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RESUMO

Introdugédo: A gravidez prolongada aumenta a morbi-mortalidade materna e fetal.
Na tentativa de diminuir estas complicagbes, este estudo objetivou um melhor
entendimento de sua fisiopatologia, observando as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e sua relagdo com as gestacgdes que alcangaram 41 semanas ou mais.
Objetivo: Comparar os marcadores de estresse oxidativo entre mulheres com
gestacdo a termo e gestacdo prolongada que tiveram seu parto por cesariana
eletiva.

Materiais e Métodos: Este estudo avaliou 19 mulheres no termo da gestacao (idade
gestational £ 39 semanas) e 18 mulheres com gestacdo prolongada (idade
gestacional 3 41 semanas); ambos 0s grupos tiveram o parto por cesariana eletiva.
Para comparar os marcadores de estresse oxidativo entre estes dois grupos foram
medidas as espécies reativas do acido tiobarbiturico e carbonilagdo de proteinas em
liqguido amnidtico, placenta e plasma de corddo umbilical e também foram dosadas
as concentracfes de nitrito em liquido amniotico e plasma de corddo umbilical.
Resultados: Os niveis de carbonilagdo proteica mostraram-se significativamente
menores em placenta e plasma de veia umbilical de mulheres que se submeteram a
cesérea eletiva. Ao contrario, estes niveis foram mais elevados em liquido amniético.
De maneira peculiar, os niveis de nitrito mostraram-se significativamente reduzidos
em liquido amniético e também em artéria e veia umbilicais no grupo das gestacdes
prolongadas.

Conclusdes: Os resultados deste estudo indicaram que a cesariana eletiva nas
gestacdes prolongadas expde o feto a um menor estresse oxidativo materno
placentario, observado pela medida da carbonilacdo proteica em placenta e veia
umbilical e do 6xido nitrico na veia umbilical. Além disso, o parto pds-termo poderia
estar associado com uma reducdo significante da producdo de 6xido nitrico nos

compartimentos materno e fetal.

Palavras-chave: Gestacdo prolongada; Cesariana eletiva; Peroxidacao lipidica;

Carbonilacéo proteica; Oxido nitrico.



Abstract

Introduction: The postterm pregnancy increases morbi-mortality in mothers and
fetus. In the attempt to diminish these complications, this study objectified a better
agreement of its fisiophatology, observing the reactive species of oxygen and
nitrogen and its relation with the pregnancies that went beyond 41 weeks.

Objective: To compare the oxidative stress biomarkers between groups of pregnant
women with fullterm and postterm elective cesarean delivery.

Design and methods: This study included 19 women who went elective cesarean at
term (gestational age £ 39 weeks) and 18 who went elective cesarean beyond term
(gestational age 3 41 weeks). In order to compare the oxidative stress biomarkers
between these groups, we measured the thiobarbituric acid-reactive species and
protein carbonyls in amniotic fluid, placenta and umbilical cord plasma, and also
nitrite concentrations in amniotic fluid and plasma from umbilical cord.

Results: The protein carbonyls levels were significantly decreased in placenta and
plasma from umbilical vein of women who had postterm cesarean delivery. On
contrary, these levels were found significantly increased in fluid amniotic.
Interestingly, nitrite levels were significantly reduced in amniotic fluid and also in
umbilical artery and umbilical vein cord of postterm compared to fullterm elective
cesarean group. No differences in lipid peroxidation were achieved in mother or child
compartment between the groups of fullterm and postterm elective cesarean delivery.
Conclusions: Our results indicate that postterm cesarean delivery exposes the fetus
to a lower maternal oxidative stress than fullterm cesarean delivery. Moreover, the
postterm partiturition could be associated with a significant reduction in nitric oxide

production in both fetal and maternal compartments.

Keywords: Oxidative Stress; Postterm Caesarean Section; Lipid Peroxidation;

Protein Carbonyls; Nitric oxide
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1 INTRODUCAO

1.1 Gestacao Prolongada

Tradicionalmente gravidez prolongada tem sido definida como aquela que
ultrapassa 42 semanas ou 294 dias calculados a partir do primeiro dia da ultima
menstruagdo (DUM) (WHO, 1977; FIGO, 1980). No entanto, contemporaneamente
alguns autores tém conceituado a gestacdo prolongada como aquela cuja idade
gestacional encontra-se entre 40 e 42 semanas (Ministério da Saude, 2000). As
expressfes gestacdo prolongada, pds-data e pds-termo sdo muitas vezes usadas
como sinbénimos; contudo, ndo devem ser confundidas com a gestacédo pds-madura,
que se refere as alteracdes encontradas nos recém-nascidos decorrentes do parto
pés-termo (FIGO, 1980). Problemas semanticos contribuem para a confusdo na
compreensdao da simples constatacao cronoldgica da gravidez. Este trabalho utilizou
a idade gestacional de 41 semanas ou mais como gestacdo prolongada,
considerando o fato de que os riscos perinatais aumentam a partir deste periodo
(Crowlei, 2000; Sanchez-Ramos et al., 2003). Embora a etiologia da gestacao
prolongada ndo esteja completamente entendida, identificam-se algumas condicfes
clinicas associadas as gestacdes que se prolongam por mais de 42 semanas, cCOmo
a anencefalia, as trissomias do 16 e do 18, a hipoplasia adrenal fetal, a auséncia de
pituitaria fetal, a deficiéncia da sulfatase placentéaria e a gestacéo extra-uterina. Fator
comum nas gestacfes prolongadas é a diminuicdo do alto nivel de estrogénio,
caracteristica habitual da gestacdo normal (Cunninghan et al., 2001). Estudos
recentes sustentam que a reducédo da liberacdo do 6xido nitrico (NO) pela cérvice

pode contribuir para prolongar a gestacao (Vaisanen-Tommiska et al., 2004).



Aproximadamente 5 a 10% de todas as gestacdes continuam além das 42
semanas de gestacdo (Olesen et al., 2003; Sanchez et al., 2003). Nos centros onde
as mulheres procuram assisténcia pré-natal no primeiro trimestre e/ou onde é feita a
datacdo precoce na primeira metade da gravidez, a incidéncia da gestagao
prolongada € menor do que 5% (Sabaratinam., 1994).

A capacidade da placenta em manter o suporte de nutrientes adequado
ao desenvolvimento fetal apdés o periodo esperado para o término da gestacao foi
qguestionada ja no ano de 1902 (Ballantyne., 1902). Até a metade do século XX a
gravidez prolongada ndo era considerada um problema, exceto porque estava
associada a fetos macrossdémicos com consequente dificuldade ao nascimento. A
inducéo do parto sé era indicada para evitar o crescimento exagerado do feto e sua
distécia durante o parto. A possibilidade do aumento da mortalidade perinatal em
gestacdo apos 42 semanas era considerada insuficiente para indicar intervencao. A
inducéo, principalmente com colo desfavoravel, era considerada um erro grave. Na
década de 50 foi reconhecido que alguns fetos nascidos pos-termo exibiam
alteracdes que aumentavam de forma significativa a morbidade e a mortalidade.
Apbés 1970 passou-se a preconizar intervencdes ou monitoracdo da vitalidade fetal,
na tentativa de minorar este problema. (Sa et al., 2000).

Varios autores observaram que em gestacdes pos-termo ocorre aumento
de complicagbes maternas, como 0 aumento nas taxas de cesariana, associadas a
um maior risco de morbidade e mortalidade fetal (Hannah et al.,1992; Olesen et al.,
2003). Pesquisa realizada em Dublin, comparando 56.503 gestacfes com parto
entre 37 e 42 semanas e 6.301 gestacGes com parto apés 42 semanas relatou
quatro vezes mais mortes intrauterinas, trés vezes mais mortes neonatais e dez

vezes mais convulsdes neonatais precoces nas gestacdes pés-data (Grant, 1994).



