced the apgar of
1'(p<0.05; r =-0.67) and 5' (p<0.05; r = -0.51) minute of life of the newborn. FoxP3+
regulatory T + were higher in hypertensive pregnant women, p=0.0014. The NBs
whose mothers presented complications exhibited < percentage of T-regulatory cells
(2.44+1.14) compared to the NBs of mothers without complications (5.99+4.7) same
result found in AOPP values for NBs of mothers with (0.643+0.20) and without
(0.453+0.13) complications, p<0.05. We conclude that the early identification of
changes in the immune system and biomarkers of oxidative destitis may guarantee
actions that reflect the better prognosis and quality of life of newborns, preventing
future complications.

Key words: oxidative stress, regulatory T cells, pregnancy, newborn.
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1. INTRODUCAO

1.1 Gestacgéo e sistema imunologico materno

A gestacdo € um evento fisioldgico, seu progresso ocorre na maior parte
dos casos sem intercorréncias. Porém algumas gestantes podem desenvolver
comorbidades que influenciem no desfecho da gestacdo. Doencas pré-existentes
também podem facilitar uma evolucdo desfavoravel para mae e para o feto (Thiele
2019). Neste contexto alguns sistemas precisam se adaptar para a continuidade da
gestacao.

Sustentar a homeostase, a identidade bioquimica do individuo e
estabelecer uma defesa efetiva, sdo fungBes essenciais do sistema imunoldgico
(Sakaguchi et al.,, 1995, Abbas, 2019). Esse sistema de defesa € dividido em
imunidade inata ou natural e imunidade adaptativa ou adquirida. A imunidade inata ou
natural é caracterizada pela resposta rapida a agentes estranhos sendo as células
dendriticas e fagdcitos alguns de seus componentes. Em contrapartida, a imunidade
adaptativa ou adquirida ocorre em resposta a ativagcdo da imunidade inata e possui
grande especificidade, mas essa acao pode levar alguns dias (Baecher-Allan & Hafler,
2006). Esta imunidade é composta por barreiras celulares adaptativas, representadas
pelos linfécitos B e T, executando acdo primordial para o estabelecimento dessas
funcdes (Sakaguchi et al., 2008).

Os linfécitos T, sdo provenientes do timo, um 6rgao linfatico primario.
Quando ativados se diferenciam em linfocitos T CD4 e T CD8 (Sakaguchi et al., 2010).
A ativacdo das células T é induzida por sinais gerados a partir de pelo menos trés
conjuntos de estimulos: antigeno, co-estimuladores e citocinas, impulsionando a
geracao de células T efetoras e de memaria (Scharschmidt et al., 2015). As respostas
das células T é acompanhada da presenca das células T reguladoras, evitando uma
acdo exacerbada do sistema, evidenciando que alteracBes nesse equilibrio possam
gerar uma cascata de reacdes indesejaveis (Gratz, Rosenblum e Abbas 2013).

Desde o inicio da gestacdo até o nascimento ocorrem mudancas
imunoldgicas e fisiologicas necesséarias para garantir o desenvolvimento fetal
saudavel (Kaplan, Shi e Walker, 2011). A determinacdo dos componentes envolvidos
nestas modificacbes e sua caracterizagcdo tem sido objeto de inUmeros estudos
(Aluvihare et al., 2004; Trowsdale et al.., 2006; Nancy et al., 2012; Jiang et al., 2014)

sendo possivel, com os avangos das pesquisas determinar que a acao das células T
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reguladoras, fazem parte do contexto de modificacdes que devem ocorrer neste
processo (Sakaguchi et al., 2008).

O sistema imunolégico feminino se modula antes mesmo do periodo
gestacional (Schumacher et al., 2007). E possivel afirmar que durante o ciclo
menstrual mulheres férteis apresentam aumento de células T reguladoras
CD4 * CD25 * FOXP3 * em fase folicular tardia e queda destas células na fase lutea
(Arruvito et al., 2007). Em mulheres com abortos espontéaneos recorrentes, se observa
pequena presenca destas células em ambos momentos do ciclo menstrual,
corroborando com a explicacédo de que a tolerancia imunolégica é fator determinante
para o avango da gestacdo (Zhao, Zeng e Liu, 2007). O grande desafio do sistema
imunoldgico da gestante € manter um ambiente que seja adequado, evitando a reacao
imunologica aos aloantigenos paternos presentes no embrido e ao mesmo tempo
garantir defesa eficiente contra patdégenos (Williams et al., 2009). Neste contexto, as
células T reguladoras séo primordiais para conducdo de uma gestacao saudavel, sua
elevacdo no periodo gravidico é caracteristica deste ciclo (Somerset et al., 2004),
atuando como células imunotolerantes (Huang Q, et. al., 2021).

Como ja foi mencionado, as células T reguladoras sdo provenientes
naturalmente do timo, porem existe uma ativacao periférica que é importante na
resposta imunologica (Lohr et al, 2009). Ainda no timo as células T CD4*FoxP3
sofrem diferenciacao devido: estimulagéo de receptores de células T, sinalizacdo de
CD28 e receptores de IL 2. ApOs esses mecanismos as células T reguladoras se
transportam para periferia (Bluestone & Abbas, 2003). A inducéo de T reguladoras na
periferia ocorre devido contato permanente com antigenos alimentares e microbiota
comensal (Lohr, Knoechel & Abbas 2006). Na gestacdo a sua diferenciacdo é
importante e ocorre durante o contato com o fluido seminal na concepc¢éo e durante a
fase de implantacao (Schumacher et al., 2007; Teles et al., 2013).

Os niveis de células T reguladoras sdo mais elevados na invasdo da
decidua de células trofoblasticas e diminuem a medida que a gravidez se aproxima
da fase termo (Mold et al., 2008). Fato que pode ser explicado pela necessidade de
regular a resposta pro-inflamatoria intensa, caracteristica do periodo de implantacao
do blastocisto (Polanczyk et al., 2004; Teles et al., 2013). A remodelagédo anormal de
artéria espiral e inflamacéo local esta associado a uma possivel inducéo deficiente
das células T reguladoras periféricas, prejudicando sua acéo (Avagliano et al., 2011,
Renaud et al., 2011).
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As caracteristicas das células T reguladoras sdo de responsabilidade do
fator de transcricdo Forkhead box P3 (FoxP3), que esta diretamente envolvido na
regulacdo, desenvolvimento e funcdo dessas células reguladoras (Fontenot, 2003;
Hori et al., 2003). A diminuicdo deste fator resulta em diferenciacéo prejudicada das
células T uterinas em células T reguladoras, contribuindo para ocorréncia de
complicagdes e gestagdes com desfechos ruins (Sasaki et al., 2004). A existéncia de
uma tolerancia materna fetal alterada é ocasionada principalmente pela frequéncia e
funcionalidade das células T reguladoras (Jasper et al., 2006). Outro fator que pode
alterar a resposta imunoldgica durante a gestacao, sao as infec¢des (Oldenhove, et
al.,2009). Pois influenciam na diminuigdo do nimero de células T reguladoras FoxP3
e incapacitam essas células de suprimir respostas efetoras, ocasionando abortos

espontaneos ou partos prematuros (Gao et al., 2021).

