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INTRODUCAO: A prematuridade ¢ considerada um problema de nivel global, relacionada a alta
morbidade e mortalidade (CELIK et al., 2008), com uma taxa de prematuridade de 5-9% em paises
desenvolvidos, podendo chegar a 18% em paises subdesenvolvidos (WHO, 2018). Grande parte
das gestagdes que evoluem para um parto prematuro ndo apresentam fatores de risco durante o
periodo gestacional, o que torna de suma importancia novas formas de identificagdo de riscos para
prematuridade (CELIK et al., 2008), dentre elas, destacamos a presenga de sludge no liquido
amnidtico (HUGHES et al., 2016). O sludge ¢ um achado ecografico que pode apresentar fungos
e bactérias, suspensas, que estdo presentes no liquido amniotico, estando localizadas préximas ao
orificio interno do colo uterino (JUNIOR et al., 2013).

Durante a gestagdo ocorre um aumento da atividade mitocondrial € uma maior demanda metabolica,
0 que ird acarretar em um desbalango no equilibrio redox do organismo, levando a um aumento
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) que superam a capacidade do nosso sistema
de defesa antioxidante, gerando assim um quadro denominado de estresse oxidativo. Pouco se sabe
sobre a relagdo entre o quadro de estresse oxidativo e a presenca do s/udge. Os efeitos deteriorantes
das EROs sobre estruturas celulares sdo também protegidos por meio do aumento da expressao de
proteinas de choque térmico (heat shock protein) (WU et al., 2015).

As proteinas de choque térmico (HSPs) foram descobertas no ano de 1960. Foram divididas
conforme o peso molecular , entre as quais estd a familia de 70 kD ou HSP70 (MAIO, 2011).
As fungdes dessas proteinas variam de acordo com o ambiente onde as mesmas se encontram.
No ambiente intracelular (iHSP70) exercem uma fungdo citoprotetoras, anti-inflamatério e anti-
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apoptdtica (GARRIDO et al., 2001). No ambiente extracelular plasmatico (eHSP70) apresentam
acdes pro-inflamatorias e sinalizadoras de dano ou risco de dano celular (HECK ef al, 2011). Na
gestagdo, esta proteina ja foi detectada no liquido amnidtico, na placenta e no plasma materno. A
maioria dos estudos indica que gestantes saudaveis possuem niveis séricos de eHSP70 menor do
que ndo gravidas saudaveis (MOLVAREC et al., 2010). J4 foi observado um aumento da eHSP70
no plasma de gestantes, em situacdes relacionadas a desfechos como o parto prematuro e a pré-
eclampsia (MOLVAREC et al., 2010).

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar os parametros de estresse oxidativo e sua
correlacdo com a concentragdo plasmatica de eHSP70 em gestantes com achado ecografico de
sludge.

Palavras-Chave: Estresse Oxidativo, Sludge, HSP70
Keywords: Oxidative stress, Sludge, HSP70

METODOLOGIA: Trata-se de um estudo transversal, realizado com gestantes no segundo
trimestre, atendidas na Secretaria Municipal de Satde (SMS) do municipio de [jui-RS e em uma
clinica de ultrassonografia da mesma cidade. Nas gestantes que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram realizadas ultrassonografia obstétrica e
transvaginal. Todas as ultrassonografias foram realizadas por um tnico médico radiologista e o
achado de s/udge, de modo cego, confirmado por outro profissional médico especialista em Medicina
fetal. O projeto foi aprovado pela Secretaria Municipal de Saude do municipio de [jui-RS e CEP
UNICRUZ (Parecer Numero 3.255.646).

Com base nos achados ecograficos, as gestantes foram divididas em dois grupos: gestantes
com presenca de sludge e gestantes sem presenga de s/udge. Foi realizada pungdo venosa para
coleta de sangue para fins de analise do perfil redox e concentracio plasmatica de eHSP70.Critérios
de Inclusiio: Gestantes em idade gestacional entre 15 e 26 semanas e 6 dias, que engravidaram
espontaneamente e que assinaram o TCLE. Critérios de Exclusdo: Mulheres com patologias
infecciosas pré ou gestacionais, como STORCH (Sifilis, toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus,
hepatites), HIV, hepatites, mulheres com doenga autoimunes (lipus eritematoso sistémico, artrite
reumatoide, sindrome antifosfolipidica, asma), com histéria de trabalho de parto prematuro em
gestacdo prévia, em uso de medicamentos no momento da coleta (anti-inflamatorios, corticoide,
antibiotico, antidepressivos), com sangramento vaginal, historia prévia de abortamento de repeticao,
sinais clinicos ou suspeita de infecgdo do trato geniturinario e fertilizagao assistida.

Lipoperoxidacio: Foi analisada pelo método de Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitirico
(TBARS), a 505nm (BUEGE; AUST, 1975). Os resultados foram expressos em mmol MDA/mL de
plasma.

A atividade da Superdxido Dismutase (SOD): foi determinada a partir da inibi¢do da autoxidagdo
do pirogalol, a 420nm (MARKLUND; MARKLUND, 1974). Os resultados foram expressos em
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USOD/mL de plasma.

A atividade da Catalase (CAT): foi determinada através da decomposi¢do do perdxido de
hidrogénio, a 240nm (AEBI, 1984). Os resultados foram expressos em UCAT/mL de plasma.

eHSP70: Foi determinada com a utilizacdo de Kit comercial para ELISA HSP70 High Sensitivity
(450 nm).