Estudo transversal utilizando dados registrados em um periodo de 15 anos na
Dinamarca e envolvendo 77.956 gestacdes pos-termo e 34.140 gestacfes a termo
demonstrou um risco perinatal e complicacbes maternas maiores nas gestacdes
prolongadas, quando comparadas com partos de gestacao a termo (OR ajustado de
1,2 a 3,1), assim como risco de morte perinatal (OR de 1,05 a 1,68) (Olesen et al.,
2003).

Em torno de 3% de todos os fetos com mais de 42 semanas continuam a
crescer e podem exceder a 4.500 g ao nascimento (Cunninghan et al., 2001). A
macrossomia fetal aumenta o risco para distocia de ombro, lesdes de plexo braquial
e 0 risco para a mae de laceracdo do canal de parto, assim como eleva a taxa de
ceséarea. O principal risco, porém, é a compressao do corddo umbilical associada
com oligodranmino. O pico de tamanho e superficie placentaria ocorre na 372
semana, reduzindo-se posteriormente sua superficie e fungdo; como o feto continua
crescendo, ha diminui¢cdo do indice feto/placenta, levando a uma reducdo na taxa de
crescimento da placenta, com perda de gordura e glicogénio. Assim, depois do
nascimento o neonato estd sujeito a maior instabilidade térmica, hipoglicemia,
policitemia e acidose (Freitas, 2006).

A tentativa de diminuir estes riscos motivou a realizacao de varios estudos
randomizados (Hanaah et al., 1992; Nacional Institute of Child Health and Human
Development, 1994) para a escolha do melhor manejo nessas situagdes. Estudos de
metanalise que compararam inducdo do parto em gestacdes que excederam 41
semanas com casos de seguimento de gestacdo, avaliando o bem-estar fetal duas
vezes por semana até o nascimento, demonstraram que a indugdo do trabalho de
parto com 41 semanas de gestacdo parece reduzir a mortalidade perinatal. No

entanto, 0s autores sugerem que tanto a gestante quanto o obstetra que optarem
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pelo manejo conservador apds este periodo devem estar cientes da falta de
evidéncias que apoiem a efetividade de qualquer método de avaliagédo da vitalidade

fetal (Crowlei, 2000; Sanchez-Ramos et al., 2003).

1.2 Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio — radicais livres

Pouco se sabe sobre a influéncia das espécies reativas de oxigénio na
gestacao prolongada. Ha evidéncias de que as EROs tenham um papel fundamental
em condigcbes obstétricas tais como aborto, pré-eclampsia, mola hidatiforme,
malformacOes fetais, trabalho de parto prematuro e diabetes gestacional, que sao
importantes causas de elevada morbidade e mortalidade tanto materno quanto fetal
(Agarwal et al., 2005).

As espécies reativas derivadas de oxigénio, juntamente com as espécies
reativas derivadas de nitrogénio, formam os dois tipos principais de radicais livres.
Radicais livres sdo espécies instaveis e altamente reativas que se tornam estéveis
adquirindo elétrons de acidos nucleicos, lipideos, proteinas, carboidratos ou alguma
molécula proxima, causando uma cascata de reagfes em cadeia e resultando em
dano celular (Attaran et al.,, 2000; Pierce et al., 2004). Os trés principais
representantes das espécies reativas de oxigénio sdo o anion superéxido (O2), o
peroxido de hidrogénio (H20) e o radical hidroxila (OHe). O O, é formado quando
elétrons extravasam da cadeia transportadora de elétrons (Halliwell et al., 1992). A
dismutacéo do superoxido resulta na formagédo do H,O,. O OHe é altamente reativo
e pode modificar purinas e pirimidinas causando dano ao DNA (Mello Filho et al.,
1984). Descoberto na década de 80 (Furchgott & Zawadzki, 1980), o NO é o
principal representante das espécies reativas de nitrogénio, atualmente reconhecido

como molécula ubiqua, exercendo uma gama de ac¢des cruciais no organismo (Jane
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et al., 1996). E sintetizado por um grupo de enzimas conhecidas como 6xido nitrico
sintases (NOs),classificadas em NOs endotelial (eNOs), NOs induzivel (iNOs) e
NOs neuronal (NNOs). A producédo do NO se da através da reagdo entre a L-argina e
0 oxigénio molecular, gerando como coproduto a citrulina (Diejomaoh et al., 2003).
Todas estas isoformas da NO sintase foram encontradas no trato reprodutor
feminino, sugerindo que o NO pode estar envolvido nas atividades fisiolgicas da
reproducdo (Diejomaoh et al., 2003) tendo como principais fungbes no Utero
humano as acbGes de antiagregacdo plaquetaria na circulagdo materno-fetal,
regulacdo do fluxo placentario e supressdo das contracbes miometriais (Jane et
al.,1996).

O estresse oxidativo influencia a vida da mulher desde a fase reprodutiva até
a menopausa (Agarwal et al., 2005). Pode ser definido como um desequilibrio entre
a quantidade de espécies reativas e a concentracdo de antioxidantes intra e
extracelulares. Suas concentracfes e estados sdo determinados pela taxa de
producéo e remocao por varios antioxidantes (Schafer & Buettner, 2001). No homem
sdo encontrados dois tipos principais de antioxidantes: enzimaticos e néo
enzimaticos (Van et al.,, 2002; Pierce et al., 2004). Os enzimaticos, também
conhecidos como antioxidantes naturais, neutralizam o excesso de radicais livres e
previnem que 0os mesmos causem dano a estruturas celulares. Os antioxidantes
enzimaticos sdo compostos por superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), os quais também causam a reducdo do perdxido de
hidrogénio em &gua e &lcool. Antioxidantes ndo enziméticos sdo também conhecidos
como antioxidantes sintéticos ou suplementados na dieta. O complexo sistema

antioxidante do corpo € influenciado pela ingestdo de vitaminas e minerais
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antioxidantes da dieta, tais como Vit C, Vit E, Zn, Se, taurina, hipotaurina, beta

caroteno e caroteno (Van et al., 2002; Pierce et al., 2004).

1.3 Gravidez e estresse oxidativo

Como a gravidez é um estado fisiolégico associado com a alta demanda
energética e o aumento da necessidade de oxigénio, espera-se um aumento nos
niveis de estresse oxidativo neste periodo (Patil, 2007). Numerosos estudos (Little &
Gladen, 1999; Mocatta et al., 2004; Agarwal et al., 2005) tém avaliado se a gravidez
por si aumentaria os niveis de estresse oxidativo.

Comparando dados publicados na literatura em relacéo a peroxidagéo lipidica
em diversas estruturas, os autores Little & Gladen (1999) observaram que as
mulheres gravidas apresentaram niveis de peroxidacao lipidica mais elevados em
relacdo aqueles determinados para o grupo de ndo gestantes; este aumento iniciou
no primeiro trimestre, atingindo seu pico no segundo trimestre e decrescendo no
ultimo trimestre. Em consonancia com o estudo anterior, marcadores de peroxidagéo
lipidica, como o hidroxiperoxido lipideo e o malondialdeido (MDA), dosados no
plasma de mulheres gravidas, foram mais altos do que nas néo gravidas (Morris et
al., 1998; Mihailovi¢ , 2000).

Além disso, foi demonstrado que os niveis plasmaticos de MDA aumentam
com a progressdo da gravidez normal (Wickens, 1981). Ishihara e colaboradores
(1978), estudando os niveis de peroxidacao lipidica em ndo gestantes e gestantes,
observaram um notavel aumento dos niveis de lipoperéxidos no 2° e 3° trimestres da
gravidez. Resultados similares também foram descritos por Kodliwadmath e

colaboradores (1992). Recentemente, verificou-se que no decorrer da gestagdo
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ocorre um aumento gradual de MDA plasmatico das gestantes, sendo menor no 1° e
maior no 3° trimestre. (Patil et al., 2007).