1.2 Estresse oxidativo na gestacao

As influéncias de fatores extrinsecos, como alimentacao e habitos de vida,
estdo diretamente relacionadas a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
consequentemente ao surgimento de inumeras doencas (Longini et al., 2017).
Pesquisas tem demonstrado que o estresse oxidativo € evidenciado em doencas
como hipertenséo, diabetes mellitus, doencas isquémicas, Alzheimer, Parkinson e
esclerose lateral amiotréfica (Van et al., 2002; Khansari et al. 2009).

Na gestacdo a investigacdo sobre a repercussao e efeitos que estresse
oxidativo tem causado proporcionou até o momento descobertas importantes. A
gestacdo é marcada pelo aumento biol6gico e necesséario das ROS, especialmente
na placenta (Lu et al. 2018). Frente ao aumento das ROS, o sistema antioxidante é
prontamente ativado. Em uma gestacédo saudavel ocorre o equilibrio entre as acbes
pré e antioxidantes (Poston et al., 2011), o que ndo € observado em uma gestacao
com complicagdes ou comorbidades. Esse desequilibrio resulta em estresse oxidativo
(Schoots et al, 2018) e pode influenciar no desenvolvimento fetal. Algumas doencas
especificas do periodo reprodutivo feminino e da gestacdo como a pré-eclampsia
(Pereira et al., 2014; Pereira et al., 2015; Mentese et al., 2018) evidenciam aumento
significativo de estresse oxidativo.

A possivel repercussao negativa na saude materna e neonatal (Perrone et
al., 2019), gerada pelas ROS tém suscitado a investigagdo de biomarcadores diretos

e indiretos de estresse oxidativo. A analise destes biomarcadores em gestantes, com
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complicacbes na gestacdo e parto, tem demonstrado que sua alteracdo é fator
presente nestas condi¢des (Hussain et al., 2021). Cabe ressaltar assim, a importancia

da utilizacdo destes como exames complementares para prevencao de complicagdes.

1.3 Ativacao imunologica no feto

E sabido que a gestacdo requer uma modulacio materna ao antigeno fetal
ao qual é exposta, para conducdo de uma gestacao saudavel e a termo. A relacdo
inversa é ponto importante de discussdo para entendermos as respostas fetais
guando exposta aos antigenos maternos (Burt, 2013). Os estudos sobre sistema
imune fetal remontam de anos, pesquisas voltadas para a investigacdo sobre o
comportamento e inicio da resposta imunoldgica do feto hd muito demonstram um
desenvolvimento precoce do sistema imune adaptativo (Key et al.,1970; Friedberg et
al., 1974; Haynes et al., 1988).

Crescentes investigacfes sobre tolerancia materno fetal intradtero e a
participacdo das células T reguladoras nesse conjunto, tem revelado descobertas
interessantes (Teles et al., 2013). As células T reguladoras sdo responsaveis pela
homeostase e regulacdo de inUmeras células imunes, a auséncia ou deficiéncia
nessas células é capaz de gerar alteracfes significativas na resposta imune inata e
adquirida (Mold et al., 2008; Sakaguchi et al.,2008). Dada a importancia de tais
células, é imprescindivel compreendermos o seu papel e sua funcionalidade ja no
periodo fetal.

A presenca de células precursoras linfoides foi observada em 6rgao fetais
como baco, medula e figado a partir da oitava semana de gestacao (Asma, Van den
Bergh e Vossen, 1986). Com os avangos das investigacdes podemos afirmar que a
partir da 13" semana de gestacgédo as células T maduras estdo presentes no feto e que
na 14° semana os 6rgdos fetais estédo colonizados por células T reguladoras FoxP3*
(Sakaguchi et al., 2010). A ativacao das células T reguladoras no feto ocorre devido a
capacidade do sistema imunolégico fetal em gerar tolerancia aos aloantigenos
maternos e paternos. Essa acdo contribui para uma harmonizacdo e evita uma
rejeicao (Krop et al., 2020; Motwani et al., 2022). Sendo assim, quanto maior a
frequéncia e funcionalidade de células T reguladoras, maiores sédo as chances de uma

gravidez chegar ao desfecho favoravel (Liu et al., 2014; Malchow et al., 2016). As
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células T reguladoras fetais podem sofrer influéncia materna na gestacéo. Exposicao
no periodo gravidico a infecc¢des, alimentacdo, doencas crénicas e comorbidades,
regulam de forma benéfica ou ndo essas células no feto (Gao et al., 2021), essa

tolerancia iniciada no Gtero, persiste ap0s o nascimento (Mold et al., 2008).

1.4 Estresse oxidativo no recém-nascido

A placenta € responsavel pelo suprimento adequado de oxigénio no
periodo intra-utero, alteracdes na sua funcionalidade causam hipdxia crbnica, ou
aguda (Vento et al., 2013) e resultam em desequilibrio entre as ROS e o sistema
antioxidante, gerando riscos ao feto e recém-nascidos (Torres-Cuevas et al., 2017). O
estresse oxidativo é produto gerado em resposta ao dano tecidual que ocorre devido
ao aumento de ROS e a incapacidade em manter um meio equilibrado (Perrone et al.,
2014). O feto e o recém-nascido sdo mais suscetiveis aos danos causados pelo
estresse oxidativo (Perrone, Laschi e Buonocore, 2020). As ROS estéo presentes em
diversas doencas neonatais do recém-nascido pré-termo, como retinopatia da
prematuridade, displasia bronco pulmonar, enterocolite necrosante, persisténcia do
canal arterial, entre outras (Echeverri et al., 2015).

O comprometimento gerado pela ROS é através de analise dos
biomarcadores de estresse oxidativo, assim como sucesso de tratamentos especificos
(Perrone, Laschi e Buonocore, 2020). Seus resultados podem ser utilizados para o
diagndstico precoce, antecipando resultados desfavoraveis (Perrone, Laschi e
Buonocore 2019), e desta forma garantir maior sobrevida e um desenvolvimento
neonatal saudavel. Os danos causados pelo estresse oxidativo em lipidios e proteinas
sdo quantificados por biomarcadores especificos como substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) e o produto proteico de oxidacao avancada (AOPP) também
em recém-nascidos (Longini et al., 2017; Perrone, Laschi e Buonocore, 2020).