RESULTADOS E DISCUSSAO: Inicialmente analisamos os niveis de malonaldeido (MDA) no
plasma das gestantes (Figura 1A). O MDA ¢ o produto gerado através do processo de
lipoperoxidacdo (BUEGE; AUST, 1975). Quando ha um excesso de espécies reativas, ocorre a
retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos poli-insaturados da membrana celular, fazendo
com que ocorra a lipoperoxidagdo (WELCH; AVIS; DEN, 2002). Nao foi observado diferenga no
nivel de lipoperoxidacdo em gestantes com a presenca de s/udge comparativamente as sem sludge.

Um dos mecanismos utilizados pelo organismo, para evitar que ocorram danos oxidativos
como a lipoperoxidagdo, ¢ denominado de sistema de defesa antioxidante enzimatico, sendo esse
composto por enzimas como a superdxido dismutase (SOD), sendo esta a primeira linha dessa
defesa, que catalisa o superoxido em peroxido de hidrogénio (H202), que, por sua vez, também tem
potencial para gerar danos celulares. Para evitar que isso ocorra, a segunda linha dessa defesa ¢
ativada. Trata-se da enzima denominada de catalase (CAT), capaz de converter o H2O2 em oxigénio
e dgua, impedindo assim que ocorra um dano oxidativo (BARRA et al., 2010). Quando analisamos
essas enzimas e a razao entre elas, observamos que as gestantes com sludge ndo apresentam diferenga
na atividade da CAT, porém apresentaram valores menores da razdo SOD/CAT (Figura 1C) e niveis
menores da atividade da enzima SOD (Figura 1B), comparativamente as gestantes sem s/udge.
Estudos ja mostraram que h4a uma diminui¢cdo da enzima SOD em gestantes com outras condi¢des
adversas, como a pré-eclampsia (AYDIN et al., 2004). A diminui¢do da atividade da SOD indica
uma diminuicao da capacidade da defesa antioxidante o que pode predispor as gestantes com s/udge
a um maior risco de estresse oxidativo.
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Figura 1. A) Avaliago dos niveis de malonaldeido. B) Avaliacdo dos niveis das enzimas superéxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT). C) Avaliagdo da razdo SOD/CAT. Gestantes sem sludge (n=47) Gestantes com sludge (n=11) . Teste
T de Student com corre¢ido de Welch.

Foram realizadas também analise de correlagdes entre os parametros do estado redox e com os niveis
de eHSP70, onde se evidenciou uma correlagdo positiva entre os niveis da enzima catalase e da
razdo SOD/CAT com a concentragdo de eHSP70 em gestantes sem s/udge (Figura 2), indicando que
uma maior atividade enzimatica da enzima catalase esta correlacionada com uma maior concentracao
plasmatica de eHSP70. Porém, o mesmo nao se evidencia nas gestantes com sludge (Figura 3). Sabe-
se que a gestacdo causa um aumento do metabolismo oxidativo do organismo, requerendo assim, um
aumento da atividade de enzimas antioxidantes para contrapor o aumento da producgdo de espécies
reativas de oxigénio (LU et al., 2018), a fim de evitar o estresse oxidativo. Também, sabe-se que
gestantes apresentam alteracdo na concentracdo de eHSPO (MOLVAREC et al., 2010) e de que esta
proteina participa dos processos de defesa (WU et al., 2015). Autores descrevem que em condi¢des
de estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio podem agir como sinalizadoras da inducdo da
producdo de HSP70 (WELCH, 1992). Estudos ja mostraram que durante o periodo gestacional pode
haver um aumento da eHSP70 e existir correlagdes entre essa proteina e pardmetros de estresse
oxidativo em gestantes com pré-eclampsia (MOLVAREC et al., 2010).

@

*’ VRPGPE :
OBJE IVS‘:::ES VICE-REITORIA L
DE DESENVOLVIMENTO DE POS-GRADUACAO, o
er

SUSTENTAVEL PESQUEA E EXTENSAO



"-

SALAO 00 wuwisen - %
CONHECIMENTO -

INTELIGENCIA

ARTIFICIAL:

A NOVA FRONTEIRA DA
CIENCIA BRASILEIRA

20 A 23 DE OUTUBRO EEEEEEEE 1JUi | SANTA ROSA | PANAMBI | TRES PASSOS N

Evento: XXVIII Seminario de Iniciagdo Cientifica

6.oE | aad

[E=}]

Valores der Valores de P
10
BHIPTIH a.34

R

500 B34
[® CATo CUOZ

RAC- GO
.5

MiA ﬁ]}l
1.0 =

sHEPTE ECD

CAT RES MDA

ODS: 3 - Satde e Bem-estar

Figura 2. Mapa de correlagdes entre pardmetros de estresse oxidativo vs eHSP70, em gestantes SEM SLUDGE. Valores

de r e de P expressos dentro de cada box, respectivamente. n=49. Correlagdo de Pearson. eHSP70 (proteina de choque
térmico de 70 kDa); MDA (malonaldeido); SOD (Superdoxido Dismutase); CAT (Catalase); RSC (Razdo SOD/CAT).
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Figura 3. Mapa de correlagdes entre parametros de estresse oxidativo vs eHSP70, em gestantes COM SLUDGE. Valores

de r e de P expressos dentro de cada box, respectivamente. n= 11. Correlagdo de Pearson. eHSP70 (proteina de choque
térmico de 70 kDa); MDA (malonaldeido); SOD (Superéxido Dismutase); CAT (Catalase); RSC (Razdo SOD/CAT).

CONCLUSAO: Gestantes com o achado ecografico de sludge apresentam menor resposta de defesa
antioxidante enzimatica quando comparadas a gestantes sem sludge, sem evidéncia de maior dano

lipidico.
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