Com relacdo ao NO, altos niveis de seus metabdlitos no fluido cervical
foram evidenciados em estudos comparativos entre gestacdes tardias e gestacoes
precoces (Maul et al., 2003; Vaisanen-Tommiska et al., 2003). Quanto a defesa
antioxidante, representada pela SOD, GPx, e CAT, demonstrou-se haver uma
diminuic&o no ultimo trimestre da gestacao (Patil et al., 2007).

Embora a relagcdo do estresse oxidativo com o parto e a via de parto tenha
sido alvo de diversos estudos (Yaacobi et al., 1999; Georgeson et al., 2002; Inanc et
al., 2005; Fogel et al, 2005), o exato papel do estresse oxidativo no
desencadeamento do trabalho de parto ainda é desconhecido (Agarwal et al., 2005;
Buonocore et al., 2006), assim como ainda ha controvérsias na discussdo a respeito
de o parto vaginal ndo complicado expor o feto a condicbes de estresse oxidativo
(Raijmakers et al., 2003; Buhimschi et al., 2003).

Estudos tem evidenciado que o trabalho de parto induz um aumento da
peroxidacdo lipidica. Em um estudo de caso-controle realizado por Fainaru et al.
(2002), os niveis séricos de H,O, foram mais altos nas pacientes que estavam em
trabalho de parto, quando comparados aos niveis apresentados pelos controles, que
ndo estavam em trabalho de parto. Amostras de plasma do corddo umbilical que
foram obtidas de mulheres que tiveram seus bebés por parto vaginal ndo complicado
mostraram uma taxa de peroxidacdo lipidica maior do que aquelas obtidas de
mulheres que deram a luz por cesariana eletiva (Rogers et al., 1998). Resultados

similares foram obtidos por Mocata et al. (2004) e Inanc et al. (2005).
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Apesar de os varios autores acima citados demonstrarem que o parto vaginal
induz um estresse oxidativo superior aquele verificado na cesariana eletiva, alguns
outros estudos encontraram resultados discordantes, principalmente quando
avaliaram os niveis de peroxidacdo lipidica do sangue do corddo umbilical. Os
autores deste Ultimo grupo sugerem que o parto por cesarea nao oferece vantagem
sobre o parto vaginal no que se refere ao estresse oxidativo (Foggel, 2005;
Hiromichi, 2007; Hracsko et al., 2007). Quando comparado estresse oxidativo entre
sangue de artéria e veia umbilical notou-se que o trabalho de parto espontaneo,
independentemente da via de parto, apresentava niveis do acido tiobarbitirico
(TBARS) mais elevados na artéria umbilical que na veia umbilical (Yaacobi et al.,
1999). Estes resultados suportam o entendimento de que as EROs atuariam no
desencadeamento do trabalho de parto, possivelmente através de seus efeitos sobre
0 metabolismo das prostaglandinas, ou alternativamente funcionariam como um
marcador de estresse oxidativo fetal, secundario ao processo de trabalho de parto
(Yaacobl et al., 1999). Resultado similar foi encontrado ao verificar-se que lipideos
de soro da artéria umbilical foram mais susceptiveis a peroxidacdo do que lipideos
da veia umbilical (Fogel et al., 2005).

Dosando niveis de F2-isoprostano, que € um marcador bioquimico que
identifica leséo oxidativa proveniente da peroxidag¢éo do acido araquiddnico (Morrow
et al., 1990), Buonocore et al. (2006) observaram que nenhum aumento nos niveis
de F2-isoprostano foi encontrado no plasma de mées durante o parto ou a gravidez
e que além disso, nenhuma correlacao foi encontrada entre F2-isprostano do plasma
materno com o dos recém-nascidos Por outro lado, Comporti et al. (2004)
encontraram F2-isoprostanos significativamente elevados no plasma de neonatos

guando comparados aos adultos.
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Quando estudado o sistema antioxidante, foi observado que a atividade
das enzimas SOD e CAT mostrou-se significativamente maior no plasma do cordao
umbilical obtido de gestantes que se submeteram a cesariana eletiva do que no
plasma obtido do corddo umbilical de mulheres que tiveram parto vaginal (Inanc et
al., 2005). Também foi observado por Buhimschi et al. (2003) que o trabalho de
parto aumenta a glutationa em hemaceas de fetos a termo, sugerindo que o trabalho
de parto por si tem um papel importante na protecdo dos fetos contra danos
oxidativos nos momentos iniciais da vida extra uterina. Esta protecdo adicional é
perdida com nascimentos por cesarea eletiva. Neonatos pré-termos néo respondem
ao trabalho de parto com um aumento da glutationa como encontrado nos neonatos
a termo.

As consequéncias do estresse oxidativo na estrutura fetal envolvem a
ativacdo de um numero complexo de genes envolvidos na inflamacao, coagulacéo,
fibrindlise, ciclo e sinalizacdo celular (Wagenaar et al., 2004). E atualmente
reconhecido que EROs séo importantes desde a fertilizacdo e desenvolvimento dos
embrides (Dennery, 2004), até a geracao de algumas doencas com reflexo no
periodo neonatal, como displasia broncopulmonar, retinopatia da prematuridade,
persisténcia do ducto arterioso, hemorragia intracraniana, sepse e encefalopatia
hipoxico-isquémica (Drury et al.,1998; Sullivan, 1988, Cancelier, 2009). Em
moderada quantidade e com boa capacidade de antioxidantes, os radicais livres,
gue sao continuamente gerados dentro do organismo, Sao essenciais para o
metabolismo das células aerdbicas e crescimento fetal, mas sao toxicos quando
produzidos em excesso, resultando no ataque de todas as classes de
macromoléculas biolégicas, polissacarideos, acidos nucléicos, lipideos e proteinas

(Halliwell, 1994).
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Recentes estudos sugerem que um delicado balan¢o redox deve existir
para que haja um adequado crescimento e desenvolvimento (Dennery, 2004). Foi
demonstrado estresse oxidativo em gestagcbes com retardo de crescimento
intrauterino; crescimento fetal restrito € freqlentemente complicado pela hipdxia
intrauterina acompanhada do mau fluxo sanguineo para o feto (Thaete et al., 2004).
Restricdes cronicas no fluxo sanguineo uterino alavancam respostas adaptativas a
hipdxia tanto pela placenta, quanto pelo feto. A hipdxia intrauterina pode induzir a
geragdo de radicais livres e estresse oxidativo fetal. Assim foi sugerida a
concentracdo de isoprostano no liquido amniético como um fiel marcador de
crescimento fetal retardado devido ao estresse oxidativo (Longini et al., 2005).
Também foi demonstrada uma correlagcéo inversa entre idade gestacional e niveis
plasmaticos de isoprostano, ao observar-se que F2-isoprostanos eram
significativamente mais altos em recém-nascidos pré-termos do que em recém-
nascidos a termo (Comporti et al., 2004). Utizando-se o 8-isoprostano como
marcador de estresse oxidativo, tentou-se verificar a fonte de EROs em partos
prematuros. Os niveis deste marcador no soro da artéria umbilical foram menores do
gue no soro proveniente da veia umbilical; assim, concluiu-se que o feto prematuro
metaboliza esses radicais mais do que produz, ou seja, a maior fonte das EROs néo
seria de mas estaria relacionada a dano oxidativo em tecidos materno- placentarios
(Barry et al., 2006).