Os valores alterados dos biomarcadores de estresse oxidativo estédo
presentes em inumeros contextos de salude e doenca perinatal, indicando um
potencial dano ao tecido, observado primariamente em recém-nascidos hipoxicos e
prematuros (Perrone et al., 2014). A utilizac&o clinica deste dado sera um importante
preditivo de doencas, auxiliando em condutas especificas (Millan et al., 2018).
Evidencias demonstram também que doencgas vivenciadas pela gestante, assim como

obesidade na gestacédo podem gerar estresse oxidativo na prole (Negro et al., 2017).
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A gestacao € uma fase caracterizada por modificacbes importantes para
sua manutencdo. E possivel observar que as gestantes e a prole, estdo expostas a
modula¢cbes imunolégicas e fisiolégicas indispensaveis para este periodo. Porém
existem fatores que podem influenciar no desenvolvimento fetal, no surgimento de
complicacBes materna e doencas caracteristicas do periodo gravidico. Portanto, este
estudo teve por objetivo analisar o perfil clinico das gestantes, caracterizar os fatores
de risco gestacional e identificar o impacto destes na saude materna e fetal das

usuarias do Sistema Unico de Saude (SUS) do municipio de Guarapari — ES.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
Analisar o perfil clinico das gestantes do municipio de Guarapari que realizam pré-

natal e parto no Sistema Unico de Saude.

2.2 Objetivos Especificos:

- Identificar fatores de risco que influenciem nos desfechos da gestacéo;

- Avaliar a influéncia dos fatores de risco gestacional no feto;

- Analisar a resposta imunoldgica da gestante durante periodo gestacional e sua

repercussao na resposta imunoldgica do feto.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

Neste estudo transversal e descritivo, foram selecionadas gestantes que
estavam no 3°trimestre gestacional (entre 28 e 41 semanas), que realizaram pré-natal
nas Unidades Basicas de Saude do Municipio de Guarapari — ES, cujo parto foi
realizado no Hospital Materno Infantil Francisco de Assis da mesma cidade. ApGs
assinatura de Termo de Consentimento Livre Esclarecido pelas gestantes, foi
agendado coleta de amostras para andlises. Foram incluidas gestantes maiores de
18 anos, saudéaveis, com gestagdo Unica, no final do terceiro trimestre, com gravidez
de baixo ou médio risco obstétrico, foram excluidas do estudo as gestantes menores
de 18 anos, gestacdo gemelar, que utilizaram droga de abuso durante a gestacao,
tratamento psiquiatrico, e cujo parto ndo ocorreu no Hospital Materno Infantil
Francisco de Assis. A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética da Universidade de
Vila Velha (CEUA-UVV n°37938620400005064).

Das 25 gestantes selecionadas que atendiam a critérios de inclusao, cinco
nao completaram as etapas de coleta de amostras e uma realizou parto em outro
nosocdmio, sendo excluidas do estudo. Apos aplicacao de critérios de excluséo, foram

mantidas dezenove gestantes, como demonstrado na figura 1.

[ \
o )

19 Gestantes

25 Gestantes 5 Gestantes n3o preencheram
selecionadas forneceram amostras todos os critérios

de inclusdo
~ 1 Gestante realizou \ o
Selecdo ) Finalizaram o
parto em outro servigo
\_ Yy, estudo

Figura 1. Fluxograma com critérios de exclusdo e amostra avaliada no estudo.
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3.2 Coleta de amostras

As amostras das gestantes foram obtidas através de sangue periférico e as
amostras dos recém-nascidos foram coletadas do corddo umbilical imediatamente
apos o parto, ambas em tubo de EDTA 4 ml K3E VACUETTE®, feitos de plastico PET.
A coleta de sangue do corddo umbilical foi realizada conforme rotina pré-estabelecida
no setor para tipagem sanguinea do recém-nascido, cabe salientar que o
clampeamento oportuno do corddo é uma rotina implementada neste servi¢co e nao foi
influenciada pelo estudo. O sangue foi armazenado em temperatura de 4°C e
encaminhado ao Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia Translacional (UVV) em até
4 horas ap6s a coleta. A amostra foi fracionada para obtencdo de células
mononucleares (CMN) e plasma. A separacdo das células mononucleares foi
realizada por gradiente de densidade, através da diluicdo em meio de cultura (DMEM)
na proporcédo de 1:4 (v/v) de uma aliquota sanguinea. Essa diluicdo foi vertida sobre
uma solucao de igual volume de Histopaque®-1077 de densidade 1,077 g/mL. ApGs
a centrifugacdo com rotacéo 450g a 18° C por 45 minutos, as diferentes fases foram
coletadas e separadas em tubos. A fase contendo mondcitos e linfécitos foi lavada e
ressuspensa por duas vezes em solucdo de PBS e novamente centrifugadas a 4509
a 18°C por 10 minutos, como descrito por Kampke et al. (2018)Para separacao do
plasma, aliquotas de sangue total foram centrifugadas a 3500 g por 10 minutos. As
CMN foram utilizadas para imunofenotipagem e o plasma para andlise de oxidacao

de proteinas e lipidios. As amostras foram mantidas a -80°C.

3.3 Produto proteico de oxidacao avancada (AOPP)

Para determinar os produtos de proteina de oxidacdo avancada (AOPP),
40 uL de plasma diluido em PBS (1,5) foi adicionado a 10 uL de Kl (1,16 mol/L) e
20 uL de acido acético glacial e a absorbancia foi lida a 340 nm em um leitor de
microplacas (Spectra-MAX-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). A
formacao do ion triiodeto através da oxidacao do Kl com cloramina-T foi utilizada para
guantificar os niveis de AOPP e os dados foram expressos em pmol /mg de cloramina-

T por mg de proteinas como descrito por Witko-Sarsat et al. (1996) e Ton et al. (2020).
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3.4 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica foi determinada através da quantificacdo de
malondialdeido (MDA) apos reagdo deste com &cido tiobarbitarico (TBARS), 77ul de
acido perclérico a 7% foi adicionado 15ul de plasma, centrifugado por 10 minutos a
7.400rpm, retirado 47ul de sobrenadante, adicionado 53ul de TBA 0,06% e levado ao
banho-maria por 1 hora a 95°C e procedido a leitura de absorbancia em 532nm no
leitor de microplacas (Spectra-MAX-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA),
conforme HANASAND et al., (2012). Os dados foram expressos em pMol MDA/mg de
proteinas. A quantificacdo de malondialdeido foi feita a partir de curvas de calibracéo

construidas com concentra¢des conhecidas de MDA.