A placenta tem sido identificada como uma importante fonte de peroxido
lipideos devido ao seu alto contetdo de &cidos graxos poliinsaturados (Mutlu, 1998;
Klingler, 2003). A placenta também é fonte de enzimas antioxidantes, incluindo
SOD, CAT, GPx, glutationa, vit C e vit E, que controlam a peroxidacdo lipidica

durante as gestacdes ndo complicadas e sao suficientes para o controle da
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lipoperoxidacdo em gestacbes ndo complicadas. (Gitto, 2002; Mueller, 2005). O
anion superéxido é sabidamente gerado na placenta e tem um importante papel na
peroxidacao lipidica NADPH-dependente (Kulkarni et al., 1987; Klimek et al.,1990).
Foi demonstrado que a secrecdo do isoprostano pela placenta é oito vezes maior no
sitio materno da placenta do que no sitio fetal in vitro. Porém, sabe-se que na
auséncia de inervacdo autbnoma o fluxo sanguineo nos vasos da parte fetal da
placenta pode ser controlado pelo gradiente pressorico fetal, pelos fatores humorais
ou pelos agentes autécrinos e/ou paracrinos produzidos no préprio sistema vascular
fetal (Myatt, 1998). Muitos estudos tém demonstrado um aumento da peroxidag&o
lipidica em placenta de gestagbes complicadas, como no caso de placentas de
mulheres com pré-eclampsia (Poranem, 1998).

Para que a placenta ndo seja danificada pelo feto existe o liquido amniotico,
gue desempenha, além desta, um grande nimero de fun¢cdes que sao essenciais
para o adequado crescimento e desenvolvimento fetal. Liquido amnidtico é o fluido
gue envolve o feto logo apds poucas semanas de gestacdo. Durante grande parte
da gestacdo o liquido amniético é derivado quase que exclusivamente do feto. Os
rins do feto sdo a maior fonte de liquido que entra no saco amniotico. O débito
urinério na 20% semana é de 5 ml/h (120 ml/dia), chegando a 51 mi/h (1.224 ml/dia)
no termo (Brace, 1997). Foi recentemente constatado um aumento da producgéo de
oxidantes e da atividade dos antioxidantes no liquido amniético de gestantes que
foram submetidas & cesariana por sofrimento fetal (Lurie et al., 2007). A importancia
dos danos induzidos por EROs para o epitélio amniético e o colageno corioamniético
tornaram-se mais claros com também recentes dados demonstrando que o F2-
isoprostano estd significativamente aumentado em gesta¢cbes com ruptura

prematura de membrana em rela¢@o as normais (Longini et al., 2007).
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A maioria dos estudos relacionando estresse oxidativo e complicagdes na
gravidez tém sido focados em parametros maternos; poucos estudos foram
realizados com placenta, feto e/ou sangue do corddo umbilical (Hilmi et al., 2003).
Uma atencédo limitada também tem sido dada as gestacdes prolongadas, sendo que
a grande maioria dos trabalhos relacionados a idade gestacional da preferéncia ao
estudo da prematuridade (Buhimschi et al., 2003; Comporti et al., 2004 ).
Considerando a influéncia dos radicais livres sobre o0s processos obstétricos, e
considerando a tendéncia mundial da interrupcdo das gestacdes prolongadas a
partir da 412 semana (Crowlei, 2000; Sanchez-Ramos et al., 2003), este estudo
buscou avaliar a participacdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de
origem fetal, materna e placentaria nas gestacdes que perduraram por 41 semanas

ou mais.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Comparar paréametros de estresse oxidativo entre gestagdo humana a
termo (< 39 semanas) e prolongada (= 41 semanas) em plasma do corddo umbilical,

liqguido amnidtico e placenta.
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2.2 Objetivos especificos

1. Determinar os niveis de dano oxidativo em proteinas e lipideos em
placenta e plasma obtido da veia umbilical como fonte de contribuicdo materno-
placentaria;

2. Determinar os niveis de dano oxidativo em proteinas e lipideos no
liqguido amnidtico e no plasma obtido de sangue da artéria umbilical como fonte de
contribuicéo fetal;

3. Determinar os niveis de nitrito no liquido amnidtico e no plasma de
artéria umbilical como fonte de contribuigéo fetal;

4. Determinar os niveis de nitrito na veia umbilical como fonte de

contribuicdo materno-placentéria.
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Introduction

Pregnancy represents a complex state in which the mother and the fetus may
contribute to the production of free radicals reducing the antioxidants defense with
production of oxidative stress, which may cause damages to biological
macromolecules such polysaccharides, nucleic acid, proteins and lipids (Halliwell,
1994; Raijmakers et al., 2004). Oxidative stress are implicated in several neonatal
conditions such as retinopathy of prematurity, cerebral palsy, necrotizing
enterocolitis, intracranial hemorrhage and hypoxic ischemic encephalopathy (Drury et
al., 1998; Buhimschi et al., 2003; Saugstad, 2005). Futhermore, it has been also
involved in many problems associated to pregnancy including embryopathy from
diabetes, preterm premature rupture of membranes and preeclampsia (Sakamaki et
al., 1999; Buhimschi et al., 2000; Longini et al., 2007, Bernardi et al., 2008).

Parturition is associated with an influx of inflammatory cells into to uterus and
increased secretion of inflammatory mediators, which might induce an increase in the
production of oxygen and nitrogen-derived oxidants (Fainaru et al., 2002; Young et
al., 2002). Furthermore, free radicals produced by those cells increase the
expression of metalloproteinases in human fetus, which could be associated with
preterm labour and preterm prelabour rupture of the membranes (Buhimschi et al.,
2000). In addition, during vaginal delivery, the oxygenation of mother and child
tissues oscillates during labor which also contributes to free radicals generation
(Stipek et al., 1995).

Newborns are very susceptible to oxidative stress mainly due to increased
production of free radicals at birth, and also because the immaturity and lower activity

of antioxidant defence systems (Buonocore & Perrone, 2006). The association of
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oxidative stress in newborn with the mode of delivery remains controversial. Some
studies have found increased oxidative stress in vaginal delivery compared to
caesarean section (Mehmetoglu et al., 2002; Raijimakers et al.,, 2003). On the
contrary, oxidative stress in foetal circulation has not been found to be dependent on
the mode of delivery (Fogel et al., 2005).

Postterm pregnancy is associated with increased risks to both mother
(cesarean delivery, severe perineal injury, postpartum hemorrhage, labor
abnormalities, shoulder dystocia, and brachial plexus injuries) and fetus (stillbirth,
macrosomia, birth injury, meconium and meconium aspiration syndrome,
oligohydramnios) (Norwitz et al., 2007). The failure of the cervix to ripen on time is
not well understood (Kelly, 2002; Stygar et al., 2002). Normal cervical ripening is
thought to be controlled by a variety of hormonal changes, while abnormal premature
ripening is thought to be associated with infection and inflammatory events (Maul et
al., 2006). Vaisanen-Tommiska and colleagues (2004) have demonstrated that nitric
oxide levels in cervical fluid of women delivering at term were 4.5 times higher than
that in women going beyond term, suggesting that the reduction of cervical nitric
oxide may contribute to prolonged pregnancy. In addition, Sahlin and colleagues
(2008) have proposed that the impaired leukocyte influx, decreased production of IL-
8 and matrix metalloproteinase-9 in postterm women prostaglandins non-responders,
could be one explanation of the failed ripening of the cervix.

Although several studies have investigated the influence of labor and mode of
delivery on oxidative stress, there are not studies comparing the degree of oxidative
stress between fullterm and postterm elective caesarean section. In this study we
evaluated lipid peroxidation and protein carbonilation levels in placenta, amniotic fluid

and plasma from umbilical artery and vein, and also nitrite levels in amniotic fluid and
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plasma from umbilical artery and vein to better understand the contribution of both
mother and child compartments on oxidative stress generated at the end of later

pregnancy.

Material and methods

Population

To this study we invited every woman in the third trimester of their pregnancy
that had addimited to the Ararangua Hospital (HRA) in Ararangud, South of Santa
Catarina, Brazil (n=37), between February and September 2008. The invitation
included a discussion on the informed consent and details about the research, and
voluntary written consent was obtained from the subjects enrolled. The study was
approved by Ethics Committees from the University of Southern Santa Catarina and
from the HRA. The inclusion criteria were pregnant women in good general health,
admitted at term and postterm for an elective cesarean delivery, non-smokers,
without labor, rupture of membranes, intrauterine growth retarded, diabetes mellitus,
preeclampsia, eclampsia, HIV infection and hypertension. This study included 19
women who went elective cesarean at term (gestational age £ 39 weeks; fullterm
delivery) and 18 who went elective cesarean beyond term (gestational age 3 41
weeks; postterm delivery). The gestational age was assessed based on the earliest
ultrasonographic examination (before 22 weeks of pregnancy).

Medical history and obstetrical information was obtained from hospital records

as well interviewing the patients before cesarean delivery. The neonatal
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characteristics recorded were sex, birth weight, gestational age at birth and Apgar

score at 1 and 5 min.

Venous and arterial umbilical blood collection

During the delivery of the infant, the umbilical cord was double clamped close
to the infant and close to the placenta. Immediately after placenta delivery, four mL of
heparinized blood from umbilical arteries (transporting blood from the fetus to the
placenta) and blood from umbilical vein (transporting blood from the placenta to the
fetus) were collected and centrifuged for 10 min at 3000 rpm and plasma were

removed, frozen at liquid nitrogen, and stored at — 80°C until essayed.

Amniotic fluid and Placental tissue preparation

The amniotic fluid was collected by punction of lower uterine segment
immediately before incision and exposure of the uterine cavity, and centrifuged at
1000g for 10 minutes at 4°C to remove cellular and particulate matter. Amniotic fluid
was centrifuged for 10 minutes at 4°C to remove cellular and particulate matter and
then aliquots were stored at - 80°C until biochemical analysis. Placental villous tissue
was collected immediately after delivery from the central region of the placenta and

then immediately snap-frozen in liquid nitrogen and stored at - 80°C until assayed.
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Thiobarbituric acid-reactive species determination

The formation of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) was measured
as an index of lipid peroxidation as previously described (Draper and Hadley, 1990).
Briefly, samples of amniotic fluid and homogenate placental tissue, as well umbilical
artery plasma and umbilical vein plasma obtained from elective cesarean at term and
postterm delivery were mixed with 1 ml of trichloroacetic acid 10% and 1 ml of
thiobarbituric acid 0.67% and then heated in a boiling water bath for 15 min. TBARS
were determined by the absorbance at 535 nm. Results are expressed as

malondialdehyde (MDA) equivalents (nmol/mg of protein).

Protein Carbonyls

The oxidative damage to proteins was assessed in the same samples
described above by the determination of carbonyl groups based on the reaction with
dinitrophenylhydrazine as previously described (Levine et al., 1990). Briefly, proteins
were precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid and redissolved in

dinitrophenylhydrazine and the absorbance read at 370 nm

Protein estimation

Protein was estimated in all samples assayed according to the method of

Lowry et al. (1951). Bovine serum albumin was used as standard.
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Nitrite plus nitrate determination

The stable end products of nitric oxide were measured in amniotic fluid, and
plasma from umbilical cord obtained from elective cesarean at term and postterm
delivery using a colorimetric method based on the reduction of nitrate by vanadium
(1) combined with detection by the acidic Griess reaction (Miranda et al., 2001).
Nitrite levels were determined colorimetrically at 550 nm with a Universal microplate

reader and a sodium nitrite standard curve.

Statistical analysis

Data are reported as means = S.E.M. Differences among experimental groups
were determined by student’s t-test. P-values <0.05 were considered to indicate
statistical significance. All analyses were performed using the Statistical Package for

the Social Science software (SPSS, Chicado, IL).
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Results

There were no significant differences between the groups studied in terms of
birth weight, parity and Apgar score at 1 min and 5 min. All infants in both groups
were appropriate for gestational age. Male to female ratio was 3.75 in the fullterm
cesarean delivery group and 1.0 in the elective postterm cesarean delivery group
(Table 1).

No differences in lipid peroxidation were achieved in mother or child
compartment between fullterm and postterm elective cesarean delivery (Figure 1).
However, in both groups malondialdeyde concentration was higher in amniotic fluid
compared to those values found in placenta, umbilical artery and umbilical vein cord
plasma.

The carbonylated protein was significantly decreased in placenta and plasma
from umbilical vein of women who had postterm cesarean delivery (Figure 2).
Inversely, in fluid amniotic carbonylated proteins were found significantly increased in
postterm compared to fullterm cesarean group (Figure 2). In both groups protein
carbonyls was higher in placenta compared to those values found in amniotic fluid,
umbilical artery and umbilical vein cord plasma. These results suggest that in the
absence of distressed conditions, the maternal contribution to oxidant stress during
postterm cesarean delivery could be minimal.

Interestingly, nitrite levels, a nitric oxide metabolite, were significantly reduced
in amniotic fluid and also in umbilical artery and umbilical vein cord of postterm
elective cesarean group compared to fullterm delivery control group (Figure 3). Thus
suggesting that postterm partiturition could be associated with a significant reduction

in nitric oxide production in both fetal and maternal compartments.
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Discussion

Oxidative stress arises when there is an excessive nitrogen (RNI) or oxygen
reactive species (ROS) generation in the presence of low antioxidant levels. ROS
have both physiological and pathological roles in the female reproductive tract. They
are involved in various physiological reproductive functions such as oocyte
maturation, ovarian steroidogenesis, corpus luteal function and luteolysis. It plays a
role during pregnancy and normal parturition and in initiation of preterm labour,
intrauterine growth retardation, preeclampsia and gestational diabetes mellitus (Myatt
& Cui, 2004).

Pregnancy is a state of high-energy demand and an increased oxygen
requirement, which the oxidative stress arising mainly from the increased metabolic
activity in placenta and the reduced antioxidant buffer capacity. Moreover,
spontaneous vaginal delivery requires strong and coordinated contractions of the
uterus, which in some cases may cause reperfusion-ischaemia events, resulting in
the generation of ROS (Gitto et al., 2002; Myatt & Cui, 2004; Raijmakers et al.,
2004). In excess, free-radicals can attack the polyunsaturated fatty acids of
membrane lipids, causing the disorganization of cell structure and function. Lipid
peroxidation results in generation of malondialdehyde (MDA), which is used as a
biological marker of oxidative stress (Winterbourn et al., 2000). ROS can react
directly or indirectly with the proteins, thus protein carbonylation is widely used
biomarker for oxidative damage to proteins (Dalle-Donne et al., 2006).

In our study comparing the oxidative stress markers between groups of
fullterm and postterm elective cesarean delivery, we found that the Apgar values at 1

and 5 min were similar between the groups of newborns, reflecting a good predictor
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of neonatal outcome between the groups (Casey et al., 2001). We did not observe
significative difference in relation to lipid peroxidation, but we found that in both
groups of deliveries, malondialdeyde concentration was higher in amniotic fluid
compared to those values found to placenta, umbilical artery and umbilical vein
plasma. This difference could be related to diferential ratios of polyunsaturated fatty
acid peroxidation and arachidonic acid metabolism between the tissues. Similar MDA
concentration in maternal and fetal compartments between the groups of fullterm and
postterm cesarean delivery may indicate the absence of pre-existing oxidative status.
In this context, Lurie and colleagues (2007) have demostrated that higher levels of
MDA were found in amniotic fluid (about 3.6 order of magnitude) and in umbilical
artery cord plasma (order of magnitude about 1.7) collected from mothers who had
delivered by emergency cesarean compared with those submitted to elective
cesarean section.