3.5 Identificacéo e quantificacéo de células T- reguladoras

As células T reguladoras foram identificadas a partir de CMN das gestantes e
recém-nascidos. Para isso, as amostras foram incubadas com anticorpos anti-CD3, anti-
CD4 e anti-FoxP3 conjugados as fluorocromos APC, FITC e PE.

As CMN foram permeabilizadas com 50 ul de FcBlock em cada amostra, apés
este processo foram armazenadas a 8°C por 20 min sendo adicionado apos este periodo
50ul CD3 e CD4 em cada amostra e procedido a incubacao por mais 30 minutos a 8°C e
adicionado 100 ul de PBS ao término desta etapa. Centrifugado por 10 minutos a 3500
rpm, retirado sobrenadante e adicionado 100pl citofix/citoperm (BD), foram incubadas por
30 minutos protegido da luz e em temperatura ambiente, apés centrifugacdo por 10
minutos a 3500rpm, retirado 100pl, adicionado mesma quantidade de PFA1% Twen 20
0,5% e repetido a etapa anterior de incubacédo. Posterior ao processo de centrifugacdo de
10 minutos em 3500rpm foi retirado sobrenadante e adicionado 1pl FoxP3, incubacéo
nesta etapa se deu por 1 hora nas mesmas condi¢cdes anteriores, protegido da luz e em
temperatura ambiente. Na etapa final ocorreu adicdo de 200ul de PBS, procedido a
centrifugagdo por 10 minutos a 3500rpm e procedido a leitura em citbmetro 150ul, de

acordo com Roncador et al (2005).

3.6 Caracteristicas antropométricas e clinicas das gestantes

Para quantificacdo de indice de massa corporal (IMC) utilizamos a divisdo do
peso corporal (kg) pelo valor da altura ao quadrado (kg/m?), seguimos a classificacdo do
estado nutricional determinada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2000): < 16
(abaixo do peso),18,5 a 24,9 (eutrofia), 25,0 a 29,9 (sobrepeso) e > 30 (obesidade). Para
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avaliacao do risco de disbiose, utilizamos o questionario de risco de disbiose— DYS- FQM,
que classifica quanto ao risco de disbiose de acordo com somatdria de pontos do
questionario, 0 al0 pontos (baixo risco de disbiose), 11 a 21 pontos (médio risco de
disbiose), 22 a 32 pontos (alto risco de disbiose) e 33 a 43 pontos (muito alto risco de

disbiose).

3.7 Caracteristicas antropométricas dos recém-nascidos

Foram realizadas medidas de todos os recém-nascidos imediatamente apos o
nascimento, para verificacdo de perimetro cefalico (PC), perimetro toracico (PT),
perimetro abdominal (PA), peso e altura. Os RN estavam em posi¢do dorsal, em berco
aquecido, para verificacdo dos perimetros foi utilizado fita métrica, para altura utilizado
régua especifica para RN e o peso foi mensurado através de balanca com calibracao
dentro das normativas do INMETRO.

3.8 Analise estatistica

Os dados estao expressos como média + DP. A normalidade das variaveis
foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Considerando a distribuicdo Gaussiana
dos dados, o Teste t-Student foi realizado para a andlise de amostras independentes.
Além disso, avaliamos o coeficiente de correlacdo de Pearson para medir a relacao
estatistica entre duas variaveis continuas. Usamos a andlise de risco relativo para
medir o excesso de risco para um determinado desfecho desfavoravel nos individuos
expostos, comparado com 0s que ndo estdo expostos. Os dados de risco relativo
foram avaliados através do teste de X2. Foram considerados estatisticamente
significativos valores de p<0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando o software

GraphPad Prism, verséo 8.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demogréficas e clinicas das gestantes
As caracteristicas demogréficas e clinicas das gestantes sédo apresentadas

na Tabela 1. Podemos observar que a idade de maior prevaléncia foi a faixa etaria de
30 a 41 anos (47%) e escolaridade foi 0 ensino médio (53%). Quanto a raca 53% se
declararam brancas, 37% pardas e 10% negras.

A nomenclatura utilizada para gestantes com gestacao anterior € multipara,
a gestante que se encontra em sua primeira gestacao é classificada como nulipara.
As multiparas, gestantes estavam em sua segunda ou mais gestacdes, totalizaram
63%, sendo os desfechos gestacionais anteriores divididos em: 9 partos ceséareas e 8
partos vaginais, 2 relataram aborto espontaneo anterior e 1 relatou a ocorréncia de
Obito fetal, caracterizando natimorto (nascimento de feto morto). As que relataram ser
a primeira gestacao, as nuliparas totalizaram 37%. Todas as gestantes deste estudo
evoluiram para parto, ndo houve aborto, ébito fetal ou 6bito ao nascimento, sendo a
via de parto da gestacdo atual predominantemente a cesarea, apresentando 58% do
total de partos realizados.

Em relacdo ao indice de massa corporal (IMC), 26% foram classificadas
com sobrepeso (IMC>25) e 74% com eutrofia (IMC até 24,9), dentre as sobrepeso,
apenas 1 apresentou via de parto foi vaginal, todas as outras apresentaram via de
parto cesarea. As comorbidades identificadas foram: hipertensao arterial sistémica
(HAS) 11%, doenca hipertensiva especifica da gravidez (DHEG) 11%, diabetes
mellitus gestacional (DMG)11% e epilepsia 6%. As pacientes com diagnostico de
diabetes mellitus gestacional, ndo fizeram uso de hipoglicemiantes, ambas
mantiveram controle glicémico com dieta, e uma apresentava sobrepeso. As pacientes
com alteracBes na presséao arterial utilizaram medicamentos de controle pressorico
apos diagnaostico, as que ja possuiam diagndéstico prévio de HAS fizeram ajustes para
utilizacao de anti-hipertensivo ideal para periodo gravidico.

Quanto as infec¢des adquiridas na gestacédo ocorreram: infeccdo do trato
urinério (26%), Covid-19 (21%) e 6% de infeccdo por Treponema pallidum (sifilis). As
gestantes com diagnostico de infeccdo do trato urinario (ITU) apresentaram

confirmacéo de cura ap0s tratamento com antibiotico, e uma apresentou necessidade
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de internacado devido a ITU recorrente. Das pacientes que foram diagnosticadas com
Covid-19, apenas 1 contraiu a infeccdo antes da gestacdo, em ambos os casos 0s
sintomas da doenca foram leves, sem necessidade de hospitalizagéo. A infeccao de
sifiis na gestacdo gerou internacdo do recém-nascido ap0s 0 nascimento para
tratamento de sifilis congénita, devido esquema de tratamento incompleto da mée na
gestacdo. Foi utilizado corticéide para inibicdo de trabalho de parto em 21% das
gestantes e, dentre estas, apenas uma entrou em trabalho de parto antes das 39
semanas de gestacao, com 37 semanas. 32% utilizaram antibiético pré-natal e 26%

fizeram ingestéo de probiotico durante algum periodo na gestacao.