In relation to protein oxidation, we found that the protein carbonyl levels in
maternal and placental tissues were lower in postterm delivery compared with
fullterm cesarean delivery group. However, in fluid amniotic (fetal compartment)
carbonylated proteins were found significantly increased in postterm cesarean group.
This data suggested that in the absence of distressed conditions, the maternal
contribution to protein oxidation could be minimal during postterm cesarean delivery
in contrast to preterm vaginal delivery. Previous study has suggested that elective
cesarean section is advantageous with respect to oxidative stress to newborn (Inanc
et al., 2005), besides the lower concentration of antioxidants (Rogers et al., 2000;
Baydas et al., 2002). The fetal concentration of lipid soluble antioxidants is probably

limited by placental transport proteins, and these antioxidants are found in lower
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concentrations in fetal than maternal circulation (Baydas et al., 2002; Sanchez-Vera,
2004).

NO is a potent vasodilator in the placental vasculature that maintains the basal
vascular tone, attenuates the action of vasoconstrictors (Myatt et al., 1991) and
seems to be involved in ripening of the cervix (Vaisédnen-Tommiska et al., 2004). Our
results showed for the first time that nitric oxide metabolites were significantly
reduced in amniotic fluid and also in umbilical artery and umbilical vein cord of
postterm elective cesarean group compared to fullterm delivery control group. Thus
suggesting that postterm partiturition could be associated with a significant reduction
in nitric oxide production in both fetal and maternal compartments. It has been
demonstrated that higher levels of NO were found in amniotic fluid of women in labor
than in non-laboring at term patients (Marinoni et al., 2000).

Conflicting results have been found in relation with the way of delivery and the
oxidative stress induction (Raijmakers et al., 2003; Hracsko et al., 2007; Paamoni-
Keren et al., 2007). In our work we observed that lower oxidative stress from mother
was found in postterm compared to fullterm cesarean section delivery group. To
explain this, we suppose that the lower levels of oxidant reactive species, maybe
associated with efficient antioxidant defense may contribute to prolonged pregnancy
even in the presence of decreased nitric oxide production and consequently the

inhibition of quiescence that limits the active labor.
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Table 1 — Maternal and fetal characteristics of the study population. Data are shown
as means *= S.E.M. Differences between groups were determined by student’s t-test.

P<0.05 were considered to indicate statistical significance.

Figure 1 — Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels, expressed as
malondialdehyde (MDA) equivalents (nmol/mg protein) in amniotic fluid, placental
tissue, umbilical artery plasma and umbilical vein plasma obtained from elective
cesarean at term (n=18) and postterm delivery (n=18). Data are shown as means *
S.E.M. Differences between groups were determined by student’s t-test. P<0.05 were

considered to indicate statistical significance.

Figure 2 — Protein carbonyl content in amniotic fluid, placental tissue, umbilical artery
plasma and umbilical vein plasma obtained from elective cesarean at term (n=18)
and postterm delivery (n=18). Data are shown as means = S.E.M. Differences
between groups were determined by student’s t-test. P-values <0.05 were considered

to indicate statistical significance.

Figure 3 — Nitrite plus nitrate levels in amniotic fluid, umbilical artery plasma and
umbilical vein plasma obtained from elective cesarean at term (n=18) and postterm
delivery (n=18) using a colorimetric method based on the reduction of nitrate by
vanadium (1) combined with detection by the acidic Griess reaction. Data are shown
as means = S.E.M. Differences between groups were determined by student’s t-test.

P-values <0.05 were considered to indicate statistical significance.



Variable Full-term n=19 Posttten n=18 P value
Maternal age (years) 27.7+6.1 219+ 4.2 < 0.05%
Gestational age (ws) 38.5+0.37 41.5+0.43 < 0.05%
Birth weight (g) 3,405+ 412 3,632 + 358 0.08
Apgar 1 min 8.1+0.6 8.9+047 0.97
Apgar 5 min 8.1x£0.7 8.9+£0.23 0.98
Parity 155+1.1 2.15+0.7 0.06
aStudent’s t-test
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4 DISCUSSAO

O presente estudo realizou pela primeira vez uma comparacao de parametros
de estresse oxidativo entre gestagcbes humanas a termo (< 39 semanas) e
prolongadas (= 41 semanas). Para isto, avaliou-se a oxidacdo de proteinas e
lipideos, bem como a produg&o de 6xido nitrico em diferentes compartimentos fetais
e maternos.

Foram avaliados dano oxidativo e niveis de nitrito em veia umbilical,
demonstrando-se indiretamente o compartimento materno-placentario, pois as trocas
transplacentarias oriundas da mde sdo drenadas diretamente para a veia umbilical.
A placenta € um anexo fetal de relagao direta com a parte materna e sua formacéo e
funcdo decorrem da profunda invasao do trofoblasto na parede uterina, que modifica
a estrutura de seus vasos tornando-os mais complacentes e menos resistentes,
possibilitando assim um maior aporte de nutrientes e oxigénio da mée para o feto.

Em contrapartida, a afericdo do estresse oxidativo na artéria umbilical refletiu
a condicao dos tecidos fetais intraltero, ja que o sangue que flui por esta via retorna
diretamente do feto para placenta. E sabido que a maior parte do liquido amniético
no terceiro trimestre provém primariamente da urina fetal e secundariamente das
secrecdes do pulmao fetal; assim, tanto o liquido amniotico, como a artéria umbilical,
foram considerados como uma potencial fonte de radicais livres de origem fetal.

Quando comparadas as fontes oxidativas materna e fetal através da dosagem
dos danos proteico e lipidico e dos niveis de nitrito em plasma arterial e venoso do

cordao umbilical, ndo se observou diferenca significativa entre as gestacdes a termo
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e as gestacbes prolongadas. Desta forma, pode-se concluir que ndo houve
predominio da contribuicdo da mae ou do feto em relacdo a geracao de estresse
oxidativo nos grupos analisados.

Nos marcadores de estresse oxidativo entre mulheres que tiveram cesariana

eletiva a termo e poés-termo, ndo foi observada diferenca significativamente
estatistica em relacdo a lipoperoxidagdo, mas foi encontrado que em ambos os
grupos as concentracbes de MDA foram mais altas no liquido amniotico, quando
comparadas aos valores encontrados em placenta, veia e artéria umbilicais.
, Este estudo verificou que as gestacOes prolongadas apresentaram dosagens de
carbonilagéo proteica menores no compartimento materno, representado por tecidos
placentéarios e plasma da veia umbilical; j& no liquido amniético houve um aumento e
na artéria umbilical o dano proteico permaneceu inalterado, em relacéo as gestacdes
a termo. Sabe-se que o dano proteico esta aumentado devido ao préprio estado
gravidico e se intensifica em condicdes adversas da gestacdo, entre elas a pré-
eclampsia (Zusterzee et al., 2001), o trabalho de parto prematuro e a rotura
prematura de membranas (Woods., 2001). Estudos associando gravidez prolongada
com carbonilag&o proteica ndo foram encontrados.

Um estudo comparativo dosando plasma de veia umbilical em parto vaginal
pré-termo e a termo relacionou o aumento da idade gestacional com o aumento da
carbonilagédo proteica e a paradoxal diminuicdo da peroxidacgéo lipidica (Mocatta et
al., 2004). E importante ressaltar que o estudo em questdo se refere ao outro
extremo da gestacdo, que € a prematuridade, enquanto que o presente trabalho
teve seu foco nas gestacdes prolongadas. A literatura é controversa quanto ao
estresse oxidativo materno estar aumentado no ultimo trimestre de gravidez. Alguns

autores observaram um aumento maior no segundo trimestre (Little & Gladen,1999),
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outros no terceiro (Ishihara et al., 1978) e outros verificaram aumento do estresse
oxidativo com o decorrer da gestacdo (Wickens, 1981). Embora muitos estudos
tenham investigado a influéncia do parto e do modo de parto no estresse oxidativo,
nado se encontraram estudos comparando o grau de estresse oxidativo entre
cesariana eletiva de gestacéo a termo e de gestacdo prolongada.

Fisiologicamente toda a gestagéo € preparada para o parto. Além disso, sabe-
se que a rotura prematura de membranas (RUPREMA) é um prendncio do parto e
trabalhos a tém associado com um aumento do estresse oxidativo na cavidade
amniodtica, sendo causada pelo dano da bolsa corioamniética, em consequéncia do
enfraquecimento do colageno, que pode ser causado pelas EROs ( Longini et al.,
2007). Alguns estudos tém suportado essa hipétese, associando condi¢des clinicas
conhecidas por produzir EROs ou reduzir a protecdo antioxidante. Estudos clinicos e
in vitro que utilizaram amostras de membrana expostas a EROs demonstraram
alteracdes teciduais semelhantes aquelas encontradas na RUPREMA do pré-termo
(Woods, 2001). Os dados deste trabalho apontam um dano proteico aumentado em
gestacdes prolongadas e uma concentracdo de MDA, ainda que sem diferenca
estatistica em relacdo a idade gestacional, maior no liquido amniético que em
gualquer outra estrutura analisada.

Um importante achado deste estudo foi a diminuicdo dos niveis de nitrito nas
gestacOes prolongadas, em todas as estruturas analisadas. O NO é gerado no Utero
e tem como uma das suas principais fungdes a inibicdo da contratilidade uterina.
Sua reducdo e/ou menor resposta na gestagcado a termo poderia levar a um aumento
da contratilidade uterina e ao inicio do trabalho de parto (Yallampalli, 1993). Fatores
como gestacdo, parto, hormonios esterodides e prostaglandinas modulam a geracéo

e o efeito do NO no utero (Yallampalli, 1998). O NO também desempenha um papel
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nas mudancas fisiol6gicas do avanco da gravidez, além de poder estar relacionado
com a fisiopatologia da pré-eclampsia e do retardo de crescimento intrauterino
(Sooranna et al., 1995).

Consideracdes referentes a gestacdo prolongada estdo na maioria das vezes
ligadas a maturacéo do canal cervical e sua dilatagéo para o momento do parto. Em
andlise de fluido cervical foi detectado Nox em 46% de mulheres n&o gravidas, 68%
de mulheres com gestacdo do primeiro trimestre e em 82% de gestantes com
gestacdo do ultimo trimestre (Vaisanen-Tommiska et al., 2003). Em nova pesquisa,
0S mesmos autores ainda concluiram que, apesar dos altos niveis dos metabdlitos
de 6xido nitrico em gestacOes tardias versus gestaces do primeiro trimestre, e da
abundante evidéncia da possibilidade do envolvimento do 6éxido nitrico na dilatagcéo
cervical, as maiores idades gestacionais das amostras do grupo das gestacdes pos-
termo deveriam apresentar  niveis mais altos de metabdlitos de 6xido nitrico,
guando comparado ao grupo das gestacOes a termo. Em contrapartida, o trabalho
encontrou uma reducdo dos metabdlitos do 6xido nitrico nas gestacdes pOs-termo
(Vaisanen-Tommiska et al.,, 2004). Essas mulheres tiveram mais dificuldade na
progressao e na duracdo do parto do que as mulheres com alta liberagcdo de NO. As
que tinham maior liberagdo de NO cervical também tinham o colo uterino mais
maduro. A liberacdo de NO no colo foi induzida por contragdes uterinas (3,5 vezes)
(Vaisanen-Tommiska et al., 2003).

Este estudo observou uma expressiva diminuicdo dos niveis de nitrito no
liguido amniético. Era de se esperar que o feto da gestacdo prolongada estivesse
excretando e/ou secretando menos NO, pois o feto € o maior responsavel pela
producdo do liquido amniético, como ja discutido anteriormente. Na analise de

plasma em artéria umbilical de mulheres com gestacao prolongada realmente foi
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observada uma diminuicdo do nitrito em relacdo a gestacdo a termo. Contudo, a
grande diferenga dos niveis de nitrito no liquido amniético (mais de 100 vezes
superior em relacao ao plasma da artéria umbilical) sugere a possibilidade de outro
fator estar colaborando para o aumento de NO no liquido amniético. Alguns estudos
tém demonstrado que membranas fetais de humanos estdo envolvidas na regulagéo
da contratilidade miometrial pela acdo de varias substéncias produzidas pelas
membranas amnidtica e deciduo-coridnica, atuando de forma autécrina e/ou
paracrina (Challis et al.,1991). Estudo in vitro evidenciou que o lipopolissacarideo
(LPS) foi capaz de induzir INOS, assim como fator de ativacéo plaquetaria (PAF) foi
capaz de estimular a producdo de NO independentemente da inducéo de iINOS em
membranas fetais humanas intactas (GUNTER et al., 2004).

Marinoni (2000) refere um aumento significativo dos niveis de NO no liquido
amnioético tanto em gestantes a termo quanto pré-termo que estavam em trabalho
de parto, em comparagdo com as que nao estavam em trabalho de parto. O mesmo
aumento ndo foi encontrado em plasma e urina materna ou plasma do corddo
umbilical. O autor reconhece que o aumento dos niveis de NO no liquido amnidtico
foi um achado paradoxal e pontua que o0 aumento se justifica em virtude da
expressao da iNOS pelas membranas fetais durante o trabalho de parto; ainda
conclui que diferentes isoformas de NOS podem ter diferentes fungdes no decorrer
da gravidez: a isoforma NnNOS mantém o Utero quiescente; a eNOS regula a
circulacdo utero-placentaria e a circulacdo fetal;, e a INOS contribui para a
maturacdo cervical e/ou dilatagcdo. Foi observado que a ocitocina, importante
uterotonico liberado no trabalho de parto, proporciona um aumento na liberagdo de
nitrato pelas membranas fetais de gestacfes a termo, assim como aumenta a

expressao uterina de iNOS (Ticconi et al., 2004).
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Concentragbes de nitrito diminuidas na veia umbilical de gestacdes
prolongadas, também observadas neste estudo, constituem um achado que esta em
concordancia com outros encontrados na literatura, que tém descrito um decréscimo
na liberacdo do NO no final da gestacédo, indiretamente demonstrado pela redugéo
dos niveis da citrulina sérica em mulheres do termo da gestacdo até o inicio do
trabalho de parto (Facchinetti et al., 1998), sendo também observado em animais um
significante decréscimo na atividade de NOS de decidua no ultimo dia de gravidez
(Sladek et al., 1993). Como ja comentado anteriormente, achados da veia umbilical
expressariam indiretamente a fungdo do compartimento materno-placentério.