Tabela 1

Caracteristicas clinicas e demograficas das gestantes

Parametros N° Gestantes (n=19) %
Branca 10 (53%)
Raca Parda (37%)
Negra 2 (10%)
Fundamental 6 (32%)
Escolaridade Médio 10 (53%)
Superior 3 (15%)
18 a 23 anos > (26%)
Grupos por Faixa etaria
POs P 25a 29 anos > (26%)
30 a 41 anos 9 (47%)
NAO Nuliparas 7 (37%)
GestagOes anteriores
SIM Multiparas 12 (63%)
Parto cesdrea 9 (53%)
. o)
Tipo de partos anteriores das Parto Vaginal 8 (47%)
multiparas Aborto espontaneo 2 (11%)
Natimorto 1 (5%)
Cesarea 11 (58%)
Via de Parto
Vaginal 8 (42%)
>ou=25- 5 (26%)
IMC Sobrepeso
Até 24,9 - Eutrofia 14 (74%)
DMG 2 (11%)
_ HAS 2 (11%)
ComorNbldades antes e durante a DHEG 5 (11%)
gestacdo
EPLEPSIA 1 (6%)
Covid-19 4 (21%)
InfeccGes adquiridas na gestacao
¢ g & ¢ Sifilis na gestacao (6%)
ITU 5 (26%)
Utilizacdo corticdide pré-natal SIM 4 (21%)
NAO 15 (79%)
Utilizacdo de antibidtico pré-natal SIM 6 (32%)
NAO 13 (68%)
N - SIM 5 (26%)
Utilizacdo de Probidtico ~
NAO 14 (74%)
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4.2 Tipo de parto X Caracteristicas clinicas e demograficas da gestante

Algumas caracteristicas clinicas e demogréficas sdo predominantes em
determinado tipo de parto. Realizamos analise dessas caracteristicas, conforme
demonstrado na tabela 2.

Observamos uma diferenca significativa (p <0,05) em relacdo a idade
materna e tipo de parto, visto que a idade materna foi maior no parto cesérea (316,
anos), quando comparada ao parto vaginal (24+6, anos). ldade gestacional no

momento do parto, IMC e presséo arterial ndo influenciaram no tipo de parto (p>0,05).

Tabela 2. Caracteristicas maternas e tipo de parto

Parto Vaginal (N=8) Parto Cesarea (N=11)
Idade materna 24,8 +6,01 31,7 £ 6,03"
Idade gestacional no parto 39,3+0,91 38,8+ 0,60
IMC 23,3+£1,94 23,6 £ 2,82
Pressdo Sistdlica (mmHg) 110+ 13,09 116,3 +5,04
Pressao Diastélica (mmHg) 72,5+11,6 72,7 £ 10,09

Os valores séo expressos como média = DP. * p<0,05. Utilizado Teste t de Student para
andlise de amostras independentes.

4.3 Tipo de parto x estresse oxidativo

Investigamos os niveis de AOPP no sangue de gestantes e avaliamos se o
tipo de parto (vaginal ou cesarea) influenciam no estresse oxidativo materno (Figura
2). Nossos dados mostram que o0s niveis de AOPP sdo maiores em gestantes
submetidas a cesariana (0,59+0,1 uMol/mg de proteina) quando comparadas as

gestantes que tiveram seus bebés por via vaginal (0,48+0,07 uMol/mg de proteina).
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Figura 2: Niveis sistémicos de AOPP em gestantes que tiveram via de parto vaginal e ceséarea.

Os valores indicam médiatDP. * p<0,05 vs. Vaginal.

4.4 Tipo de parto X Células T reguladoras

Avaliamos também se o numero de células T reguladoras no sangue das
gestantes é influenciado pelo tipo de parto (Figura 3). Identificamos que gestantes que
tiveram parto cesarea (4,8+1,3 % de células) apresentam menor nimero de células T
reguladoras quando comparadas com gestantes que tiveram seus bebés por parto

vaginal (7,4+2,6 % de células).

— 15—
£
72]
w
S
T 10
£
=
> *
2
- 5- |
wn
)
=
S
0- T
Vaginal Cesérea

Figura 3: Porcentagem de células T reguladoras em gestantes que tiveram via de parto vaginal

e cesarea. Os valores indicam médiatDP. * p<0,05 vs. Vaginal.
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4.5 Estresse oxidativo e comorbidades maternas

Na avaliagdo da relacé@o entre os niveis de AOPP e o IMC das gestantes
(Figura 4), foi possivel observar que as mulheres com sobrepeso (IMC >24,9)
apresentavam valores de AOPP maiores (0,61+0,04 uMol/mg de proteina) quando

comparadas com as mulheres com IMC até 24,9 (0,52+0,1 uMol/mg de proteina).
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Figura 4: Niveis de AOPP em gestantes eutroficas e com sobrepeso. Os valores indicam
média+DP. * p<0,05.

Avaliamos também se os niveis de AOPP estariam relacionados a
hipertensdo arterial. Como demonstrado no grafico (Figura 5), ao analisarmos o
impacto da alteracédo de presséo arterial durante a gestacéo, seja por HAS ou DHEG,
fica evidente que esta comorbidade esta intimamente ligada ao estresse oxidativo,
visto que os valores de AOPP se apresentaram aumentados nas gestantes
hipertensas (0,64+0,08 pMol/mg de proteina), quando comparado com as
normotensas (0,51+0,1 pMol/mg de proteina).
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Figura 5: Niveis de AOPP em gestantes normotensas e hipertensas. Os valores indicam
médiatDP. * p<0,05

4.6 Células T reguladoras materna e Presséao Arterial

Ao avaliar a quantidade de células T reguladoras em gestantes
normotensas e hipertensas (Figura 6), observamos que as hipertensas (8,6+2,8 %)
apresentam numero maior destas células, quando comparadas as gestantes

normotensas (5,0+1,8 %).
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Figura 6: Porcentagem de células T reguladoras em gestantes normotensas e hipertensas.

Os valores indicam médiatDP. * p<0,05.
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4.7 Estresse oxidativo materno e influéncia no Apgar 1’ e &5’

A geracao de ROS durante periodo gestacional, pode refletir no parto e nos
desfechos da gestacdo, identificamos que as alteragbes de AOPP maternas
influenciaram no 1’ (Figura 7A) e 5’ (Figura 7B) minuto de vida do recém-nascido, visto
gue o Apgar realizado em ambos momentos foi diretamente afetado pelos valores de

AOPP materno. Observamos que quanto maiores os niveis de AOPP, menor o Apgar
dos recém-nascidos (1’: r=-0,7; 5": r = -0,51).
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Figura 7: Correlagao entre os niveis maternos de AOPP e o Apgar de 1’ (A) e 5 (B) de seus
recém-nascidos.