Poder-se-ia imaginar que na gestacdo prolongada os niveis de NO
estivessem aumentados, ja que este mediador esta envolvido na dilata¢do cervical e
no desencadeamento do trabalho de parto. No entanto, foi observado que sua
produgcdo nos compartimentos materno e fetal diminui com o avango da gestagao.
Ressalta-se a expressiva diminuicdo do NO no liquido amnidtico das gestacdes
prolongadas, em relacéo as gestacbes a termo, que teria a finalidade de tornar o
Gtero cada vez mais responsivo as contracdes a medida que a gestacdo avanca.
Recentes trabalhos tém demonstrado que ocorre uma significante queda (P <
0.001) dos niveis de nitrito em liquido amniético a partir da 372 semana de gestacao,
suportando a hipétese de que esta reducao da producdo de NO contribuiria para o
aumento da atividade uterina em gestagdes tardias (Morris et al., 2008). O papel
diferencial do NO no trabalho de parto poderia estar relacionado com a regido do
Gtero. Sob acdo do NO a musculatura da cérvice, no final da gestagéo, deve relaxar
para dilatar. O NO exerce sua funcdo através da estimulacdo das MMPs
(metaloproteinases da matriz), capazes de degradar o colageno e outros tecidos

conectivos da matriz extracelular como proteoglicanos, fibronectina e laminina. O
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efeito do NO também parece ser mediado via ciclooxigenase (COX), através de um
aumento da prostaglandina sintase, a qual estimularia outros mediadores envolvidos
no processo de amadurecimento do colo uterino. (Biondi et al., 2005). Opostamente,
a musculatura do corpo uterino precisa contrair-se para o parto, e esse processo
esta associado com a diminui¢cdo do NO. Estudando-se ratas com gestacdo a termo
foram encontradas as trés isoformas de NOS em amostras da cérvice, mas somente
iNOs e eNOs foram detectadas no corpo uterino. Um aumento de iNOs na cérvice
ocorreu durante o trabalho de parto, porém no corpo uterino seu efeito foi justamente
0 oposto. Também ocorreu um aumento da NNOs na cérvice durante o trabalho de
parto, sendo que esta isoforma parece estar ausente no Utero em outras fases da
gestacao (Facchinetti et al., 1998).

Segundo Biondi et al. (2005), o processo oxidativo é dinamicamente
balanceado na gravidez e a influéncia de determinados mediadores na promogao
do parto ou no prolongamento da gestacdo pode variar conforme o tipo de radical
livre e/ou outros mediadores presentes, seu local de acgéo, a disponibilidade de
receptores, etc. A investigacdo destas questdes poderia ajudar a encontrar uma
resposta para o prolongamento de algumas gestacdes além das 41 semanas.

Os dados deste estudo demonstraram uma contribuicdo tanto fetal, quanto
materna, para uma diminuicdo de NO na gestacdo prolongada. Esta queda foi
marcantemente verificada no liquido amniético, sugerindo que o extremo final da
gestacdo é acompanhado pela queda dos niveis de NO; além disso, o liquido
amniotico parece ter papel fundamental no desencadeamento do trabalho de parto.

A presenca no liquido amnidtico de altos niveis de MDA e a carbonilagdo
proteica aumentada, nas gestacdes prolongadas, sugerem um aumento do estresse

oxidativo do liquido amniético no final da gravidez. A cesariana eletiva nas
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gestacdes prolongadas expde o feto a um menor estresse oxidativo de origem
materno-placentaria, se comparada as realizadas nas gestacfes a termo. Acredita-
se, em vista desses achados, que este estudo dos radicais livres e sua relacdo com
importantes estruturas maternas e fetais no extremo final da idade gestacional tenha

contribuido para um melhor entendimento da fisiopatologia da gestacéo prolongada.
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ANEXOS

ANEXO A - FORMULARIO DE ADMISSAO

NOME :

ENDERECO :
TELEFONES :

ESTADO CIVIL :

DATA DE NASCIMENTO :

IDADE :

GESTA: PARA : P. NORMAL: P. CESAREA:

DATA PROVAVEL DO PARTO (DPP) :

IDADE GESTACIONAL PELA USG :

12 USG REALIZADA COM ___ SEMANAS
INTERCORRENCIAS NA GESTACAO ATUAL:
USO DE MEDICACOES:

PESO AO NASCIMENTO:

APGAR: 1° MINUTO 5° MINUTO

ABORTO:

64
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO

O Lab de Imunologia e Mutagénese do Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude da UNESC esta desenvolvendo uma pesquisa para avaliar
alguns fatores que podem contribuir para que a gravidez ultrapasse as 40 semanas
(ou 9 meses).

Este estudo tem o objetivo pesquisar gestantes com mais de 41 semanas de
gestacdo e comparar 0s resultados com os das gestantes com menos de 39
semanas, para assim contribuir no entendimento dos motivos que levam algumas
gestantes a irem além dos 9 meses de gravidez, mais exatamente além das 41
semanas, que é o periodo em que, segundo trabalhos recentes, se observa um
aumento dos riscos maternos e principalmente fetais.

Vocé n&o tem nenhuma obrigacdo de contribuir para este estudo e sua recusa
nao ocasionara em nenhum prejuizo ao seu atendimento neste servigco ou em outros
servicos de saude publica. Nao recebera nenhum tipo de remuneracao, assim como
nao tera custos, participando do estudo.

Se vocé concordar em participar desta pesquisa acontecera o seguinte:

1) Um dos pesquisadores, seu médico ou outro profissional da Equipe de Saude,
através de breve entrevista, ou a partir de dados da carteirinha do acompanhamento
pré-natal, coletard algumas informacdes que serdo Uteis para esta pesquisa. Esses
dados serdo analisados de forma confidencial, ndo identificando vocé e suas
respostas em nenhum momento do estudo. Mesmo participando, vocé podera se
recusar a responder a algumas ou a todas as informag¢des solicitadas. Em nenhum
momento seu nome sera revelado em publicagbes, relatérios, ou em quaisquer
outros meios, sendo, portanto, o resultado desta pesquisa, se divulgado, anénimo e

confidencial.

2) Outra parte do estudo é a coleta. Sera necessario coletar 3 ml de sangue do

corddo umbilical, retirar um pequeno fragmento da placenta e coletar 3 ml do liquido
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amnioético (“bolsa das aguas”). A retirada de sangue do cordao umbilical, assim
como do fragmento placentério, s6 serd realizada ap6s o nascimento do bebé, o
clampeamento do corddo umbilical e a dequitagéo (retirada) da placenta. A coleta do
liguido amnidtico sera realizada no momento em que se incisa o Utero para o bebé
nascer. Por esta incisdo se coletara, com uma pequena sonda de aspiracdo, um
pouco de liquido amni6tico, que geralmente € o primeiro a fluir pela incisdo. Esta
sonda € a mesma que se usa para aspirar o liquido que fica na cavidade oral e no
estbmago do bebé quando o mesmo nasce. A placenta, o liquido amniético e o
sangue do cordao umbilical, neste hospital sdo habitualmente descartados, assim o
seu destino é a incineragao.
Estes procedimentos ndo oferecerem riscos graves para vocé nem seu bebé, sendo
procedimentos totalmente estéreis, e realizados por pessoas altamente capacitadas.
Este estudo ndo prevé beneficios diretos para vocé€, mas podera ajudar no melhor
conhecimento das gestacdes chamadas prolongadas. O estudo n&o vai interferir na
conduta obstétrica ou na indicagdo da sua cesariana.

Apés a realizacdo do estudo aqui proposto, o restante do seu material
biolégico ficard armazenado pelo tempo regulamentar para realizacao de eventuais

testes para confirmar ou complementar a avaliagéo laboratorial necesséria.

Apoés leitura do texto acima concordei em participar deste estudo.
Nome:

Assinatura: Data:

Quaisquer duvidas favor contatar seu médico em sua unidade de saude, ou o Dr.
Pedro Roosevelt Torres Roméo no telefone 48-3431 2758 (horario comercial), ou na

UNESC - laboratério de Imunologia

Eu, abaixo assinado, me responsabilizo pelo cumprimento das condi¢des aqui

expostas.

Dr. Pedro Roosevelt Torres Romao Dr. Orlando Tobias Junior

Coordenador da Pesquisa Ginecologista e Obstetra



Ararangua - SC,

de

de 2008.
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