4.8 Probidtico e risco de disbiose
No pequeno grupo de mulheres que fizeram uso de probidtico durante a
gestacdo (N=5), observamos um aumento nos niveis de AOPP (figura 8) quando

comparado com os dados coletados antes do inicio da suplementacao (Pré: 0,5+0,1
vs Pés: 0,6+0,05 uMol/mg de proteina).



34

£ 0.8+ .

3 __

o

o 0.6

H

-

g 0.4

=)

i 0.2+

o

5

< 0.0- ' T
Pre Pos

Figura 8. Niveis de AOPP em gestantes pré e p0s utilizagéo de probiéticos. Os valores
indicam médiaxDP. * p<0,05.

4.9 Complica¢des maternas e reflexo nas células T reguladoras do Recém-nascido
Foi possivel observar, como demonstrado na figura 9, que a quantidade de
células T reguladoras dos recém-nascidos sofreram alteracbes quando avaliamos a
presenca de complicacbes maternas na gestacdo ou parto. Os RNs cujas mées
apresentaram complicacdes exibiram numeros menores de células T reguladoras
(2,4+1,1 %) quando comparados aos RNs de mées sem complicacbes (6,0+4,7 %).
Outra caracteristica observada no estudo foi que quanto maior a idade gestacional

menor o valor de células T reguladoras encontrado nos recém-nascidos (r= -0,6).
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Figura 9: Porcentagem de células T reguladoras em gestantes sem e com complicacdes. Os
valores indicam média+DP. * p<0,05.
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5.0 ComplicagBes materna e Influéncia no estresse oxidativo do Recém-nascido

As complicagcGes maternas vivenciadas na gestacéo ou parto, repercutem
no estresse oxidativo observado nos recém-nascidos (Figura 10), visto que bebés de
maes que passaram por complicacdes (0,64+0,2 uMol/mg de proteina) tem niveis
elevados de AOPP quando comparados com bebés de maes sem complicagbes
(0,45+0,13 pMol/mg de proteina).
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Figura 10: Niveis de AOPP em RN de maes sem e com complicagdes. Os valores indicam
médiaxDP. * p<0,05.

5.1 Caracteristicas gerais dos recém-nascidos

A Tabela 3. Descreve as caracteristicas gerais dos recém-nascidos.
Podemos ressaltar ao analisarmos a idade gestacional no dia do parto, que néo foi
realizado parto prematuro (<37 semanas) assim como ndo ocorreu nascimento apos
41 semanas de gestacdo, os nascimentos ficaram compreendidos entre 37 e 40
semanas de idade gestacional (IG). As medidas antropométricas aferidas ao
nascimento, ndo apresentaram valores discrepantes, apenas 1 RN apresentou
perimetro cefalico (PC) menor de 32cm, o mesmo foi diagnosticado posteriormente
com microcefalia, 53% apresentaram comprimento (cm) entre 48,5 -50,5 cm, quanto
ao peso de nascimento todos os RNs apresentavam-se adequados para idade
gestacional (AIG), ndo houve classificacdo de pequeno para idade gestacional (PIG)
ou grande para idade gestacional (GIG). Em relagdo ao género, o sexo masculino
apresentou nascimento de 10 criangas e no sexo feminino 9. Todos os recém-
nascidos que apresentaram apgar 1 entre 1 — 5 foram internados na UTIN,

correspondendo a 16% dos nascimentos.



Tabela 3. Caracteristicas dos recém-nascidos.

Parametros N° de Recém Nascidos (n=19) %
37-38 3 (16%)
Idade Gestacional no parto (IG) 39 11 (58%)
40 5 (26%)
Peso ao nascimento (g) 2700 3000 4 (21%)
>3000 < 4000g 15 (79%)

<32 1 (5%)
) . 32,5-33 3 (16%)
Perimetro Cefalico (cm) 335-35 9 (47%)
36 -37 6 (32%)

46,5 -48 5 (26%)

Comprimento (cm) 48,5 -50,5 10 (53%)
> 50,5 < 52,6 4 (21%)
Sexo Masculino 10 (53%)

Feminino 9 (47%)

, 1-5 3 (16%)

Apgar Score 1 79 16 (84%)
Apgar Score 5’ 47 2 (11%)
9-10 17 (89%)

Internagao UTIN SINM 3 (16%)
NAO 16 (84%)
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5.2 Estresse oxidativo em recém-nascidos

As andlises de estresse oxidativo nos RNs foram realizadas utilizando
sangue do corddao umbilical, coletado apds clampeamento oportuno. Os
biomarcadores utilizados foram os mesmos das gestantes, TBARS e AOPP. Ao
analisarmos os valores de TBARS dos recém-nascidos com necessidade de
internacdo na UTIN (Figura 11) encontramos niveis maiores em bebés que precisaram
ficar na UTIN (0,03+0,001 uMol MDA/mg de proteina), quando comparados aqueles

gue nao passaram por este tipo de internacao (0,02+0,003 uMol MDA/mg de proteina).

0.04 -+

0.03 4 '

0.02

TBARS
(1Mol MDA/mg de proteina)

0.01-

0.00

|
Normal UTIN

Figura 11: Recém-nascido com internagédo normal e interna¢cdo em UTIN. Os valores indicam
média+DP. * p<0,05.

Outro dado interessante foi a correlagdo que observamos entre os niveis
dos biomarcadores de estresse oxidativo e o Apgar 1’ e 5’. Com relagéo dos niveis de
TBARS, observamos correlagao negativa com o Apgar 1’ (r= -0,63, Figura 12A) e 5°(r=
-0,76, Figura 12B). Seguindo o0 mesmo padrao, observacao correlacdo negativa entre
os niveis de AOPP e o Apgar 1’ (r= -0,5, Figura 12C) e 5’ (r= -0,63, Figura 12D). A
partir desses dados, decidimos avaliar a correlacao entre os niveis de AOPP e TBARS
nos recém-nascidos e observamos correlacdo positiva entre estes parametros (r= -
0,50, Figura 12E). Nao observamos diferencas nos biomarcadores de estresse

oxidativo entre os RNs nascidos de parto vaginal e parto cesareo.
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Figura 12: Correlacao entre os niveis de TBARS e o Apgar de 1’ (12A) e 5’ (12B) dos recém-

nascidos. Correlagao entre os niveis de AOPP e o Apgar de 1’ (12C) e 5’ (12D) dos recém-

nascidos. Correlagéo entre os niveis de AOPP e TBARS nos recém-nascidos (12E).
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5.3 Risco Relativo

Com relacdo a analise de risco relativo, observamos que gestantes com
niveis de AOPP superiores a 0,53 umol/mg de proteina apresentam risco 3,9 vezes
maior de terem filhos por parto via cesarea do que por via vaginal (p<0,05). De maneira
complementar, gestantes com niveis de TBARS maiores que 0,024 umol MDA/mg de
proteina apresentam risco 5,6 vezes maior de terem parto cesérea (p<0,05). Quando
avaliamos o risco relativo de biomarcadores de estresse oxidativo nas gestantes
influenciarem o Apgar 1’ dos recém-nascidos, verificamos que gestantes com niveis
elevados de TBARS e AOPP apresentam risco 1,8 e 1,5 vezes maior (p<0,05),
respectivamente, de que seus bebés apresentem Apgar 1" menor que 7. Por fim,
avaliamos se o numero de células T reguladoras na gestante afetam o valor do Apgar
1’ e vimos que quanto maiores os valores dessas células no sangue das gestantes,
maior os riscos de que seus recém-nascidos apresentem Apgar 1" menor que 7 (RR:
2,8, p<0,05).
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6. DISCUSSAO

As mudancas que ocorrem na gestante durante o periodo gravidico a fim
de se manter uma gestacdo viavel até o nascimento ainda sédo alvo constante de
estudos. Caracterizamos alguns fatores que influenciam na viabilidade fetal e
desfechos gestacionais. Foi possivel identificar com nossos resultados que a idade
materna influencia a via de parto, sendo a idade avancada mais predisposta ao parto
ceséreo. As alteragcbes dos biomarcadores de estresse oxidativo se mostrou evidente
guando relacionado a comorbidades na gestacao, incluindo sobrepeso, DMG, HAS e
DHEG. A geracao de ROS durante periodo gestacional, pode refletir também no parto
e no RN, identificamos que as alteracdes de AOPP maternas influenciaram no Apgar
de 1’ e 5" minuto de vida do RN, sendo proporcionalmente inverso, quanto maior valor
de AOPP menor o valor do apgar. Notavelmente verificamos uma alteracdo de T
reguladoras FoxP3* nas gestantes com HAS e DHEG, caracterizando um aumento
percentual destas células nesse grupo. A influéncia das condi¢cdes maternas também
foi observada quando comparamos as células T reguladoras FoxP3* e a AOPP da
prole cuja a mae apresentou complicagbes na gestagcdo ou no parto. Quando
avaliamos o risco relativo de biomarcadores de estresse oxidativo nas gestantes
influenciarem o Apgar 1’ dos recém-nascidos, verificamos que gestantes com niveis
elevados de TBARS e AOPP apresentam risco 1,8 e 1,5 vezes maior (p<0,05),
respectivamente, de que seus bebés apresentem Apgar 1° menor que 7. Cabe
ressaltar que constatamos aumento de estresse oxidativo nos RN com necessidade
de internacdo na UTI, mesmo fato notado ao comparar esse biomarcador com 0s
valores de Apgar 1’ e 5'.

Realizamos comparacdo da via de parto realizada e as caracteristicas
maternas, identificamos que existem fatores que influenciam ou sao influenciados
pelas vias distintas de parto realizado. Evidenciamos em nosso estudo que a média
da idade materna foi maior em relacdo ao parto cesarea. Resultados semelhantes
foram relatados em estudos que avaliaram os desfechos obstétricos em gestacdes de
mulheres com idade avancada, onde foi possivel observar associacdo de idade
materna avancada ao parto ceséreo (Chan, B.C. e Lao, T.T. 2008; Odame Anto et al.,
2018). Odome Anto et al., (2018) também relataram desequilibrio ocasionado pela

idade materna avancada nos biomarcadores diretos de estresse oxidativo analisados
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em seu estudo, evidenciamos através da analise de risco relativo que as gestantes
com niveis de AOPP superiores a 0,53 pumol/mg de proteina apresentam risco 3,9
vezes maior de terem filhos por parto via cesarea do que por via vaginal (p<0,05). Ao
analisarmos o tipo de parto e a geracdo de ROS, nossos resultados mostraram
aumento de AOPP para o parto cesareo, resultados semelhantes foram encontrados
por Mutlu et al. (2011) e Noh et al. (2014) ao comparar via de parto e estresse
oxidativo, porem em ambos estudos foi verificado alteragdo de TBARS, esse
biomarcador ndo apresentou diferenca significativa em nossa analise de via de parto,
mas verificamos que as gestantes que apresentaram TBARS maiores que 0,024 pumol
MDA/mg de proteina apresentam risco 5,6 vezes maior de terem parto cesarea
(p<0,05). Os dados relatados no estudo de Vakilian et al. (2009), conflitam com os
nossos resultados e com os demais, pois menciona a alteracado de biomarcador de
estresse oxidativo em parto vaginal. Ainda sobre a analise de tipo de parto e influéncia
nas células T, foi possivel verificar que o parto cesareo apresentou aumento de células
T CD 4, o que néo foi verificado com as demais T reguladoras FoxP3* e CD3, diferente
do que foi observado por Santner-Nanan et al. (2009) ao testar se o tipo de parto
poderia explicar diferenca no nimero de células T CD4 que expressam IL17, e
verificaram que o efeito de tipo de parto nao foi significativo.

E sabido que fatores intrinsecos e extrinsecos estdo presentes nas
respostas ao estresse oxidativo e que a geracdo de radicais livres pode ser
influenciada diretamente pela alimentacdo (Mentese et al., 2018; Al-Gubory, Fowler,
Garrel, 2010; Luoet al., 2006). Desta forma, as questdes nutricionais compreendem
uma interface importante, nesse contexto, identificamos em nosso estudo que todas
as gestantes sobrepeso (IMC >24,9), apresentavam valores de AOPP elevados, o que
nos permite sugerir que nossos achados correspondem as evidencias relatadas. O
estresse oxidativo esta presente nos processos reprodutivos femininos e pode agravar
a Restricdo de Crescimento Intrauterino (CIUR) e endometriose (Hussain et al., 2021),
verificamos que as 2 pacientes que apresentaram tais condi¢des obtiveram os valores
de AOPP alterados, contribuindo para afirmacdo encontrada no estudo citado. Ao
realizarmos associacao das complicacdes na gestacdo e AOPP, nossos resultados
mostraram-se similares as analises encontradas por Turpin et al., (2015), confirmando
gue o equilibrio entre os fatores pro-oxidantes e antioxidantes estao alterados durante
este periodo gerando altos niveis de ROS (Mentese, et al., 2018).0Outro interessante
achado é o impacto da alteragdo de pressdo durante a gestacdo, seja por HAS, ou

DHEG, fica evidente que esta comorbidade esta intimamente ligada a geracao de
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estresse oxidativo, uma vez que os valores de TBARS e AOPP se apresentaram
aumentados em todas as gestantes hipertensas, o que nao foi verificado nas
gestantes normotensas. As evidéncias remontam também uma relagdo importante
entre os radicais livres aumentados neste periodo, devido necessidade placentéaria e
a adequacdo dos antioxidantes, reafirmando que o equilibrio dos componentes
oxidantes e antioxidantes sdo indispenséaveis para uma gestacédo saudavel (Peuchant
et al., 2004; Mundal et al., 2022).

A fim de reafirmar a importancia da analise do estresse oxidativo na
gestacao, torna-se primordial identificar o impacto deste no feto (Perrone et al., 2016).
Foi evidenciado em nosso estudo, atraves da associacdo de biomarcadores indiretos
maternos e os RNs, uma influéncia significativa quando correlacionamos AOPP
materno e o Apgar 1’ e 5’, quanto maior o valor de AOPP materno menor o apgar.
Além desse dado, verificamos que gestantes com niveis elevados de TBARS e AOPP
apresentam risco 1,8 e 1,5 vezes maior (p<0,05), respectivamente, de que seus bebés
apresentem Apgar 1’ menor que 7.

As descobertas sobre a regulacdo imunoldgica no periodo gestacional
demonstram evolucdes frequentes e estdo concentradas nas primicias da resposta
imunologica materna especifica, frente a exposicdo a um antigeno fetal (Huang et al.,
2021; Shahet al.,2020). Caracterizado pela implantacdo do embrido, periodo crucial
para desenvolvimento fetal e adaptagdo materna ao novo concepto (Tilburgs et al.,
2009; Powell et al., 2017). Encontramos em nossos resultados uma influéncia na
porcentagem de células T reguladoras FoxP3* maternas quando estas apresentam
hipertensdo, estando elevadas nas pacientes do nosso estudo, este resultado é
oposto ao encontrado por Sasaki et al., (2007) ao analisarem amostras de sangue
periférico de gestantes sem alteracdo de pressao arterial, gestantes com pré-
eclampsia e ndo gestantes, onde os valores de T reguladoras das pacientes com pré-
eclampsia apresentavam-se diminuidos quando comparado aos outros dois grupos.

Outro resultado materno significativo, foi a correlagdo entre AOPP vs risco
de dishiose (p= 0,0118 e r= - 0,95) e AOPP vs probiético (p=0,0308). A anélise da
microbiota intestinal e interferéncia desta para salde materna e neonatal é alvo de
crescentes estudos (Russell et al.,2013; Collado et al., 2016; Chu et al. 2017). A
procura por tratamentos que colaborem para desenvolvimento de uma microbiota
saudavel tem despertado um interesse crescente em relagdo ao uso de probiodticos
para este fim (de Oliveria et al., 2013; Friques et al., 2015; Prado et al., 2015; Ton et
al.,2020), porem diferente dos resultados apontados nesses estudos, identificamos
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que a utilizacdo do probidtico aumentou os valores de AOPP apdés sua utilizacéo, este
dado pode ter sofrido influéncia da coleta de amostra pds probiético ter ocorrido
proximo ao parto, sendo necessarios mais estudos para afirmacdo desta questéo.
Entretanto os resultados identificados neste estudo revelam uma relacdo do estresse
oxidativo com alteracdo da microbiota intestinal.

As consequéncias para o feto, como reflexo da gestacdo, foram
evidenciadas por Loewendorf et al., (2015) ao relatar a ocorréncia de diminuigdo nos
valores de células T reguladoras e T CD4 de recém-nascidos de méaes com preé-
eclampsia, os recém-nascidos de maes hipertensas do nosso estudo nao
demonstraram tais alteragbes, porém quando analisamos a associacdo de
complicagbes vivenciadas na gestagcdo ou parto, encontramos uma resposta imune
compativel com o estudo acima mencionado. Sinalizando influéncia na resposta
imunologica do recém-nascido frente a exposicdo durante periodo gestacional.
Podemos observar através da andlise de risco relativo que quanto maiores os valores
de células T reguladoras no sangue das gestantes, maior 0s riscos de que seus
recém-nascidos apresentem Apgar 1" menor que 7 (RR: 2,8, p<0,05). Porém, poucas
analises até o momento foram realizadas sobre o alcance das complicacdes ou
doencas maternas na gestacao, na resposta imune do recém-nascido.

Identificamos também, que as complicagbes maternas durante a gestacao
ou parto, resultaram em aumento de estresse oxidativo na prole, essa repercussao
sistémica, evidencia uma relacdo importante entre a influéncia materna sobre ela.
Quanto as analises dos dados dos recém-nascidos, observamos alteracdes de AOPP
e TBARS em RN com necessidade de internacdo em UTIN e com valores de apgar
alterados no 1’ e 5’. Esses dados sdo compativeis com estudos realizados nessa
mesma tematica por Buonocore et al., (2000), Buonocore et al., (2002), Perrone et al.,
(2016) e Negro et al., (2018), onde evidenciaram que a AOPP estd aumentada no
sangue de corddo umbilical de recém-nascidos com hip6xia e/ou complicacdes
maternas na gestacdo ou parto. Diferente do observado nas gestantes, nao
evidenciamos nos biomarcadores dos RNs significancia em relacéo a andlise de tipo
de parto e estresse oxidativo, relagéo inversa foi relatada por Hracsko et al., (2007),
Mutlu (2011) e Noh (2014), onde os resultados apontam estresse oxidativo aumentado

em recém-nascidos de parto cesareo.
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo, nos apresentam alguns fatores
de risco vivenciados na gestacdo que podem influenciar em seus desfechos. Foi
possivel identificar que a idade, obesidade, diabetes mellitus, hipertensdo e
complicagbes vivenciadas na gestacado podem refletir no estresse oxidativo materno
e fetal. A utilizacdo clinica de biomarcadores, como 0s que empregamos neste estudo
pode ser um facilitador na tomada de decisdo e condutas a serem adotadas.
Intervencdes precoces podem garantir melhor qualidade de vida dos recém-nascidos,
prevenindo complicagBes futuras. As investigacdes aqui iniciadas nos remetem a
importantes medidas de controle para melhor conducédo de uma gestacao saudavel e
com medidas efetivas. Estudos adicionais com analise imunoldgica associadas a
analises de citocinas em gestantes, podera adicionar maiores esclarecimentos quanto
as alteracfGes das células T reguladoras. Assim como a investigacdo em gestantes
com resultado desfavoravel, como aborto espontaneo e oObito fetal, somando a este

estudo uma analise completa sobre todos os desfechos gestacionais.
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